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1 INTRODUCCION

Existe abundante evidencia cientifica que ha establecido que el
funcionamiento de un ecosistema terrestre depende de la actividad microbiana
del suelo. Especificamente, la calidad del suelo y la productividad vegetal
derivan de multiples reacciones de los microorganismos que llevan a cabo en la
zona afectada por las raices de las plantas. En efecto, los microorganismos
protagonizan diversas acciones que producen beneficios a las plantas. Entre
otras actividades: sintetizan fitohormonas que facilitan el enraizamiento,
secretan compuestos que mejoran la estructura del suelo, facilitan la captacion

de nutrientes y protegen a la planta contra patégenos.

Dentro de los microorganismos del suelo que son beneficiosos para las
plantas se destacan las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal. Se
las conoce como PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Entre ellas,
muchos tipos se encuentran asociados a la familia Enterobacteriaceae,
mientras que otros estdn relacionados con los géneros Azospirillum,

Azotobacter y Pseudomonas.

Este vasto grupo de bacterias, gracias a su metabolismo, ejerce
positivos efectos en el crecimiento de las plantas y en el rendimiento de
muchos cultivos de pastos y granos forrajeros. Estudios confirman que los
efectos positivos que provocan estas bacterias sobre vegetales se deben a la

sintesis de fitohormonas y a la fijacion bioldgica de di-nitrogeno molecular (N>).

Estos efectos sobre vegetales son derivados de muchos cambios

morfologicos en las raices que ocurren en plantas inoculadas. Asimismo, hay
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aumento en la superficie y longitud radical que provocan un aumento en la

absorcion de agua y nutrientes.

Gran parte de los sistemas pastoriles se basan en la utilizacion de
Lolium perenne. Esta importante planta forrajera es pieza fundamental en la
alimentacion animal. Por esto, el aumento en su contenido de nitrégeno,
propiciado por bacterias, es una herramienta que ayuda a incrementar su

calidad nutricional.

La hipotesis planteada, en esta investigacion postula "bacterias aisladas
de la rizésfera de Lolium perenne de suelo volcanico promueven el crecimiento

vegetal”.

En este trabajo se plantea el siguiente objetivo general:

aislar, caracterizar y evaluar la accion de bacterias promotoras de
crecimiento vegetal obtenidas desde la rizosfera de L. perenne de suelo

volcéanico.

Los objetivos especificos son:

- aislar y evaluar bacterias con capacidad de fijacion biologica de
nitrdgeno y biosintesis de compuestos inddlicos,

- caracterizar taxonémicamente las bacterias seleccionadas como
promotoras de crecimiento vegetal,

- evaluar el efecto promotor de crecimiento vegetal de las bacterias
seleccionadas inoculadas en semillas de L. perenne cultivar Nui,
Medicago sativa var. Sequel y Lycopersicum esculentum var. Liso
Marglobe,

- evaluar el efecto antagonista de las cepas seleccionadas sobre el

hongo fitopatdgeno del género Monilia spp.
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Bacterias promotoras de crecimiento vegetal.

En la microflora del suelo conviven distintos géneros bacterianos. Estos
se encuentran preferentemente interactuando con las raices de las plantas.
Dicha accion puede ser benéfica, perjudicial o neutral desde el punto de vista
del desarrollo y crecimiento vegetal. Aquellas bacterias rizosféricas capaces de
impactar positivamente sobre el crecimiento de cualquier especie vegetal, son

comunmente conocidas como PGPR (GLICK et al., 1999).

2.2 Familia Enterobacteriaceae.

Esta familia comprende un gran nimero de géneros, dentro de estas los
géneros que se encuentran comunmente en la rizosfera corresponden a:
Pantoea (Gavini 1989), Klebsiella (Fligge 1886) Lautrop 1956, Escherichia
(Migula 1895) Castellani and Chalmers 1919, Erwinia y Serratia (Bizio 1823)
(DOBEREINER y PEDROSA, 1987).

De esta familia bacteriana, han sido consideradas como
microorganismos PGPR, los géneros Pantoea (MERBACH et al., 1998),
Enterobacter (KAMPFER et al., 2005), Serratia (SAKASAKI, 1974; PRASAD et
al., 2001) y Klebsiella (CHELIUS y TRIPLETT, 2000).

2.2.1 Aislamiento. Diferentes cepas de Pantoea agglomerans (GAVINI et al.,
1989) han sido aislado de la rizosfera de cebada y trigo en Alemania
(KLEEBERGER et al., 1983; SINGH et al., 1983) de maiz y trigo de invierno
(RUPPEL et al., 1992; RIGGS et al.,, 2001) y ademas de oleaginosas como
raps (BERG et al., 2002).
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ASIS y ADACHI (2004) han aislado Pantoea agglomerans cepa MY1
provenientes de superficies de tallos esterilizadas de plantas de camote,

utilizando medios semi-sdlidos libre de nitrégeno.

ADACHI et al. (2002) han aislado otra bacteria de la familia
Enterobacteriaceae conocida como, Klebsiella oxytoca cepa BO-1, con

capacidades para ser consideradas como PGPR.

2.2.2 Efectos de promocién de crecimiento vegetal. Varias cepas de
bacterias fijadoras de N, fueron aisladas de las raices y tallos de cuatro
variedades de plantas de arroz. Estas cepas aisladas fueron identificadas
como Serratia marcescens a través del andlisis del gen ADNr 16S. Una de
ellas, denominada IRB500, present0 actividad de reduccion de acetileno solo
cuando se inoculé en medio de cultivo conteniendo bajos niveles de N. La
inoculacion de la cepa S. marcescens IRB500 provoca incrementos
significativos en la longitud radical y en el peso seco de las raices en plantas de
arroz variedad IR72 (PRASAD et al., 2001).

Enterobacter radicincitans corresponde a una PGPR aislada del
rizoplano de trigo de invierno, capaz de fijar N2 y producir fitohormonas, tales
como auxinas y citoquininas. Esta cepa es capaz de aumentar el desarrollo de
las raices y el rendimiento de diferentes especies vegetales (KAMPFER et al.,
2005).

2.2.3 Fijacion bioldégica de nitrégeno (FBN). La fijacibon de N, por P.
agglomerans fue determinado por la utilizacién de **N,. Demostrando FBN en

cultivos puros y en asociacion con plantas de trigo (MERBACH et al., 1998).

La FBN de P. agglomerans MY1 fue confirmada por ADACHI y ASIS

(2003) al realizar ensayos de reduccion acetileno-etileno (ARA). Estos autores
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afirmaron que la capacidad fijadora de N, fue aumentada al doble, cuando se
medié ARA en cultivos de P. agglomerans acompafiada con otra bacteria de la

familia Enterobacteriaceae.

La actividad de la enzima nitrogenasa de P. agglomerans en cultivos
puros fue disminuida por la adicién de NH,", pero fue estimulada por la adicion
de NO3z . La FBN en asociacion con plantas de trigo no fue afectada por la
presencia de NH;" y de NO3z. Sin embargo, el N derivado de la atmdsfera
contribuyé muy poco al conjunto de N de la nutricion de las plantas de trigo
(MERBACH et al., 1998).

Klebsiella pneumoniae, (Schroeter 1886) Trevisan 1887 corresponde a
otro microorganismo endofitico de la familia Enterobacteriaceae, capaz de fijar
N del interior de tejidos de maiz (CHELIUS y TRIPLETT, 2000).

2.2.4 Eventos de colonizacion. Los eventos de colonizacibn han sido
estudiados en varias especies de pastos forrajeros. Cepas de P. agglomerans
han sido aisladas de espacios intercelulares de raices de trigo (RUPPEL et al.,
1992). Las especies de Azoarcus spp. colonizan las raices de plantas de arroz.
Especies del género Klebsiella pneumoniae colonizan la formacién de pelos
absorbentes (CHELIUS y TRIPLETT, 2000).

2.3 El género Azospirillum.

Este grupo de microorganismo incluye bacterias de vida libre, presentes
en suelos de todo el mundo, capaces de fijar nitrdgeno molecular del medio
ambiente (OKON y LABANDERA-GONZALEZ, 1994). Especies de este grupo
presentan una caracteristica cosmopolita, debido a que se distribuyen en
regiones templadas y tropicales (PATRIQUIN et al., 1983). Sin embargo, su
ocurrencia es mas abundante en regiones tropicales (DOBEREINER et al.,
1976).
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Las bacterias del género Azospirillum han sido, a la fecha, las mas
estudiadas entre las PGPR. Segun una revision de OKON y LABANDERA-
GONZALEZ (1994) que reune informacion de 20 afios de experimentacion a
campo, el porcentaje de éxito debido a la inoculacién con Azospirillum fue de
60 a 70%. Estos ensayos fueron realizados en diferentes suelos y regiones
climaticas, y con distintos cultivos de importancia agrondémica, logrando

aumentos en rendimiento del orden del 5 a 30%.

2.3.1 Aislamiento. Azospirillum ha sido aislado de la rizésfera de una gran
variedad de plantas, incluyendo pastos forrajeros como Poa pratensis L. y
Festuca arundinacea Schribn. (SUNDARAM et al., 1988).

El medio de cultivo utilizado universalmente para obtener un Optimo
crecimiento de este género bacteriano corresponde a un sustrato denominado
NFb (nitrogen free broth) utilizando malato como fuente de carbono
(DOBEREINER et al., 1976).

