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Resumen del proyecto

La microbiota o conjunto de microorganismos asociada a las plantas, aloja una gran diversidad bacteriana que provee
funciones y caracteristicas especificas, influenciando su fenotipo. Dicho fenotipo es afectado por el genotipo de la planta,
factores bidticos y abiéticos, asi como las prdcticas agricolas de manejo. Uno de los componentes de la microbiota son los
endofitos bacterianos, los cuales invaden los tejidos internos de la planta sin causar dafno aparente y ampliamente
reportados como promotores del crecimiento vegetal (PCV) de diversas plantas, mediante mecanismos como la
bioestimulacion o biodisponibilizacion de nutrientes esenciales. El sorgo dulce es un cultivo multipropdésito utilizado en
Uruguay como materia prima, el cual depende para su 6ptimo crecimiento, de grandes cantidades de fertilizante quimico
nitrogenado, provocando graves problemas de sustentabilidad econémica y ambiental. Con la idea de aportar a la
sustentabilidad productiva de este cultivo mediante el empleo de bacterias endéfitas PCV; el objetivo del presente proyecto
fue determinar si los probables endéfitos bacterianos asociados a plantas de sorgo dulce, tienen un papel significativo en
la PCV, asi como en la disminucién de la fertilizacidn quimica nitrogenada. Los resultados mostraron que existe una gran
diversidad de enddfitos-bacterianos asociados a las plantas de sorgo dulce cultivadas en Uruguay, las cuales poseen
diferentes caracteristicas PCV siendo muchas de ellas diazdtrofas (biodisponibilizadoras de N). Diferentes aislamientos
fueron PCV especificas, de las variedades evaluadas en ensayos de inoculacién solas o en combinacién con fertilizacion
guimica a bajos niveles, lo que mostraria que se podria bajar la dosis de fertilizacién quimica aplicada. Se demostré que la
inoculacion bacteriana tiene efectos especificos sobre la microbiota asociada a la planta y que el indculo se mantiene al
mes de aplicarse. En su conjunto los resultados obtenidos son insumos fundamentales para el desarrollo final de un
inoculante basado en bacterias endéfitas PCV.

Ciencias Agricolas / Biotecnologia Agropecuaria / Biotecnologia Agricola y Biotecnologia Alimentaria /
Microbiologia, Interacciéon planta-bacteria
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Introduccion

I-El sorgo dulce (Sorghum bicolor) como materia prima

Elinterés en la produccion y uso de energias alternativas a los combustibles fésiles, ha ido mundialmente en aumento
impulsando fuertemente la produccién de biocombustibles (biogds, bioetanol y biodiesel), los cuales se obtienen de forma
renovable a partir de materias primas de origen vegetal. Particularmente el bioetanol, se produce mediante la
fermentacion de los azlcares que se encuentran en los cultivos energéticos como la remolacha azucarera (Beta vulgaris),
la cafia de azucar (Saccharum officinarum), el sorgo dulce (Sorghum bicolor), el maiz (Zea mays), el trigo (Triticum spp.) y
la cebada (Hordeum vulgare), cultivados ampliamente en zonas tropicales, subtropicales y templadas(1-4).

Nuestro pais estd llevando a cabo una politica estratégica fuertemente dirigida a la diversificaciéon de la matriz
energética, la cual incluye la promocién de la produccidn de biocombustibles. En ese sentido se implementaron una serie
de proyectos incluyendo el “sucroalcoholero” impulsado por la empresa ANCAP a través de la empresa ALUR S.A., quien
desarrollé un complejo agroindustrial en la zona norte del pais. El principal cultivo empleado como materia prima en este
complejo es el de la cana de azucar, sin embargo el mismo presenta limitaciones agroclimdticas para su dptimo
crecimiento en esta regidn(5). Es en este contexto en el cual surge el cultivo de sorgo dulce como una excelente alternativa
complementaria al suministro de materias prima para la produccion de bioetanol en el Uruguay. El mismo es utilizado
actualmente en muchos paises para tal fin, en forma aislada o complementaria a otros cultivos. Asimismo, su
procesamiento es muy similar al de la cana, haciendo posible integrarlo a la industria cafiera para la produccién de
bioetanol(6,7).

