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RESUMEN

El uso de los microorganismos del suelo y sus interacciones benéficas con las plantas y el ecosistema, son una estrategia
promisoria para lograr una agricultura sustentable. Debido a la alta frecuencia de deteccién del glifosato en suelos agricolas
de Argentina y particularmente en la regién pampeana, y a su efecto negativo sobre microorganismos benéficos; el presente
trabajo tuvo como objetivos aislar y caracterizar bacterias del suelo con capacidad para solubilizar fosforo y para tolerar/
degradar el herbicida glifosato y evaluar sus potencialidades promotoras del crecimiento vegetal en plantas de maiz hibrido.
Se aislaron un total de 9 cepas bacterianas provenientes de un suelo agricola y uno pristino de la localidad de Balcarce
(Buenos Aires, Argentina) que solubilizaron P en un rango de 249-973 ug mL* en medio con fosfato tricélcico. De ellas,
tres cepas (denominadas P1, A2 y P12) crecieron en presencia de glifosato y evidenciaron la capacidad de degradarlo al
ser cultivadas en medio con el herbicida como Unica fuente de P. Se destaca que la cepa P12 disminuy6 la concentracién
inicial de glifosato en un 30% en un periodo de 72 horas. Las cepas fueron identificadas como Enterobacterias por se-
cuenciacién parcial del gen ARN ribosomal 16S (géneros Pantoea y Enterobacter). Un ensayo de inoculacién, utilizando
separadamente dos suelos de la provincia de Buenos Aires como sustrato: Arroyo Corto y Libano; evidencié que las cepas
A2y P12 mostraron las mejores respuestas a la inoculacién y produjeron un aumento significativo del contenido de materia
aérea seca y fresca en las plantas de maiz, respectivamente. Estas cepas resultan promisorias como bioinoculantes y serén
necesarios posteriores estudios para potenciar sus funciones en inoculaciones a campo. Este trabajo constituye el primer
reporte de Enterobacterias degradadoras de glifosato aisladas de suelos argentinos.

Palabras clave: bioinoculantes, solubilizacion de P PGPR, remediacion

SOIL NATIVE BACTERIA AS POTENTIAL DEGRADERS
OF GLYPHOSATE HERBICIDE AND PLANT GROWTH PROMOTERS

ABSTRACT

The use of microorganisms and their beneficial interaction with plants and the ecosystem, is a promising strategy to
achieve a sustainable agriculture. Since glyphosate is present at high frequency at agricultural soils in Argentina, mainly
at the Pampean region, and its negative impact on some beneficial soil microorganisms has been reported, the aims of
this work were i) to isolate and characterize soil phosphorous-solubilizing bacteria with the capacity to tolerate/degrade
glyphosate, and ii) to evaluate their potential as growth-promoter in a trial with maize hybrid plants. A total of 9 bacterial
strains were isolated, from both an agricultural and a pristine soil near Balcarce (Buenos Aires, Argentina), solubilizing
phosphate in a range of 249 - 973 ug mL™* of soluble-P on tricalcium phosphate medium. Three of these strains (named
P1, A2 and P12), could grow on media containing glyphosate as the sole phosphorus source. P12 strain decreased in
30% the initial glyphosate concentration after 72 hours. The strains were identified as Enterobacteriae by partial 16S
rDNA sequencing, belonging to Pantoea and Enterobacter genera. An inoculation trial, using as substrate two different
soils from Buenos Aires province - Arroyo Corto and Libano- showed that A2 and P12 strains produced significant
increases in the dry and fresh matter of maize plants, respectively. These strains are promising as bio-inoculants and
further studies will be necessary to enhance their functions in field inoculations. This work constitutes the first report of
glyphosate-degrading Enterobacteria isolated from Argentine soils.
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INTRODUCCION

El consumo de fertilizantes y plaguicidas ha
aumentado en las Ultimas décadas en pos de lo-
grar mayor rendimiento de los cultivos, aplicando
modelos productivos intensivos. Sin embargo, el
uso continuado de estos productos ha tenido im-
pactos ambientales indeseados como el lavado de
nutrientes del suelo, especialmente nitrégeno (N)
y fosforo (P), y la contaminacion de aguas y se-
dimentos (Adesemoye & Kloepper, 2009; Tilman
et al., 2002).

El P es un elemento esencial para el desarro-
llo de las plantas ya que interviene en diferen-
tes reacciones, tanto en el desarrollo de la planta
en si, como en el establecimiento de relaciones
simbiéticas con microorganismos y la proteccion
contra patégenos. Debido a su baja movilidad y
disponibilidad en el suelo, resulta un elemento li-
mitante para el desarrollo de los cultivos (Garcia
et al., 2014). Sin embargo, cuando el P es apli-
cado como fertilizante, en ocasiones, entre el 75
y el 90% es precipitado y adsorbido por éxidos de
hierro (Fe) y aluminio (Al) del suelo o es lavado
causando efectos medioambientales no deseados
(Khan et al., 2009).