Las bacterias después de ser cultivadas en sustrato NFb, se siembran
en el agar selectivo, para bacterias del género Azospirillum, denominado rojo
congo acido madlico, en el cual las colonias adquieren una coloracién rojo
escarlata, consistencia seca y abundante crecimiento (RODRIGUEZ-
CACERES, 1982).

2.3.2 Identificacion. El género Azospirillum presenta una morfologia vibroide,
pleomorfismo y movimiento en espiral. Posee un flagelo polar y corresponde a

bacterias Gram negativas a Gram variables (TARRAND et al., 1974).

Estas bacterias con su caracteristica de ser PGPR, son de particular

interés debido a su capacidad de FBN, produccion de fitohormonas y su
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capacidad para adherirse a cualquier sistema de raices (BASHAN y HOLGUIN,
1997).

Las sustancias responsables de provocar el efecto promotor del
crecimiento vegetal corresponden a: auxinas, giberelinas y citoquininas (TIEN
etal., 1979; BOTTINI et al., 1989; BURDMAN et al., 2000).

El citoplasma de las células contienen cantidades elevadas de
sustancias de reservas lipidicas constituidas por poly-p-hidroxibutirato. Estos

compuestos forman un 25-50% de su peso seco (OKON et al., 1976).

2.3.3 Colonizacién de las raices. Azospirillum posee un flagelo polar que lo
utiliza para desplazarse en medios liquidos, mediante el cual migra hacia las
raices y se adhiere a la superficie radicular. Bajo condiciones de medios
sélidos se induce la expresion de mdultiples flagelos laterales (MOENS et al.,
1995). Estas estructuras laterales estan envueltas en la colonizacién de las
raices, permitiendo a la bacteria adherirse a ellas. En contraste, bacterias
mutantes, desprovistas de flagelos laterales y polares, pierden la capacidad de
colonizacion (VANDE BROEK et al., 1998).

El éxito colonizador de Azospirilum depende de un proceso
indispensable llamado "quimiotaxis”. Este evento corresponde a una fuerte
atraccion entre estas bacterias con las raices de las plantas a través de sus
propios exudados radiculares. Entre estos compuestos se encuentran: malato,
succinato y fructosa (ALEXANDRE y ZHULIN, 2001).

2.3.4 Asociacion bacteria-planta. Los sitios de colonizacion elegidos por
estas bacterias corresponden a las areas de elongacion celular de las zona

radical y las bases de los pelos radicales (KAPULNIK et al., 1985b).
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Los responsables de una efectiva asociacion entre planta-bacteria son
las proteinas y polisacéaridos de la membrana exterior de Azospirillum. Estos,
permiten una fuerte adhesidbn a las raices de las plantas inoculadas
(BURDMAN et al., 2001).

2.3.5 Mecanismos promotores del crecimiento vegetal. Existen evidencias
gue indican que la FBN no es la Unica causa responsable del crecimiento en
cereales y pastos forrajeros (BROWN et al., 1974).

TIEN et al. (1979) sugirieron que las fitohormonas podrian ser las
responsables del mejor crecimiento de la raiz y de la parte aérea de las
plantas. Esto se debe a que los efectos de la inoculacion son similares a los

gue se observan cuando las plantas son tratadas con estas sustancias.

El mecanismo estudiado con mayor amplitud ha sido la produccion de
auxinas, especialmente de &cido indol acético (JAIN y PATRIQUIN, 1985).
Este compuesto es producido por las bacterias logrando un aumento en el
contenido de fitohormonas de las plantas produciendo la estimulacion del
crecimiento (BAR y OKON, 1992).

2.3.6 Produccién de éacido indol acético (AlA). Las bacterias PGPR
sintetizan AIA. Esta importante auxina secretadas por bacterias contribuiria al
“pool” endégeno de hormonas de la planta, imitando el efecto de la aplicacion
de AIA exdgeno (GLICK et al., 1999). De esta forma, el AIA bacteriano
estimularia el desarrollo del sistema radical y el crecimiento general de la
planta huésped. Al mismo tiempo, el consecuente incremento en la produccién
de metabolitos vegetales, utilizados por las bacterias para su propio
crecimiento, pondria de manifiesto un beneficio reciproco en la relacién planta-
bacteria (PATTEN y GLICK, 2002).
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La promocion de crecimiento radical es uno de los principales factores
por los cuales se evalua el efecto benéfico de las distintas PGPR. En este
sentido, la produccion bacteriana de AIA y la alta sensibilidad de las raices a
dicha hormona seria fundamental en la respuesta a la inoculacién. Bacterias
que secretan bajos niveles de AIA (10 ° a 10 ** M) estimularian la elongacién
de raices, mientras que bacterias altamente productoras de auxinas
promoverian la formacion de raices laterales o el desarrollo de pelos
absorbentes (GLICK et al., 1999).

2.4  Efectos de inoculacién con Plant Growth Promoting Rhizobacteria
(PGPR).

La inoculacién de pastos y cereales forrajeros con PGPR ha logrado
especial atencion. Se han obtenido efectos positivos, tales como: aumento en
rendimiento de granos y contenido de materia seca (O'HARA et al., 1981;
RENNIE y RENNIE, 1983; KAPULNIK et al., 1985b).

Los efectos de la inoculacién en el campo son positivos, cuando en los
suelos existen niveles intermedios de fertilizacion de N, P y K, indicando que la
inoculacion con bacterias promotoras de crecimiento vegetal no reemplaza la
fertilizacion artificial. Sin embargo, mejora su utilizacion, logrando los mismos
niveles de productividad con un menor gasto de fertilizante (OKON vy
KAPULNIK 1986).

HEGAZI et al. (1979) demostraron que la inoculacion con A. brasilense
(TARRAND et al.,, 1974) en gramineas en condiciones de campo provoco
aumentos en la altura de plantas y aumento en el rendimiento de grano y paja.
KAPULNIK et al. (1985a) encontraron en gramineas aumentos en elongacion,
superficie radicular y peso seco de raiz.
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Existen reportes de que los resultados de la inoculacidon en gramineas
estan relacionados con la cepa de Azospirillum, genotipo de la planta y el tipo
de suelo (Rinaudo et al., 1981 citado por VOSE 1983).
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3 MATERIALES Y METODO

3.1 Aislamiento de PGPR.
Esta seccion presenta los materiales y la metodologia para la obtencion de
aislamientos puros de PGPRs.

3.1.1 Recoleccion de muestras. Se utilizO un muestreo dirigido en las
praderas del predio Santa Rosa, propiedad de Universidad Austral de Chile,
ubicado en la Provincia de Valdivia, Décima Region, con presencia de L.

perenne.

Se seleccion6 muestras de rizosfera, hacia los puntos donde L. perenne
se presentaba mas robusto. La superficie del suelo en el punto elegido se
delimité mediante cuadros metalicos de 10 cm? y la extraccién se realizé en

forma manual considerando 10 cm de profundidad.

3.1.2 Aislamiento. Las raices de L. perenne se lavaron suavemente con
agua destilada para conservar el suelo adherido a las raices. Posteriormente,
las muestras de rizésfera se sembraron en matraces conteniendo caldo NFb
libre de nitrégeno. Estos, fueron incubados a 33 °C en estufa de cultivo
(Memmert) hasta el desarrollo de una pelicula blanca, densa y ondulada por

debajo de la superficie.

Se extrajo 1 mL de esta pelicula para realizar diluciones seriadas al
décimo con solucion fisiologica (CINa, 0,85%), hasta llegar a una diluciéon de

10* y 10> del cultivo original. Posteriormente, se sembraron en medio
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selectivo agar rojo congo acido malico a una temperatura de 33 °C por un
periodo de 96 h. Se consideraron muestras positivas colonias aisladas, rojas
escarlatas, con abundante crecimiento, consistencia seca, superficie rugosa y
borde irregular (RODRIGUEZ-CACERES, 1982).

3.2 Seleccién de cepas.
A las cepas bacterianas preseleccionadas se les evalué la capacidad de
fijacion biolégica de nitrégeno y posteriormente la produccion de indoles totales

en cultivo bacteriano.

3.2.1 Fijacion bioldgica de nitrogeno. Las bacterias se incubaron en caldo
NFb durante 16 h a 33 °C y un in6culo de 100 uL conteniendo igual nimero de
bacterias (esto fue ajustado por diluciones en solucién fisiolégica) fue
sembrado en medio NFb en frascos de penicilina de 10 mL herméticamente

cerrados.

Después de 24 h de crecimiento se extrajo 0,5 mL de aire con una
jeringa de 1 mL y se reemplaz6 por 0,5 mL de acetileno (10% del espacio
atmosférico del frasco de penicilina). Después de esto se incubd a 33 °C
durante 24 h. Transcurrido este tiempo, una muestra de 1 mL se inyectd en el

cromatdgrafo de gases Serie Il 5890 (Hewlett Packard).

El procedimiento de medicién corresponde a 1 mL de muestra del
espacio gaseoso, este se inyectd en el cromatégrafo gaseoso adaptado con
una FID y una columna de nitrégeno Porapak de acero inoxidable (3.2 mm x 2
m, 80/100 mesh). El inyector, el horno y el detector poseen temperaturas de
110 °C, 90 °C y 250 °C respectivamente. N, fue usado como un gas

transportador con una velocidad linear de 4,5 cm/s (HARDY et al., 1968).
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3.2.2 Deteccion de indoles en cultivo bacteriano. La produccion de indoles
se detectd utilizando el reactivo de Salkowski bajo analisis colorimétrico. Cada
cultivo bacteriano fue ajustado a un mismo tamafio de in6culo (600 nm) en
caldo tripticasa de soya suplementado con triptéfano (0.01 g/L). A distintos
tiempos de incubacion (16, 20, 24 y 48 h) se retir6 un volumen de 1 mL de cada
una de estas y se centrifugé (1000 rpm; durante 15 min), para recoger el
liguido sobrenadante, donde se realizé la deteccion de indoles totales, segun
TORRES et al. (2000). Esta alicuota fue mezclada con el reactivo Salkowski
(relacion 2:1). Después de 30 min esta reaccion desarrollé una coloracion
violdcea que se medidé en el espectrofotometro (Shimadzu UV-110-02) a 530
nm. La concentracién de indoles se calcul6 en una ocasién por una curva de

calibracién usando como patrén AlA.

