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RESUMEN

En los 0ltimos afios, con el aumento de la poblacién mundial se ha observado una creciente
preocupacion por la necesidad del desarrollo de sistemas agricolas sustentables, dando
especial importancia al incremento de la producciéon agricola junto con la preservacion de
los recursos naturales y del ambiente como un todo.

La capacidad productiva de los suelos, en lo que a fertilidad se refiere, esta muy
relacionada con la disponibilidad de nitrégeno, fosforo y potasio, nutrientes mas extraidos
por la mayoria de los cultivos. Mantener altos niveles disponibles de nitrogeno y fosforo
continfa siendo un desafio. Las principales formas de mantener suficiente nitrégeno es
mediante la aplicacion de fertilizantes nitrogenados y las formas de fijacion biologica.
Cuando los suelos a sembrar, tienen deficiencia en la cantidad y calidad de bacterias con
efectos PGPR, es necesario agregarlas mediante inoculaciéon. La industria de inoculantes
para leguminosas ha sido y es una enorme contribucion a la economia de los paises. La
formulacién y produccién de inoculantes requiere la integracion de parametros fisicos,

quimicos y biolégicos.
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ABSTRACT

In recent years, with increasing world population, there has been a growing concern about
the need to develop sustainable agricultural systems, with particular attention to rising

agricultural production with preservation of natural resources and the environment.

The productive capacity of soils, in regard to fertility, is closely related to the availability
of nitrogen, phosphorus and potassium, nutrients extracted by most crops. Maintain high
levels of nitrogen and phosphorus available remains a challenge. The main ways to

preserve sufficient mtrogen is by nitrogen fertilizer application and biological fixation.

When the soils to cultivate, are deficient in quantity and quality of bacteria with PGPR
effects, 1s necessary to add them by inoculation. The legume inoculants industry has
always been a huge contribution to the economy of countries. The formulation and
production of inoculants requires the integration of physical, chemical and biological

agents.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos 50 afios la agricultura ha sufrido una revolucion tecnolégica que ha
desembocado en una mecanizacion generalizada, en el uso creciente de fertilizantes y
agroquimicos para conseguir un aumento de la productividad agricola. Se ha convertido en
una “agricultura intensiva” provocando problemas de contaminacidn por el uso abusivo de
los mismos. Esto ha producido mayores rendimientos en los cultivos, pero ha repercutido
muy negativamente sobre los ecosistemas agrarios, contribuyendo también al desequilibrio
energético (combustibles fosiles) y medio ambiental. Como alternativas a la agricultura
intensiva las biotecnologias basadas en el uso de los microorganismos del suelo como
activadores del crecimiento, estan adquiriendo un especial relieve (de Felipe Antén, 2002).
Dentro del concepto de agricultura sostenible surgen tecnologias limpias como es la
biofertilizaciébn con bacterias fijadoras de nitrogeno, la cual se plantea como una
alternativa segura, efectiva y, sobre todo, econdémica para recuperar la productividad de los

suelos (Mahecha, 2002; Sylvia et al., 2005).

1.1, Importancia agronémica del nitrégeno. Ciclo del elemento.

El nitrégeno es uno de los elementos mas importantes para las plantas, v su disponibilidad
condiciona en gran medida la productividad de los cultivos. Es componente de moléculas
esenciales para la vida de las plantas condicionando la calidad de las estructuras y los
procesos en los que éstas intervienen. Esta presente en los acidos nucleicos (ADN y ARN),
en las vitaminas y en las moléculas de almacenaje de energia Forma parte de los
aminoécidos, bases de las proteinas, las que son parte constitutiva de todas las células
vivas. El nitrégeno es elemento constituyente de la clorofila e interviene en su sintesis, por

lo que esta involucrado en la fotosintesis (captacion y eficiencia de uso de la radiacion).

Sin nitrogeno y clorofila, el cultivo no utilizara la luz del sol cofjiie it
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implican actividades de organismos vivos y conversiones no biologicas (Rodriguez
Barrueco ef al., 1984).

Dentro de los ciclos biogeoquimicos, el del nitrogeno (Figura 1) es especialmente
complicado por encontrarse, en condiciones naturales, en distintos estados de oxidacion

(de +5 a -3) formando compuestos estables (Olivares, 2008).
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Figura 1: Ciclo del nitrégeno. http://ecologial 18.blogspot.com/2011 05 01_archive html

La ciencia ha demostrado que la via normal de ingreso de nitroégeno es del suelo hacia las
plantas, y para que pueda ser absorbido por éstas, se debe encontrar mineralizado, como
nitrato y amonio. Sin embargo, debido a que se acumula principalmente en formas
organicas en el suelo, se hace necesaria su transformacion microbiana, conocida como

mineralizacion del nitrogeno, para dejarlo disponible para las plantas (Urzaa, 2000b).

El nitrégeno ingresa al suelo a través de las lluvias, de los abon§Rxazi#
y de la fijacion biologica. Los compuestos organicos (exgige’o! e
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nitrogeno organico) o son utilizados por bacterias como fuente de oxigeno
(desnitrificacion) reduciéndose los nitratos a Nz que se pierde hacia la atmoésfera. Las
plantas también absorben formas minerales de nitrogeno, que luego de ser incorporadas en
su composicion, son exportadas en los productos de cosecha o forrajeros. Los excesos
hidricos favorecen a otros procesos de pérdida del nitrégeno del suelo: lavado hacia capas
profundas fuera del alcance de las raices de las plantas y escurrimiento superficial
(Fernandez-Canigia, 2003).

Todos los procesos del ciclo actiian de forma que en condiciones normales las diferentes
actividades microbianas estan equilibradas y las pérdidas son compensadas por las
ganancias. La masiva utilizacion de fertilizantes nitrogenados esta actuando sobre el ciclo
con claros resultados negativos.

La FBN, en cuanto al aporte de mtrégeno a las plantas, presenta un gran interés debido a
que contribuye globalmente de forma importante al suministro de este elemento requerido
por las mismas. Hoy dia la FBN cobra mas valor, si cabe, dentro del contexto de la
agricultura sustentable, ya que puede evitar el uso abusivo de fertilizantes nitrogenados con
el consiguiente ahorro en el consumo de energia v la disminucion de la degradacion del

medio (Olivares, 2008).

1.2, Agricultura sustentable

La agricultura hace uso de recursos naturales, como el agua y el suelo, para proveer al ser
humano de servicios, tales como alimento y ropa. Es una de las actividades antropogénicas
mas importantes, y su correcta y eficiente realizacion es critica para el desarrollo
socioecondémico de un pais, por lo que constituye un aspecto clave en el proceso del
desarrollo sustentable. Teniendo esto en cuenta, se crea el concepto de agricultura

sustentable, que es aquella en la que el sistema mismo genera los recuggos nEcesarios para

e Q uturas generacio@;
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con la utilizacion de variedades adecuadas de plantas. Sin embargo, su utilizaciéon tiene
limitaciones impuestas, de un lado, por su costo de produccion dependiente de las
vicisitudes de los combustibles fosiles y, de otro, por su contribucién al deterioro del
medio por la contaminacion de las aguas superficiales y acuiferos, que en muchos casos
llega a ser alarmante (Olivares, 2008). Este uso masivo de fertilizantes nitrogenados ha
generado toda una serie de problemas de contaminacién ambiental, que junto a una
creciente preocupacion social por la conservacion del medio ambiente han provocado que
el objetivo de conseguir una agricultura sostenible sea mas atractivo que el conseguir
incrementos de productividad. En el contexto de un desarrollo sustentable v,
particularmente de la agricultura sustentable, cualquier accién encaminada a disminuir el
uso de fertilizante nitrogenado cobra una gran importancia. De ahi el interés por sistemas
agricolas que acumulan alto contenido de mitrégeno, entre los cuales, la simbiosis entre
plantas leguminosas y rizobios tiene cuantitativamente el mayor potencial y el mayor
impacto en agricultura y en el ciclo del nitrogeno.

Todo ello conduce a una “Nueva Agricultura” sostenible con capacidad de mantenerse o
prolongase en la agricultura del futuro (de Felipe Anton, 2002). Esto se lograra, en gran
medida favoreciendo la FBN, lo que permite una excelente nutricidon nitrogenada, y
ahorros importantes en fertilizantes nitrogenados con evidentes ventajas econdémicas. La
Fijacion Simbidtica de Nitrogeno (FSN) resulta ser entonces, una tecnologia limpia de
produccién y una forma concreta de proteger el medio ambiente (Montafiez et al., 2004,

Urzua, 2005).

1.3. Las leguminosas

Las leguminosas son hierbas, arbustos o arboles, anuales o perennes, que forma una de las

mayores familias de angiospermas; con cerca de 700 géneros gg 18 00 especies,
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llamados nédulos, lo que permite que sean capaces de crecer en terrenos con baja
humedad, pobres en nitrogeno o calcareos, siendo las primeras colomzadoras tras la
degradacion de ecosistemas, incrementando la fertilidad de los suelos.

El hecho de que este cultivo de leguminosas enriquece el terreno es conocido desde hace
mucho tiempo, habiéndose derivado del mismo la técnica de alternar cultivos de afio a afio
siguiendo rotaciones en las que obligadamente interviene una leguminosa. Este proceso de
fijacion de nitrégeno en el suelo es una consecuencia de un proceso simbidtico entre las
plantas y ciertas bacterias del género Rhizobium (Cerda Castillo, 2008),

Son utilizadas en distintas formas en la agricultura y la silvicultura: como alimentac¢ion,
forraje, lefia y fertilizante (Giller et al., 1994). Un aspecto comun de todas las leguminosas,
independientemente de si son capaces de fijar nitrogeno o no, es la alta concentracién del
mismo en sus tejidos (Mc Key, 1994). Por lo cual su principal uso, como fuente importante
de proteinas para humanos y animales, depende de la adquisicién de nitrégeno y de su

acumulacion en altas concentraciones en el follaje y en las semillas (Giller et al., 1994).

1.4. Importancia y caracteristicas del cultivo de alfalfa

La alfalfa (Medicago sativa L.) es la forrajera mas importante de la Argentina, donde se
cultivan alrededor de 5 millones de hectareas, ubicadas principalmente en la region
pampeana. Su gran adaptabilidad a condiciones ambientales y sus elevados rendimientos
de forraje de excelente calidad, la han convertido en la base de la produccion de carne y
leche (Basigalup and Rossanigo, 2007). Comparada con otras forrajeras, la alfalfa tiene,
ademas de su elevado potencial de rendimiento y de la estabilidad de su produccion, un
mayor contenido de proteinas, sales minerales y vitaminas (Conrad and Klopfenstein,
1988). Todas estas caracteristicas la llevan a tener requerimientos nutricionales que se

consideran de los mas altos entre numerosos cultivos, superando en syg necagidades de N,

s de materia 8
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produccion, por su funcion en la recuperacion de la fertilidad y estabilidad edafica
(Crookston, 1984; Panigatti, 1992).