Algunos microorganismos del suelo son ca-
paces de hacer biodisponible el P inmovilizado
a través de la produccion de acidos orgénicos y
la excrecién de fosfatasas acidas (Khan et al.,
2014). La aplicacion de bioinoculantes solubi-
lizadores de fosforo potencia este proceso que
naturalmente esta disminuido por la alta capa-
cidad buffer del suelo. Dentro de los principales
grupos bacterianos utilizados como inoculantes
con estas funciones se encuentran cepas de los
géneros Bacillus, Pseudomonas y Enterobacter,
las que al hacer biodisponible el fésforo para las
plantas, contribuyen a aumentar el crecimien-
to y rendimiento de los cultivos (Anzuay et al.,
2013; Khan et al., 2014). Ademas, represen-
tantes de estos grupos bacterianos promueven
el crecimiento vegetal a través de diversos me-
canismos, como por ejemplo, la produccion de
acido indol-acético, la fijacion de N,, el anta-
gonismo contra microorganismos patogenos, la
produccién de sider6foros o antibiodticos, entre
otros (Zaidi et al., 2009).

La biofertilizacion aplicada para aumentar la
biodisponibilidad de P por los cultivos es una es-
trategia promisoria. EI uso de microorganismos
nativos adaptados a las condiciones en las que
realizaran sus funciones constituye una estrate-
gia que podria potenciar la eficacia del proceso
(Pérez-Montafo et al., 2014). Bacterias solubi-
lizadoras de P nativas, pertenecientes a los gé-
neros Pantoea, Serratia, Enterobacter y Pseudo-
monas, han sido aisladas de suelos de la Puna
argentina con caracteristicas promotoras del cre-
cimiento vegetal (PGPR por sus siglas en inglés
de “Plant Growth-Promoting Rhizobacteria”),
como la produccién de sideréforos e indol (Viruel
et al., 2011). Sin embargo, la evaluaciéon de sus
funciones en ensayos con plantas o de campo no
ha sido reportada.

Es conocido que una vez que los inoculantes
microbianos son anadidos al suelo, encuentran
competencia por parte de la microbiota indigena,
lo que dificulta su establecimiento y la eficien-
cia de sus funciones. Al respecto, existen otros
factores que pueden modificar este proceso como
son su interaccion con el cultivo, el tipo de suelo,
el mecanismo por el cual se produjo el inoculan-
te y las practicas de manejo agricolas adoptadas
(Creus, 2017).

Una de las préacticas agricolas mas extendidas
en la region es la adopcion del paquete tecnolé-
gico siembra directa-cultivos transgénicos resis-
tentes al glifosato (GP). Esto conlleva al uso del
herbicida de manera intensiva y extensiva como
parte de este manejo pero también es aplicado en
cultivos forestales, citricolas y olivares, y en los
periodos de barbecho.

Son varios los estudios que demuestran los
efectos negativos del uso del GP sobre importan-
tes grupos microbianos del suelo como: Actino-
bacterias, bacterias fijadoras de N, hongos forma-
dores de micorrizas, entre otros (Angelini et al.,
2013; Druille et al., 2013; Zaller et al., 2014,
Newman et al., 2016).

Por otra parte, la principal via de degrada-
cion del GP es microbiolégica y han sido aisladas
bacterias del suelo capaces de degradarlo, como
Pseudomonas sp, Arthrobacter radiobacter, Fla-
vobacterium sp, Ochrobactrum anthropi y En-
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terobacter cloacae (Balthazor & Hallas, 1986;
Pipke & Amrhein, 1988; Moneke et al., 2010;
Benslama & Boulahrouf, 2013; Kryuchkova et
al., 2014). En este sentido, se han descripto dos
rutas metabdlicas a través de las cuales ocurre
su biodegradacioén, rindiendo como metabolitos
primarios la sarcosina y el acido amino metilfos-
fonico (AMPA) (Rueppel et al., 1977).

Si bien el GP es considerado moderadamente
persistente (entre 30-170 dias de vida media), en
ocasiones se sugiere que las tasas de aplicacién
son mayores que las tasas de disipacién, favore-
ciendo su persistencia en el ecosistema (Primost
etal., 2017). En la regién pampeana, en los ulti-
mos afios han aumentado los reportes sobre altas
frecuencias de deteccién, tanto de GP como de
su metabolito AMPA, en diferentes matrices am-
bientales (Aparicio et al., 2013; De Gerdnimo et
al., 2014).

En Argentina, el conocimiento sobre los mi-
croorganismos nativos que contribuyen a la de-
gradacién del herbicida en diferentes ambientes
es escaso. Al respecto, existen reportes de una
cepa de Bradyrhizobium sp. tolerante al herbicida
y cepas degradadoras de Pseudomonas sp., aisla-
das de suelos con sistemas de labranzas organico
y convencional (Zabaloy & Gémez, 2005; Rorig,
2012). Resultaria estratégico detectar y aislar ce-
pas nativas degradadoras de GP y que ademas
evidencien potencialidades para la promocion de
crecimiento vegetal.

El uso de bioinoculantes es una alternativa
prometedora para la solucién integral de proble-
mas medioambientales generados por la produc-
cién agricola, porque es conocido que los mi-
croorganismos poseen caracteristicas que ayudan
a la toma de nutrientes por la planta, promueven

el crecimiento vegetal, contribuyendo a disminuir
la fertilizacion quimica, y degradan agroquimi-
cos, disminuyendo su carga ambiental. Basados
en esto, los objetivos de este trabajo han sido,
por una parte, aislar y caracterizar microorganis-
mos nativos solubilizadores de P con tolerancia al
herbicida glifosato y capacidad para degradarlo;
y por otra, evaluar sus potencialidades como pro-
motores del crecimiento vegetal.