3.3 Caracterizacion de cepas seleccionadas.

Existen diversas pruebas bioquimicas de laboratorio que permiten identificar
géneros bacterianos. Para hacer esta identificacion se realizé una serie de
pruebas utilizando las cepas aisladas de la rizésfera de L. perenne y cepas
patrones pertenecientes a diferentes géneros (Azospirillum, Herbaspirillum,
Pseudomonas y de la familia Enterobacteriaceae) que se encuentran
normalmente en la rizésfera de las plantas, de esta manera se logro identificar
el género bacteriano de los aislamientos realizados. Esta caracterizacion
bioquimica se realiz6 en el laboratorio del Dr. José Alfredo Cura, Céatedra de

Bioquimica, Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires, Argentina.

Las cepas utilizadas como patrones de identificacion fueron:

A. brasilense FT 326 (Tarrand, Krieg and Ddbereiner 1979) y Herbaspirillum
seropedicae Z152 (Baldani 1986) cedidas al laboratorio del Dr. José Alfredo
Curéa por Johanna Ddbereiner, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), Ministerio de Agricultura do Abastecimiento.



24

Pseudomonas putida (Trevisan 1889) Migula 1895, Pseudomonas fluorescens
(Trevisan 1889) Migula 1895 y Escherichia coli (Migula 1895) Castellani and
Chalmers 1919, cedidas al Dr. José Alfredo Cura por la céatedra de
Microbiologia, Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos Aires,

Argentina.

3.3.1 Medios selectivos y diferenciales de crecimiento. Se utilizaron los
siguientes caldos y medios para la seleccion de cultivos puros, a partir de

muestras rizosféricas de plantas de L. perenne.

- Medio de cultivo NFb, (DOBEREINER et al., 1976) carente de nitrogeno,
que permite el aislamiento y crecimiento de microorganismos que pueden
fijar biolégicamente N,. Ademas, contiene acido malico, principal fuente de

carbono para bacterias del género Azospirillum (Anexo 6).

- Agar rojo congo acido malico, (RODRIGUEZ-CACERES, 1982) medio

selectivo para el crecimiento de bacterias del género Azospirillum (Anexo 7).

- Medio piocianinas y fluoreseinas (medios P y F), permite observar, a luz
ultravioleta, el desarrollo de pigmentos provocados por bacterias del género

Pseudomonas (Anexo 3y 4).

- Agar cetrimida, medio selectivo para el crecimiento de bacterias del género

Pseudomonas (Anexo 5).

- Agar MacCONKEY, medio de cultivo para bacterias de la familia de las
Enterobacteriaceae. Contiene sales biliares y como fuente de carbono
utiliza lactosa.  Otros géneros como Azospirillum, Herbaspirillum o

Pseudomonas no se desarrollan o crecen en este medio de cultivo.
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3.3.2 Pruebas bioquimicas. Para la identificacion de las cepas aisladas se

utilizaron las siguientes pruebas en medios y caldos de cultivo.

- Prueba de la ureasa, permite detectar la presencia de la enzima ureasa,

muestras positivas presentan produccion de amoniaco y CO; (Anexo 2).

- Prueba de la oxidasa, permite la identificacion de bacterias del género

Pseudomonas.

- Test O/F (oxidacion/fermentacion), permite diferenciar la capacidad del
microorganismo para utilizar diferentes fuentes de carbono (glucosa,
sacarosa, lactosa y maltosa), se produce cambio de acidez del medio de

cultivo en condiciones aerdbicas y anaeroébicas.

- Utilizacion de citrato, se utiliza en bacterias de la familia
Enterobacteriaceae, como Unica fuente de carbono, produce alcalinidad en

el medio de cultivo.

- Triple azucar hierro (TSI), permite observar la fermentacion y utilizacion de
hidratos de carbono y la produccién de H,S. Permite diferenciar entre

microorganismos de la familia Enterobacteriaceae.

3.3.3 ldentificacién de los aislamientos. Aquellas cepas reconocidas como
pertenecientes de la familia Enterobacteriaceae, fueron identificadas con las
pruebas bioquimicas de microtubos deshidratados denominada APi 20 E. Este
sistema de identificacion de bacilos Gram negativos especificos para la familia
Enterobacteriaceae, esta estandarizado y combina 8 pruebas convencionales y
12 de asimilacion. El "kit" consta de una galeria de 20 microtubos conteniendo
medios o0 sustratos en forma deshidratada. Los test convencionales se

inocularon en una suspension bacteriana de la cepa en estudio en solucién
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fisiologica. Tras un periodo de incubacion de 18-24 h a 30 °C se pueden
observar virajes de color en el medio. La lectura del APi 20 E (Biomerieux) se
realiza mediante la obtencién de un cdodigo, que permite a través de un
software identificar la especie bacteriana en cuestién. (Los carbohidratos y
reactivos utilizados en esta prueba de identificacion bacteriana corresponden a:
D-glucosa, D-manitol, inositol, D-sorbitol, L-ramnosa, D-sacarosa, D-melibiosa,
amigdalina, L-arabinosa, 2-nitro-fenil-D-galactopiranosida, L-arganina, L-lisina,
L-ornitina, citrato trisodico, tiosulfato sodico, urea, L-triptéfano a 0,19 y 0,38

mg/micro tubo, piruvato sddico y gelatina de origen bovino).

3.3.4 Identificacion mediante secuenciacién del ADNr 16S. La comparaciéon
de las secuencias de los ADNr 16S (o de los genes que la 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 clasificacién vigente y permitiendo la
clasificacion rapida y precisa de las bacterias.

La identificacion de la cepa bacteriana se efectué por amplificacion
directa por PCR del ADNr 16S, secuencia parcial del mismo (con lectura en dos
direcciones) y analisis de la secuencia.

Esta identificacibn molecular basada en el ADNr 16S de la cepa C2 se
realizd6 en el Instituto de Colecciéon Espafiola de Cultivos Tipo, Burjassot,
Valencia, Espafia.

3.3.5 Evaluacion del efecto promotor del crecimiento vegetal. Se utilizaron
diversas especies vegetales, entre ellas: pasto ovillo, festuca, alfalfa, arroz y
tomate para observar las respuestas provocadas por las inoculaciones de las
cepas bacterianas. Estas plantas fueron cultivadas durante 20 dias, a 25 °C y

con un fotoperiodo de 16 h. Posterior al periodo de cultivo, las raices fueron
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lavadas suavemente con agua destilada, separadas de la parte aérea de la
planta y finalmente fueron tefiidas con azul de algodon por 15 min, para luego
registrar las respuestas de las plantas causado por las inoculaciones
bacterianas (KRUMPHOLZ, 2003).

Las fotografias fueron tomadas en raices laterales y &pices a igual
distancia. Estas se tomaron en la misma zona radical en todos los tratamientos,
tanto inoculados como tratamientos control. Este trabajo se realiz6 en los
laboratorios de la catedra de Fisiologia Vegetal, Facultad de Agronomia,

Universidad de Buenos Aires, Argentina.

3.4 Evaluacion del efecto promotor del crecimiento en L. perenne.
Una vez realizado el trabajo de aislamiento e identificacion de las cepas
procedié a inocular plantas de L. perenne en condiciones de esterilidad que

aseguren la sola interaccion entre la especie vegetal y la bacteria inoculada.

3.4.1 Material vegetal. Se cultivaron plantas de Lolium perenne cultivar Nui
(Agricola Curifianco) en matraces de cultivo de 500 mL de capacidad, cada uno
contenia 100 mL medio agar Hoagland (0,5 x) 0,5% P/V (Anexo 11). Se
utilizaron en total 10 plantas por tratamiento. Las semillas se esterilizaron
superficialmente son una solucion de hipoclorito de sodio al 30% y 0,1% de
Tween 80 durante 15 min, seguidos de tres lavados con agua estéril de 10 min
cada uno. El material vegetal se mantuvo en condiciones de esterilidad,
asegurando una adecuada difusion de gases. Los frascos se mantuvieron en

camara de cultivo durante 20 y 50 dias, con 16 h de fotoperiodo a 25 °C.
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3.4.2 Cepas bacterianas. Se utilizaron las cepas seleccionadas como
promotoras de crecimiento vegetal aisladas de la rizosfera de L. perenne.
Ademas, como cepa patron se utilizd A. brasilense FT 326, para comparar sus
efectos de promocion de crecimiento con el de las cepas nativas aisladas,

debido al ya conocido efecto sobre las plantas que presenta A. brasilense.

3.4.3 Disefio experimental. Se realizaron los siguientes tratamientos:

a) plantas sin inocular (control)

b) plantas inoculadas con A. brasilense
c) plantas inoculadas con la cepa C1
d) plantas inoculadas con la cepa C2.