En cuanto a su botanica, se trata de una planta perenne, vivaz y de porte erecto. La raiz
principal es pivotante, robusta y muy desarrollada, con numerosas raices secundarias.
Posee una corona que sale del terreno, de la cual emergen brotes que dan lugar a los tallos.
Los mismos son delgados y erectos para soportar el peso de las hojas y de las
inflorescencias, ademas son muy consistentes, por tanto es una planta muy adecuada para
la siega (Infoagro, 2005). Las hojas son trifoliadas (Figura 2), aunque las primeras hojas
verdaderas son unifoliadas, los margenes son lisos y con los bordes superiores ligeramente

dentados.

Figura 2: Hojas trifoliadas de Medicago sativa. http://naturvida.blogspot.com/2008/02/la-

alfalfa-medicago-sativa.html

La flor caracteristica de la subfamilia Papilionoidea, es de color azul o purpura, con

inflorescencias en racimos que nacen en las axilas del primordio foliar (Figura 3).
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Por ultimo, su fruto, es una legumbre indehiscente sin espinas que contiene entre 2 y 6
semillas amarillentas, arrifionadas de 1-2 mm de longitud por 1-2 mm de ancho y 1 mm de

espesor. (Rodriguez and Spada, 2007).

1.4.1. Requerimientos edafoclimaticos: La radiaciéon solar es un factor muy importante

que influye positivamente en el cultivo de la alfalfa, pues el nimero de horas de
radiacion solar aumenta a medida que disminuye la latitud de la region. Otro factor
importante es la temperatura, la semilla germina a temperaturas de 2-3°C siempre
que las demas condiciones ambientales lo permitan; a medida que se incrementa la
temperatura la germinacion es mas rapida hasta alcanzar un Optimo a los 28-30°C.
Temperaturas superiores a 33°C resultan letales para las plantulas. Las bajas
temperaturas también afectan las plantas, las cuales al comenzar el invierno, detienen
su crecimiento hasta la llegada de la primavera cuando comienzan a rebrotar, aunque
existen variedades de alfalfa que toleran temperaturas muy bajas (-10°C) (Infoagro,
2005). Para una alta produccion de forraje, la alfalfa requiere suelos de reaccion
neutra (pH 6,5 a 7,5). En muchos casos, la acidez puede cubrirse con enmiendas
calcicas (Basigalup and Rossanigo, 2007). Otro factor a considerar es la salinidad, la
alfalfa es muy sensible a ésta, pues si bien tolera suelos de hasta 8 mmho/cm, esto lo
hace a costa de una reduccién del 50% de la productividad (Aragon et al., 1986,
Moschetti et al, 2007). En cuanto al tipo de suelo, requiere suelos profundos y bien
drenados, aunque se cultiva en una amplia variabilidad de éstos. La falta de drenaje v
el exceso de humedad en el perfil son considerados factores adversos, dado que no
sOlo favorecen el excesivo desarrollo vegetativo, sino que también pueden producir
la muerte de las plantas por asfixia radicular y/o desarrollos de enfermedades en raiz

(Cabral et al, 1985). Con respecto a los requerimientos hidricqg, es orfolégica y
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1.4.2. Requerimientos Nutricionales: Para sus requerimientos nutricionales, la alfalfa
depende principalmente de la parte superficial del suelo, pues alli se localiza la
mayor parte de la actividad absorbente del aparato radical (Aragdn et al., 1986).
Bajo cualquier sistema de aprovechamiento hay una demanda continua de
nutrientes durante todo el ciclo de produccion (Culot, 1986). Esta demanda no es
idéntica para todas las variedades. En términos generales, la intensidad de la misma
se corresponde con el ritmo de crecimiento, pero es mayor al iniciarse el rebrote,
mostrando los tejidos jovenes una mayor concentracién de nutrientes (Smith, 1969).
En cuanto a el requerimiento de fosforo es muy importante en el afio de
establecimiento del cultivo, pues asegura el desarrollo radicular; el de potasio es
muy importante, la alfalfa requiere grandes cantidades de este elemento, pues de é€l
depende la resistencia al frio, sequia y almacenamiento de reservas; también hay
que tener en cuenta la carencia de boro ya que ocasiona la detencion del
crecimiento, amarillamiento de las hojas terminales y crecimiento entre nudos
escaso, y la de molibdeno, que afecta al funcionamiento de las bacterias fijadoras
de nitrogeno (Infoagro, 2005). Pero el principal rasgo nutricional de la alfalfa es el
alto contenido de nitrégeno total que, casi exclusivamente en forma de proteinas y
aminas se ubica principalmente en las hojas. Normalmente, la alfalfa satisface gran
parte de sus requerimientos nitrogenados por medio de la FBN, a través de su
relacion simbidtica con la bacteria Sinorhizobiim meliloti (Racca et. al., 2001). Esta
capacidad de fijacion del nitrogeno atmosférico a través de la simbiosis la convierte
también en un importante componente de la sustentabilidad de los sistemas

productivos (Basigalup and Rossanigo, 2007).

1.5. Biodiversidad bacteriana y taxonomia
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existentes en el planeta en grupos establecidos en funcion de sus semejanzas es
imprescindible para poder trabajar con ellos y comunicarnos de forma eficiente, organizar
los conocimientos existentes sobre los mismos, y hacer predicciones y formular hipétesis
para nuevas investigaciones (Cerda Castillo, 2008).

La taxonomia bacteriana se divide en tres partes independientes pero interrelacionadas:
clasificacion, nomenclatura e identificacion. La clasificacion es la estructuracion de los
microorganismos en grupos (taxones), en funcion de sus similitudes o parentesco
evolutivo. La nomenclatura es la asignacion de nombres a los grupos taxondémicos de
acuerdo con las reglas internacionales (International Code of Nomenclature of Bacteria)
(Sneath and Socal, 1973). La identificacion es el lado practico de la taxonomia, consiste en

determinar la identidad de un aislado como miembro de un taxdn establecido.

1.5.1.La importancia del gen ARNr 16S en taxonomia bacteriana: El desarrollo de

herramientas de identificacion basadas en la deteccidén de secuencias especificas para
grupos taxonémicos logré un punto de inflexién en la determinaciéon de la evolucion
filogenia de las procariotas. Los genes ribosomicos son los mas estudiados y los mas
abundantes en las bases de datos de secuencias debido a su importancia taxonomica
(Cerda Castillo, 2008). La comparacion de las secuencias de los ARNr 168 (o de los
genes que los codifican) permite establecer las relaciones filogenéticas existentes
entre los organismos procariotas. Este hecho ha tenido una enorme repercusion en
taxonomia bacteriana, dando lugar al sistema de clasificacion vigente y permitiendo
la identificacion rapida y precisa de las bacterias (Rodicio and Mendoza, 2004). El
operdén ribosémico que se transcribe en un pre-ARN incluye los siguientes
componentes en el orden (5’—»3’); ARNr 16S, ARNr 23S y el ARN 58 Se

comenzo estudiando la molécula ARNr 58 y, tras los estudios dg Wogse and Olsen
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secuencia {Cerda Castillo, 2008). Una de las técnicas utilizadas para la secuenciacion
de 168 se basa en amplificar los genes de ARNr, es decir un trozo de DNA que
codifica el ARNr por medio de la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), usando como moldes cebadores sintéticos complementarios de secuencias
conservadas del ARN. La amplificacién mediante la PCR del ADN que codifica el
ARNr requiere menos material celular que la secuenciacion directa de ARNr y es
mas rapida. El ADN amplificado se secuencia luego directamente. La tltima etapa
serd la comparacién de la secuencia del ADNr 16S con las depositadas en bases de
datos (Rodicio and Mendoza, 2004). Actualmente la taxonomia de los rizobios se
desarrolla rapidamente y durante los ultimos 20 afios se han descrito muchas especies
y géneros nuevos. La taxonomia actual de los rizobios se basa en un enfoque
polifasico (Gillis et al, 2001) que incluye caracterizaciones de morfologia,
bioquimica, fisiologia, genética y filogenia, entre otras. El uso del enfoque polifasico
ha conferido a la taxonomia una base mas natural y mas confiable. El analisis de
secuencias de los genes 16S ARNr se¢ ha usado como uno de los principales criterios
para la descripcion de los géneros y las especies de rizobios. Se considera que las
cepas cuyas secuencias del gen de 16S ARNr son similares en un 97% o mas,
probablemente pertenecen a la misma especie. No obstante, cuando las secuencias de
16S ARNr son muy parecidas, no sirven para distinguir especies cercanamente
relacionadas y esto ocurre debido a que este gen esta muy conservado entre todos los
organismos vivos. En estos casos, es necesario incluir otros métodos como
electroforesis (SDS-PAGE) de proteinas, electroforesis de enzimas metabodlicas
(MLEE) v otros, para definir todas las especies descritas. El analisis de proteinas
totales en electroforesis en una dimension permite agrupar a los rizobios con base en

las similitudes de los patrones (Wang et al, 2001). La movilidad
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arbol filogenético, asi como para el disefio general de un sistema taxondmico, los
datos fenotipicos generan una clasificacidon practica que permite la identificacion de
un determinado taxon. Las pruebas fenotipicas clasicas estudian las caracteristicas
morfologicas, fisioloégicas y bioquimicas de la bacteria. El estudio morfologico
incluye una dimension celular de aspectos como forma, presencia de flagelos, tincion
de Gram, etc., y una dimension colonial, color, brillo, tamafio, etc. Los estudios
fisiologicos y bioquimicos aportan informacién sobre el crecimiento del
microorganismo sometido a diferentes condiciones de temperatura, valores de pH,
concentracién de sales, presencia de determinadas sustancias quimicas como agentes
microbianos; asi como presencia © actividad de diversas enzimas, y capacidad para
utilizar diferentes compuestos como fuentes de carbono y nitrogeno (Cerda Castillo,
2008).

1.6. Caracterizacion de microorganismos

En la nzosfera, interactuando con los vegetales se encuentra un gran numero de
microorganismos tales como bacterias, hongos, actinomicetes, algas y protozoos, de éstos
las bacterias son las mas abundantes (Paul and Clark, 1989; Basham and Levanony, 1990;
Lynch, 1990). Estas bacterias se denominan rizobacterias, las mismas pueden tener efectos
deletéreos, neutros o beneficiosos sobre la planta; en este ultimo caso, algunas pueden
establecer una relacion simbiética y otras ejercer su accion benéfica sin asociacion (vida
libre), mediante la liberacion de distintos tipos de metabolitos que actian promoviendo el
desarrollo vegetal (PGPR) (Kloepper, 1996). Dentro de las que establecen una asociacién
simbidtica podemos encontrar las bacterias fijadoras de nitrogeno noduladoras de

leguminosas denominadas colectivamente rizobios (Frioni, 1999).

Los rizobios tienen morfologia normalmente bacilar y no son formadgres de esporas. El
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En la definicion taxondmica de estas bacterias se incluyen caracteristicas distintivas tal
como la descripcion del rango de huéspedes, las caracteristicas del crecimiento en
determinados medios de cultivo, la forma de fijaciéon de nitrogeno. Asi, algunos rizobios
tienen un rango mas amplio de plantas huéspedes que otras, B. japonicum y S. fredii son
capaces de nodular un gran numero de leguminosas, mientras que S. meliloti ha sido
aislado principalmente de las plantas del género Medicago, Melilotus v Trigonella. Los
géneros Rhizobium, Allorhizobium vy Sinorhizobium son bacterias que crecen rapido
(colonias mayores a 2mm después de 3 a 5 dias de incubacion) y producen acido en medio
LMA (Wang and Romero-Martinez, 2005).

