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RESUMEN. Se conoce bien que diferentes sistemas de uso y manejos de suelos afectan la abundancia, la actividad
y la composicién de la comunidad microbiana del suelo. En este trabajo se estudié el comportamiento de las
poblaciones bacterianas cultivables y, en particular, las bacterias solubilizadoras de P (BSP) en muestras de suelo
provenientes de un ensayo de larga duracién con diferentes secuencias de cultivo. Los resultados obtenidos
ponen en evidencia que el desmonte y el uso agricola posterior luego de 11 afios gener6 una disminucién
de la poblacion de bacterias cultivables en general, y de las bacterias solubilizadoras de P en particular, con
respecto al suelo pristino. Se obtuvieron aislamientos con una alta eficiencia de solubilizacién de P de los
suelos provenientes de las diferentes rotaciones. Estos aislamientos eficientes se clasificaron taxonémicamente
mediante analisis 165 RNA como pertenecientes a los géneros Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas y Xanthomonas.
En particular, la caracterizacion de los sobrenadantes de cultivos de los aislamientos Pseudonionas koreensis y
Paenibacillus pabuli mostraron que son productoras de acidos organicos. Los ensayos de inoculacién combinada
de estas dos cepas sobre plantas de maiz en cdmara de cultivo pusieron de manifiesto un efecto sinérgico
sobre la promocién del crecimiento de esta especie. Los resultados aqui presentados sugieren que si bien las
poblaciones de BSP son mas numerosas en suelos pristinos, determinadas rotaciones de cultivos a largo plazo
favorecen el incremento de bacterias solubilizadoras mas eficientes, un aspecto que deberia tenerse en cuenta
al disefiar futuras estrategias de busqueda de potenciales bioinoculantes.

[Palabras clave: rotacion de cultivos, biofertilizantes, Pseudomonas, Paenibacillus)

ABsTRACT. Analysis and characterization of P-solubilizing bacterial populations in a long-term field
experiment with different crop sequences. It is well known that different soil use and management systems
affect the abundance, activity and composition of the soil microbial community. In this work, the behavior
of cultivable bacterial populations and, in particular, P (PSB) solubilizing bacteria in soil samples from a
long-term trial with different culture sequences was studied. The results obtained show that the clearing
and subsequent agricultural use after 11 years generated a decrease in the population of cultivable bacteria
in general, and of P-solubilizing bacteria in particular, with respect to the pristine soil. Isolates with high P
solubilization efficiency were obtained from the soils from the different rotations. These efficient isolates were
taxonomically classified by 165 RNA analysis as belonging to the genera Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas
and Xanthomonas. In particular, the characterization of the culture supernatants of the isolates Pseudomonas
koreensis and Paenibacillus pabuli showed they are producers of organic acids. The combined inoculation tests of
these two strains on maize plants in a culture chamber revealed a synergistic effect on the growth promotion of
this species. The results presented here suggest that although PSB populations are more numerous in pristine
soils, certain long-term crop rotations favor the increase of more efficient solubilizing bacteria, an aspect that
should be considered when designing future search strategies for potential bioinoculants.
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INTRODUCCION