Las semillas fueron inoculadas una vez emergida la radicula con una
dosis de 30 pL a una concentracion de 1*10” unidad formadora de colonias por
cada mL de solucién fisiolégica. De esta manera, el tratamiento control fue

inoculado con 30 pL de solucion fisioldgica estéril por cada semilla.

3.4.4 Medicién de variables de crecimiento. Las variables de crecimiento

vegetales medidos fueron:

a) peso fresco y seco de brotes y raices
b) altura de brotes
c¢) longitud radical

d) superficie radical.

3.4.4.1. Determinacion de peso fresco y seco de brotes y raices. Esta medicidon
se realiz0 secando en horno durante 48 h a 105°C, las partes aéreas y
radicales de las plantas de L. perenne. Después de este periodo se midieron

los diferentes pesos.
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3.4.4.2 Altura de brotes y longitud radical. Las plantas de L. perenne se
separaron sus partes aéreas de las radicales, para luego medir sus longitudes

con una regla metélica de 30 cm de longitud.

3.4.4.3. Determinacion de la superficie radical. Para esta variable, se utilizo el
método indirecto basado en la adsorcion de iones nitrito a la superficie radical y
la posterior cuantificacion del nitrito adsorbido en forma colorimétrica. Para
ello, se lavaron las raices y se sumergieron en una solucion de NaNO, 50 mM
durante 10 s. Posterior a esto, se dejaron escurrir durante 5 min, permitiendo
el drenaje del exceso de solucion. Después de este periodo de tiempo, se
transfiri6 cada una de las raices a frascos de vidrio que contenian 50 mL de
agua destilada, esto se agité durante un periodo de 15 min en agitador orbital a
100 rpm. Una alicuota de 0,4 mL de la solucion resultante del lavado de la raiz,
conteniendo nitrito adsorbido, se transfirio a tubos de ensayo, adicionando 0,3
mL de sulfanilamida 1% P/V (preparada en 3 M de HCIl) y 0,3 mL de
naftiletilendiamina 0,02% P/V. De esta forma se desarroll6 una coloracion
rosada, la cual pudo ser leida en el espectrofotometro (540 nm). Los datos de
absorbancia obtenidos fueron transformados en valores de superficie mediante

ecuaciones de regresion propuestas por ANSARI et al. (1995).

3.5 Control biolégico de Monilia spp.
La forma de verificar la capacidad inhibitoria de las cepas C1 y C2 sobre

hongos patdgenos, es a través de pruebas de antagonismo sobre agar.

A patrtir de un cultivo fresco de las bacterias C1 y C2, se prepar6 un tapiz
bacteriano en placas con agar papa dextrosa (APD), en el centro de las placas
se coloco un disco de agar con el hongo del género Monilia spp, que fue
obtenido con un sacabocado a partir de un cultivo fresco que contenia dicho
hongo. Después de 5 dias a una temperatura de 25 °C se determiné el efecto

biocontrolador de las cepas aisladas sobre el hongo del género Monilia spp.
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3.6 Modelo estadistico.

El modelo utilizado corresponde a un disefio completamente al azar, con
cuatro tratamientos y tres repeticiones. El total de plantas por tratamiento fue
de 10 unidades. La homogeneidad de varianzas fue realizado con el test de
Hartley y la ANDEVA se confeccion¢ utilizando el test de Dunnett (STEEL y
TORRIE, 1984) con 5% de confianza. Se utilizO este test porque permite

obtener diferencias estadisticas no asumiendo varianzas iguales.
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4 PRESENTACION DE RESULTADOS

De acuerdo al punto 3.1.2 fueron seleccionados 14 aislamientos
(Cuadro 1). Estos comparten caracteristicas similares de sus colonias en el
agar rojo congo acido malico y la designacién utilizando letras y nimeros, se

realizo para facilitar su identificacion.

4.1 Seleccién de organismos promotores de crecimiento vegetal.

Los aislamientos fueron evaluados midiendo su capacidad de fijacion
biolégica de N, y biosintesis de compuestos indolicos. El Cuadro 1 resume la
capacidad fijadora de nitrdgeno de los aislamientos realizados, incluido la cepa

patron utilizado en este estudio A. brasilense.

La mayoria de las cepas presentaron valores menores a 5 nmol
CoH4/mL/24 h. Por su parte, las cepas denominadas C1 y C2 presentaron altos
niveles de FBN. En base a esta capacidad, éstas fueron seleccionadas y con
ambas se continué con la caracterizacion de produccién de compuestos

indolicos.



CUADRO 1 Fijacion biolégica de N, de las cepas preseleccionadas.

Cepas nmoles C,H4/mL cultivo/24 h (1)
Al 2.69
A2 3.34
A3 4.72
Ad 2.63
Bl 3.37
B2 2.89
B3 3.03
C1 2506.73
C2 2538.86
C3 3.44
C4 2.78
C5 3.12
C6 1.69
C7 2.11

A. brasilense 4264.65

(1) Cultivo realizado en el medio NFb libre de nitrégeno.
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4.2 Biosintesis de indoles de las cepas seleccionadas.

La capacidad de biosintesis de indoles es una caracteristica importante
para que una cepa sea considerada como PGPR. Se realiz6 la medicion en
cultivos liquidos bacterianos (ver 3.2.2) a distintos periodos de tiempo, como se

observa en la Figura 1.
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FIGURA 1 Curvade produccion de indoles en cultivo bacteriano.

La deteccibn de compuestos inddlicos de las cepas Cl y C2
(seleccionadas por su alta capacidad de FBN, ver Cuadro 1) se realiz6 a partir
de cultivo bacteriano, en cuatro periodos de tiempo (16, 20, 24 y 48 h). Para
validar esta medicion se utilizaron como controles las cepas Azospirillum

brasilense FT 326, considerada como una cepa con alta capacidad de
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biosintesis de compuestos inddlicos y la cepa Pseudomonas putida,

identificada como una cepa no productora.

En las primeras horas de cultivo las cepas C1, C2 y A. brasilense
presentaron similares producciones de indoles, hecho que se modifica a
medida que transcurre el tiempo; destacando la similar biosintesis que
presentaron las cepas C2 y A. brasilense a las 48 h. P. putida se comport6 tal
como estaba previsto, debido a que no biosintetiz6 tales sustancias.

4.3 ldentificacién taxondmica de las cepas Cly C2.

Realizados las mediciones de FBN y sintesis de compuestos inddlicos
se establecié que del total de cepas preseleccionadas sélo las cepas C1y C2
obtuvieron rangos aceptables de FBN y de biosintesis de indoles. Por esta
razon, con estas dos se trabajé para determinar su clasificacion taxonémica, a

través de pruebas bioquimicas y moleculares.

4.3.1 Pruebas bioquimicas. En la rizosfera se encuentran presentes varios
géneros bacterianos con capacidad fijadora de nitrégeno y que producen
compuestos inddlicos. Los mas comunes corresponden a los géneros
Azospirillum. Herbaspirillum, Pseudomonas y representantes de la familia de
las Enterobacteriaceae. Por esto, se trabajo en la identificacion de las cepas
Cl y C2, utilizando como patrones bacterias de los géneros anteriormente

mencionados (ver 3.3).

4.3.1.1. Género Azospirillum y Herbaspirillum. Utilizando las cepas A.
brasilense FT 326 y H. seropedicae cepa Z152 se efectuaron diferentes
pruebas bioquimicas preliminares para determinar si las cepas Cl1 y C2
pertenecen a estos géneros bacterianos.
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El resultado de las respuestas de las cepas patrones frente a estas
pruebas bioquimicas fue corroborado por los antecedentes del Manual de
Bergey's (TARRAND et al., 1974).

CUADRO 2 Pruebas bioguimicas utilizadas para determinar si las cepas
Cl y C2 pertenecen al género Azospirillum vy/o
Herbaspirillum.

Pruebas bioquimicas C1 C2 A. brasilense H. seropedicae
Fijacion N, + + + +
Reduccion NO3 + + + +
Desnitrificacion - - - -
Motilidad + + + +
Crec. en agar RC + + + +
Crec. en caldo NFb + + + -
Ureasas - - + ;
Hidrdlisis de gelatina + + - -
Color de la colonia  Blancas Blancas Rosadas Pardas
en APD

+/- Crecimiento y/o actividad bacteriana; RC = rojo congo; Crec. = crecimiento; APD = agar papa dextrosa.

El Cuadro 2 muestra las diferencias entre las cepas aisladas y los
géneros Azospirillum y Herbaspirillum en la prueba de ureasas, hidrolisis de la

gelatina y la coloracion de las colonias en agar papa dextrosa.

4.3.1.2 Género Pseudomonas. Otro género frecuente en la rizésfera de las
plantas corresponde a Pseudomonas. Por ello, para descartar o confirmar si
las cepas aisladas pertenecen a éste se realizaron pruebas bioquimicas,

utilizando como cepas patrones a P. putida y P. fluorescens.
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CUADRO 3 Pruebas bioguimicas utilizadas para determinar si las cepas

Cly C2 pertenecen al género Pseudomonas.

Pruebas

bioquimicas

C1

C2

P. fluorescens P. putida A. brasilense

Prueba de la
oxidasa

Produccion
pigmentos en agar F
(fluoreceina)
Produccién
pigmentos en agar P
(piocianina)
Produccién
pigmentos en agar
cetrimida

Crecimiento a 4°C

Crecimiento a 42°C

+/- crecimiento y / o actividad bacteriana

La prueba por excelencia para confirmar a una bacteria como

perteneciente al género Pseudomonas, es el de la oxidasa. La gran mayoria

de las Pseudomonas son positivas a ella. Sin embargo, las cepas C1y C2 son

oxidasa negativas. Por los resultados obtenidos en el Cuadro 3 se sugiere que

las cepas en estudio no corresponden a este género.