MATERIALES Y METODOS
Muestras de suelo

Se realizo6 el aislamiento de bacterias solubili-
zadoras de P a partir de muestras de suelo colec-
tadas en la Estacion Experimental Agropecuaria
INTA Balcarce (Buenos Aires, Argentina). Estas
consistieron en 50 sub-muestras colectadas a
una profundidad de 0-5 cm, por sitio, las que
posteriormente fueron homogeneizadas, tamiza-
das (2 mm) y cuarteadas para su analisis. Los
suelos correspondieron a un area pristina (P) y
area agricola (A) con mas de 5 afos de aplicacién
del herbicida glifosato, a razén de 4,6 mg de in-
grediente activo (ia.) por kg de suelo por afio, con
rotaciones trigo/soja. Ambos suelos son Arguido-
les tipicos de la serie Balcarce y sus caracteristi-
cas fisico-quimicas: contenido de materia orga-
nica (Nelson & Sommers, 1982), capacidad de
intercambio catiénico (Chapman, 1965), P Bray
(Bray & Kurtz, 1945), pH (1:2,5 suelo:agua) y
textura (Gee & Bauder, 1986), son indicadas en
la Tabla 1.

Aislamiento de cepas solubilizadoras de P

El aislamiento de cepas edaficas nativas solu-
bilizadoras de P se realiz6 mediante diluciones se-
riadas de suelo, sembradas en medio agar NBRIP

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas de los suelos a partir de los cuales se aislaron las bacterias descriptas en el trabajo.

Table 1. Physico-chemical properties of soils used for isolating the bacteria characterized in this study.

P-Bray pH
Suelo MO (%) Textura
(mgkg?) (suelo:agua 1:2,5)
Agricola 6,0 68,2 6,5 35,3 % arena; 32,5 % limo; 32,2 % arcilla
Pristino 10,3 % 46,5 6,3 43.8 % arena; 26,9 % limo; 29,3 % arcilla

MO: Materia organica (%)
MO: Organic matter (%)
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(National Botanical Research Institute Phosphate
Growth Medium), conteniendo fosfato tricélcico
(PTC) como Unica fuente de fésforo (Nautiyal et
al., 2000). Los cultivos fueron incubados a 28 °C
durante 72 hy se seleccionaron y purificaron los
microorganismos promisorios en base al tamafio
del halo claro formado alrededor de la colonia.

La capacidad de solubilizar P fue evaluada
mediante cuantificacién del fésforo soluble forma-
do después de 5 dias de incubacion en 50 mL de
caldo NBRIP, descripto anteriormente, mantenido
a 28 °C, en agitacién a 150 rpm. Se empled el
método colorimétrico del acido ascérbico para la
determinacién de fésforo soluble segiin Watanabe
& Olsen (1965). Se determiné el pH del medio y
se cuantificé el nimero de unidades formadoras
de colonias (UFC) mediante el método de recuen-
to de viables en placas. Para la seleccién de cepas
se utiliz6 el criterio didmetro de solubilizacion=
diametro total — diametro de la colonia.

Identificacion de las cepas solubilizadoras de P

La identificacion de los aislamientos seleccio-
nados por su capacidad solubilizadora de P se
realiz6 mediante la amplificacién y secuenciacion
de la regién génica variable V4 del ARN ribo-
somall6S. Para ello se realiz6 la extraccion de
ADN a partir de nueve cultivos puros utilizando el
kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega,
USA). Se usaron los cebadores Com1l (forward)
5’-CAGCAGCCGCGGTAATAC-3", y Com2 (rever-
se) 5'-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3" para am-
plificar un fragmento del gen del ARN 16S riboso-
mal comprendido entre las posiciones 519-926
de Escherichia coli. La reaccion de PCR incluyé
Buffer 1X, 1,5 mM MgClI2, 0,2 uM de cada ce-
bador, 1uL de templado ADN y 2U de Tag DNA
polimerasa (Invitrogen, USA) en un volumen final
de 30 uL. El termociclado consistié de 5 min de
desnaturalizacion a 95°C seguidos por 32 ciclos
de 95 °C por 20 seg, b4 °C durante 15 segy 72
°C durante 30 seg, terminando con una extension
final de 10 min a 72 °C. Los productos de PCR
obtenidos fueron de 407 pb, los que una vez pu-
rificados con PEG 6000, se secuenciaron (ambas
hebras) en un secuenciador MegaBace 750 (GE,
Suecia). La busqueda de similitud de secuencias
se realizd mediante la herramienta BLAST del

GenBank y el clasificador del Proyecto de base de
datos ribosomales (RDP) (Cole et al., 2005). El
alineamiento se realiz6 mediante ClustalW2. Para
el analisis filogenético y la construccion del arbol
se us6 MEGA6 (Tamura et al., 2013) mediante
analisis de maxima verosimilitud, método Kimura
2 parametros, prueba de filogenia “bootstraps”,
1000 réplicas. Las secuencias obtenidas fueron
depositadas en la base de datos de GenBank.