La expansién de la frontera agricola en
la provincia de Santiago del Estero se
ha intensificado en las tltimas décadas
debido al reemplazo del bosque nativo por
sistemas mas simplificados orientados a una
agricultura de monocultivos (Baldassini et
al. 2020). A este proceso de agriculturizacion
también se le suma el manejo inadecuado de
las tierras, la intensidad y la estacionalidad
de las lluvias y el clima semidrido, lo cual
conduce a la degradacion y la erosion de los
suelos (Ferreras et al. 2007; Revelli et al. 2010).
Por ello, resulta muy importante aprovechar
en estos ambientes los recursos naturales de
acuerdo a su aptitud y fomentar la adopcion
de practicas de manejo sustentables. Con este
enfoque, el uso de microorganismos nativos
seleccionados por sus propiedades funcionales
y adaptados a las condiciones ambientales
constituye una alternativa eficiente y
sustentable para optimizar la produccion de
los cultivos (Pérez-Montafio et al. 2014). Las
rizobacterias promotoras del crecimiento de
las plantas (PGPR) son un grupo de bacterias
que colonizan de manera activa las raices
vegetales y aumentan su crecimiento y
rendimiento. Los mecanismos que utilizan
para promover el crecimiento de las plantas no
se comprenden en su totalidad, pero se pueden
clasificar en cuatro grupos segun Grover et
al. (2021): biofertilizantes (i.e., solubilizacion
de fosfatos minerales, fijacién asimbiotica
de N,), fitoestimuladores (i.e., capacidad de
producir fitohormonas), rizorremediadores
(i.e., contaminantes organicos degradantes)
y bioplaguicidas (i.e., producciéon de
sideroforos, sintesis de antibidticos,
enzimas y compuestos fungicidas). Las
bacterias solubilizadoras de fosfato (BSP)
desempefian un papel fundamental en el
ciclo biogeoquimico del P en el suelo. Tienen
la capacidad de solubilizar y mineralizar P de
las reservas inorganicas y organicas del suelo,
respectivamente, a través de la liberacion de
acidos organicos y de enzimas hidroliticas
(fosfatasas), incrementando de esta manera
la disponibilidad de este elemento para los
cultivos (Agaras et al. 2015; Alori et al. 2017;
Kalayu 2019). Varios géneros bacterianos como
Bacillus, Enterobacter, Paenibacillus, Pseudomonas
y Serratia solubilizan fosfatos y contribuyen a
aumentar el crecimiento y rendimiento de
los cultivos (Kundu et al. 2009; Anzuay et al.
2013; Mohd Din et al. 2020). La diversidad y
la riqueza de las bacterias solubilizadoras de
P varia de un suelo a otro dependiendo de

sus propiedades fisicoquimicas y de factores
climaticos (Kumar 2016).

Se observéd que la inoculaciéon con
multiples cepas de PGPR suele tener mejores
resultados que la inoculacién con una sola
cepa bacteriana (Korir et al. 2017; Kaur et
al. 2022). Combinando PGPR con diferentes
capacidades metabolicas (e.g., fijacién
de N,, movilizacién de P, producciéon de
fitohormonas y antimicrobianos, etc.) se
pueden esperar efectos aditivos o sinérgicos
como resultado de su combinaciény, por tanto,
una potenciacion de la mejora del crecimiento
del cultivo. En las regiones que estan muy
limitadas en el suministro de agua y, por lo
tanto, en la cantidad de nutrientes disponibles
que se disuelven en el agua del suelo, resulta
muy interesante el potencial PGPR para
promover el crecimiento de los cultivos por
diferentes propiedades funcionales. Con esta
premisa, en un ensayo de larga duracion
en la localidad de Bandera, provincia de
Santiago del Estero, se estudi6 la comunidad
de bacterias solubilizadoras de P comparando
un suelo pristino y una situacion agricola con
diversificacion de rotaciones. A partir de la
coleccién de BSP generada se seleccionaron
aquellos aislamientos que presentaron mayor
capacidad de solubilizacion y se evaluo su
capacidad de promocién de crecimiento
sobre plantas de maiz tanto en inoculaciones
independientes como combinadas.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de muestreo y recoleccién de muestras

El estudio se llevd a cabo en un ensayo de
larga duracion en franjas establecido en el
afio 2002 sobre un suelo Haplustol tipico
perteneciente a la AER Bandera ubicada en el
departamento Belgrano, al SE de la provincia
de Santiago del Estero (25°48” S - 62°50” O,
223 m s. n. m.). La situacion inicial del lote
previa al establecimiento del ensayo incluye
el desmonte y dos afios de rotaciones bajo
siembra directa (SD). El lote no se fertilizd y
no se incorporaron los rastrojos (Gonzalez et
al. 2014). Las secuencias de cultivo incluyen
algoddn (Gossypium hirsutumy), soja (Glycine
max), trigo (Triticum aestivum) y sorgo
(Sorghum bicolor) bajo SD, y se conforman de
la siguiente manera: sorgo/soja/algodén (P1);
soja/algodén/sorgo (P2); algoddn/sorgo/soja
(P3); trigo-soja/trigo-soja (P4); trigo-sorgo/
trigo-soja/trigo-algodon (P5); sorgo/soja/soja
(P6) y sorgo/algodon (P7). Se incluy6 un
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suelo pristino como situacién de referencia
(SP). Se establecieron tres estaciones de
muestreo por franja. Las muestras de suelo
fueron recolectadas a los 60 dias posteriores
a la fecha de siembra del cultivo de verano
de la campana 2013. Se tomaron muestras
compuestas a los 0-10 cm de profundidad
conformadas por 20 submuestras. Para los
analisis quimicos, una porcion de suelo de
cada muestra fue secada al aire y tamizada por
2 mm. La otra porcién de suelo fue depositada
en bolsas plasticas debidamente rotuladas y
conservada a 4 °C hasta el momento de sus
andlisis microbiologicos.