Ademas, especies del género Pseudomonas, son capaces de generar

pigmentos difusibles que son observables a luz UV en medio B de King como
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las piocianinas y fluoresceinas. En este caso, las cepas C1 y C2 no

presentaron produccion de ambos pigmentos.

Otra caracteristica de las bacterias de este género es su capacidad de
crecer a temperaturas de 4 °C y 42 °C. En ambos casos, las cepas C1y C2 no

presentaron actividad de crecimiento en estos extremos de temperatura.

4.3.1.3 Familia Enterobacteriaceae. Esta familia comprende un gran ndmero
de géneros dentro de estos los que se encuentran comunmente asociadas a la
rizosfera corresponden a: Enterobacter, Klebsiella, Escherichia, Erwinia y
Citrobacter (DOBEREINER y PEDROSA, 1987). Como representante de las

Enterobacteriaceae se utilizé a la especie Escherichia coli.

CUADRO 4 Pruebas bioquimicas utilizadas para determinar si las cepas
Cly C2 pertenecen a la familia Enterobacteriaceae.

Pruebas C1 C2 E.coli A. brasilense P. putida
bioquimicas

Caldo verde - - + - -
brillante

Caldo + + + - -
MacCONKEY

Citrato Simmons + + + - -
Lisina + + + - -
descarboxilasa

Triple azucar + + + - -
hierro (TSI)

+/- Crecimiento y/o actividad bacteriana
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El Cuadro 4 muestra las pruebas bioquimicas (ver 3.3.1 y 3.3.2)
utiizadas para reconocer microorganismos pertenecientes a las
Enterobacteriaceae y sefialan la similitud que existe entre las cepas C1y C2y
la cepa E. coli representante de la familia Enterobacteriaceae, diferenciandose
en el crecimiento en el caldo verde brillante, lo que implica que las cepas Cl1y
C2 no pueden utilizar estas sales biliares que componen este caldo para sus
procesos metabdlicos. Para confirmar si las cepas C1 y C2 pertenecen a esta
familia, se realizaron pruebas a confirmar la capacidad de estas cepas de
oxidar y fermentar (O/F) utilizando distintos tipos de carbohidratos, entre ellos,
glucosa, maltosa, sucrosa y lactosa, debido a la caracteristica anaerdbicas
facultativa que presentan las Enterobacteriaceae, 1o que sugeriria que estas

cepas pertenecerian a esta familia.

CUADRO 5 Utilizacién de los carbohidratos: glucosa, maltosa, sucrosay
lactosa para las cepas Cl y C2 en condiciones aerbbicas y

anaerobicas.

GLUCOSA MALTOSA SUCROSA LACTOSA
CEPAS A ANA A ANA A ANA A ANA
C1 + + + + + - + +
C2 + + + + + - + +
A. brasilense - - - - - - - -
P. putida + - - - - - - -
E. coli + + + + + + + +

A: aerobico; ANA: anaer6bico

+ /- Crecimiento y/o actividad bacteriana

El Cuadro 5 sefala que las cepas C1 y C2 presentaron capacidad de
utilizaciéon oxidativa y fermentativa de la mayoria de los carbohidratos

suministrados, a excepcién de su incapacidad de utilizar la sucrosa en



39

condiciones anaerobicas. Por esta razén es acertado considerar que ambas
cepas pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. Por ello, se escogié un
sistema de identificacion bacteriana APi 20 E exclusivo para identificar
especies de la familia Enterobacteriaceae.

4.3.2 Pruebas de identificacion bacteriana APi 20 E. Las cepas Cly C2
fueron evaluadas con el método de identificacion APi 20 E obteniendo como
resultado que las cepas Cl y C2 pertenecerian a la especie Serratia

liquefaciens con un 82,5% de similitud.

Esta prueba se realiz6 de forma duplicada, dando como resultado en las
dos ocasiones S. liquefaciens. No obstante, el porcentaje de similitud de
82,5% no fue contundente, debido a que presenta un margen bastante amplio
de probabilidades a que corresponda a otra especie de la familia

Enterobacteraceae.

4.3.3 Identificaciéon mediante la secuenciacion del ADNr 16S. Se escogio la
cepa C2, por su mayor biosintesis de compuestos inddlicos, para su
identificacion molecular mediante la secuenciacion del ADNr 16S. Este
proceso representa un método mas fidedigno de caracterizacion que el método
APi 20 E, debido a que se basa en la comparacion de bases nitrogenadas del
gen del ADN ribosomal de las cepas en evaluacion con las secuencias génicas

de cepas patrones conocidas y presentes en una base de datos.

La identificacion de la cepa bacteriana ha sido efectuada por
amplificacion directa por PCR del ADNr 16S, secuencia parcial del mismo (con

lectura en dos direcciones) y analisis de la secuencia.
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El resultado por Blast (ALTSCHUL et al., 1997) frente a datos del NCBI
recogiendo la extension del segmento solapado, el porcentaje de semejanza, y
el nombre del microorganismo con un mayor grado de identidad de secuencia

corresponde a:

Cepa C2:

Pantoea agglomerans con una semejanza 1017/1032pb (98,5%) sobre la
secuencia AB 004691 (cepa tipo JCM 1236). (Como se sefialé anteriormente
esto lo realiz6 el servicio de secuenciacion del Instituto de Coleccion Espariola

de Cultivos Tipo, Burjassot, Valencia, Espafia).

4.4  Evaluacién del efecto promotor del crecimiento vegetal.

Se utilizaron diversas especies vegetales, entre ellas pasto ovillo,
festuca, arroz, alfalfa y tomate, de las cuales solo las plantas de alfalfa variedad
Sequel y tomate variedad Liso Marglobe presentaron respuestas positivas a las
inoculaciones. La metodologia empleada para el crecimiento y la inoculacion
de las plantas es la misma que se detalla para L. perenne. Estas plantas
fueron evaluadas a los 20 dias de desarrollo, bajo condiciones de temperatura
y fotoperiodo controlado, como se describe en el punto 3.3.5. Las diferencias
en la cantidad y en el desarrollo de raices absorbentes quedaron registradas en

las siguientes fotografias (A y B Figuras 2, 3y 4).
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A la izquierda (A) un control sin inocular. A la derecha (B) el efecto de la cepa C1 evidenciando un incremento de pelos

radicales absorbentes.

FIGURA 2 Efecto de la inoculacién realizada con la cepa C1 en raiz de

alfalfa var. Sequel (80x).

La Figura 2 evidencia el aumento de pelos absorbentes en las raices de
plantas de alfalfa, causado por la cepa C1. Estas raices corresponden a raices
laterales cercanas a la raiz principal del vegetal. Las fotografias fueron
tomadas en las mismas zonas radicales para los distintos tratamientos, tanto

control como inoculado.
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A la izquierda (A) un control sin inocular. A la derecha (B) el efecto de la cepa C2 evidenciando un incremento de pelos
radicales absorbentes.

FIGURA 3 Efecto de la inoculacion realizada con la cepa C2 en apice de
crecimiento de la raiz principal en tomate var. Liso Marglobe
(80x).

La Figura 3 muestra que la cepa C2, del mismo modo que la cepa C1
presentd un excelente efecto promotor de crecimiento vegetal, al ser inoculado
en plantas de tomate. Este estimulo del crecimiento se vislumbra en el apice
del vegetal, aumentando la cantidad de pelos absorbentes en otra zona radical

distinta a lo presentado en la Figura 2.
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A la izquierda (A) un control sin inocular. A la derecha (B) el efecto de la cepa C1 evidenciando un incremento de pelos
radicales absorbentes.

FIGURA 4 Efecto de la inoculacién realizada con la cepa C1 en raices
laterales de tomate var. Liso Marglobe (80x).

La Figura 4 confirma el efecto promotor del crecimiento de la cepa C1 en
plantas de tomate, detallando el incremento positivo que provoca los
microorganismos en los pelos absorbentes de raices laterales del vegetal.

En base a la caracterizacion de las cepas autdctonas se procedio a
evaluar el efecto promotor de crecimiento vegetal sobre un cultivo de interés

para praderas de la Décima Region como corresponde a L. perenne.

4.5 Evaluacion del efecto promotor del crecimiento vegetal en L.
perenne.

Las plantas fueron evaluadas a los 20 y 50 dias después de la
inoculacion. Después de este periodo, se registré el crecimiento de las plantas
del tratamiento control y las plantas inoculadas con las cepas C1, C2 y cepa
patron A. brasilense (ver 3.4.2).
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4.5.1 Peso fresco y seco aéreo. Respuesta de las inoculaciones con las

cepas: A. brasilense, C1 y C2 sobre el peso fresco y seco aéreo de L. perenne.
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* Letras distintas indican diferencias significativas al 5% (Dunnett) para cada uno de los tiempos del experimento

FIGURA 5 Efectos de las inoculaciones con las cepas Cl, C2 y A.
brasilense sobre peso fresco aéreo de L. perenne, con 20 y

50 dias posteriores a lainoculacion.