Este cultivo presenta caracteristicas muy positivas para su uso como materia prima incluyendo: (i)su eficiencia de
convertir la energia solar en biomasa vegetal, (ii)su resistencia a la sequia y heladas y (iii)sus altas concentraciones de
azucar directamente fermentables presentes en el tallo. Se lo define como un cultivo multipropésito dado que todos los
componentes de la planta tienen valor econdmico. El grano se puede utilizar como alimento o racién, las hojas para
forraje, el tallo (junto con el grano) para la produccidén de combustible y la fibra (celulosa) como abono, alimento para
animales o como para la produccion de biocombustibles de segunda generacidon(8). Asimismo, las condiciones
agroclimadticas de nuestro pais son 6ptimas para ser cultivado(9), en ese sentido entre los afios 2012-2013, se sembraron
49.000 hectdreas a partir de las cuales se procesaron 209.000 toneladas (Anuario2014,MGAP).
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Todas las caracteristicas mencionadas resaltan al cultivo de sorgo dulce como una excelente fuente de materia prima
para la produccién de biocombustibles.

II-Fertilizacién quimica y bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV).

El uso de fertilizantes quimicos para la mejora de la productividad de los cultivos, tiene efectos negativos asociados que
afectan el complejo sistema de los ciclos biogeoquimicos(10, 11). Aproximadamente el 50% del fertilizante quimico aplicado
se pierde del sistema suelo-planta mediante emisiones gaseosas, lixiviacidn, erosién y escurrimiento, lo que lleva a una
degradacion de los ecosistemas, contribuyendo al efecto invernadero y contaminando con nitrato y fésforo el agua
superficial y la napa fredtica(12).

Por otra parte y desde el punto de vista econdmico, la fertilizacién quimica es uno de los principales gastos de produccidn
en la agricultura de paises como el nuestro, los cuales importan gran porcentaje del mismo.

En su conjunto las problemdticas anteriormente expuestas reflejan la necesidad del desarrollo de alternativas de
produccién mas sustentables desde el punto de vista econémico y ambiental, que reduzcan la dependencia de la
fertilizacidn quimica. En ese sentido, una excelente alternativa biotecnoldgica es el empleo de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (BPCV) en los sistemas productivos agricolas.

Durante las dltimas décadas se ha incrementado el interés en el estudio de BPCV asociadas a diferentes cultivos
agronémicamente importantes como el arroz, el maiz, el trigo, la cana de azucar y el sorgo, con especial interés en las
bacterias capaces de fijar bioldgicamente el N2-atmosférico (diazétrofas)(13—16). En este sentido diferentes BPCV han sido
aisladas de la rizésfera y de los tejidos internos de las plantas pertenecientes a la familia Poaceae con un alto potencial
biotecnoldgico(17, 18).

La promocidn del crecimiento vegetal por las bacterias puede lograrse directamente mediante: 1-la produccién de
fitohormonas (auxinas, giberlinas, citoquininas) o proteinas que regulan sus niveles en la planta como las desaminasas
(ACC); 2-la fijacion bioldgica del nitrégeno (FBN); 3-el incremento en la solubilizacién de minerales (ej. P,K,Fe); 4- la
produccién de sustancias fendlicas estimulantes de la germinacién de semillas, la emergencia y el establecimiento de la
pldntula. Por otra parte, la promocién indirecta del crecimiento incluye: 1-el control bioldgico de fitopatégenos mediante la
induccion de los mecanismos de defensa de la planta, la produccidn de sustancias antagénicas, la competencia por el
nicho ecoldgico o sus nutrientes; 2- el favorecer la tolerancia a estreses abidticos(19, 20).

Es importante destacar que la promocion del crecimiento por las bacterias depende de la especificidad de la interaccidn
planta-bacteria, en donde influye el genotipo de la planta, el tipo de suelo asi como de las condiciones
agroclimdticas(54,55,57). Esto resalta el hecho de lo importante de realizar los estudios para cada caso bacteria-planta
particular.