Determinacion de propiedades eddficas quimicas
y microbioldgicas

Se determind el contenido de carbono
organico total (COT) (Walkley and Black
1934), nitrogeno total (NT) (Kjeldahl), pH (1:
2.5suelo: agua) y P extractable (Bray and Kurtz
1945) de cada muestra. Para el recuento de
bacterias heterotréficas cultivables (CBH) y de
bacterias solubilizadoras de P (BSP) se empled
la metodologia propuesta por Fernandez et al.
(2015). Las CBH se contaron 48 h después de
la siembra en placa, mientras que las BSP se
contaron después de 5 dias de incubacion a 28
°C. Elntimero de bacterias fue expresado como
UFC (unidades formadoras de colonias) por
gramo de suelo seco. La abundancia relativa
de BSP se calculé como la proporcién de BSP
respecto a CBH de acuerdo con Widdig et al.
(2019). La actividad de la enzima fosfatasa
acida (AFA) se estim¢é aplicando la técnica
detallada por Jackson et al. (2013). El contenido
de humedad del suelo (%H) se determiné
secando las muestras de suelo fresco a 105 °C
durante 24 h hasta peso constante.

Aislamiento e identificacion de bacterias
solubilizadoras de P

Los aislamientos BSP con presencia de halo se
purificaron en medio NBRIP (Nautiyal 1999)
por estrias sucesivas y se reinocularon en el
mismo medio durante una semana a 28+1 °C
hasta la aparicién de un halo claro alrededor
de las colonias. El indice de solubilizacién se
calcul6 restando el didmetro de la colonia del
diametro total y se aislaron las que mostraban
halos mayores a los 0.5 cm para analisis
posteriores (Hernandez Guijarro et al. 2018).
Los aislamientos altamente eficientes fueron
sometidos al analisis rep-PCR y el mismo se
realiz6 de acuerdo al protocolo propuesto por
Versalovicetal. (1991). Las imagenes digitales
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de los fingerprints se normalizaron con los
marcadores de peso molecular utilizados como
referencia y se analizaron con el programa
BIONUMERICS®. La matriz de similitud fue
calculada utilizando el coeficiente de similitud
de Pearson, mientras que el dendrograma
fue construido por el método de UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean). Para definir grupos se considerd una
similitud del 60%. Laidentificacion delas cepas
fue realizada segun Weisburg et al. (1991).
Los productos amplificados se purificaron
con el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (USA) y luego secuenciados
en el Servicio Interno de Genotipificacion y
Secuenciacion de ADN (SIGYSA), Instituto de
Biotecnologia (CNIA-INTA). Las secuencias
obtenidas fueron depositadas en el banco
de genes GeneBank (ncbi.nlm.nih.gov). La
asignacion de género fue realizada mediante
las herramientas provistas en el sitio SILVA
rRNA database (Pruesse et al. 2012).

Determinacion de la capacidad solubilizadora de
fosfato

A los aislamientos que mostraron un mayor
halo de solubilizacién de P en medio sélido
NBRIP se les realizé un analisis cuantitativo
de su capacidad de solubilizacién. Para ello
se inocularon 40 mL de medio liquido NBRIP
suplementado con fosfato tricalcico (1000
pg/mL) con 1 mL de cultivo (108 UFC/mL)
(200 rpm, 28 °C). Para la co-inoculacién
se transfirieron volumenes iguales con un
inéculo de 10® UFC/mL de cada cultivo.
Como control se empled medio de cultivo sin
inocular. Todos los cultivos se realizaron por
triplicado. Cada 24 h y durante 5 dias se tom6
asépticamente una alicuota de 1 mL de cada
cultivo y se centrifugd a 10000 rpm durante
10 minutos. Se determiné el P (PO,*) en los
sobrenadantes de acuerdo al método del
acido ascérbico (Watanabe and Olsen 1965)
y paralelamente se midio el pH y actividad
fosfatasa acida (Jackson et al. 2013).