En la Figura 5 el efecto sobre el peso fresco aéreo fue positivo desde los
20 dias después de la inoculacion. En este periodo las cepas Cl y C2
presentaron diferencias estadisticas significativas, manifestandose en
incrementos en peso fresco de un 14% con respecto al tratamiento control.
Estas diferencias aun son mas notorias a los 50 dias después de la
inoculacion, en el cual la cepa A. brasilense present6 diferencias estadisticas
significativas, de un 42% de incremento con respecto al tratamiento control.
Sin embargo, no existieron diferencias estadisticas entre las cepas C1y C2 vy el

tratamiento control.
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FIGURA 6 Efectos de las inoculaciones con las cepas Cl1, C2 y A.
brasilense sobre peso seco aéreo de L. perenne, con 20y 50

dias posteriores a lainoculacion.

Al analizar la variacion en peso seco detallada en la Figura 6, se
determiné que hubo un incremento de un 20% en plantas tratadas con la cepa
C1, por sobre el tratamiento control a los 20 dias después de la inoculacion.
Sin embargo, estas diferencias no se manifestaron al transcurrir 30 dias mas,
en la cual la cepa que presentd diferencias significativas con respecto al
control, fue la cepa A. brasilense, con un 31% de incremento en peso seco de
los brotes. En contraste, en este mismo periodo de tiempo no hubo diferencias

significativas entre las cepas C1y C2 y el tratamiento control.

Uno de los efectos conocidos de las bacterias PGPR es el incremento en
la parte aérea del vegetal. Se midi6 la altura alcanzada por las plantas

después de la inoculacién como se observa en la Figura 7.
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4.5.2 Altura de brotes. Efecto de las inoculaciones con las cepas A.

brasilense, C1y C2 sobre la altura de la zona aérea.
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FIGURA 7 Efectos de las inoculaciones con las cepas Cl1l, C2 y A.
brasilense sobre la longitud de brotes de L. perenne, con 20y

50 dias posteriores alainoculacion.

Las cepas C1y C2 a los 20 dias posteriores a la inoculacién presentaron
diferencias estadisticamente significativas en relacion a la longitud de los
brotes. De la Figura 7 se desprende que la cepa C2 presentd un 20% de
incremento en longitud de brotes por sobre el tratamiento control. Sin
embargo, las diferencias no fueron estadisticamente significativas a los 50 dias

posteriores a la inoculacion.
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4.5.3 Peso fresco y seco de raices. Efecto de las inoculaciones con las

cepas bacterianas sobre L. perenne sobre el peso fresco y seco de raices.
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FIGURA 8 Efectos de las inoculaciones con las cepas Cl, C2 y A.
brasilense sobre el peso fresco radical de plantas de L.

perenne, con 20 y 50 dias posteriores a lainoculacion.

En la Figura 8 se muestra que a los 20 dias de inoculacién la cepa C2
obtuvo el menor crecimiento en preso fresco diferenciandose del control y los
tratamientos con la cepa C1 y A. brasilense. Sin embargo, a los 50 dias desde
la inoculacion, la cepa C2 produjo en conjunto con A. brasilense el mayor peso

fresco de raices y por sobre lo determinado para el tratamiento con la cepa C1

y el tratamiento control.
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FIGURA 9 Efectos de las inoculaciones con las cepas Cl1l, C2 y A.
brasilense sobre el peso seco radical de plantas de L.

perenne, con 20 y 50 dias posteriores a lainoculacion.

A los 20 dias de desarrollo no se presenta un incremento en el peso
seco radical en las plantas causado por las cepas bacterianas, inclusive la
Figura 9 muestra que la cepa C2 presenta diferencias estadisticas con el
tratamiento control. Las diferencias se presentan a los 50 dias de desarrollo,
debido a que la cepas C2 y A. brasilense presentan diferencias
estadisticamente significativas en relaciéon al tratamiento con la cepa C1 y el
tratamiento control. Esto se manifiesta, en un 80% de incremento en peso
seco radical entre el tratamiento con la cepa A. brasilense y el tratamiento
control.

Ademas, de las determinaciones de pesos sobre el sistema radical se
midi6 la longitud de la raiz principal y la superficie radical. En la Figura 10y 11

se observa el efecto de las inoculaciones sobre el desarrollo radical.
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4.5.4 Longitud radical. Efecto de las inoculaciones con las cepas: A.

brasilense, C1y C2 sobre la longitud radical.
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FIGURA 10 Efectos de las inoculaciones con las cepas Cl, C2 y A.
brasilense sobre la longitud radical de L. perenne, con 20 y

50 dias posteriores a lainoculacion.

La Figura 10 muestra que a los 20 dias posteriores a la inoculacién no
existieron diferencias estadisticamente significativas de longitud radical entre
los tratamientos inoculados y tratamiento control. A los 50 dias de inoculacién
la longitud de raices de L. perenne presentd diferencias estadisticas con el
tratamiento de A. brasilense, el cual fue menor que el tratamiento control. Sin
embargo, los tratamientos inoculados con la cepa C1 y C2 no produjeron

diferencias estadisticas en longitud radical con respecto al tratamiento control.
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4.5.5 Superficie radical. Efecto de las inoculaciones con las cepas: A.

brasilense, C1y C2 sobre la superficie radical.
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FIGURA 11 Efectos de las inoculaciones con las cepas Cl, C2 y A.
brasilense sobre la superficie radical de plantas de L.

perenne a los 20 dias posteriores a la inoculacion.

La Figura 11 muestra las diferencias estadisticamente significativas en la
superficie radical, cuando las plantas de L. perenne fueron inoculadas con la
cepas C1 y A. brasilense. Ambas presentaron diferencias estadisticas al
evaluar el efecto causado en la superficie radical de plantas de L. perenne,
incrementando la superficie radical en un 12%. Sin embargo, la cepa C2 no
presenté diferencias estadisticas en la superficie radical en relacion al

tratamiento control.
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4.6 Control de antagonismo biol6égico sobre el hongo Monilia spp.

El control de antagonismo fue realizado utilizando las cepas C1 y C2
enfrentandolas al hongo fitopatégeno del género Monilia spp. La metodologia
empleada, fue anteriormente sefialada (ver 3.4). La fotografia evidencia una

actividad antagonista de las cepas bacterianas sobre este hongo patdégeno.

C2 ' 4
r'
C1 4 &
—a .
— Pt
—
Control

Se incluye una placa de APD Control con abundante crecimiento del hongo.

Las flechas sefialan el crecimiento del hongo sobre el césped bacteriano.

FIGURA 12 Placas agar papa dextrosa (APD) evidenciando la accion
inhibitoria de las cepas bacterianas Cl1 y C2 frente al
crecimiento del hongo Monilia spp.

La Figura 12 detalla el efecto inhibitorio de crecimiento que presentan las
cepas bacterianas en contra del hongo del género Monilia spp. Se presentan la
accion de las cepas Cl1 y C2. La placa control no posee ninguna cepa
bacteriana y es la placa que presenta el mayor crecimiento del hongo, en
contraste las placas con las cepas C1 y C2 detienen el crecimiento del hongo,

manifestando un efecto de antagonismo en contra del mencionado hongo.
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5 DISCUSION DE RESULTADOS

Las muestras de rizosfera de L. perenne fueron obtenidas de suelo
volcanico como se indica en el punto 3.1.1. El trabajo de aislamiento de las
bacterias fue realizado utilizando caldos y medios de cultivo libre de nitrégeno
(ver 3.1.2). Utilizando agar rojo congo con acido malico, como medio selectivo
para aislar microorganismos fijadores de N,. Segin RODRIGUEZ-CACERES
(1982) son muestras positivas las colonias aisladas, rojas escarlatas,
consistencia seca, borde irregular, superficie rugosa y con abundante

crecimiento, utilizando estos criterios se obtuvieron 14 colonias.

Del total de 14 cepas aisladas, se seleccionaron sélo dos, las
denominadas C1 y C2. La razdén de esta seleccion radica en que ambas
presentaban niveles FBN, superior a 2500 nmol C,Hs/mL/dia. Las restantes
poseian rangos de fijacion que no sobrepasaban los 5 nmol C,Hs/mL/dia (ver
Cuadro 1). Lo que representa una muy baja FBN, no siendo consideradas
como bacterias fijadoras de N,. SELDIN et al. (1984) aislaron desde suelo y
raices de trigo y pastos forrajeros bacterias del género Bacillus. Este
representante de género anaerobio facultativo fue considerado como un

eficiente fijador, ya que alcanzaba promedios de 3120 nmol C,Hs/mL/dia.

En la rizosfera de varias plantas, especialmente cereales, se ha podido
encontrar asociadas, varios microorganismos de distintos géneros bacterianos.
Entre ellos, anaerobios facultativos (Bacillus spp. y especies de la familia
Enterobacteriaceae), organismos microaerofilicos como Azospirillum vy
organismos aerobios que pueden fijar N2, Al comparar microorganismos con

metabolismo fermentativo como las Enterobacteriaceae y los de fosforilacion



53

oxidativa, éstas Ultimas son mas eficientes en términos de produccion de
energia. Esto, se traduce en una mayor capacidad de fijacion de N, por gramo
de hidrato de carbono consumido (DOBEREINER y PEDROSA, 1987).

Si bien, las cepas C1 y C2 no representaron la habilidad fijadora de un
microorganismo microaerofilico como el género Azospirillum, ni mucho menos
la de un microorganismo simbionte, se puede considerar que presenta una
habilidad fijadora de N,  Sin embargo, estas cepas presentarian un
metabolismo menos eficiente, consumiendo una mayor cantidad de hidratos de
carbono para realizar la fijacion bioldgica de N, (DOBEREINER y PEDROSA,
1987).