1.7. Fijacion Biolégica de Nitrégeno
Supuestas las necesidades de agua cubiertas, el nitrégenc es el factor limitante mas

importante para el desarrollo de las plantas (Olivares, 2008), ya que forma parte de
compuestos tan fundamentales como proteinas, acidos nucleicos y clorofila, necesitandose
principalmente en los tejidos vegetales en crecimiento (Urzla, 2000b).

En la atmodsfera el nitrégeno ocupa aproximadamente el 80%, en la forma molecular, sin
embargo, debido al triple enlace entre los dos atomos de nitrogeno, que hace a la molécula
casi inerte, no puede ser aprovechado por la mayoria de las formas vivientes, sino por un
pequeiio grupo de microorganismos altamente especializados, que incluyen algas, bacterias
y actinomicetes. Para ser utilizado en el crecimiento, este debe ser primero reducido y
luego “fijado” (combinado) en la forma de iones amonio o nitrato. El proceso a través del
cual esos microorganismos reducen el nitrégeno hasta una forma utilizable es conocido
como Fijacion Biologica de Nitrogeno (FBN) (Parsons, 2004).

Este proceso microbiano es llevado a cabo por organismos procariéticos en vida libre o en
simbiosis (en asociacion mutualista con las plantas), denominandose en este altimo caso,
Fijaciéon Simbidtica de Nitroégeno (FSN) (Olivares, 2008).

Las leguminosas fijan nitrogeno del aire mediante simbios}s
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La FBN es mediada por el complejo enzimatico nitrogenasa, presente en los organismos

fijadores, el cual cataliza la conversion del Ny a NH;" bajo la reaccién general:
N+ 8e-+ 10H" + nMgATP —» 2 NH;'+ H, + nMgADP + nPi  (n>16)

Esta requiere de grandes cantidades de poder reductor y energia (ATP), v la reduccion
obligada de protones como minimo de un mol de H; producido por mol de N, reducido
(Halbleib and Ludden, 2000, Mayz-Figueroa, 2004).
Antes de llegar a la consecucion del nodulo, tanto la planta como la bacteria han de seguir
un protocolo, de tal manera que, si cualquiera de ellos incumple alguna de las condiciones
establecidas, la formacion del nodulo abortara. Dicho protocolo se puede resumir en:
» Intercambio de sefiales de naturaleza quimica entre la planta y el
microorganismo.
*  Activacion del ciclo celular en células del cortex e iniciacion del nuevo organo
en la planta.
= Infeccion por parte de la bacteria, formacion del canal de infecciéon e invasion
de los tejidos recién formados.

= Diferenciacion de la bacteria a forma especializada.

1.7.1. Sefializacién entre la planta y Rhizobium: Se puede definir como rizosfera a la
porcion de suelo intimamente asociada a las raices de plantas en crecimiento con
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas diferentes a las del resto del suelo y con
una estructura extraordinariamente compleja en la que inciden gran numero de
variables y en la que se establecen multitud de relaciones biolégicas. De hecho, las

caracteristicas fisico—quimicas de dicha region hacen de ella un lugar puy adecuado
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algunos de estos flavonoides a concentracion micromolar, activan en los rizobios los
genes responsables de la nodulacion (genes nod) (Wang et al , 2001; Azcén — Bieto
and Talon, 2000). Todos los factores Nod (conocidos también por su composicion
como lipoquitooligosacaridos -LCOs-) caracterizados tienen una estructura basica
comun que consiste en un oligdmero de N-acetil-D-glucosamina que lleva unido un
acido graso al nitrogeno del extremo no reductor (Azcon — Bieto and Talon, 2000).
Por su parte los rizobios secretan polisacaridos que se unen a ciertas proteinas de la
planta (lecitinas), encontradas en los extremos de los pelos radicales sobre los que se
adhieren. Cada rizobio expresa constitutivamente un grupo de factores de
transcripcion, conocidos como NodD cuyo nimero y regulacion va a depender de la
especie de rizobio. En Sinorhizobium meliloti hay tres copias de NodD, siendo dos de
ellas, NodD1 y NodD?2, activadas por flavonoides, mientras que NodD3 es activada
por SyrM (Symbiotic Regulator), induce la sintesis de exopolisacarido (EPS)
independientemente de la presencia de flavonoides (Swanson et al., 1993). NodD se
encuentra normalmente unida a unas regiones de ADN de 49 pb conocidas como
“nod boxes”, que se encuentran en las regiones promotoras de muchos genes
implicados en la nodulacion, sélo se produce la induccion de estos genes cuando
NodD se une a sus activadores (Schultze and Kondorosi, 1998). Entre los genes
activados por NodD se encuentran los genes #od, que codifican todo un paquete de
enzimas encargadas de la produccién de los factores Nod. Estos estan compuestos
por un esqueleto de N-acetil-D-glucosamina unidos por enlaces 1,4 sintetizado
por NodA, NodB y NodC, que presenta una serie de modificaciones dependiendo de
la estirpe de Rhizobium y que van a otorgar cierta especificidad al proceso de
nodulacion (Spaink, 2000). La Figura 4 presenta esquematicamente este intercambio

de sefiales entre los dos componentes de la simbiosis. La planta 1{l
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Figura 4: Representacion esquematica del intercambio de sefiales entre la planta y el

rizobio. http://www.utdallas.edu/nsm/images/departments/biology/misc/gonzalez-

image.jpg

Aunque todos los LCOs (Figura 5) son de naturaleza similar, difieren en los radicales
(representados por R) del esqueleto de quitosina (3 a 5 N-acetil glucosaminas) que son
propios para cada especie bacteriana. De esta forma y simplificando, a cada flavonoide
corresponde un LCO concreto lo que determina la especificidad de la simbiosis (S.
meliloti-alfalfa, B. japonicum-soja, etc.). Estos restos ligados a la quitosina pueden ser
acetilo, fucosa, sulfato, etc., y siempre en el extremo no reductor (R 1) una cadena alifatica

de 12 a 18 carbonos mas o menos insaturada (Olivares, 2008).
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1.7.2. Invasion y formacion del canal de infeccion: Los factores Nod son los que

determinan modificaciones en los pelos radicales, la formacion del canal de infeccion
y la division de células del cortex, que conducen a la formacion del nodulo en cuyo
interior, perfectamente estructurado, se va a llevar a cabo la fijacion (Olivares, 2008).
Estos factores provocan que el apice del pelo radicular se curve sobre si mismo,
formando una especie de “cuchara” sobre la que pueden asentarse y multiplicarse las
bacterias. Ahora las bacterias inician su penetracion en el pelo radicular y cuando lo
consiguen, inducen la formacion de un canal en el interior del pelo llamado canal de
infeccion (Figura 6). Una vez que las bacterias alcanzan las células de la raiz, los
factores Nod provocan el crecimiento y multiplicacion de estas cé€lulas, dando lugar a

la formacion del nddulo.
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Figura 6: Esquema de la formacion del nédulo en leguminosas. a: Adhesion de los rizobios al pelo radicular.
b: Enrollamiento del apice del pelo radicular. ¢: Induccion de la formacién del canal de infeccion. d: Canal
de infeccion formado. e: Infeccion de los espacios intercelulares de la raiz e induccion de la formacion del
nodulo. f: Nodulo formado (Oldroyd and Downie. 2004)
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consiste en general en un incremento de tamafio de las bacterias, que puede llegar a
ser de diez veces el tamaifio original. Los grupos de bacteroides asi diferenciados v
envueltos en la membrana peribacteroidal forman cuerpos distinguibles en el
citoplasma de las células infectadas, dichos cuerpos reciben el nombre de
simbiosomas y es en ellos donde se va a producir la fijacidén de nitrogeno (Lodeiro et
al., 2003).

1.7.3. Activacion del ciclo celular e iniciacién del nuevo 6rgano en la planta:

1.7.3.1. Estructura de los nddulos: El tipo y estructura nodular es dependiente de la

planta hospedera, asi se tienen:

® Nodulos determinados: en los cuales la actividad meristematica cesa temprano en
su formacién y su aspecto final resulta del alargamiento de las células, este tipo de
desarrollo origina nédulos esféricos o globosos, que pueden organizarse alrededor
de la raiz para formar los denominados nddulos en collar.

» Noédulos indeterminados: los cuales presentan un meristema persistente, que pueden
producir noédulos ramificados, puesto que constantemente se afiaden nuevas células
a la parte distal del nodulo. Este tipo de desarrollo da lugar a nodulos elongados o
cilindricos o ramificados (Hirsch, 1992; Mayz, 1997)

1.7.3.2. Desarrollo del nédulo indeterminado: Los nodulos indeterminados se dan en

plantas como las del género Medicago, Pisum, Trifolium v Vicia. En este tipo de
nodulos son las células del cortex interior las que se reintroducen en el ciclo celular,
ademas, tienen la caracteristica de poseer un meristema permanente, lo que les otorga
una forma cilindrica con simetria radial en la organizacién de los tejidos. Asi en la
zona mas exterior se hallan las células vacuoladas del cortex, y hacia el interior se
encuentran la endodermis y el parénquima, en donde también aparecen los haces

vasculares. Todo ello cubre una zona central en donde el rizobig ga y realiza
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invasion y diferenciacion define diferentes regiones dentro del nédulo indeterminado
(Hirsch, 1992) (Figura 7):

= Zona I o meristematica: en el apice del nodulo, corresponde a la zona de células

en proliferacion.

= Zona Il o de invasion: inmediatamente por debajo de la zona meristematica, es la

region en la que se produce la invasion bacteriana a través de los canales de
infeccion. Los rizobios en esta zona ain poseen una forma cilindrica y pueden
dividirse. Para diferenciarlos se los denomina bacteroides tipo 1.

= Zona de prefijacion: en esta region las células vegetales, que aun no han finalizado

su diferenciacion, estan repletas de bacteroides de tipo 2 mas alargados que los de
tipo 1.

= Interzona Il y III: en esta franja, las células vegetales finalizan su proceso de

diferenciacion, encontrandose bacteroides de tipo 3 los que presentan su tamafo
final definitivo.

= Zona III o de fijaciéon: region totalmente diferenciada en la que se realiza la

fijacion de nitrogeno propiamente dicha.