II-Bacteria enddfitas promotoras del crecimiento vegetal (BEPCV)

Las bacterias endoéfitas colonizan activamente los tejidos internos de las plantas y establecen asociaciones sin causarle
daiio aparente a las mismas(13,19). La mismas habitan distintos compartimentos del apoplasto (espacios intercelulares,
células del cortex, vasos del xilema); y drganos reproductivos (flores, frutas y semillas)(18, 21, 22).

En contraste con los sistemas endosimbidticos o patogénicos bien estudiados, poco se sabe de las bases moleculares de la
interaccidn endéfito-planta hospedera. Sin embargo, existe una amplia evidencia del efecto PCV que éstas confieren a
plantas de interés agrondémico, siendo un campo de estudio en constante desarrollo(17,18,23).

Entre los cultivos de interés mundial en los que se han desarrollados estos estudios se encuentran el maiz, el trigo, la cana
de azucar (Saccharum officinarum) y el sorgo dulce(17, 18). Como resultado de los mismos, han sido desarrolladas
diversas aplicaciones biotecnoldgicas en estos modelos, destacdndose en Brasil la formulacién de un inoculante para la
cana de azlcar, basado en un consorcio de 5 bacterias endéfitas-diazétrofas(24).

Hasta la fecha, los géneros aislados como endoéfitos a partir de plantas de sorgo dulce e identificados, pertenecieron a los
filos Proteobacteria, Actinobacteria y Firmicutes(17,25—27). Asimismo, se ha demostrado el efecto PCV sobre plantas de
sorgo por bacterias diazétrofas endéfitas tales como Azospirillum liposferum, A. amazoniense, Herbaspirillum
seropedicae, Gluconacetobacter diazotrophicus en condiciones de inverndculo y de campo(19,28-32); destacdndose los
resultados de las cepas del género Azospirillum spp. que han llevado a su aplicacién agronédmica como bioinoculante en
varios paises(33, 34).

En su conjunto los resultados demuestran claramente que la explotacién de dicha interaccién puede jugar un rol
significativo en la sustentabilidad de los sistemas de produccién agricolas siendo muy promisorio el desarrollo de una
biotecnologia basada en BPCV. Asimismo cabe resaltar que particularmente en Uruguay, se dan las condiciones para que
este tipo de tecnologia sea desarrollada y transferida teniendo en cuenta la existencia de empresas nacionales dedicadas
a la produccién de bioinoculantes basados en BPCV.
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En el presente proyecto se plantedé como estrategia la evaluacién de la capacidad PCV de un conjunto de aislamientos
disponibles en el laboratorio en plantas de diferentes cultivares de sorgo dulce cultivadas en Uruguay, asi como evaluar el
efecto conjunto de la inoculacidn y de la fertilizaciéon quimica en dichas plantas. Para esto se caracterizaron genética y
fisiolégicamente aislamientos de la coleccidn, los cuales fueron evaluados como inoculantes en diferentes condiciones. Por
ultimo, se estudio el efecto de su inoculacién sobre el microbioma-bacteriano asociados a plantas de sorgo dulce. Como
resultados se esperaba la identificacién a nivel de género de aislamientos bacterianos seleccionados de acuerdo a sus
caracteristicas PCV detectadas in silico, asi como la determinacién de su efecto PCV en plantas de sorgo en diferentes
sistemas. Asimismo se esperaba el poder determinar si la inoculacién con una bacteria PCV, tenia el mismo efecto que
aplicar menos fertilizante en conjunto con dicha inoculacién sobre las plantas de sorgo dulce. Por ultimo, se esperaba
determinar la permanencia del inéculo en las plantas de sorgo dulce inoculada, y su efecto en el microbioma endofitico
bacteriano.

Metodologia/diseino del estudio

La presente propuesta propuso determinar si un conjunto de probables endéfitos-bacterianos aislados a partir de plantas
de sorgo dulce, tienen un papel significativo en la PCV, asi como en la disminucién de la fertilizacién quimica nitrogenada
aplicada al cultivo.