Dentro de la familia Enterobacteriaceae existen varias especies que se
encuentran comunmente asociadas a las raices de las plantas, entre ellas:
Pantoea agglomerans, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae vy
Klebsiella oxytoca. Sin embargo, solamente en la especie P. agglomerans se
ha podido encontrar en su plasmidio la presencia de los genes nif, cuya
expresion es responsable de la fijacion bioldégica de N, (DOBEREINER vy
PEDROSA, 1987).

Se han aislado dos cepas fijadoras de N, que poseen la particularidad
de ser autéctonas lo que les confiere una caracteristica fundamental en
comparacion a cepas aléctonas que no estan adaptadas, a las condiciones de

climay suelo de nuestra zona.

La FBN no es la Unica propiedad que poseen estas bacterias promotoras
de crecimiento vegetal, sino también la capacidad de biosintetizar sustancias
promotoras de crecimiento, como las auxinas, esta habilidad se manifiesta en
medios suplementados con L-triptofano, el principal precursor de la biosintesis
de AIA (BRANDL et al., 1996).
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Existen varias vias de biosintesis de AIA que han sido reportadas. Las
produccion de AIA via indol-3-acetamida ha sido descrita para la especie
patdgena Agrobacterium tumefaciens causante de tumores en vegetales. En
contraste, microorganismos no patégenos como P. agglomerans utilizan las
vias de sintesis de AIA, las llamadas indol-3-piravico e indol-3-acetaldehido
(BRANDL et al., 1996). Esto, también fue propuesto como la via de sintesis de
AlA de varios microorganismos, entre ellos, bacterias del género Azospirillum
(COSTACURTA et al., 1994).

Al agregar suplementos de triptéfano P. agglomerans es capaz de
sintetizar grandes cantidades de AIA (BRANDL et al., 1996). Sin embargo, al
no agregar este suplemento al medio de cultivo P. agglomerans soélo sintetiza
pequefias cantidades de AIA, debido a que la poca cantidad de triptofano que
sintetiza este microorganismo es utilizado en sus procesos metabdlicos
(BRANDL et al.,, 1996). Este hecho también ha sido demostrado en A.
brasilense Cd (OMAY et al., 1993). Las cepas C1 y C2 presentaron biosintesis
de compuestos inddlicos, cuando se suplementaron con pequefias cantidades
de triptéfano al medio de cultivo, equivalentes a A. brasilense FT326, cepa

seleccionada por su alta capacidad de sintesis de AlA.

Las cepas C1l y C2 poseen altos rangos de biosintesis de compuestos
inddlicos. A las 48h se presentd la maxima biosintesis (equivalente a 30 pg/mL
de cultivo, ver Figura 1). Seria interesante realizar mediciones a tiempos
mayores a las 48 h, debido a que en este periodo, ésta continuaba
incrementandose. De esta manera, se determinaria el periodo de tiempo en
que la produccion de indoles se estabilizaria o disminuiria, utilizando esta
informacion para precisar el momento adecuado de inoculacion y mejorar las

respuestas en la interaccion bacteria-planta.
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Al analizar el resultado del APi 20 E que otorgé como resultado que las
cepas Cl y C2 pertenecian al género Serratia (82,5% de certeza), por los
resultados de la amplificacién directa por PCR del ADNr 16S, secuencia parcial
del mismo (con lectura en dos direcciones) que determind que la cepa C2
pertenecia al género Pantoea (98,5% de similitud, ver 4.3.3). El resultado de la
secuenciacion molecular por ser un sistema de identificacion bacteriana
fidedigno y con una metodologia que otorga un mayor grado de confianza, se
determind que la cepa aislada pertenece a la especie Pantoea agglomerans.

Utilizando como metodologia de identificacion bacteriana la
secuenciacion molecular del ADNr 16S, KAMPFER et al. (2005) consideraron
como porcentajes altos y confiables de similitud porcentajes entre 98,5 % y 99
% cuando identific6 microorganismos de la familia Enterobacteriaceae,

Enterobacter dissolvens y Enterobacter cloacae, respectivamente.

El género Pantoea pertenece a un grupo bacteriano nuevo, debido a que
fue creado por GAVINI et al. (1989), es decir, posee menos de 20 afios. Es por
esto que la informacion que se ha descrito hasta la fecha es poca comparado
con otros géneros bacterianos. Un aporte de esta investigacion radica en
contribuir con mas antecedentes para el estudio del género Pantoea. En este
sentido, es importante afiadir informacion en la caracterizacion de estas cepas
que poseen la capacidad de fijar N, atmosférico y biosintetizar compuestos

indolicos.

LOIRET et al. (2004), aislaron una nueva bacteria endofitica fijadora de
N, identificada via secuenciacion del ADNr 16S, esta bacteria corresponde al
género Pantoea, capaz de producir H, y crecer en un rango amplio de
condiciones, fue aislada de tejidos de tallos de cafia de azlUcar. Los autores
concluyen que esta cepa, con estos atributos, puede ser de gran utilidad para

la agricultura.
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En relacion a la proliferacion de raices causado por las cepas Cly C2
en plantas, OKON y CASTRO-SOWINSKI (2004) sefalan que el AIA
proporcionado por las bacterias PGPR causa un mayor desarrollo de raices,
aumento del nivel de nutrientes y eventualmente el aumento en el crecimiento
de la planta. Sin embargo, la incorporacion de AIA debe ser regulada
estrictamente, porque el exceso de AlA puede causar inhibicién en la longitud

de las raices de la planta.

GLICK et al. (1999) proponen que las bacterias que secretan bajos
niveles de AIA (10° a 10™? M) estimulan la elongacién de raices, mientras que
bacterias altamente productoras de auxinas promoverian la formacion de raices
laterales y adventicias, causando un aumento en la superficie radical. Esto se
evidencio en las plantas de L. perenne que aumentaron en 12% la superficie
radical de las plantas inoculadas con respecto al tratamiento control, sin

encontrar diferencias en la longitud de la raiz principal.

El aumento de la proliferacion de pelos absorbentes provocado por
microorganismos que biosintetizan compuestos inddlicos fue observada en esta
investigacion, cuando se inocularon las cepas C1 y C2 en plantas de alfalfa y
tomate (Figuras 2,3y 4).

KAPULNIK et al. (1985a) inoculando plantas de trigo con distintas
concentraciones de A. brasilense, demostraron que existen ciertas
concentraciones bacterianas que promueven mayores respuestas de
crecimiento en las plantas. Las Optimas concentraciones que aumentaron la
longitud radical de las plantas de trigo cv. Miriam es de 10°-10° UFC/mL. Por
otro lado, concentraciones de 10%-10° UFC/mL causan un efecto contrario e
inhiben el desarrollo radical.
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Las inoculaciones a L. perenne con las cepas C1, C2 y A. brasilense
fueron efectuadas con una concentracién de 10° UFC/mL. KAPULNIK et al.
(1985a) al inocular siete variedades de trigo demostraron que la 6ptima
concentracion de células de A. brasilense para aumentar la elongacion de la
raiz es de 10* UFC/mL, concentraciones mayores inhiben el desarrollo de la
longitud radical. Esto es causado por una competencia por parte de las
bacterias que se presenta por la colonizacién de sitios especificos de activo

crecimiento en las raices de las plantas.

KRUMPHOLZ (2003) no encontrd diferencias significativas en longitud
radical entre tratamientos de plantas de tomate inoculadas con A. brasilense FT
326. ldéntica situacion se presentd en este trabajo con plantas de L. perenne,
las inoculaciones con las cepas Cl1 y C2 no presentaron estimulos para
provocar el aumento en longitud radical. Las diferencias entre plantas
inoculadas y control se evidenciaron notoriamente en el peso fresco y seco
radical, en la cual existieron diferencias de 40% a los 20 dias y de mas de
100% a los 50 dias después de inoculado en peso fresco radical (Figuras 10 y
11).

En general, se ha encontrado testimonios de inoculaciones en diversas
gramineas utilizando la cepa A. brasilense FT 326 modificando positivamente el
contenido de biomasa fresca (KAPULNIK et al., 1985a; RIBAUDO et al., 1998 y
2001; CURA et al., 2005).

Los incrementos en peso fresco de brotes fueron estimulados por las
inoculaciones de las cepas bacterianas. La Figura 5 muestra que a los 20 dias
después de inoculado la cepa C2 aumento en un 14% el peso fresco de los
brotes. Este porcentaje de incremento fue mas notorio cuando las plantas de
L. perenne fueron cosechadas a los 50 dias después de la inoculacion, en el

cual la cepa A. brasilense aumento en un 42% el peso fresco aéreo. CURA et
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al. (2005) al inocular plantas de arroz variedad El Paso 144 reportaron
incrementos de 151% en peso fresco aéreo entre planta inoculadas con A.

brasilense FT 326 y tratamiento testigo.

La Figura 6 presenta el incremento en el peso seco de brotes de plantas
inoculadas con las cepas C1 y C2 con respecto al tratamiento testigo en ambos
periodos de tiempo de evaluacion. A los 20 dias de inoculacién existe un 20%
de incremento, esta cifra aumenta a un 30% cuando las plantas fueron
cosechadas a los 50 dias después de la inoculacion. Por ello, estos resultados
sugieren gue existe un factor tiempo de contacto entre planta y microorganismo
gue beneficia al vegetal para incrementar su crecimiento, dependiendo de la

cepa.