Determinacion de capacidad de crecimiento
en presencia de glifosato y
degradacion del herbicida

Los aislamientos con capacidad de solubilizar
P fueron evaluados para determinar su tolerancia
al herbicida glifosato. Nueve cepas fueron ino-
culadas en 100 mL de medio de sales minera-
les (MSM) (Fan et al., 2012), conteniendo 0,2
% de glucosa como fuente de C y 0,5 mM de
GP (Pestanal®, Sigma) como Unica fuente de P,
Las concentraciones de indculo fueron de 1. 10*
UFC mL?!. Los cultivos fueron incubados a 28°
C durante 72 h en agitacion a 150 rpm. Como
controles se incluyeron medios de cultivos que
contenian como Unica fuente de fosforo K,HPO,
(0,5 mM) y MSM mas GP sin inocular. Cada culti-
vo y control se realizé por triplicado. Transcurrido
este tiempo se determinaron las UFC mediante el
método de recuento de microorganismos viables
en placas. Las cepas que evidenciaron crecimien-
to en este medio, fueron cultivadas nuevamente
en las condiciones descriptas anteriormente y se
tomaron muestras de los cultivos a las 24, 48 y
72 h para determinar las concentraciones de GP
residual y de AMPA mediante cromatografia liqui-
da de ultra alta resolucién acoplada a un espec-
trometro de masas triple cuadrupolo (UHPLC MS/
MS), seglin la metodologia propuesta por Primost
et al. (2017). Para ello, previamente se realizd
la extraccion de GP y AMPA con buffer fosfato/
borato y la derivatizacion pre-columna con 9-fluo-
renilmetilcloroformato (FMOC).

Las variaciones significativas de las concentra-
ciones de GP y de AMPA para cada cepa, fueron
detectadas mediante analisis de varianza (ANO-
VA) con medidas repetidas en el tiempo usando
el paquete estadistico SAS (2009).
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Evaluacion de la capacidad promotora
de crecimiento de las cepas seleccionadas

Las cepas solubilizadoras de P que evidencia-
ron la capacidad degradadora de GP fueron selec-
cionadas para evaluar su potencial PGPR en con-
diciones controladas. Se determind la respuesta a
la inoculacion de plantas de maiz hibrido DEKALB
® (Agropoints) crecidas en dos suelos agricolas de
la provincia de Buenos Aires de las localidades de
Arroyo Corto (AC) y Libano (L) (Tabla 2).

Para ello se establecié un ensayo en macetas
(300 mL) utilizando muestras homogenizadas de
ambos suelos por separado (0-20 cm), mezcla-
dos con perlita y arena estériles en proporcién
suelo:perlita:arena 2:1:1 vol.

La inoculacion se realizé a la siembra y se
usaron semillas de maiz pre-germinadas. Los ind-
culos bacterianos fueron preparados a partir de
cultivos individuales de tres cepas (denomina-
das P1, A2 y P12) que fueron crecidas en caldo
de Luria Bertani (LB), durante 18 h a 28°C. Las
bacterias fueron colectadas y lavadas mediante
centrifugacién a 10500 g y resuspendidas en so-
lucién salina 0,85% a una concentracién de 1.
108 UFC mL*.

El ensayo consté de cuatro tratamientos: no
inoculado (NI) e inoculados con cada una de las
cepas P1, A2 y P12, con cuatro repeticiones para
cada tipo de sustrato (AC y L), lo que resultd en
32 unidades experimentales.

Las plantas fueron mantenidas en camara de cre-
cimiento (12/12 h luz/oscuridad, 24 °C) y regadas
periddicamente a efectos de mantener el sustrato a
capacidad de campo del 60%. A los 20 dias des-
pués de la inoculacion, cuando las plantas se encon-
traban en fase de 4 hojas, se separ6 la parte aérea
de la radical. En la parte aérea se determind el aérea
foliar (Licor Area Meter) y el peso fresco y seco. El

material radical fue lavado para la eliminacion de las
particulas de sustrato adheridas a las raices y se de-
termind el peso radical fresco y seco.

Se realizaron andlisis de varianza para cada
una de las variables por tratamiento, separada-
mente para cada suelo, mediante ANOVA, usan-
do SAS (2009). Las diferencias entre las medias
para cada tratamiento fueron comparadas me-
diante la prueba de Tukey (p>0,05).

Para aquellos parametros (PA) donde se de-
tectd efecto significativo de la inoculacion de los
tratamientos, se calculé la respuesta a la inocula-
cién (RI) de acuerdo a la siguiente relacion:

(PA, (1) - media PA, (Control)

RI(PA) = X100

media PA, (Control)
Donde:

- PAi (I) corresponde al parametro individual de las
plantas inoculadas con cada una de las cepas,

- media PAi (Control) corresponde al valor pro-
medio del parametro individual de las plantas
control (no inoculadas).

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion de bacterias
solubilizadoras de fosforo

Se obtuvieron nueve aislamientos que fueron se-
leccionados segln el criterio de formacion de halos
mayores a 0,5 cm de diametro de solubilizacion en
el medio NBRIR El nimero de cepas solubilizadoras
de P no estuvo relacionado con el tipo de uso del
suelo, habiéndose obtenido cinco aislamientos del
suelo pristino y cuatro del agricola (Tabla 3).