= Zona 1V o de senescencia: region en la base del noédulo, comprendida por células

vegetales y bacterianas en degradacion.
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1.7.4. Funcionamiento del nodulo: En la Figura 8 se muestra esquematicamente el
funcionamiento de un ndédulo. El nodulo comienza a fijar nitrogeno solo cuando
termina el desarrollo de los bacteroides. El sistema vascular de la planta se extiende
dentro del nddulo y transporta nutrientes hacia y desde el nodulo. Se sintetizan
sustancias basicas para la fijacion de nitrogeno, como la leghemoglobina, que regula
el nivel de oxigeno dentro del nédulo, y la enzima nitrogenasa, responsable de la
ruptura de la moléculan de N, (Fernandez-Canigia, 2003). La enzima nitrogenasa,
que cataliza la reduccion de N; a amonio esta constituida por dos metaloproteinas, la
ferroproteina o nitrogenasa reductasa, y la ferromolibdoproteina o nitrogenasa. Esta
ultima contiene el cofactor conocido como FeMoco (cofactor hierro molibdeno) a
nivel del cual ocurre la reduccion del N, aunque se desconoce como y donde se une
al substrato y es activado. La ferroproteina, activada por ATP-Mg, transfiere los
electrones a la nitrogenasa que se utilizan en la reduccion del N, y protones para dar
amonio e hidrogeno. Esta reduccion de protones es siempre concomitante con la
produccion de amonio. Supone una pérdida de eficiencia del proceso por la parte
correspondiente de energia que consume (un 25%). Algunas especies y cepas
microbianas estan provistas de una actividad hidrogenasa que recicla en parte la

energia perdida por la liberacion de hidrogeno (Olivares, 2008).
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La actividad del complejo enzimatico puede ser disminuida por el oxigeno, de tal
manera que los organismos fijadores poseen mecanismos (¢ alta tasa respiratoria,
compartamentalizaciones o proteccion conformacional) que les permiten mantener
bajas concentraciones de éste a fin de mantener la enzima funcionando (Ureta and
Nordlund, 2002; Lee et al , 2004).

En la simbiosis RAizobium-leguminosa, la estructura del nodulo crea el ambiente
microaerobio adecuado y la leghemoglobina facilita el transporte de oxigeno al
bacteroide para soportar el metabolismo aerobio requerido para obtener la energia
necesaria para la reduccion del N».

Al nodulo llega el fotosintetizado, en forma de sacarosa, la que servira de fuente de
energia, poder reductor y esqueleto carbonado para la incorporacion del amonio
resultante de la fijacion, que sera transportado por el xilema al resto de la planta en
forma de amidas o ureidos, segiin el hospedador sea de origen templado o tropical.
Aunque por mucho tiempo se ha creido que el amonio producido era transferido a la
célula hospedadora por simple difusion pasiva, se ha descrito que tan pronto como ¢l
amonio aparece se convierte en alanina y de esta forma es transportado fuera de la
bacteria. Se especula que esto impide la utilizacion del amonio por la propia bacteria.
Una vez fuera este aminoacido es convertido rapidamente en glutamato para su

transporte como amidas y/o ureidos al resto de la planta (Olivares, 2008).

1.7.5. Infectividad v efectividad: La actividad de la enzima nitrogenasa requiere baja

concentracion de oxigeno, que en los nodulos esta regulada por la leghemoglobina.
Esta es una proteina que contiene hierro con caracteristicas similares a la
hemoglobina animal, con capacidad para unirse al O>. Provee suficiente oxigeno para

las funciones metabolicas del bacteroide, pero previene la acurpglacign de O; libre
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= (Cepas infectivas: son cepas con capacidad de infectar la leguminosa.

» (Cepas efectivas: son cepas con capacidad de fijar N».
Tanto la efectividad, como la infectividad, estan reguladas genéticamente, pero
también estan vinculadas con los factores ambientales que afecten a la planta

(Fernandez-Canigia, 2003).

1.8. Produccion de inoculantes
Poco a poco las empresas del sector agricola van interesandose por la produccién de

inoculantes de rizobios para transferir a la agricultura esta biotecnologia. La sustitucion de
fertilizantes quimicos por el uso de microorganismos que pueden cumplir una funcion
similar, evita la contaminacién ambiental que conlleva su utilizacion. El objetivo a
perseguir es la utilizacién de inoculantes de rizobios mas eficientes y que compitan con las
cepas nativas del suelo, adaptables de antemano a las condiciones ambientales,
consiguiendo una mayor nodulacion de las raices (de Felipe Anton, 2002).

Esta simbiosis mutualista, que se puede tomar como paradigma de la aplicabilidad de la
fijacion de nitrogeno, es la que presenta mayor interés a la hora de hablar de
biofertilizacién, término que se define como la utilizacion de microorganismos vivos para
mejorar el crecimiento de las plantas, bien incidiendo sobre su nutricién a través de la
puesta a su disposicion de los nutrientes requeridos, bien actuando sobre su desarrollo por
la produccion de fitohormonas (Olivares, 2008).

A pesar de estas indiscutibles ventajas, los rizobios no siempre se encuentran en el suelo,
estan en poblaciones relativamente bajas o, si se encuentran presentes, muchas veces son
de baja efectividad. Existe entonces la posibilidad de introducir artificialmente estos
microorganismos en el suelo a través de la practica de inoculacion y favorecer asi la
simbiosis (Urzuaa, 2005).
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»  FEspecificidad. La inoculacion de una leguminosa debe realizarse iinicamente con la
especie especifica para esa leguminosa (por ¢ Sinorhizobium meliloti para alfalfa y
Bradyrhizobium japonicum para soja). No habra nodulacion si no se utiliza el
inoculante correcto.

»  Numero: El numero de bacterias vivas en el inoculante debe ser alto para competir
con ventaja con las cepas naturalizadas del suelo. En nuestro pais la legislacion
indica que un inoculante debe tener al menos 1x10° ufc.ml” o g de inoculante al
momento de la elaboracién y no menos de 1x10* ufe.ml” o g’ al vencimiento del
inoculante (Fernandez Canigia, 2003; Perticari, 2006, REDCAI, 2006).

» Esterilidad: La esterilidad es la ausencia de cualquier microorganismo. Cuando
nos referimos a un inoculante, se habla de la esterilidad del soporte el cual se
impregna con el rizobio especifico. En nuestro pais existen inoculantes sélidos
formulados sobre turbas, caolines, dolomita, bentonitas e inoculantes liquidos
oleosos o acuosos. Los microorganismos extrafios compiten con los rizobios con
ventaja, debido a que ya estan adaptados a ese ambiente antes del agregado de los
rizobios. Esta competencia deriva en un descenso en el nimero de rizobios vivos.
En la actualidad gran parte de los inoculantes en base turba y todos los inoculantes
acuosos son estériles, lo que elimina la competencia microbiana (Fernandez
Canigia, 2003).

De acuerdo con Somasegaran and Hoben (1994), las propiedades de un buen material
soporte para la preparaciéon de inoculantes solidos son:

® no ser toxico para el microorganismo utilizado,

* tener una buena capacidad absorcion de la humedad,

» ser facil de procesar y libre de materiales que formen grumos,

» facil de esterilizar en autoclave o por irradiacion gamma,

=  disponible en cantidades adecuadas,

* de bajo costo,
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Sin embargo, existen casos especiales, se ha determinado que la sobrevivencia de cepas de
Rhizobium meliloti como asi también su namero y distribucion estd mas condicionada al
pH de suelo que al contenido de materia organica. En razon de estas consideraciones la
condicion ideal seria tener un inoculante elaborado con un suelo, pero debido a que las
caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas presentan grandes variaciones, es necesario
utilizar otros materiales que ofrecen cierta afinidad, como la turba, que se presenta como
uno de los mejores soportes para asegurar una buena sobrevivencia manteniendo
plenamente las propiedades fisiologicas de los microorganismos. El uso de turba hoy en
dia se ha generalizado y probablemente sea el material mas utilizado a nivel mundial, en
razon que ofrece seguridad en cuanto a las exigencias de las normas internacionales en lo
referente a calidad de inoculantes. Sin embargo, en algunos paises donde no existe turba o
donde es muy cara ha obligado a utilizar algunos materiales que la reemplacen y que de
alguna manera satisfagan las necesidades de los agricultores (Ronchi, 1994).

Para la utilizacion de un material soporte se podria pensar que su composicion de alguna
manera podria decidir su eleccion para ser empleado como tal, sin embargo esto no es tan
asi, se ha llegado a determinar que la Gnica manera de comprobar si un soporte puede ser
utilizado como tal, es determinar dos parametros fundamentales, por un lado la cinética de
sobrevivencia y por otro lado el mantenimiento de las propiedades fisiologicas de los
microorganismos.

Estas consideraciones condujeron al estudio de la perlita, como soporte alternativo, que es
un silicoaluminato que se presenta al estado de polvo fino (200 mesh) de alta capacidad de
retencion de agua. La perlita actualmente se comercializa a nivel industrial para su
aplicacion como material filtrante, aislante y para incrementar la porosidad de algunos
tipos de suelos con el objeto de mejorar el grado de aereacion de los mismos (Ronchi,
1994; Ronchi et al , 2000).

18.1 Tipos de inoculantes: Los inoculantes pueden_seglié

categorias principales en base al soporte utilizado;
»  Polvos formulados en base turba: es el ma noc&, laﬁJngthg Eno ekr

estéril. El inoculante molido se mezcla y adjilgg a la semilla.



1.8.2.

surco junto con ella y se logra una adherencia mucho mayor que otras

formulaciones sélidas (D' Onofrio and Alarcon, 2007).

Efectividad y competitividad entre poblaciones microbianas naturalizadas e

introducidas: En el suelo hay tres tipos de poblaciones rizobianas segun su origen:
Nativas: poblaciones que evolutivamente se desarrollaron junto con leguminosas de
una zona determinada.

Naturalizadas: son poblaciones que ingresaron a lotes agricolas por haber sido
sembrados en campailas anteriores con una leguminosa inoculada con un inoculante
comercial y que se adaptaron a las condiciones ambientales.

Introducidas: son las cepas introducidas con un inoculante comercial.

Las cepas naturalizadas tienen que sobrevivir a diferentes tipos de estrés ambiental,
(ej. desecacion del suelo, altas temperaturas, heladas, etc). Las cepas que superan
esas condiciones lo hacen por tener una mejor adaptacion a las condiciones
adversas, es decir, son competitivas, pero no necesariamente efectivas. Por el
contrario, las cepas introducidas con un inoculante se desarrollaron bajo
condiciones dptimas para su crecimiento en laboratorio. Son muy vulnerables a las
condiciones de estrés y menos competitivas que las cepas naturalizadas. Las cepas
introducidas son seleccionadas, entre otras caracteristicas, por su capacidad de fijar
nitrégeno. Por lo tanto, un inoculante de calidad esta formado por cepas altamente
efectivas. Si bien las cepas naturalizadas en el momento de ingresar al suelo,
provenian de un inoculante seleccionado, sus caracteristicas van variando a medida
que transcurre el tiempo. Esta demostrado que las cepas naturalizadas fijan menos
nitrégeno que las introducidas, por lo tanto, las cepas naturalizadas son mas
competitivas y menos efectivas que las introducidas (Fernar anigia, M.V,

2003).
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ventajoso a la hora de pensar en utilizar los rizobios aislados y propios como
biofertilizantes. Esto constituiria una posible alternativa para el enriquecimiento de

los suelos con vocacion agricola (Cuadrado et al., 2009).
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2.  HIPOTESIS Y OBJETIVO

En funcién de los antecedentes citados se plantea como hipotesis de este trabajo que el
estudio de las bacterias con efecto PGPR, simbiontes de alfalfa, y sus formulaciones como

inoculantes se traduce en un incremento en el rendimiento de este cultivo.