Experimentos anteriores, al evaluar la altura de vastagos en plantas de
tomate se ha observado que tratamientos inoculados con A. brasilense FT 326
superaron en un 20% al tratamiento control (KRUMPHOLZ, 2003). Esto
concuerda con lo hallado por BASHAN (1998) en ensayos realizados con
bacterias del género Azospirillum sobre plantas de tomate. En este estudio, la
longitud de los brotes de ballicas fueron estimulados por las inoculaciones de
las cepas Cl y C2, existiendo diferencias de un 20% con respecto al

tratamiento control.

OKON y LABANDERA-GONZALEZ (1994) realizaron una acabada
revision durante 20 afios (1974-1994) de las experiencias realizadas con
respecto a las inoculacion de de PGPR en distintos paises y en condiciones
edaficas y climéaticas muy diversas. Efectos positivos fueron obtenidos en el
60-70% de los experimentos de inoculacién, con incrementos significativos,
generalmente en el rango de 5-30% en los rendimientos de los cultivos. En

contraste, en la literatura internacional se encuentran estudios que indican que
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las respuestas a la inoculaciéon con PGPR son variables y en algunos casos

inconsistentes.

En relacion al efecto antagonista reportado en esta investigacion de las
cepas aisladas en contra de Monilia spp., hongo que ataca al duraznero. EL-
GOORANI et al. (1992) proponen que diferentes cepas de P. agglomerans
poseen diversos espectros de accion antimicrobiana y antifiungica. WRIGHT et
al. (2001) determinaron que el efecto del antagonismo de P. agglomerans
sobre Erwinia amylovora, causante del tizon del fuego en arboles frutales de
manzanas y peras, era causado por dos antibioticos producidos por la bacteria

denominados pantocina Ay B.

El efecto antagonista presentado por las cepas C1 y C2 se muestra
como un interesante atributo de estas cepas, que debe ser estudiado con
mayor profundidad, para analizar su utilidad y real alcance en el biocontrol de
hongos patdégenos.
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6 CONCLUSIONES

Se acepta la hipoétesis planteada que, existen cepas bacterianas
obtenidas de la rizosfera de suelo volcanico, que al ser inoculadas en plantas

de Lolium perenne cultivar Nui promueven el crecimiento vegetal.

De un total de 14 cepas evaluadas, soOlo dos cepas (Cl1l y C2)
presentaron capacidad de fijacién biolégica de nitrogeno. Ademas, éstas
fueron capaces de biosintetizar compuestos indélicos.

La sintesis de sustancias inddlicas de la cepa C2 fue de similares
caracteristicas producida por la cepa A. brasilense FT 326, considerada como

altamente productora de este tipo de sustancias.

La cepa C2 fue identificada, mediante la secuenciacion de ADNr 16S,

indicando que corresponde a la especie Pantoea agglomerans.

La promocion del crecimiento se evidencié en L. perenne al incrementar
el desarrollo de la zona aérea y radical, destacando el aumento en peso seco
de brotes en un 30% en plantas de 50 dias posterior a la inoculacion. Ademas,
se evidenci6é el aumento de pelos absorbentes en tomate y alfalfa que sugiere

una promocion del crecimiento radical.

Aparentemente, las cepas C1 y C2 presentan un efecto antagonista del
crecimiento del el hongo patdgeno del género Monilia spp., el cual debe ser

estudiado y cuantificado en estudios posteriores.
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7 RESUMEN

Se recolectaron muestras de rizosfera de L. perenne de un suelo
volcanico, de la Provincia de Valdivia. A partir de éstas, se aislaron bacterias
que fueron evaluadas por su fijacion biolégica de N, de las cuales las cepas

denominadas C1 y C2 presentaron actividad de la enzima nitrogenasa.

Estas cepas autéctonas fueron evaluadas por su biosintesis de
compuestos inddlicos. Siendo, la cepa C2 la de mayor produccion, igualando
la capacidad de sintesis de A. brasilense FT 326, considerada como altamente

productora de auxinas.

Estas cepas fueron identificadas taxondmicamente por pruebas
bioquimicas, identificacion bacteriana y molecular. Estas, permitieron

determinar que la cepa C2, pertenece a la especie Pantoea agglomerans.

Posteriormente, se determiné el efecto promotor de crecimiento vegetal;
al inocularlas en semillas de L. perenne cultivar Nui, destacando el aumento en
el peso seco de brotes de un 30% en plantas de 50 dias después de la
inoculaciéon. En alfalfa y tomate se confirmé el efecto promotor de crecimiento

vegetal, aumentando la cantidad de pelos absorbentes en plantas inoculadas.

Ademas, se sugiere evaluar y cuantificar el efecto antagonista de hongos

gue otorgo resultados positivos sobre Monilia spp.
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SUMMARY

Plants of ryegrass (Lolium perenne) growing on a volcanic soil from the
province of Valdivia (Chile) were used to isolate bacteria from their rhizosphere.
From these isolations, tests were conducted in order to select biological
nitrogen fixers. Two strains desighated as C1 and C2 showed the highest

levels of nitrogenase activity.

Both autochthonous isolates were used to test their activity for
biosynthesis of indole compounds. Isolate C2 demonstrated a high level of
production of this substance, equaling the capacity of Azospirillum brasilense

FT 326 considered one of the top indole producers.

These strains were taxonomically identified by molecular and
biochemical assays. Results indicated that C2 belongs to the specie Pantoea

agglomerans.

The plant growth promotion effect was also determined inoculating
raygrass seedlings cv. Nui. Dry weight was increased by 30%, after fifty days of
plant growth. Using alfalfa and tomatoes seedlings the effect of plant growth
promotion was confirmed through an increase on the amount of radical

absorbent roots of inoculated seedlings.

Finally, we also report the antagonistic effect of both isolates C1 and C2,

on mycelium growth detention of the brown root pathogen Monilia spp.
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ANEXO 1. Tincion de Gram.

Tincién de células con reactivos: violeta de genciana, lugol, etanol 96% y

fucsina de Gram.

ANEXO 2. Composicion agar urea Christensen.

Se utiliza para determinar la presencia de la enzima ureasa.

Reactivo Cantidad (g/L)
Peptona 1,0
Glucosa 1,0
NaCl 50
KH2PO4 2,0
Rojo Fenol 0,012
Agar 20,0
Extracto Levadura 0,1
Urea 20,0
Agua 1L

ANEXO 3. Composiciéon medio P (piocianinas):

Permite determinar la produccién de pigmentos difusibles por parte de los

microorganismos estudiados.

Reactivo Cantidad (g/L)
Peptona 20,0
Cloruro de Magnesio 1,4
Sulfato de potasio 10,0
Glicerol 10 mL

Agar 13,0




74

ANEXO 4. Composiciéon médio F (fluoreceinas).

Permite determinar la produccion de pigmentos difusibles por parte de los

microorganismos estudiados.

Reactivo Cantidad (a/L)
Peptona de caseina 10,0
Peptona de carne 10,0
Sulfato de Magnesio 1,5
Fosfato de Potasio dibasico 1,5
Agar 12,0

ANEXO 5. Composicion agar cetrimida.

Prueba bioquimica selectiva para bacterias del género Pseudomonas.

Reactivo Cantidad (g/L)
Peptona de gelatina 20,0
Cloruro de Magnesio 1,4
Sulfato de Potasio 10,0
Cetrimida 0,3

Agar 13




ANEXO 6. Composicion caldo de cultivo NFb.
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Caldo de cultivo selectivo para asilar bacterias fijadoras de N

Reactivo Cantidad (g/L)
Acido malico 5,0
K2HPO4 0,5
MgSO,*7H,0 0,2
NaCl 0,1
CaCl, 0,02
Solucion de micronutrientes 2m|
Azul de bromotimol sol 0,5%
en KOH 0,2 N 2mL
Fe EDTA sol 1,64% 4 mL
KOH 4,5
Solucion vitaminica 1mL

ANEXO 7. Composicion medio rojo congo acido malico.

Medio selectivo para aislar bacterias fijadoras de N2 y que utilicen acido malico

como principal fuente de carbono.

Reactivo Cantidad (g/L)
Acido malico 5,0
KoHPO4 0,5
MgSO4*7H,0 0,2
NacCl 0,1
Extracto Levadura 0,5
FeCl3*6H,0 0,015
KOH 4.8
Agar 20,0

Solucién Rojo Congo (1:400)

15 ml. (Esterilizado por filtracién) pH 6.5




ANEXO 8. Composicidén agar papa dextrosa (APD).
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Utilizado para la obtencion de colonias puras.
APD Merck 39¢g
Agua destilada 1L

ANEXO 9. Composicion agar peptona.

Utilizado para la obtencion de colonias puras.

Reactivo Cantidad (a/L)
Extracto de carne 3

NacCl 5
Peptona de Caseina 10
Agar 20
Agua destilada 1L

ANEXO 10. Composicion agar nutriente.

Utilizado para la obtencion de colonias puras.

Reactivo Cantidad (a/L)
AN OXOID 23
Extracto de levadura 0,5
Agar 0,5
Agua destilada 1L

Los medios seran ajustados a pH 6,5 con KOH y autoclavado a 121°C a una

atmosfera por 15 min.
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ANEXO 11.Composicion medio Hoagland.

Solucién nutritiva utilizada como sustrato para el cultivo y desarrollo de plantas
de L. perenne.

Reactivo Cantidad (mL/L)
Ca(NO3), 5

K(NOs)

MgSO,

KH,PO,4

Sol. Fe EDTA(1.64%)
Sol. Micronutrientes
Agua 1L
pH 6.0

= S,
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