Identificacion de dcidos orgdnicos. La
deteccion y cuantificacion de dcidos organicos
serealizo alas 72 h de incubacion. Para ello se
tomaron alicuotas de cada cultivo que fueron
filtradas a través de un filtro de celulosa de
0.22 um de tamafio de poro y almacenadas
a 4 °C. Para su posterior analisis mediante
Cromatografia Liquida de Alta Presion
(HPLC) se sigui6 el protocolo usado por Solans
et al. (2019). La identificacion de los acidos
organicos se llevé a cabo por comparacion de
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los tiempos de retencion de sus estdndares
patron con los de las muestras.

Ensayo de inoculacion en cdmara de crecimiento
vegetal

El ensayo de inoculacién se realizé segin
lo descrito en Garcia et al. (2017). Los
aislamientos seleccionados se incubaron
a 2841 °C en agitacion (180 rpm), durante
48 h, en medio liquido Luria Bertani (LB)
(Sambrook et al. 1989). Las semillas de un
hibrido de maiz comercial (DOW 510 PW),
previamente desinfectadas con etanol 80%
(v/v) e hipoclorito de sodio (4% cloro activo)
germinaron en una camara hiimeda por 48 h
a 28 °C. Se empled un disefio experimental
completamente aleatorizado con 10
repeticiones por tratamiento. Los tratamientos
analizados fueron inoculaciéon simple con
cada uno de los aislamientos seleccionados,
tratamiento de co-inoculacién y el control sin
inocular. Se colocaron 2 semillas por maceta
(750 cm?, 12 cm de altura) conteniendo una
mezcla estéril de arena, tierra, vermiculita
y perlita (3:3:3:1). El contenido de P de las
macetas fue en promedio de 9 ppm. Las
macetas se regaron a capacidad de campo un
dia antes de la siembra y se mantuvieron bajo
riego a demanda durante todo el ensayo. A la
semana todos los tratamientos se regaron con
5 mL por planta de solucion nutritiva libre de
P (Hoagland and Arnon 1950). Luego de 15
dias, las plantas se cosecharon y se realizaron
las siguientes mediciones: parametros de
crecimiento, longitud de parte aérea (LA) y
raices (LR); peso seco de la parte aérea de las
plantas (PSA) y del sistema radicular (PSR);
contenido de clorofila foliar empleando el

medidor portatil SPAD 502 (Minolta, Spectrum
Technologies Inc., Illinois, USA); contenido de
fésforo foliar segiin la metodologia propuesta
por Miller (1998). Para aquellos parametros
(PA) donde se detecto efecto significativo de
la inoculacion de los tratamientos, se calculd
la respuesta a la inoculacion (RI) de acuerdo
a la siguiente relacion (Hernandez Guijarro
et al. 2018):

RI(PA) = [(PA, - media PA ) / media PA ] x 100
Ecuacién 1

donde PA, corresponde al parametro
individual de las plantas inoculadas con
cada una de las cepas, media PA, (control)
corresponde al valor promedio del
parametro individual de las plantas control
(no inoculadas).

El analisis estadistico se realizé empleando
el programa R version 4.0.4. Los resultados
se analizaron estadisticamente mediante
ANOVA vy la comparacion multiple entre las
medias se calcularon mediante la prueba LSD
con un nivel de probabilidad del 5% (P<0.05).
Las correlaciones fueron calculadas utilizando
el coeficiente de Pearson (R). El analisis de
componentes principales (ACP) se realizé con
el programa Infostat (Di Rienzo et al. 2017).

ResurTADOS

En la Tabla 1 se presentan las propiedades
quimicas y microbiolégicas de suelos
correspondientes a cada secuencia de cultivo
y al suelo pristino. La concentracién de COT
(%) de las secuencias de cultivo evaluadas
resultdé menor respecto del suelo pristino,

Tabla 1. Valores promedios para propiedades quimicas y microbioldgicas de las parcelas con diferentes secuencias
de cultivo y suelo pristino. SG=sorgo; SJ=soja; AG=algodén; TR=trigo; SP=suelo pristino; COT=carbono organico total;
NT=nitrégeno total; P-Bray=fdsforo Bray; CBH=bacterias heterotrdficas cultivables; BSP=bacterias solubilizadoras de
P; AFA=actividad fosfatasa acida. UFC=unidades formadoras de colonias. Para cada variable, filas con letras diferentes
indican diferencias significativas entre parcelas (P<0.05).