Los aislamientos fueron identificados basados en
una secuencia parcial del gen ARN ribosomal 16S
(Lane et al., 1985). La mayoria mostr6 alta simi-
litud de secuencias con especies pertenecientes a

Tabla 2. Caracteristicas quimicas de los suelos utilizados para el ensayo de inoculacion en condiciones controladas.

Table 2. Chemical properties of soils used for bacteria inoculation under controlled conditions.

CILC Zn Fe B P-Bray MO pH
Suelo
(cmol kg) (mg kg ds?) (mgkg?) %
Arroyo Corto 214 1,0 50,8 09 29,9 40 6,5
Libano 234 07 434 08 129 31 6,7

C.IC. (cmol kg") = CE.C. (cmol kg™) Cation Exchange Capacity.
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Tabla 3. Comparacion de los aislamientos en cuanto a su capacidad solubilizadora de fésforo (P): cuantificacion
del P soluble, pH y densidad de células en medio de cultivo con PTC, y en cuanto a su crecimiento en presencia del

herbicida glifosato (GP) como tnica fuente de P.

Table 3. Comparison of soil bacterial strains based both on their capacity of P-solubilizing (determinations of
soluble-P concentrations, pH, bacterial growth in medium with PTC) and their growth capacity in herbicide

glyphosate (GP) medium as sole P source.

Funcion solubilizadora de P en medio con PTC

Cepas P soluble Crecimiento bacteriano Crecim fenfoen - Nimero de Aceso
(g ml1) pH (log UFC mL-1) medio con GP (NCBI)

P1 2490 e 4,15bc 6,84d + KM203845
A2 507,3 be 4,31 abc 7,43 abc + KM203844
P3 250,1e 4,13 be 7,10 bed MG808279
A4 4004 de 411¢c 6,10e MG808277
P6 973,1a 4,17 be 7,53 ab MG808278
A7 4438 cd 448a 7,05 cd MG808276
P12 510,0 be 4,34 ab 7,61a + KM203843
Al3 620,8b 431 abc 763a MG808280
P14 335,3 de 4,32 abc 7,32 abc MG808281

Control* 90,0 6,7

UFC: Unidades Formadoras de Colonias; (+) aumentaron en 2 érdenes de magnitud el ndmero de UFC mL" en 72 h de cultivo; (-)

disminuyeron el ndmero de UFC mL" en 72 h de cultivo.

* sin indculo

Para cada pardmetro, filas con letras diferentes indican diferencias significativas entre cepas (p< 0,05). Denominacion de cepas: A indica

origen de suelo agricola; P indica pristino.

UFC=CFU: Colony Forming-Unit; (+) increase in 2 orders the CFU mL-1 after 72 h in the presence of GP; (-) decrease the CFU ml-1 after
72 hiin the presence of GP.In the same column, rows with different low case letters indicate significant differences among bacterial strains
(p<0,05). Strain denominations: Letter A indicates strains isolate from agricultural soil and letter P indicates strains isolate from pristine soil.

la familia Enterobacteriaceae, disponibles en las
bases de datos consultadas. La secuenciacién par-
cial del gen ARN ribosomal 16S mediante el uso
de cebadores conservados, que amplifican la region
variable V4 analizada en este estudio, se ha usado
ampliamente en la caracterizacion de comunidades
bacterianas del suelo (Guo et al., 2015; Gravuer &
Eskelinen, 2017; Li et al., 2019). Sin embargo, la
secuenciacion completa del gen seria recomendable
para eliminar el sesgo introducido por los cebadores
y confirmar la identificacién taxondémica reportada
para estas cepas. Todos los aislamientos del suelo
pristino, conjuntamente con tres aislamientos del
suelo agricola, presentaron elevada similitud con se-
cuencias de bacterias de los géneros Pantoea y En-
terobacter (Figura 1). Una cepa proveniente del sitio
agricola mostré similitud de secuencia con especies
del género Streptomyces, el cual es uno de los mas
representativos de las Actinobacterias.

Diferentes miembros de la familia Enterobac-
teriaceae han sido descriptos como solubiliza-
dores de P capaces de promover el crecimiento
y desarrollo vegetal. En tal sentido, Viruel et al.
(2011) reportaron cepas nativas de la Puna Ar-
gentina, de los géneros Pantoea, Enterobacter y
Serratia, solubilizadoras de P y productoras de
siderdforos e indol en condiciones de laboratorio.
Walpola et al. (2013) informaron que dos cepas
de Pantoea (P agglomerans y P. rodasii) poseian
un alto potencial para ser usadas como bioinocu-
lantes, debido a su capacidad de solubilizar P en
diferentes condiciones y promover el crecimiento
vegetal en experimentos en invernaculo. Gupta
et al. (2012) reportaron cepas de Enterobacter
hormaechei y Serratia marcescens solubilizado-
ras de P capaces de estimular el crecimiento y la
biosintesis de aloin-A en plantas de Alloe.
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Figura 1. Arbol filogenético construido mediante analisis de maxima verosimilitud que muestra la relacion entre las secuencias
de un fragmento del gen ARNr 16S de las cepas en estudio y las secuencias homologas depositadas en la base de datos NCBI. Los
numeros en los nodos indican el porcentaje de réplicas en las cuales se asociaron las secuencias de la misma manera en el arbol

(Prueba Bootstraps, 1000 réplicas).