El objetivo del presente trabajo es seleccionar bacterias simbiontes de alfalfa con un alto

potencial tecnolégico para mejorar los cultivos de esta leguminosa.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Relevamiento de cultivos de alfalfa

Se realiz6 el relevamiento de cultivos de alfalfa de areas con limitacién en el contenido de
nitrogeno, en la provincia de La Pampa, seleccionandose para esta tesina las zonas de
Quemu-Quemu y Santa Rosa. Se tomaron de cada una de las localidades las siguientes
muestras de suelos:
*  Quemu-Quemil: muestra QA (suelo con un cultivar viejo de alfalfa no inoculada) y
muestra QB (suelo con un cultivar nuevo de alfalfa no inoculada).
=  Santa Rosa: muestra Agr (obtenida de una zona, con alfalfa no inoculada, del

campo de la UNLPam)

3.2. Caracteristicas de los suelos

A los suelos seleccionados se les realizaron las siguientes determinaciones fisico-quimicas:

3.2.1. Conductividad: Se pesaron 20 g de suelo en un vaso de precipitado y se agregaron

100 ml de agua destilada. Se agito durante 15 minutos y se dejo en reposo durante 1
h. Se filtré con embudo v sobre el filtrado se determiné la conductividad eléctrica
con un conductimetro de celda (SAMLA, 2004),

3.2.2. pH: Se pesaron 20 g de suelo seco al aire, tamizado por malla de 2 mm, en un vaso
de precipitado y se agregaron 50 ml de agua destilada hervida. Se agité durante 30

minutos y s¢ determiné ¢l pH (Thomas, 1996).

[
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. Materia Organica. Se pesd 1 g de suelo seco, tamizado por malla de 2 mm, en un

enlermeyer de 500 ml y se afiadieron exactamente 10 ml de solucion de dicromato
de potasio con pipeta de doble aforo, 20 ml de acido sulfurico concentrado y se

dejo enfriar durante 30 min. Paralelamente se prepard un blanco en idénticas

De esta manera se determiné el porcentaje de cageo @vg
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oxidacion completa de la materia organica. Se dejaron enfriar y se agregaron 80 ml
de agua destilada. Posteriormente se realizé la titulacion en equipo Tecator Kjeltec
Auto 1030 Analyzer (Skoog et al., 2005),

3.3. Microorganismos fijadores simbidticos de nitrogeno

Se utilizaron dos cepas patrones de Sinorhizobium meliloti: B399, recomendada por INTA-
Castelar para la produccion de inoculantes y Lq51, cepa nativa aislada por docentes del
Departamento de Quimica (Grassano et al ,1996) v los aislamientos obtenidos de los suelos

en estudio.

3.4. Metodologias de aislamiento de microorganismos

El aislamiento de rizobios se realizé a partir de suelo rizosférico correspondientes a las
regiones citadas, aplicando el método de la planta trampa (Vincent, 1970). Para ello se
esterilizaron semillas de alfalfa (variedad Victoria-INTA), lavando las mismas
sucesivamente con etanol 95% durante 30 segundos, 3 minutos con hipoclorito de sodio y
con agua estéril (5 veces), luego se colocaron en cajas de Petri (previamente esterilizadas)
con discos de papel de filtro humedecidos v se dejaron germinar a 30°C en oscuridad.
Cuando las semillas habian desarrollado aproximadamente 5 mm de raiz, con ayuda de un
ansa y en condiciones de esterilidad, se sembraron dos semillas por tubo conteniendo
medio Jensen (Tabla 1) de modo que ¢l extremo de la radicula quedara debajo de la

superficie del agar.

Tabla 1. Composicién del medio de Jensen (CIAT,

1988)
Componentes Concentracion g1
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Los tubos se colocaron en soportes de madera, ubicados en una camara climatizada, de
modo que la superficie del agar coincidiera con el borde del soporte, para proteger a las
raices de la luz. Se uso6 iluminacion lateral empleando doble hilera de tubos Grolux por sus
emisiones de A entre 600-700 nm (favorecen fotosintesis) y A entre 400-500 nm (favorecen
sintesis de clorofila). El fotoperiodo se controlé con reloj automatico de modo de tener 16
horas diarias de luz. La temperatura se mantuvo controlada en el rango de 22-25°C para las
horas de luz y en el rango de 16-19°C para las horas de oscuridad. De cada uno de los
suelos seleccionados se realizd una suspension, colocando 1 g de suelo en 100 ml de agua
estéril. Cuando las plantulas de alfalfa habian desarrollado las dos primeras hojas
(alrededor de los 4 dias), se inocularon con 1ml de dichas suspensiones, realizandose 10
repeticiones para cada muestra (Vincent, 1970), las que se distribuyeron totalmente al azar,
Luego de cuatro semanas se levanté el ensayo y se retiraron los nddulos de las plantas, los
cuales se esterilizaron siguiendo el mismo procedimiento usado para la esterilizacion de
semillas. Posteriormente se depositd una gota de agua estéril en una caja de Petri con
medio LMA (levadura -manitol - agar, Tabla 2), se colocé el nédulo en la gota, se maceré
con una pinza estéril y se estrid¢ su contenido en la placa con un ansa previamente
esterilizada (CIAT, 1988). Las cajas de Petri se incubaron a 28°C en posicién invertida por

un periodo de 2-3 dias.

Tabla 2. Composicion de medio LMA,

Componente Concentracién ( g.1™")
Manitol 10
Extracto de Levadura 0,5
MgSO4.7H20 0,2
KoHPO, 0,5
NaCl 0,1

FeCl; .6H,O (solucién 10%)
MnS0,4.4H>0 (solucidén 10%)
Rojo Congo (solucién 0,25%)
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3.6, Caracterizacion de los aislamientos

La caracterizacion de los aislamientos se llevo a cabo por medio de:

3.6.1. Observacion microscopica: Se realizo por contraste de fases utilizando un

microscopio binocular modelo Janamed 2 Carl Zeiss Jena Optica planométrica con
aumento de 100x de inmersion y luz verde.

3.6.2. Caracterizacidn _morfoldégica de las colonias desarrolladas en medio LMA:

Transcurrido el tiempo necesario para observar crecimiento se evalué: absorcion de
colorante Rojo Congo, textura, forma y apariencia de las colonias, segun
metodologia para caracterizacion de rizobios propuesta en el manual de CIAT
(1988).

3.6.3. Tincion de GRAM: Se realizd para elucidar el caracter GRAM positivo o GRAM
negativo de los aislamientos obtenidos. Se utilizd el kit GRAM BRITANIA,

siguiéndose la metodologia indicada en el mismo.

3.6.4. Perfiles de esterasas: Con el objeto de realizar estas caracterizaciones se realizo:

. Desarrollo de los microorganismos en medio TY: Los aislamientos obtenidos

se desarrollaron en medio TY (Tabla 3) con el objetivo de poder determinar
la concentracion de proteinas y el perfil isoenzimatico. Cada aislamiento fue
desarrollado en erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio durante 24 hs en
agitador rotatorio a 250 r.p.m. y 2,5 cm de excentricidad ubicado en un cuarto
a 28°C. Luego se tomaron de cada suspension de microorganismos 10 ml y se
centrifugaron en Centrifuga Refrigerada Rolco CR 5150 a 7500 rpm y a 4°C,
durante 30 minutos. Se volco el sobrenadante y el precipitado obtenido fue

resuspendido en 1 ml de solucidén de NaCl {0,83%). La sygpengidn se recogid

recogio el precipitado en 0,5 ml de tampsjy cle fraccion (Trls-HCl/GQ
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8,.8) e inmerso en baiio refrigerante, sonicado en un sonicador KONTES
Micro Sonic Cell Disruper, realizdndole seis ciclos de 30 segundos cada uno.
Por altimo la solucion fue centrifugada durante 10 minutos y el sobrenadante

se almacend a -18°C.

Tabla 3. Composicion de medio TY (Beringer, 1974)

Componentes Concentracion (g.1")
Extracto de levadura 3
Triptona 5
Cloruro de Calcio 0,87
pH 7.2

Determinacion de la concentraciéon de proteinas: Se realizé por el método de

Bradford (Alfenas et al, 1991), para el cual se determiné una curva patrén
usando albumina bovina cristalizada y reactivo Bradford (Azul-Brillante de
Coomassie G-250), como colorante. Para realizar la misma, se prepararon las
soluciones de albumina en concentraciones de 200, 400, 600, 800, 1000, 1200
y 1400 pug.ml™” en tampén Tris-HCL, pH 6,8. En sendos tubos de ensayo se
colocaron 5 ml de reactivo de Bradford y 0,1 ml de las soluciones patrones
de albumina. Previa homogenizacion se determind la densidad optica a 595
nm. Conjuntamente se determind la densidad optica de los extractos
obtenidos a partir de las muestras en estudio.

Electroforesis de isoenzimas (M.LEE.): Para caracterizar el perfil

1soenzimatico presente en los extractos obtemdos, se utilizd un gel de
poliacrilamida al 5% para el gel concentrador y al 10% para el gel separador
(Tabla 4). La placa de electroforesis se colocod en cuba electroforética (Figura

9), la cual contenia solucion reguladora de electrodos (Og8]2
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con 100 ml de buffer fosfatos 0,1 M, pH 6,2, conteniendo 100 mg de Fast
Blue RR, 60 mg de a-naftil acetato y 40 mg de B-naftil acetato, previamente
disueltos en 0,5 ml de acetona, con agitacion lenta y continua hasta que
desarrollaron suficiente coloracion en las bandas. Luego se lavaron los geles
con solucion decolorante (30% v/v de etanol, 5% v/v de acido acético, 65%
v/v de agua) (Grassano A. et al; 1996). Estos fueron fotografiados y
posteriormente se analizaron los perfiles isoenzimaticos mediante
dendrogramas construidos por el método UPMGA (utilizando el sistema
NTSYS-pc).

Tabla 4. Concentracion de los geles de poliacrilamida concentrador (superior) y separador

(inferior)

Componentes Gel concentrador 5% Gel separador 10%
Tris-HC12.25 M, pH 8 8; 2 ml 435 ml
Acrilamida —bisacrilamida 30:0,8% 1,33 ml 8,70 ml
Agua destilada 4,62 ml 12,71 ml
TEMED 20 pl 25 pl

Persulfato de amonio 100 pl 200 pl




ml de capacidad con 50 ml de medio inoculo para rizobios (Tabla 5). Se mantuvo
esta relacion de 1/5 de volumen, para conseguir una correcta aeracion de los
cultivos. Los erlenmeyers se colocaron en agitador rotatorio de 250 rpm y 2,5 cm
de excentricidad en cuarto estufa a 28°C. A las 24 hs de agitaciones se transfirieron
10 ml del inéculo al medio proceso (Tabla 5) contenido en un erlenmeyer de 500
ml de capacidad con 100 ml de medio. Se continu¢ el desarrollo, en las mismas
condiciones, durante 48 horas. Se determind, cada 3 hs el crecimiento celular de las
suspensiones bacterianas en base a determinaciones de densidad optica a una
longitud de onda de 600 nm, medida en un espectrofotometro METROLAB 1700-
UV-Visible, utilizandose agua destilada como blanco y realizando las
determinaciones en celdas de vidrio. Paralelamente se determiné pH utilizando un
pHmetro Water Quality Meter 850081 y se realizaron observaciones microscopicas
para detectar posibles contaminaciones.