Table 1. Average values of chemical and microbiological soil properties in plots with different crop sequences and
pristine soil. SG=sorghum; SJ=soybean; AG=cotton; TR=wheat; SP=pristine soil; TOC=total organic carbon; NT=total
nitrogen; P-Bray=phosphorus Bray; CBH:cultivable heterotrophic bacteria; PSB=P solubilizing bacteria; AFA=acid
phosphatase activity. UFC=colony forming unit. Rows with different letters indicate significant differences between

plots (P<0.05).

COT NT IpH P-Bray CBH (log,, UFC/ BSP (log,, UFC/ AFA (umol

(%) (%) 25  (ppm) g suelo) g sueio) pNP.g'.h™)
P1 SG/SJ/AG 1.60ab 0.17a 6.9a 70.5ab 5.06 a 2.58 ab 4.10 be
P2 SJ/AG/SG 150ab 0.17a 7.0a 721b 491a 2.36a 2.68 ab
P3  AG/SG/S] 157ab 0.18a 7l1a 70.1ab 5.01a 2.80 ab 2.69 ab
P4 TR-SJ/TR-SJ 140a 0.16a 70a 749D 492 a 3.50c¢ 173 a
P5 TR-SG/TR-SJ/TR-AG 156ab 0.17a 69a 71.8b 512a 2.71 ab 3.64 bc
P6 SG/S]/S] 1.53ab 0.16a 7.0a 612a 5.22 ab 3.17 bc 4.58 ¢
P7 SG/AG 1.63bc 0.18a 7.0a 759b 513 a 3.19 bc 2.94 abc
SP SUELO PRISTINO 2.10c 0.18a 7.0a 77.1Db 5.50 b 4.73d 6.58 d
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excepto para la secuencia sorgo/algodon (P7).
La disponibilidad de P result6 ser menor en la
secuencia sorgo/soja/soja (P6) respecto de las
secuencias P2, P4, P5, P7 y el suelo pristino. No
se observaron diferencias significativas para el
contenido de N del suelo entre las secuencias
agricolasy el SP. Por otra parte, la abundancia
de CBH fue mayor en la situacion pristina con
un valor promedio de 3.1x10° UFC/g mientras
que la menor cantidad de CBH (1.0 x10° UFC/
gs) se registro en la secuencia soja/algodon/
sorgo (P2). Todas las secuencias de cultivo
mostraron valores inferiores de abundancia
de la poblaciéon BSP respecto de la condicion
pristina (3.1x10° UFC/g) (Tabla 1). Entre
secuencias de cultivo, la abundancia de BSP
fue mayor en la secuencia trigo-soja/trigo-soja
(P4) y minima en soja/algoddn/sorgo (P2) con
valores promedio de 3.5 y 2.2x10* UFC/g,
respectivamente. El porcentaje de BSP en el
suelo pristino fue estadisticamente superior
respecto al resto de las secuencias de cultivo
estudiadas (’<0.0001), oscilando entre un 17%
(suelo pristino) y un 0.34% para la secuencia
soja/algodon/sorgo (P2). Ademads, se observo
unincrementosignificativo de dicho porcentaje
en la secuencia trigo-soja/trigo-soja (P4) (4%)
respecto al resto de las rotaciones. La actividad
fosfatasa acida presento valores superiores en
el suelo pristino respecto a los observados en
las diferentes secuencias de cultivo (Tabla
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1). La actividad fosfatasa mostro diferencias
significativas entre secuencias de cultivo, con
valores inferiores en P4 (1.73 pmol pNP.g1.h-
1) respecto de las secuencias P1, P5 y P6 (4.10;
3.64y 4.58 pmol pNP.g1.h", respectivamente).
Por ultimo, se analizé la existencia de alguna
correlacion entre los parametros quimicos y
las variaciones en las poblaciones bacterianas
totales, BSP y AFA. Dicho analisis revel6 que
el nimero total de bacterias cultivables y la
poblacion de BSP estan correlacionados con
el COT del suelo (R= 0.6; P<0.001) (R=0.5,
P<0.01), respectivamente. Sin embargo, no
se comprobd ninguna correlacion entre la
abundancia de BSP y los contenidos de P en
el suelo. Los valores de actividad fosfatasa
mostraron una buena correlacion y con el
contenido del COT del suelo (R=0.43, P<0.01).
El ACP mostro las propiedades quimicas y
microbioldgicas que explican las relaciones
entre las rotaciones evaluadas (Figura 1).
El modelo explicé el 79.6% de la variacion
total. En el primer componente (CP1) se
agrupan positivamente con altos valores el
contenido de humedad (0.93), el contenido de
Nt (0.94) y el COT (0.63) muy influenciados
por el manejo realizado en las parcelas P2,
P3 y P7. La direccion negativa de la CP1 fue
explicada mayoritariamente por el recuento de
BSP (-0.61) asociado con el manejo realizado
en la parcela P4. Las variables que explican la
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Figura 1. Analisis de componentes principales (ACP) construido en base a las propiedades quimicas y microbiolégicas
para las parcelas con diferentes secuencias de cultivo. P1=sorgo/soja/algodén; P2=soja/algodén/sorgo; P3=algoddn/
sorgo/soja; P4=trigo-soja/trigo-soja; P5=trigo-sorgo/trigo-soja/trigo-algodén; Pé=sorgo/soja/soja; P7=sorgo/algodon.
COT=carbono organico total; Nt=nitrégeno total; P-Bray=foésforo Bray; H=humedad; CBH=bacterias heterotréficas
cultivables; BSP=bacterias solubilizadoras de P; AFA=actividad fosfatasa acida.