Esta se enmarca en una linea de investigacién que tiene como objetivo el desarrollo de un inoculante basado en BPCV para
el cultivo de sorgo dulce. La estrategia de investigacién estd focalizada en la seleccién a partir de ensayos de inverndculo,
de la mejor combinacion BPCV-dosis de fertilizante quimico-plantas de sorgo, ya que de los mismos depende la PCV.
Asimismo se esperaba obtener informacidn, mediante técnicas de biologia molecular, microbiolégicas y bioquimicas, de si
el mecanismo involucrado en la PCV observada es la FBN. Por otra parte, se esperaba determinar por técnicas de biologia
molecular, el efecto del in6culo sobre el microbioma endofitico bacteriano asociado a plantas de sorgo dulce y su
permanencia en los tejidos internos. Esto permitird estudiar la estabilidad de los inoculantes aplicados asi como el efecto
de los mismos en la comunidad endofitica total y diazétrofa. Se espera que el conjunto de los resultados indiquen si es
posible utilizar bacterias PCV para potenciar el crecimiento de las variedad comercial de sorgo dulce M81E, disminuyendo
la dosis de fertilizante quimico empleado y por lo tanto los costos de produccién de los cultivos.

Resultados, andlisis y discusién

Los cultivos han tenido un rol fundamental en el transcurso de la historia de la humanidad, posibilitando el desarrollo de la
civilizacion tal como la conocemos en el presente. Sin duda, en ese sentido, las gramineas (Poaceae) asumieron un papel
protagoénico que conservan hasta hoy en dia, siendo la familia de plantas de mayor importancia econédmica mundial. En las
ultimas décadas, a partir del aumento exponencial de la poblacién mundial, se incrementd la produccién de muchos
cultivos

pertenecientes a esta familia, como el maiz, trigo, arroz, cebada, cana de azlcar y sorgo dulce. Consecuentemente,
aumenté también el uso de paquetes tecnolégicos basados en la aplicacién de fertilizantes quimicos, para la optimizacién
de la produccién de dichos cultivos. Desafortunadamente, la aplicacién excesiva de fertilizantes quimicos ocasiona
grandes efectos negativos sobre los ecosistemas, como son el empobrecimiento de los suelos, la eutrofizacidn de los
cuerpos de aguaq, la pérdida de diversidad y el aumento en la emisién de gases de efecto invernadero(102). Este panorama
hace necesaria la busqueda de alternativas al modelo agricola actual que logren mitigar el impacto de las actividades
antropogénicas sobre el medio ambiente. En este contexto, el uso de BEPCV, es considerado una excelente alternativa para
el suministro nutricional de cultivos pertenecientes a la familia Poaceae(9,114).

I- BACTERIAS DIAZOTROFAS PROMUEVEN EL CRECIMIENTO VEGETAL DE VARIEDADES DE SORGO DULCE

Dado que la eficacia de la bacteria para PCV depende de la especificidad de interacciéon con el huésped y de las condiciones
fisico-ambientales, es necesario emplear bacterias que estén adaptadas a las variedades y a las condiciones de
plantacion del cultivo especificas para cada lugar(14). El estudio in vitro de las caracteristicas PCV de aislamientos
bacterianos, combinados con experimentos de inoculacién de plantas en diferentes condiciones, permite revelar el
potencial uso biotecnolédgico de dichas bacterias como inoculantes.

En el caso del cultivo de sorgo dulce, diferentes estudios realizados en India, Brasil y Namibia reportaron colecciones de
bacterias PCV asociadas al mismo(15,42,52,62). Particularmente en Brasil se ha reportado la capacidad PCV de plantas de
sorgo dulce por las cepas Azospirillum sp., H.seropedicaee e inoculantes combinados de Burkholderia sp. con
Herbaspirillum sp., en condiciones de inverndculo y de campo (48,114). Por otra parte, estudios en Namibia reportaron que
bacterias asociadas a sorgo dulce, fueron PCV in vitro y en inverndculo(67,68). En Uruguay, bacterias aisladas a partir de
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plantas de sorgo dulce de la variedad M81E, capaces de PCV in vitro demostraron potencialidad de ser utilizados como
inoculantes para este cultivo(98).

Como primera aproximacidn, se buscéd simplificar el sistema lo mdximo posible evaluando el efecto PCV de plantas de
sorgo dulce, por parte de las cepas, bajo condiciones controladas del laboratorio. Una vez conocidos los efectos de la
inoculacidn en condiciones in vitro, se pasé a un sistema mds complejo en condiciones de inverndculo, donde el desempeno
de las bacterias inoculadas se ve influenciado por la comunidad de microorganismos que habita el sustrato. Estos estudios
sentaron las bases para futuros ensayos en sistemas mds complejos, a nivel de campo.