Figure 1. Phylogenetic tree constructed by maximum likelihood, showing the relationships among 165 ARN ribosomal gene from
studied strains and related taxa deposited at NCBI database. Numbers at the nodes indicate the percentage of replicate trees in
which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000 replicates).

Caracterizacion de las propiedades
solubilizadoras de P y degradacion de GP

El 66% de las cepas mostraron concentracio-
nes de P soluble en el medio de crecimiento de
mas de 400 ug mL! (Tabla 3). La cepa P6 fue la
que evidencié la mayor capacidad solubilizadora,
con valores cercanos a 1 mg mL, seguidas por
las cepas A13, P12 y A2 que mostraron concen-
traciones de P soluble en el medio en un rango
de 507- 620 ug mL*. Las cepas P1, P3, Ady
P14 evidenciaron la menor capacidad de solubili-
zacion, detectandose concentraciones de P cerca-
nas a los 250 ug mL* en el medio de cultivo. Los
rangos de solubilizacion se mantuvieron dentro de
los reportados en otros estudios, aunque en ge-
neral fueron superiores. En este sentido, Anzuay
et al. (2013) cuantificaron la habilidad solubili-
zadora de P de bacterias asociadas a cultivos de
mani nativas de suelos de Cérdoba (Argentina) y
mostraron que de 19 cepas analizadas, 4 eviden-
ciaron una capacidad de liberacién de P soluble
superior a 400 ug mL*. Las cepas restantes mos-

traron rangos de liberacién de P en el medio de
12,9 a 380 ug mL*. Por su parte, Gupta et al.
(2012) reportaron rangos de solubilizacién de P
en el medio entre 25-340 ug mL*! para cuatro
cepas nativas de India asociadas a raices de Aloe
barbadensis. En nuestro estudio, sin embargo,
las cepas seleccionadas evidenciaron mayor ha-
bilidad solubilizadora de P a partir de PTC, con
valores superiores a 249 ug mL!, siendo ésta la
menor concentracion de P en el medio detectada
para la cepa P1. Para todas las cepas se observo
un descenso marcado del pH respecto al medio
de cultivo control sin inocular, sin embargo, este
descenso no estuvo relacionado con la cantidad
de P detectado en solucion (Coef. 0,235; p-valor
=0,347). Resultados similares fueron reportados
por Anzuay et al. (2013), quienes detectaron los
menores valores de pH tanto en medios donde
crecieron cepas con alta y con baja capacidad de
solubilizacién. En otros estudios, sin embargo, la
cuantificacion de P soluble y el pH han estado
correlacionados negativamente indicando la pro-
duccién de acidos organicos (Chen et al., 2006;
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Viruel et al., 2011; Walpola et al., 2013). Estos
autores también han reportado una correlacién
positiva entre el grado de solubilizacién y la den-
sidad celular detectada en el medio, lo que coin-
cide con nuestros resultados. En nuestro estudio,
la mayor capacidad solubilizadora de P estuvo
fuertemente asociada con un mayor crecimiento
de las bacterias después de 5 dias de cultivo en
medio con PTC (Coef. 0,578; p-valor=0,012).

De las nueve cepas evaluadas, solo las cepas
P1, A2 y P12 evidenciaron la capacidad de cre-
cer en el medio con GP como Unica fuente de P
(Tabla 3), mostrando un incremento en la con-
centracion celular respecto al cultivo inicial, del
orden de 10” UFC mL'alas 72 h (P1: 2,7. 107,
A2: 6,8. 107; P12: 5,5. 107 UFC mL?). En el
medio de cultivo con P inorganico, el crecimien-
to fue mayor, alcanzando el orden de 10° UFC
mL*!(P1: 2,5. 10% A2: 5,1. 10% P12: 1,5. 10°
UFC mL™!). Si bien la presencia de GP en el medio
como Unica fuente de P, limito el crecimiento bac-
teriano, las concentraciones celulares mostraron
diferencias con las del cultivo al tiempo O, lo que
no ocurrié para el resto de las cepas. Teniendo en
cuenta que la mayor capacidad solubilizadora de
P fue detectada en cultivos con concentraciones
del orden de 107 UFC mL*, hecho que fue coin-
cidente con otros reportes (Anzuay et al., 2013),
la presencia de GP para estas 3 cepas no estaria
afectando el nimero de bacterias que garantizaria
una eficiente solubilizacién de P. Sin embargo, la
relacién entre los procesos de solubilizaciéon de
Py degradacion del GP deberan ser evaluados
en condiciones de campo teniendo en cuenta que
la utilizacion del herbicida como fuente de P por
las bacterias del suelo es inducido cuando el P
inorganico es limitante (Ternan et al., 1998), as-
pecto que en ambientes naturales no ocurre fre-
cuentemente (Sviridov et al., 2015). También el
GP compite con el P inorgénico por los sitios de
unién a las particulas del suelo, fundamentalmen-
te oxidos de Fe y Al y arcillas (Wang et al., 2005),
modificando su biodisponibilidad.