Figure 1. Principal Component Analysis (PCA) based on chemical and microbiological properties for plots with
different crop sequence. Pl=sorghum/soybean/cotton; P2=soybean/cotton/sorghum; P3=cotton/sorghum/soybean;
P4=wheat-soybean/wheat-soybean; P5=wheat-sorghum/wheat-soybean/wheat-cotton; P6=sorghum/soybean/soybean;
P7=sorghum/cotton. TOC=total organic carbon; Nt=total nitrogen; P-Bray=phosphorus Bray; H=moisture content;
CBH=cultivable heterotrophic bacteria; PSB=P solubilizing bacteria; AFA=acid phosphatase activity.
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direccion positiva de la segunda componente
(CP2) estuvieron asociadas a la actividad de
la enzima fosfatasa acida (0.94), el recuento
de CBH (0.85) y por la disponibilidad de
COT (0.68) vinculados al manejo realizado
en la P6.

Para la obtencién de aislamientos con buen
potencial de solubilizacién se utilizé como
primer criterio de seleccién a aquellos que
generaran un halo de solubilizacién en el
medio NBRIP mayor a 0.5 cm. Se seleccionaron
22 aislamientos obtenidos a partir de las
muestras de suelo de las secuencias P1, P3,
P5y P6, con indices de solubilizacién entre 1.2
y 2.2 cm. En el suelo pristino y en las parcelas
P2, P4y P7 no se encontraron aislamientos que
cumplieran con el criterio de eficiencia. Los 22
aislamientos obtenidos fueron analizados en
su diversidad genética. El proposito de este
analisis es realizar una segunda seleccién
de aislamientos que sean genéticamente
diferentes para evitar utilizar en los estudios
posteriores microorganismos que provengan
de una misma célula parental. Para este
propdsito se utilizé el procedimiento rep-
PCR. El analisis de los resultados obtenidos
mostro una alta diversidad genética entre sus
miembros lo cual descarta que provengan de
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una misma célula parental. Los dendogramas
generados tanto por BOX como con ERIC
dividieron los aislamientos en 6 grupos (Figura
2). A partir de este analisis se seleccionaron 8
aislamientos no redundantes genéticamente.
Estos aislamientos fueron identificados
taxonémicamente mediante amplificacion
y secuenciacion parcial del gen 165 ARN.
Llamativamente todos los aislamientos
provenientes de suelos de la parcela P3
corresponden a distintos miembros del género
Pseudomonas, en tanto que los aislamientos
provenientes de suelos de las parcelas P1,
P5 y P6 resultaron mas diversos conteniendo
géneros tales como Bacillus, Paenibacillus,
Pseudomonas y Xanthomonas. En particular
el andlisis comparativo de la secuencia 165
ARN del aislamiento SG5 con el proveniente
de diferentes especies de Pseudomonas mostro
un significativo agrupamiento con Ps. koreensis
y distante de Ps. aeruginosa. Los resultados de
ensayosmicrobioldgicos clasicos (fluorescencia
en medio King B, temperatura de crecimiento,
etc.) concuerdan con la presuncion de asignarle
la especie Ps. koreensis a este aislamiento.