A partir de los resultados de PCV en condiciones in vitro, se seleccionaron tres cepas para ser evaluadas en condiciones
de inverndculo: Kosakonia radicincitans UYSB89, Bacillus toyonesis UYSB119 y Kosakonia cowanii UYSB139 en las
variedades M81E y ADV2010. Los resultados mostraron que a los 4 meses pi, las cepas UYSB89,UYSB119 y UYSB139 fueron
PCV de forma significativa en algunas de las variables biométricas evaluadas. En términos generales, el ensayo realizado
en la variedad M81E mostré rendimientos mds bajos que el realizado en la variedad ADV2010, inclusive para el control
positivo. La diferencia en el efecto que la cepa tiene sobre las variedades puede deberse a que los distintos genotipos de
las variedades determinan distintos tipos de interaccién con la bacteria, siendo la interaccidn de la cepa UYSB139 con la
variedad ADV2010 mas benéfica que la interaccién de la variedad M81E(32). Estudios previos han reportado el efecto PCV
de cepas de K. radicincitans al ser inoculadas en diferentes cultivos de interés agronémico en condiciones de inverndculo y
campo incluyendo: repollo, tomate, rabanito, pepino y cafna de azucar(16,17,53,129,149,154,155). Sin embargo, no se han
encontrado reportes de cepas de K.cowanii que las describan como PCV. Particularmente en plantas sorgo dulce, se
reportd el aislamiento de bacterias pertenecientes al género Kosakonia a partir de tejidos internos de este cultivo, y su
efecto PCV al ser inoculadas en condiciones de inverndculo (42).

En cuanto a la cepa UYSB119, relacionada al género Bacillus, los ensayos de PCV no fueron concluyentes en la variedad
MB81E. Sin embargo, cuando dicha cepa fue inoculada en la variedad ADV2010, las plantas mostraron un incremento en el
peso seco aéreo. Estudios previos demostraron el efecto PCV de la cepa Bacillus subtilis al ser inoculada a plantas de
sorgo dulce, mejorando la germinacidn, el indice de vigor y la calidad nutricional de las semillas, asi como también el
contenido de proteinas y de carbohidratos(119). Asimismo, se ha reportado la capacidad de Bacillus sp. de ser PCV en
condiciones de inverndculo y de captar Mn y Cd, al ser inoculada a plantas de sorgo dulce, poke indio y tomatillo(96). Con
respecto a la cepa Azospirillum brasilense Sp7 empleada como referencia en estos experimentos, si bien ha sido
reportada previamente como PCV de sorgo dulce en varios trabajos (10,146), en los ensayos realizados exhibié bajos
rendimientos. Dicha cepa mostré efectos significativos de PCV solamente en el peso seco aéreo en la variedad M81E y
ningun efecto en la variedad ADV2010. Mismos resultados fueron reportados previamente(98). La diferencias en el efecto
que tiene la cepa Sp7, al ser inoculada en diferentes variedades y condiciones, puede deberse a una incompatibilidad entre
los genotipos planta-bacteria o debido a que la cepa es mala compitiendo con la microbiota nativa del suelo, no logrando
colonizar efectivamente las raices(90). De esta forma, queda en evidencia la relevancia de desarrollar inoculantes que
estén adaptados a las variedades y condiciones de cultivo en el pais, para lograr tener rendimientos éptimos.
Considerando lo mencionado anteriormente, se puede concluir que los tres aislamientos nativos ensayados presentan
potencialidad para ser utilizados como inoculantes de sorgo dulce en las variedades utilizadas en Uruguay.