Existieron diferencias significativas entre las
concentraciones de GP y AMPA a través del tiem-
po para las 3 cepas (p=0,0104 y p>0,0001 para
GP y AMPA respectivamente). En este sentido, la
cepa P12 evidencié un 30% de disminucién de la

concentracion inicial de GP a las 72 h, seguida por
la cepa P1 (Figura 2). Consecuentemente, y confir-
mando la degradacion microbiana del GP, se observo
un aumento significativo en las concentraciones de
AMPA en los medios de cultivo en los cuales crecie-
ron las cepas seleccionadas, que abarcaron un rango
de 203-253 uglL* a las 72 h (Figura 3).
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Figura 2. Evolucion de la concentracion de glifosato (GP)

en el medio de cultivo inoculado con las diferentes cepas
estudiadas (P1, A2 y P12). Barras verticales indican el desvio
estandar (n=3). Letras iguales indican diferencias estadisticas
no significativas en la concentracion de GP alas 72 h de
incubacion (p<0,05; prueba de Tukey).

Figure 2. Glyphosate (GP) concentration evolution in culture media
for the studied strains (P1, A2 and P12). Vertical bars indicate
standard desviations (n=3). Same letters indicate no statistical
differences of GP concentrations at 72 h (p<0,05; Tukey test).
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Figura 3. Evolucion de la concentracion de AMPA en el medio
de cultivo inoculado con las diferentes cepas estudiadas (P1, A2
y P12). Barras verticales indican el desvio estandar (n=3). Letras
iguales indican diferencias estadisticas no significativas en la
concentracion de AMPA a las 72 h de incubacion (p<0,05; prueba
de Tukey).

Figure 3. Evolution of AMPA concentrations in culture
media for the studied strains (P1, A2 and P12). Vertical
bars indicate standard desviations (n=3). Same letters

indicate no statistical differences of AMPA concentrations
at 72 h (p<0,05; Tukey test).
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De las tres cepas degradadoras, P12 fue la que
mas GP degrado, seguida por P1, detectandose
menos formacién de AMPA como metabolito de
este proceso. Ambas cepas provinieron de un sue-
lo pristino, lo que estd en concordancia con que
la mayoria de los microorganismos son capaces
de convertir GP en AMPA, aun cuando no hubie-
ran estado expuestos al herbicida con anteriori-
dad (Sviridov et al., 2015; Hernandez Guijarro et
al., 2018). EI AMPA presenta mayor persistencia
en el suelo que su molécula parental (Bento et
al., 2016), por lo que la ruta del metabolismo
por la via de la sarcosina es preferible. En nues-
tro estudio, sélo se determind la concentracién
de AMPA, pero inferimos que la via alternativa
ocurrid, teniendo en cuenta que no todo el GP
degradado se convirtié en AMPA. Esta presuncién
tiene como base que la relacion estequeométrica
de cada molécula de GP convertida en AMPA es
1:1 (Pizzul et al., 2009), lo que no se evidencié
en este experimento, teniendo en cuenta que las
concentraciones iniciales de GP en el medio fue-
ron de aproximadamente 85 mglL!.

En las condiciones actuales de produccion
agricola, con frecuencias altas de aplicacion del
herbicida, las Enterobacterias resultarian bioino-
culantes promisorios por sus antecedentes como
solubilizadores de P y promotores del crecimiento
vegetal (Khan et al., 2014); asi como por su ca-
pacidad para tolerar y degradar el GP (Sviridov et
al., 2015). Un estudio donde ambas cualidades
se manifiesten en un mismo microorganismo, ais-
lado a partir de suelos argentinos, no habia sido
reportado con anterioridad. Se destaca ademas
gue ambas capacidades fueron detectadas en mi-
croorganismos nativos de Argentina que, ademés
han sido caracterizados en este estudio a través
de metodologias moleculares.

En la literatura internacional se reporté la ri-
zobacteria Enterobacter cloacae K7 que fue ca-
paz de disminuir en un 50 % las concentraciones
iniciales de GP en cinco dias, produciendo los
compuestos no toxicos sarcosina y glicina (Kryu-
chkova et al., 2014). Esta cepa ademas fue pro-
motora del crecimiento vegetal por su capacidad
de fijar N, producir fitohormonas y solubilizar P.

En Argentina, se ha reportado una cepa del
género Bradyrhizobium capaz de crecer en pre-

sencia de GP como Unica fuente de carbono y
energia (Zabaloy & Gomez, 2005). También se
aislaron microorganismos tolerantes al herbicida
pertenecientes a los géneros Bradyrhizobium,
Burkholderia, Labrys y Pseudomonas, prove-
nientes de suelos bajo manejo organico y labran-
za convencional (Rorig, 2012). Sin embargo, no
existen reportes previos de Enterobacterias nati-
vas degradadoras del herbicida, por lo que este
trabajo estaria aportando en este sentido, al igual
que su capacidad para solubilizar P,

Capacidad promotora de crecimiento
de las cepas seleccionadas

Se detectd variaciéon en la respuesta de las
plantas de maiz a la inoculaciéon de las cepas
P1, A2 y P12 en los 2 suelos probados (AC y L)
(Tabla 4). La cepa que mejor respuesta produjo
en el suelo AC fue P12, incrementando signifi-
cativamente el area foliar y el peso aéreo fresco.
La cepa A2 aument6 el peso aéreo seco de las
plantas. En el suelo L, la cepa A2 tuvo el me-
jor comportamiento en relacion al incremento del
peso aéreo seco. Las inoculaciones con la cepa
P1 no evidenciaron diferencias significativas de
crecimiento de las plantas respecto al control en
ninguno de los dos suelos, por lo que de las tres
cepas analizadas, ésta resultaria la menos efi-
ciente para las condiciones probadas.