Es ampliamente conocido que el género
Pseudomonas cuenta con especies tales como
Ps. aeruginosa, potencialmente patdgenas para
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Figura 2. Dendrograma-UPGMA obtenido con: a) BOX y b) ERIC fingerprints de bacterias solubilizadoras de fosfato

aisladas de las parcelas bajo estudio.

Figure 2. Cluster-UPGMA obtained with: a) BOX and b) ERIC fingerprints of phosphate solubilizing bacteria isolated

from the plots under study.
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el ser humano. Por lo tanto, dado que uno de
los objetivos del presente trabajo es explorar
aislamientos que puedan ser utilizados
como bioinoculantes, los aislamientos que
presentaron similitud con la especie Ps.
aeruginosa fueron dejados de lado en los
estudios subsiguientes. Se seleccionaron
entonces los aislamientos Ps. koreensis (SG5)
y Paenibacillus pabuli (5]6).

Enla Figura 3 se observa que la solubilizacion
de fosfato tricalcico en el medio liquido de
los ensayos evaluados fue acompanado por
una caida significativa en el pH. La cepa Ps.
koreensis (SG5) y la combinacién Ps. koreenis
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Figura 3. a) Solubilizacién de P durante 5 dias de
incubacidn para los ensayos con Ps. koreensis (SG5), P.
pabuli (S]6) y el ensayo combinado (SG5x5]J6) en medio
suplementado con fosfato tricalcico. b) Evolucién del pH
durante 5 dias de incubacién para los ensayos inoculados
con Ps. koreensis (SG5), P. pabuli (S]6) y el ensayo combinado
(SG5x5J6) en medio suplementado con fosfato tricalcico.
Las barras indican el desvio estandar. Las letras indican
diferencias significativas entre tratamientos para cada dia
de incubacién (P<0.05).

Figure 3. a) P solubilization during 5 days of incubation
for Ps. koreensis (SG5), P. pabuli (SJ6) and the combined
strains (SG5xSJ6) assays in medium supplemented with
tricalcium phosphate. b) pH evolution during 5 days of
incubation for the assays inoculated with Ps. koreensis
(SGS5), P. pabuli (S]6) and the combined strains (SG5xSJ6) in
amedium supplemented with tricalcium phosphate. Bars
indicate standard deviation. Letters indicate significant
differences between treatments for each day of incubation
(P<0.05).
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x P. pabuli (5G5x5]J6) presentaron la mayor
capacidad de acidificaciéon del medio, un
ApH de ~3 unidades, en tanto que la cepa P.
pabuli (5]6) mostré un ApH de ~1.5 unidades.
La concentracion de P soluble detectada
en el medio liquido inoculado con Ps.
koreensis (S]5) y en el cultivo mixto de ambos
microorganismos fue estadisticamente
superior respecto al ensayo inoculado con P.
pabuli (SJ6) (Figura 3), lo cual se correlaciona
con la capacidad de acidificacion del medio.
El andlisis de correlacion mostré una relacién
negativa significativa entre el contenido de
P soluble y el pH para el medio inoculado
con Ps. koreenis (R=-0.96, P<0.000001), en
el tratamiento inoculado con P. pabuli
(R=-0.76, P<0.0001) y para el tratamiento
combinado (R=-0.93, P<0.000001). La mayor
produccion enzimatica se registrd a las 24 h
de incubacién tanto para el tratamiento con
inoculacion simple con P. pabuli como para el
tratamiento combinado, siendo en este tltimo
tratamiento un 63% superior (Figura 4). No se
registro correlacion entre la concentracion de
P soluble y actividad enzimatica. El analisis
cromatografico de los sobrenadantes del
cultivo de Ps. koreensis permitié detectar una
mezcla de los acidos organicos, glucénico
(0.065 mg/mL), citrico (20.77 mg/mL) y acético
(3.15 mg/mL), en tanto que en las condiciones
ensayadas en el sobrenadante del cultivo de
P. pabuli fue posible detectar la presencia de
acido oxalico (0.0216 mg/mL) y otros dos
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Figura 4. Actividad fosfatasa 4cida durante 3 dias de
incubaciéon para los ensayos con P. pabuli (S]6) y el
ensayo combinado Ps. koreensis x P. pabuli (SG5xS]6) en
medio suplementado con fosfato tricalcico. Las barras
indican el desvio estandar. Las letras indican diferencias
significativas entre tratamientos para cada dia de
incubacioén (P<0.05).