II-LA FERTILIZACION QUIMICA NITROGENADA AFECTA LA PCV DE LAS BACTERIAS DIAZOTROFAS

En condiciones de campo el efecto de la PCV de los inoculantes puede verse afectado por las condiciones ambientales, la
composicion fisicoquimica del suelo o la competencia con otros microrganismos, entre otros factores(50). En este sentido,
cuando se trabaja particularmente con bacterias diazétrofas es preciso evaluar la dptima relacidn fertilizante
nitrogenado-bacterias diazétrofas, ya que la actividad de la enzima nitrogenasa es inhibida cuando hay excesiva
disponibilidad de nitrégeno mineral en el medio (55,91,166). Sin embargo, si bien un alto nivel de suministro de nitrégeno
mineral podria inhibir la FBN en algunas especies diazotréficas, esto no sucede en todas las especies ni en todas las
condiciones(91,126,129). Por lo tanto, la PCV de microorganismos diazétrofos en condiciones de disponibilidad de nitrégeno,
debe ser estudiada para cada caso en particular(55).

En este sentido, se realizaron estudios de respuesta a la inoculacién con las cepas Kosakonia radicincitans UYSB89 y
Kosakonia cowanii UYSB139, conjuntamente con la aplicacidon de diferentes dosis de fertilizante quimico
nitrogenado(0ON,75N y 150N), en las dos variedades de semillas, ADV2010 y M81E. El objetivo fue, por una parte, conocer si el
efecto PCV de las cepas se ve afectado por la fertilizacién quimica nitrogenada. Por otra parte, evaluar si al aplicar una
concentracién mds baja de fertilizante quimico en conjunto con la inoculacién bacteriana se logra un efecto PCV similar al
que se consigue con la aplicacidn de la dosis de fertilizante recomendada(150N). En estos experimentos el sistema fue
disenado buscando que se asemeje a las condiciones del suelo y de cultivo en el campo, por lo cual los resultados
obtenidos son un insumo fundamental a la hora de considerar estas cepas como inoculantes bacterianos de sorgo dulce.
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Se constatd que las plantas de la variedad M81E respondieron positivamente al fertilizante quimico nitrogenado, cuando fue
aplicado en la dosis 75N, es decir, la mitad de la dosis recomendada por el proveedor de semillas. Sin embargo, al aplicar
150N de fertilizante se observo que el efecto sobre el desarrollo de la planta fue similar a cuando se aplicd 75N, es decir
que duplicar la dosis no significé obtener mejores resultados en los pardmetros evaluados.

Por otra parte, se demostré que la inoculacién bacteriana con las cepas UYSB89 y UYSB139 repercutié positivamente
sobre el desarrollo de la planta, en ausencia de fertilizante quimico. Sin embargo, los efectos de la cepa UYSB89 se vieron
inhibidos cuando el inéculo fue aplicado en simultdneo con el fertilizante quimico nitrogenado, con cualquiera de las dos
dosis ensayadas. Este fendmeno puede deberse a que el principal mecanismo PCV de la cepa sea la FBN, la cual se pudo
ver inhibida al haber disponibilidad de nitrégeno mineral en el medio. En cuanto a la cepa UYSB139, sus efectos también se
vieron inhibidos cuando se inoculo junto a 75N, sin embargo se observé PCV cuando fue inoculada junto con el fertilizante
guimico a dosis 150N. Debido a que es légico esperar que si el efecto PCV no se inhibe frente a la dosis mads alta de
fertilizante, tampoco lo haga frente a la dosis mds baja, seria necesario repetir el ensayo para constatar si el fendémeno
se repite.

Las plantas de la variedad ADV2010 respondieron positivamente a la fertilizacién quimica nitrogenada. Sin embargo, su
respuesta fue moderada y no homogénea, ya que no todos los pardmetros biométricos evaluados respondieron. Ademds,
se constaté que duplicar la concentracion de fertilizante no repercutié sobre el desarrollo de la planta bajo las condiciones
ensayadas. En cuanto a las cepas UYSB89 y UYSB139, se comprobd que la inoculacién con las mismas estimulé el
desarrollo vegetal, tanto en ausencia como en presencia de fertilizante quimico nitrogenado. Por otra parte, se demostré
gue inoculando con las cepas en conjunto con la aplicacidn de fertilizante a dosis 75N, se obtuvieron mejores resultados
gue cuando se aplica fertilizante a dosis 150N. En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que el uso de las cepas
UYSB89 y UYSB139 como inoculantes microbianos para de la variedad ADV2010, podria ser una prdctica agricola que
permitiria reducir en un 50% la concentracién de fertilizante quimico aplicado actualmente, logrando incluso optimizar los
rendimientos del cultivo.