En la literatura internacional se reporta que la
inoculacion de E. cloacae, cepa aislada de la ri-
z6sfera del maiz, promovié el crecimiento vegetal
de estas plantas en condiciones de laboratorio y
aumento la biomasa de la mazorca en condicio-
nes de campo (Morales-Garcia et al., 2011). Sin
embargo, los mecanismos por los cuales se pro-
dujeron estos efectos no fueron evaluados.

En nuestro estudio, las cepas nativas P12 y
A2, identificadas como Enterobacterias, ademas
de ser degradadoras de GP y solubilizadoras de
P, presentaron caracteristicas PGPR. Las plantas
que crecieron en el suelo AC evidenciaron ma-
yores respuestas positivas a la inoculaciéon que
aquellas crecidas en el suelo L (Tabla 4). Es pro-
bable que las caracteristicas del suelo (el mayor
contenido de P disponible y de materia orgénica
hallado en el suelo AC, Tabla 2), las poblaciones

Cienc. Suelo (Argentina) 36 (2): 105-114, 2018

¢



BACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL

112

Tabla 4. Respuesta de plantas de maiz a la inoculacion con bacterias solubilizadoras de P y degradadoras de glifosato.

Table 4. Response of maize plants to inoculation with soil bacteria P-solubilizers and glyphosate degraders.

Suelo Cepas Peso Aéreo Fresco Peso/Fresco Peso Aéreo Seco Peso SecoRaiz ~ Area F?har RI-Peso As'zreo RI-Peso jo\éreo RI—Are;a Foliar

) Raiz (g) ) 8 (cm’) Fresco (%) Seco(%) (%)

ArroyoCorto (AC)  P1 162(£045)b  057(£0,18) 031(£012b  008(:002) 339@11,)b 5 17 ¥
A2 243(+034)ab  0,69(x0,18) 057(x0,09a  006(x0,02) 503 (*35) ab 43 114 40

P2 260(£035)a  074(013) 040(2005)ab 008(x001) 643(132)a 53 51 79

Control 1,70 (+0,18) b 058 (0,09 027(005b  005(x001) 359(59Db - - -

Libano (L) Pl 252(£0,15)  064(x017) 051(2029ab  007(<001) 609 (£325) - 58 -

A2 358(:037)  080(x006) 084(019a  007(x002) 851 (:04) - 158 -

P2 235#033)  071(:011) 049:003)ab  006(x001)  538(:05) - 51 -

Control  238(:049)  071(x020) 033(006b  007(:003)  496(:82) - - -

Parametros resaltados en negrita evidenciaron diferencias significativas por la inoculacion (p<0,05). Valores entre paréntesis corresponden a

desvios estandar
RI: respuesta a la inoculacion

Parameters highlighted in bold showed significant differences by inoculation (p<0,05). Values in parentheses correspond to standard deviations

RI: Response to bacterial inoculation

microbianas edéficas y la interaccion con la plan-
ta a través de los exudados radicales, ademas de
otras probables propiedades PGPR no evaluadas
en este trabajo, hayan provocado esta respuesta
diferencial a la inoculacion. Para comprender los
mecanismos involucrados en este complejo pro-
ceso seran necesarios posteriores estudios.

CONCLUSIONES

En nuestro estudio, ademas de evaluar la po-
tencialidad de las cepas de solubilizar P, se probd
la tolerancia al glifosato y la posibilidad de degra-
darlo, teniendo en cuenta que este herbicida es
usado comlUnmente en los sistemas productivos
actuales y su persistencia es alta en algunos sue-
los.

Tres cepas solubilizadoras de P provenien-
tes tanto del sitio pristino y del agricola, fueron
capaces de crecer en presencia de glifosato y
degradarlo, mientras que el resto de las cepas
solubilizadoras de P evidenciaron inhibicién de
su crecimiento en presencia del herbicida en
el medio. Las cepas que evidenciaron ambas
funciones in vitro fueron nativas de suelos cony
sin historial de aplicacién de glifosato y presen-
taron alta similitud de secuencia del gen ARN
ribosomal 16S con los géneros Pantoea y En-
terobacter.

Dos de las tres cepas seleccionadas promovieron
el crecimiento de plantas de maiz en suelos agrico-
las, diferentes a los suelos de las que fueron aisladas.
Futuros estudios deberian conducirse para evaluar
su eficiencia en inoculaciones a campo, en cuanto
a la promocion de crecimiento vegetal y la degrada-
cion del herbicida glifosato en suelos contaminados,
asi como de los posibles mecanismos de estableci-
miento en el suelo e interacciones con el resto de la
comunidad microbiana edéafica.

Debido al uso generalizado del glifosato para
la produccion agricola, la tolerancia al herbici-
da deberia ser considerado para la seleccién de
bioinoculantes dado que el herbicida podria limi-
tar el desarrollo y establecimiento de las cepas
luego de su inoculacién.
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