Posteriormente se determinaron los siguientes parametros cinéticos:

= velocidad especifica de crecimiento méxima (pmsx=(In x/xo). t™)

* tiempo de generacion (tg) a partir de i (tg = In2. wh

Tabla 5. Composicion de medios de cultivo para S. meliloti (Balatti and Jardim Freire,

1996).
Concentracion Inoculo (g1 Concentracion Proceso (g1’
Componente h h
KH;PO, 0,5 0,5
MgS0O,4. 7H,O 0,2 0,2
NaCl 0,1 0,1
MnSQ04.4H;0 (solucion 10%) 2 gotas 2 gotas
FeCls .6H0 (solucion 10%) 2gotas 2 gotas
KNO; 0,8 0.8
Sacarosa 5 |
Extracto de Levadura 2
Ajustar a pH 6,8

tip y se resuspendieron en 100 pl de sarctyg 0, l%ﬁlﬁlﬁ@ igg 1y mM
EDTA) en microtubo de polipropileno, se @l 1%% durante 2 minutos a 10000
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mutos a 10000 rp{@is

rpm y se descartéd el sobrenadante. A continuz@s

ml de NaCl 1 M, se centrifigd nuevamente d qan

descartd el sobrenadante. Luego al precipitali® s



conteniendo 20 % de sacarosa mas 250 pl de TE conteniendo 5 mg.ml' de
lisozima, se incub6 1 hora a 37°C y se agregaron 50 ul de una solucion de TE
conteniendo 0,3% de sarcosyl y 10 mg.ml”' de proteinasa K, se agité por inversion
y se incubd durante 1 hora a 37°C. Posteriormente se procedio a la union del DNA
a la silica, para lo cual se agregd 10 ul de suspension de silica (2 g de silica en 15
ml de agua, se lava 3 veces centrifugando a 2000 rpm, se estima por pesada el
volumen de silica y se resuspenden en dos volimenes de agua) y se mezclo. Se
sedimenté la silica por centrifugacion durante 10 s. a maxima velocidad, se
descarto el sobrenadante y se lavé la silica 3 veces con 500ul de solucion de lavado
(50 mM NacCl, 10 mM Tris, 2,5 mM EDTA), se resuspendio completamente, se
centrifugd 10 s. y se descarto el sobrenadante en cada uno de los lavados. Luego
para eluir el ADN de la silica se resuspendid el precipitado en 25 ul de agua
bidestilada, se calenté 5 min a 60°C y se centrifugd 2 min a maxima velocidad. Se
tomo el sobrenadante conteniendo el ADN extraido de cada tratamiento.

Posteriormente se realizé la amplificacién del ADN extraido, por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), empleandose un ciclador térmico
MyCycle (BioRad). La composicion de las mezclas de reaccion utilizadas por cada
tratamiento fue: 2,5 pl de buffer (50 mM Tris-HCI, pH 8,3); 1,25 pl de MgCl; 3
mM; 2,5 pl de dNTPs 200 uM, 0,2 ul de la enzima Taq DNA polimerasa, 2,5 pl de
cada uno de los cebadores (Tabla 6) 10 pM; 8,55 ul de H,O y 5 ul del ADN
obtenido. Las condiciones de ciclado para la amplificacion utilizadas fueron las
siguientes: una etapa de desnaturalizacion inicial a 25°C durante 1 minuto; 40
ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 20 segundos, annealing a 53°C durante
20 segundos y elongacion a 72°C durante 30 segundos. Como etapa final se incubd

la muestra a 72°C durante 1 minuto (Pistorio, 2001).

&
Y1 5-TGGCTCAGAACCRW.CG -3
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TBE 0,5 X como solucion reguladora de electrodos. Se utilizo como solucioén de
siembra sacarosa 40% y azul de bromofenol 0,25%. El perfil de bandas obtenido

fue observado y posteriormente fotografiado bajo iluminacion ultravioleta.

Tabla 7: Gel de agarosa 0,8%

Componentes Cantidad (para 250ml)
Agarosa 2g

TBE 10 X 12,5 ml

Bromuro de etidio (10 mg.ml™) 2,5 ul

Tabla 8: TBE 10 X

Componentes Cantidad
Acido bérico 275¢g
Tris 540¢g
EDTA 0,5M pH 8 20 ml
H,0 destilada 1000ml

Las muestras obtenidas de la PCR fueron secuenciadas utilizando un analizador
ADN 3730xl1, por Macrogen Inc. (Korea), y posteriormente comparadas con un
banco de datos utilizando el programa BLASTN

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

3.7. Ensayo en camara climatizada

Con el fin de evaluar los parametros de efectividad simbiotica de los aislamientos

seleccionados se llevo a cabo un ensayo en camara climatizadagen cgmdiciones de

se sembraron en tubos con medio Jensen (Tabla 1). [AEg 48 hs de 1mplantac.@

la pltpgﬁg %-ctenana,

fk:bla 5), cu g concentracion era del

: ml™. giklutuvjer Qggcc!i(!ﬂ!i!mg de
luz y temperatura mencionadas anteriormente en el Jt i%_] 4, (H@R@IQMHZM@
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potasio (N) y el otro sin el agregado de nitrégeno (T); por cada tratamiento se realizaron
diez repeticiones, con dos plantas por tubo. La ubicacion en los soportes de madera fue
totalmente aleatoria e incluso durante el ensayo se fue rotando. A partir de la segunda
semana de comenzado el ensayo se evalud cualitativamente la aparicion de nodulos en las
raices y el aspecto de las plantulas. Cuando se observo que el medio comenzaba a
separarse de la pared del tubo se comenzo a regar con 1 ml de solucion Jensen (Tabla 9)

dos veces por semana.

L e

Figura 10: Ensayo en camara climatizada, realizado con plantas de alfalfa, en condiciones
de fotoperiodo y temperatura controladas.

Tabla 9: Solucion Jensen (CIAT, 1988)

Componentes ion (g1
CaHPO4 '

K2HPO4
MgS04 7TH20
NaCl

FeClI3

A las seis semanas de implantado el ensayo se cCggnaron lﬁﬁiﬁg ﬁe ?a(ijil:olrl las

siguientes determinaciones:
3.7.1. Recuento de nddulos: Se separaron las raices}Y s%ntar&i{ E&rﬁl&ﬁModul@

que poseian cada una de las plantas inoculadas sy %}dlferentes tratamlentosgo
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3.7.3.

3.74.

3080

el fin de poder establecer una relacion entre la infeccion de plantas y los pardmetros
de efectividad.

Peso seco: Se seco la parte aérea de las plantas en bolsas de papel, en estufa con
circulacion de aire a 65°C, hasta peso constante.

Contenido de nitrégeno total. Método de KJELDHAL: Para la determinacion del
porcentaje de nitrogeno se peso 0,1 g de muestra de parte aérea molida, la cual se
digesté durante una hora con 2,5 ml de acido sulfurico concentrado y 1,25 g de
catalizador (24 g de sulfato de potasio y 1 g de 6xido mercurico amarillo). Luego se
realizé la destilacion y titulacion en equipo automatico TECATOR KJELTEC Auto
1030 Analizer, utilizando acido borico 1% y HCI 0,10604 N. La determinacion se
realizé por duplicado. Obtenidos los valores se realizaron los calculos necesarios
para determinar el porcentaje de nitrégeno y multiplicando este valor por el factor
de conversion 6,25 se determind el porcentaje de proteinas.

Indice de eficiencia relativa (IER): Este es un par4metro agronémicamente

importante cuando se realiza la seleccidon de aislamientos de rizobios para
determinar en una primera etapa si los mismos pueden considerarse potencialmente
buenos como futuros productos biotecnologicos. El mismo se calcula en funcidn
del porcentaje de eficiencia del tratamiento inoculado en relacion al parametro
considerado (peso seco) obtenido del tratamiento fertilizado con nitrogeno y el

tratamiento sin inocular,

Trat inoc-Trat sin inoc
IER= - — X100
Trat inoc con N -Trat sin inoc

Si el valor obtenido supera el 70% se considera ese aislamiento como promisorio.

Obtenciéon de inoculantes

381
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3.8.2.

3.9

para Sinorhizobium meliloti (Tabla 5) contenidos en erlenmeyer de 500 ml de
capacidad v se agitaron durante 50 horas en agitador rotatorio de 250 rp.m. y 2,5
cm de excentricidad a 28°C. En los medios indculos y procesos el crecimiento
celular fue evaluado en base a medidas de densidad optica a 600 nm utilizando
espectrofotometro UV-Visible METROLAB VD 40; y la pureza de los medios de
cultivo se controlé mediante observacion microscopica directa y determinacion de
pH.

Material soporte para la elaboracion de los inoculantes: Se utilizd como soporte

turba, perlita y mezcla de ambas en una proporcion de 50 a 50. Estos soportes se
caracterizaron en cuanto a su capacidad de retencion de agua y su pH. La
determinacion de pH se realizd mezclando 10 g del material sélido a usar con agua
destilada hasta obtener una pasta que se dejé en reposo durante 1 hora y al cabo de
ese tiempo se midié el pH. La capacidad de retencion de agua se estimd como la
cantidad de agua que admite el soporte manteniendo sus caracteristicas de polvo
fino sin aglomerarse. Los soportes fueron molidos a malla tamiz 200 y secados
hasta tener una humedad menor al 4 %. Posteriormente fueron esterilizados a
granel en autoclave durante 3 horas a 121°C y colocados en bolsas de polipropileno
esterilizandolos nuevamente en autoclave a 121°C durante 30 minutos (Ronchi,
1994). Una vez frios se realizd la impregnaciébn con la suspension de
microorganismos obtenida con los medios de cultivo mencionados. La cantidad de
cultivo agregada por cada bolsa fue la necesaria para llegar a un contenido de
humedad similar a su capacidad de retencion. Las bolsas fueron selladas con
selladora eléctrica y homogeneizadas manualmente. Estos inoculantes se
mantuvieron a temperatura ambiente de laboratorio entre 20 y 25°C, evaluandose el

numero de células viables una vez por mes, durante 72 dias de als

Control de calidad de inoculantes
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ml de agua estéril en erlenmeyer de 500 ml de capacidad y se colocd en agitador
rotatorio de 250 r.p.m. y 2,5 cm de excentricidad durante 15 minutos.