En términos generales, es de destacar que la respuesta de las plantas, tanto a la fertilizaciéon quimica nitrogenada como a
la inoculacién bacteriana, fue diferencial segin el genotipo del cultivar evaluado, observdndose que en la variedad
ADV2010 la posibilidad de emplear las cepas como inoculantes es mds viable que en la variedad M81E. Posiblemente, el
motivo de este comportamiento diferencial, sea debido a que la interaccidn planta-bacteria se encuentra fuertemente
determinada por lo genotipos de ambos participantes de la interaccidon(32). Ademds, se demostrd que la eficacia de
inoculacién por las cepas estd sujeta a la disponibilidad de nitrégeno en el medio, por lo tanto fue acertado evaluar su
contribucion a la planta en combinacién con distintos niveles de fertilizacién nitrogenada. En este sentido, previamente se
demostré que la fertilizacién quimica nitrogenada en campo, afecta la composicién de la comunidad bacteriana asociada a
sorgo dulce de la variedad M81E siendo el nitrégeno el factor principal que afecté la estructura de la comunidad bacteriana
diazotroéfica-endofitica (98). Teniendo lo dicho previamente en cuenta, es probable que el estado fisioldgico de la planta,
determinado por la disponibilidad de nutrientes en el medio, module la composicidn de la microbiota bacteriana asociada,
reclutando bacterias especificas que atiendan sus deficiencias (71,30).

I1I-LA INOCULACION BACTERIANA AFECTA LA MICROBIOTA-ENDOFITICA ASOCIADA A PLANTAS DE SORGO DULCE.

Alinocularse la cepa PCV endéfita Rhizobium sp. UYSB13 a plantas de sorgo dulce var. ACA727, se observo que el indculo
se pudo detectar al mes de inocularse en los tratamientos en los cuales se aplicd. Asimismo se observo que las
microbiotas de tratamientos inoculados son diferentes en su composicién a los no inoculados demostrando el efecto
modulador del mismo sobre la microbiota. lo que tendria como resultado un fenotipo del holobionte en el cual se incrementa
el crecimiento.

Conclusiones y recomendaciones

Mediante las actividades desarrolladas, fue posible cumplir con todos los objetivos planteados, lograndose insumos
valiosos para el futuro desarrollo de inoculantes bacterianos de sorgo dulce.

Concretamente, se logré poner a punto la técnica de reduccion de acetileno y mediante la misma definir como diazétrofos
a siete aislamientos pertenecientes a la coleccién. Luego, mediante ensayos de promocion del crecimiento vegetal en
condiciones gnotobidticas y de inverndculo, se determind que las cepas diazétrofas Kosakonia radicincitans UYSB89,
Bacillus toyonesis UYSB119 y Kosakonia cowanii UYSB139 promueven el crecimiento de plantas de sorgo dulce var. M81E y
ADV2010. Por otra parte, se demostré que plantas de la var. ADV2010 fertilizadas con 75N e inoculadas con las cepas

6/10



Kosakonia cowanii UYSB139 o Kosakonia radicincitans UYSB89, tuvieron un mayor desarrollo que las plantas fertilizadas
con una dosis mayor de fertilizante quimico (150N), demostrando ser una alternativa que podria lograr reducir el uso de
fertilizantes nitrogenados sin comprometer la productividad del cultivo. Sin embargo, los resultados del mismo ensayo en
la var. M81E no fueron tan concluyentes, viéndose inhibo el efecto PCV de la cepas a causa de la fertilizacién quimica
nitrogenada. Finalmente, los estudios de microscopia permitieron comprobar que dichas cepas establecen una interaccién
endofitica con plantas de sorgo dulce var. M81E.

En este sentido, se puede concluir que las tres cepas endéfitas-diazétrofas PCV ensayados en la presente tesis presentan
potencialidad para ser utilizados como inoculantes de sorgo dulce en las variedades empleadas en Uruguay.
Particularmente, la cepa Kosakonia cowanii sp. UYSB139 demostré potencialidad de ser empelada como suplemento a la

fertilizaciéon quimica nitrogenada, lo cual permitiria reducir la cantidad de fertilizante aplicado.
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