= Preparacion de las diluciones de trabajo: se retird el erlenmeyer del agitador y de

esta dilucién 1077, con pipeta automética se tomd 1 ml de la suspension y se coloco
en un tubo de ensayo conteniendo 9 ml de agua estéril, obteniendo la dilucién 107,
se homogeneiz6 durante 20 segundo en vortex y se repitié el paso anterior hasta
completar la dilucion 107,

» Siembra de las diluciones: se sembraron, por duplicado y extensién en superficie

con espatula de Drygalski, sobre medio LMA contemido en placas de Petri, las
diluciones 10”7 y 10 Comenzando por la mayor dilucién se colocaron con pipeta
automatica, en el centro de la placa 0,1 ml de dichas diluciones y con la espatula
previamente esterilizada se extendié el liquido hasta absorcidon completa. Se
obtuvieron de esta manera las diluciones 10° y 107 respectivamente.
Posteriormente se incubaron las placas invertidas en estufa entre 28 y 30°C. La
lectura de las placas se realizd a los 3 dias y se verifico a los 5 dias. Se contaron las
placas que presentaban entre 30 y 300 colonias verificando la proporcionalidad
entre las diluciones. El resultado se expres¢ como unidades formadoras de colonias

por gramo de inoculante y se calculd de la siguiente manera:

ufe.ml! = N° colonias contadas x 10 x factor de dilucién
Donde:
N* de colonias contadas = promedio del nimero de colonias presentes en las tres placas
de lectura.
Factor de siembra= es 10 si se utilizan 0,1 ml para la siembra en placa.

Factor de dilucion= es la inversa de la dilucién en la cual se realiza el ge
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4. RESULTADOQOS Y DISCUSION

4.1.Caracteristicas de los suelos utilizados
Los resultados obtenidos a partir de los analisis fisico-quimicos, realizados a los suelos en

estudio, en Quemi-Quemu y Santa Rosa, se consignan en la Tabla 10.

Tabla 10: Analisis fisico-quimico de los suelos

Lugar pH Conductividad  Materia Nitrégeno
(mmho.cm™)  Orgénica %
%
Quemi-Quemi A 722 1.01 2,19 0.105
Quemu-Quemi B 7,18 0.94 2,01 0,119
Santa Rosa 6,90 1.2 1,11 0.120

Con estos analisis se puede inferir que, en cuanto a los requerimientos edaficos, los suelos
utilizados son aptos para el desarrollo de alfalfa, dado que la bibliografia sefiala que, el
factor limitante para esta leguminosa es la acidez, siendo el pH optimo del cultivo de 7,2,
y pudiendo recurrir a encalados cuando el pH baje de 6,8 (Infoagro, 2005). En cuanto a los
requerimientos nutricionales los analisis evidencian una carencia importante en el
contenido de nitrogeno necesario para el progreso de este cultivo, si se tiene en cuenta un
rango optimo de 4,5-5 % de contenido nitrégeno para el desarrollo de los primeros 15 ¢cm
de parte aérea de alfalfa (Mills and Jones, 1996, Mordn, 2000), sin embargo, dicha
carencia puede suplirse gracias a la asociacion simbidtica con bacterias fijadoras de

nitrogeno del género Sirorhizobium (Basigalup and Rossanigo, 2007).

4.2, Aislamiento de microorganismos

A vpartir de los suelos rizosféricos correspondientes a las

obtuvieron quince aislamientos, especificados en la Tabla 1¢

Tabla 11: Aislamientos de microorga

Suelos

Quemy-Quemu A QA1,Q4

Quemu-Quemu B QB1,0B3 #ft% QB5.0B6, ’ B FU LL
VERSION &
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Santa Rosa
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Dos de ellos (Agrl,1 y QA4) se contaminaron durante su conservacion y fueron
desechados por no lograr su purificacion. En la Figura 11 se muestran algunos de los

aislamientos obtenidos.

Figura 11: Aislamientos de bacterias fijadoras de nitrogeno

4.3. Caracterizacion de los aislamientos de nédulos
4.3.1. Caracterizacion morfoldgica de las colonias desarrolladas en medio LMA: Para la

caracterizacion de colonias tipicas de este grupo de bacterias, un elemento esencial
fue la falta de absorcion del colorante rojo congo. Por lo general, las colonias de
rizobios se observan blancas o ligeramente rosadas, debido a que no absorben este
colorante (Sosa ef al., 2004). En la Figura 12 se pueden observar las caracteristicas

morfologicas de alguno de los aislamientos logrados.

mostrando colonias grandes de 2-5 nilgAcKE=lares, convexas, rosgyas,
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las especies de los géneros de crecimiento rapido Rhizobium y Sinorhizobium, que
pertenecen a la familia Rhizobiaceae (Anon, 1994; Wang et al., 2001; Kuykendall
et al., 2005; Pérez et al., 2008).

4.3.2. Tincibn de GRAM vy observacién microscopica: En este trabajo se observo,

mediante la realizacion de la tincion de Gram y posterior observacion
microscopica, que la morfologia de las células y sus caracteristicas tintoriales se
correspondian con las descritas para este grupo de bacterias: las células eran bacilos
Gram negativos, de pequefo tamafio, finos y no formaban esporas. De forma
general, estas caracteristicas aparecen en los diferentes géneros de rizobios (Garrity
and Holt, 2001).

4.3.3. Electroforesis de isoenzimas (M.L.E E ): Mediante esta técnica se pudo distinguir si
las bacterias aisladas eran diferentes o iguales entre si y respecto a las patrones. En
la Figura 13 se observa el perfil de isoenzimas para o y P esterasas de los
aislamientos obtenidos de la muestra A de Quemu-Quemu frente a las cepas
patrones B399 y Lq51 y en la Figura 14 se muestra el correspondiente perfil para
los aislamientos provenientes de la muestra B de Quemu-Quemu y de Santa Rosa.
Las bandas marrones y moradas corresponden al precipitado coloreado producidos
a partir del o-naftilacetato y del p-naftilacetato respectivamente, al ser escindidas
estas moléculas por la esterasas y reaccionar posteriormente con el colorante Flast

Blue RR.

Figura 13: Corrida electroforética de patrones gl ai i YR

muestra A de Quem(-Quemd. ORDE FU LL
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Figura 14: Corrida electroforética de patrones y de aislamientos correspondientes a la
muestra B de Quemu-Quemu y de Santa Rosa.

Con el fin de comparar diferencias y similitudes entre los aislamientos de las distintas

zonas, se realizo una nueva corrida electroforética que se muestra en la Figura 15.

Figura 15: Corrida electroforética de todos los aislamientos y patrones.

construido por el método UPMGA (utilizando el sistg NTSYS-@ ELEﬁ@ Erelaci(m

entre los aislamientos en estudio respecto a sus perfieg de a yéWR FU LL
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Figura 16: Dendrograma de los aislamientos en estudio en funcion de sus perfilesde o y B
esterasas.

Analizando el dendrograma observamos una similitud con respecto al perfil isoenzimatico
de o y B esterasas del 100% entre los aislamientos: QA1, QA2 y QA3;, QAS y QA6 estos
dos grupos de bacterias tienen entre si un 86% de similitud, y ademas presentan un 76%
con la cepa patron B399,

Se observa también un 100 % de similitud entre los aislamientos QB1, QB4 y QBS5; y una
similitud de este grupo con el aislamiento QB3 de un 83%, un 100% entre QB6, QB7 y
QBS8, presentando entre estos grupos un 77% de similitud. A su vez este grupo de
bacterias tiene una similitud del 65% con la cepa patron Lq51 y del 55% con el aislamiento
Agrl 2.

Ademas la cepa patron y los aislamientos de la muestra A de Quemi-Quemu tienen un

36% de similitud con el resto de los aislamientos analizados.

Teniendo en cuenta este analisis se continud trabajando conl
Agrl,2; QAL QA2; QAS; QB3; QBS y QB6.
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UDOB399

UDOQAS

uDo

la tabla 3, se obtuvieron las curvas de crecimiento que se muestran en la Figura 17.

En todos los tratamientos el pH evolucioné cercano a la neutralidad (Figura 18),

que en conjunto con observaciones microscopicas permitid descartar posibles

contaminaciones.
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Figura 17: Curvas de crecimiento (UDO vs. tiempo) para los diferentes aislamientos
seleccionados.
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Tabla 12. Parametros cinéticos de crecimiento de las bacterias en estudio

Cepa/ aislamiento u max (h™) tg (h)
B399 0,298 2:19

Lq51 0,341 2:01

QALl 0,319 2:10

QA2 0,337 2:03

QAS 0,330 2:06

QB3 0,285 2:25

QBS5 0,272 2:33

QB6 0,226 3:03
Agrl.2 0,326 2:07

Los valores de la velocidad especifica de crecimiento maxima (pmax) y el tiempo de
generacion (t;) de las bacterias en estudio corresponden al rango sehalado por la

bibliografia para rizobios de crecimiento rapido (Ballati and Freire, 1996).

4.3.5. Amplificacion, secuenciacion y analisis del 16S: para la realizacion de esta técnica,

se utilizaron los aislamientos QAS, QBS5 y Agrl,2 seleccionados a partir del analisis
de los parametros simbioticos evaluados en camara climatizada.
En la Figura 19 se muestra la electroforesis realizada en gel de agarosa de los

productos de amplificacion de PCR obtenidos.
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En las Figuras 20, 21 y 22 se muestran las secuencias obtenidas para los aislamientos
analizados.
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Figura 20: Secuencia de bases para el aislamiento QB35

10 Pl 30 4 i 0 T 80 bl 10 110 1
NTAVN NCWTG NAG TCNAGCO NNNGCA GG GG ACCGCAGLGERTG AGTAACGL BTGEEATCTACCCTTTTCTACG QAT AACGCAGRA AACTTRT AL TANTACCGTAT GAGECCTTCG

"u

| ”JL” |‘I |||r ||||| | ﬂ:l ‘rll

i) T

130 it} 150 16 11 18 190 Rl pill m Bl Ui 30
GGGOAAAGATTTATCGOGAAAGGAT GAGC COGCOTTGGATTAGE TAGT TGOT GGGOTAAAGECCTACCAAGGCG ACGATCCATAGCTGGTCT GAGAGGAT GATCAGCCACATTARGACTGAG ACACT
]

Pl mn el i JH 30 0 3
GECCAACTCCTACGOGAOE A GCAGTGGGACCGOCAGCATTTGTTCT GLGCCALA TCCCTGT QT CRCCT ATGAC GOT. ke

@ il il ¢
GUGTTTTGCETT “ﬁigﬂgjﬁm 1657

ORDER FULL

| %,_ VERSION £

Mwwh

Al

| Il Il |l

Figura 21: Secuencia de bases para el aislamiento QA§

o, int. dr\‘"‘”"



LN il ) P i I AU U S —
GRINCCINTNITS 0442 TC6 AGCSMCGCAGG 643 B 0GEGTBAGT L GUGTRGE L TCTACCTTT AL ThAC GCAGRG AACTTGTGLTAATACO 6T AT BAGCOCTTCRG6E6

A Y Wl ﬂl" } n| } ﬁ |‘ Ml
el A A O '-r I| ' I. |J
£ i-*:«-&-‘-a;«’?;i&'_3-4&;@@ M

' l

A L 110 [ 180 X it PN pe] A i pi| pi
[ECEGGAAG T GAGCCCRCGT GG A TARC TAGTTGOT GGRETA AGECCTAC TAAGRCG DG T COATAGCTEGT LT GG GG/ T G ATCARCTAL AT TOGE ACTG AG ACACGECCT

o a0
406G AGICAGCAGTGGG

|
JM \IHU Ll i M

Figura 22: Secuencia de bases para el aislamiento Agrl,2

La comparacion de las secuencias obtenidas con el banco de datos, arrojé los resultados

que se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13: Resultados obtenidos a partir de las secuencias de 16S

Aislamiento Bp Género Especie Homologia
QB5 370 Sinorhizobium  medicae, fredii 99%
meliloti
QA5 370 Sinorhizobium  fredii, meliloti 100%

Agrl,2 280 Sinorhizobium  fredii_me fl

Sinorhizobium del 99 % para los aislamientos (8P

aislamiento QAS. Esta identificacion genética sc ey

morfologicas y bioquimicas realizadas.
Por esta razon y por presentar ademas buenos parameige %to m¥cﬁv&§t‘o@r&b‘10tl¢£
DIE g&;cgm de inoculantes. <" (€)
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4.4. Ensayo en camara climatizada con plantas de alfalfa

Con los aislamientos seleccionados, en funcion de la electroforesis de isoenzimas y
teniendo en cuenta los parametros cinéticos, se realizé el ensayo en camara climatizada
con control de luz y temperatura, segin un disefio totalmente aleatorizado con 10
repeticiones en tubos con medio Jensen con los siguientes tratamientos:

= Testigo sin inocular (T)

= Testigo suplementado con nitrogeno (N)

Inoculado con la cepa B399 como patron recomendada por INTA-Castelar

Inoculado con la cepa LqS51 como patron aislada de la region

Inoculados con cada uno de los aislamientos: QB3, QBS, QB6, Agrl2,
QA1, QA2, QAS.
Durante el ensayo se contamino el tratamiento nitrogenado (N), presentando nodulos en

sus raices y un bajo crecimiento, por lo cual se decidio no tenerlo en cuenta para el

posterior analisis de los resultados.

4.4.1. Recuento de nédulos: En la Figura 23 se muestra la cantidad de nédulos por planta

de cada uno de los tratamientos que resultaron efectivos en cuanto a la nodulacion.
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Figura 24: Valores medios de peso seco de parte aérea de las plantas de alfalfa y sus
correspondientes desvios estandares para cada tratamiento realizado en el ensayo en

camara climatizada. Medias con una letra comin no son significativamente diferentes
(p=<0,005).
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Figura 26: Valores medios del contenido de nitrogeno total de las plantas de alfalfa y sus
correspondientes desvios estandares para cada tratamiento realizado en el ensayo en
camara climatizada. Medias con una letra comin no son significativamente diferentes
(p=<0,005).

4.44. Analisis estadistico: En la Tabla 14 se muestran los valores medios y sus desvios

estandares (DE) de los parametros evaluados: peso seco de parte aérea (PS),
porcentaje de nitrégeno (N), porcentaje de proteinas (P) y recuento de nddulos

(RN) de los distintos tratamientos.

Tabla 14: Resultados de peso seco de parte aérea (PS), recuento de nodulos (RN), porcentaje de
nitrogeno (N), porcentaje de proteinas (P).

Tratamiento PS(g) + DE RN =+ DE N(%) + DE P(%) + DE
QA5 0,052+0,012 d  16,56£5.64  2840£0014 i  2,656+0,044
Agrl.2 0,044+ 0,012 ¢d  11.00£4.09  2.650£0.113 gh  17.750+ 0,088

QB35 0,045£0,011 cd 13.33£2.65 2,605£0,021 g 16,563+ 0,707

Lg51 0,045£ 0,014 ¢d  12.56£436  2.565£0,021
QA1 0,038+ 0,012 bed  11.56=4.33  2.645+ 0.08& ’ .3
QB6 0,041+ 0,016 bed  9.67+ 5,00

QA2 0,040+ 0,007 bed 14,67+ 6,67 q 063+ 0 085 S/O
B399 0,034+ 0,013 be 10,89+ 4.34 oot 11,906+ 0,751 ¢
0B3 0,029+ 0,009 b 8.78+ 3,56 1, %RF 0,00 PmssE
T 0,013 0,004 a bk 0.007 2
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equivalentes, en la mayoria de los casos, a los tratamientos inoculados con las cepas
patrones. El analisis de varianza (ANOVA) realizado establecio que existen diferencias
significativas entre los tratamientos. Para establecer las diferencias entre los valores
medios se realizo un test no paramétrico (dado que los datos obtenidos del ensayo en
camara no tenian una distribucion normal), la Prueba de Friedman, utilizando el programa
INFOSTAT. Por medio de este test estadistico se determino que los valores de peso seco
de parte aérea (PS) y porcentaje de nitrégeno (N) de los tratamientos inoculados son
significativamente mayores que los valores del testigo sin inocular (T). Ademas el test
establecio diferencias entre tratamientos, mostrando para el aislamiento QAS valores
significativamente mayores, tanto en PS como en N, en comparacion con la cepa patron

B399, usada comercialmente para la produccion de inoculantes.

Teniendo en cuenta los 3 parametros medidos (PS, N y RN) se plantearon graficas de

correlacion entre PS-%N (Figura 27) y entre RN-%N (Figura 28).
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Figura 27: Correlacion entre los valores de peso seco y pordspizifelc nitrogeno
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Figura 28: Correlacion entre los valores de nimero de nodulos y porcentaje de nitrégeno

El analisis del grafico muestra que no existe una correlacion significativa entre la cantidad
de nodulos y el contenido de nitrogeno de la planta. Se puede observar entonces que
existen diferencias respecto a la efectividad de la simbiosis de algunos aislamientos
nativos. En algunos casos, la leguminosa responde bien a la inoculacién, pero en
ocasiones, la inoculacion es completamente inefectiva (Lascano, 1991).

Por otro lado, las bacterias varian en su infectividad y capacidad para fijar nitrogeno
(Olivares, 2008), esto indica que, a pesar que hubo una buena formacion de nédulos en
todos los tratamientos inoculados, la fijacion de nitrogeno no ha sido efectiva en todos

ellos, demostrando de esta manera la existencia de nodulos inactivos.

4.4.5. Indice de eficiencia relativa (IER): Segun lo descripto en Materiales y Métodos en

el inciso 3.7.4. el calculo de IER se debe calcular teniéndose en cuenta el valor del

tratamiento del testigo fertilizado con nitrogeno. Como sg CangePIC alor, se

decidio determinar un IER con respecto a la cepa pajiges

recomendada para la inoculacion de alfalfa porg@Ri?

2006). Para la realizacion de este calculo se %Zar una modiﬁcaciéng}la
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Tabla 15: Valores de Indice de Eficiencia Relativa con
Respecto a la cepa patrén B399

Tratamientos IER (%
QAl 145
QA2 126
QAS 235
QB3 75.5
QBS5 156
QB6 132

Agrl,2 188
Lg51 152

Los valores de IER con respecto a la cepa patron B399 de la Tabla 15 corroboran el
analisis de los parametros analizados anteriormente. Se puede observar que aquellos
tratamientos inoculados con los aislamientos nativos QAl, QA2, QAS, QBS, QB6, Agrl,2
y la cepa patron Lq51 presentan mayor eficiencia que la cepa patron B399, Por el contrario

resultd no efectiva con respecto al patrén la inoculacion con el aislamiento nativo QB3.

4.5. Obtencién y control de calidad de inoculantes

4.5.1. Obtencion de cultives de alta concentracion celular: Se desarrollaron cultivos con

alta concentracion para impregnar los soportes seleccionados para la formulacion
de los inoculantes. Para el control del crecimiento celular y la pureza de los cultivos
se realizaron medidas de densidad optica (DO) y pH respectivamente, que se

muestran en la Tabla 16, conjuntamente con observaciones microscopicas.

Tabla 16: Control de pureza de los cultivos

Cepa (DO)

/,
Q% 78 o¢

B399 11.08 |

QAS 8.7 7 RPLEASE
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4.52. Material soporte: en la Tabla 17 se muestran las caracteristicas de los soportes
utilizados.

Tabla 17: Caracteristicas fisico-quimicas de los soportes utilizados

% Turba Perlita Perlita: Turba({50:50)
Carbono 40 -
Nitrégeno 63 -
Cenizas 1320 -
Si0; - 76
AlLOs - 17
Fe;0; - 0.3
Ca0 - 0.44
MgO - 0.04
Na;O - 2
K20 - 4.6
Capacidad de 60 180 90

retencion de H,O

pH 6.7 8.42 7.07
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Figura 29: Sobrevivencia en funcion del tiempo de los aislamientos seleccionados frente a
la cepa patron B399, en cada uno de los soportes estudiados.

En la Figura 30 se comparan los resultados de sobrevivencia de de la cepa patron B 399 y
de cada aislamiento seleccionado en los distintos soportes en estudio durante el periodo de

tiempo ya mencionado.
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En nuestro pais la legislacion indica que un inoculante debe tener al menos 1x10° ufc.g™ a
la elaboracion y no menos de 1x10° ufc.g” al vencimiento del inoculante (Fernandez
Canigia, 2003; Perticari, 2006, REDCAI, 2006). Es la resolucion N° 310/94 del SENASA
la que establece los parametros a los que deben ajustarse los inoculantes para su
comercializacion. Los valores que se observan en los graficos (Figura 29 y 30) muestran
que el mimero de células viables por gramo de inoculante, en el transcurso de los 72 dias
de evaluacion, estan por encima de los requerimientos oficiales, comportandose de manera
similar para cada microorganismo, los tres soportes en estudio, ademas también tienen un
comportamiento similar cada aislamiento nativo frente a la cepa patron. Sin embargo si
tenemos en cuenta el uso de perlita como soporte alternativo, surge que si bien tiene un
bajo costo y una alta capacidad de retencidon de agua, permite una mejor sobrevivencia
cuando se le adiciona turba, comportamiento que se puede atribuir al aporte de nutrientes
por parte de este ultimo producto. De todos modos se seguira con la evaluacién de

supervivencia de los microorganismos hasta completar los seis meses de control.
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S. CONCLUSIONES

Los aislamientos provenientes de la Muestra A de Quemu-Quemua muestran una similitud
respecto al perfil isoenzimatico estudiado del 76% con la cepa de patron B399, Mientas
que los de la Muestra B de Quemu-Quemn y la de Santa Rosa se asemejan mas a la cepa

Lqg51.

Algunos de los aislamientos estudiados (QAS, QBS, y Agrl,2 ) presentan mayor eficiencia
respecto a la cepa de referencia B399, y sus parametros cinéticos son similares a los de esta

cepa, utilizada para la produccion de inoculantes.

Mediante las técnicas de caracterizacion aplicadas se determind que los aislamientos

mencionados pertenecen al género Sinorhizobium.

En funcién de lo expresado se podrian utilizar los aislamientos seleccionados en la

produccién de inoculantes para alfalfa.

Los estudios de sobrevivencia de microorganismos en los distintos soportes avalan la

posibilidad de utilizar la perlita sola o en mezclas con turba en la industria de inoculantes.

La perlita podria ser utilizada como soporte de inoculantes sdlidos por su alto significado

tecnologico en razén de que es un material de bajo costo y gran disponibilidad.
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