Figure 4. Acid phosphatase activity during 3 days of
soil incubation for P. pabuli (S]6) and Ps. koreensis x P.
pabuli (SG5xS]6) assays in a medium supplemented with
tricalcium phosphate. Bars indicate standard deviation.
Letters indicate significant differences between treatments
for each day of incubation (P<0.05).
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Tabla 2. Identificacién molecular en base al gen 16S rDNA de los aislamientos solubilizadores de P aislados de las

parcelas bajo estudio.

Table 2. Molecular identification based on 165 rDNA gene from bacteria P solubilizing isolates in the plots under

study.
Identificacion Aislamiento Numero de Identidad %
acceso NCBI SILVA
Bacillus simplex SJ2 MH094286 99.03
Paenibacillus pabuli SJ6 MH094279 99.57
Pseudomonas aeruginosa SG8 MHO094281 99.92
Pseudomonas aeruginosa SG9 MH094284 99.91
Pseudomonas aeruginosa 5G14 MH094284 99.91
Pseudomonas aeruginosa 5G17 MHO094285 99.21
Pseudomonas koreensis SG5 MHO094280 99.92
Xanthomonas campestris SJ3 MH094283 99.58

acidos no identificados. Llamativamente, en
el cultivo mixto de ambos microorganismos
la producciéon de acido oxalico por parte de
P. pabuli (SJ6) es suprimida y el sobrenadante
muestra la misma composicion que el
sobrenadante de Ps. koreensis (SG5) con
diferentes concentraciones de acido glucénico
(0.127 mg/mL), citrico (3.29 mg/mL) y acético
(0.238 mg/mL).

En el estudio en camara de crecimiento
vegetal se detectd variacion en la respuesta
de las plantas de maiz a la inoculacion con las
bacterias solubilizadoras de P seleccionadas
(Tabla 3). Las inoculaciones con la cepa P. pabuli
(SJ6) v Ps. koreensis (SG5) solo evidenciaron
diferencias significativas de crecimiento de las
plantas respecto al control en la longitud aérea
(LA) y en proporciones aproximadamente
equivalentes. Sin embargo, solo la cepa Ps.
koreensis (SG5) proporciono una respuesta en el
contenido de P foliar generando un incremento
del mismo del 54% en las plantas con respecto
al control. El tratamiento combinado de ambos
microorganismos produjo la mejor respuesta,
incrementando significativamente todos los

parametros evaluados con respecto al control
y las inoculaciones simples.

Discusion

Se sabe bien que los cambios en el uso y el
manejo del suelo impactan directamente sobre
la abundancia, la actividad y la composicién
de la comunidad microbiana del suelo, y, en
consecuencia, sobre los procesos que la misma
lleva a cabo (Ge et al. 2011; Tian et al. 2012).
En este trabajo se pone en evidencia que el
desmonte y posterior uso agricola luego de
11 afos redujo la abundancia de bacterias
heterdtrofas cultivables y, en mayor medida,
la poblacion de bacterias solubilizadoras de
P. Esto se tradujo en una menor abundancia
relativa de bacterias solubilizadoras de P
en relacion con el tamafno de la poblacion
de bacterias totales en los suelos agricolas,
en concordancia con lo observado antes
por otros autores (Kaur and Kaur 2020). La
diversificacion de especies en las secuencias
de cultivo por inclusién de sorgo y trigo
como estrategia conservacionista no evidencio
cambios notables en las propiedades quimicas

Tabla 3. Respuesta del cultivo de maiz a la inoculacién con Pseudomonas koreenis (SG5) y Paenibacillus pabuli (S]6). Los
valores entre paréntesis indican la respuesta a la inoculacién en porcentaje respecto al control. Control (sin inocular);
SG5 (Ps. koreensis); SJ6 (P. pabuli); SG5xS]6 (Ps. koreensis x P. pabuli). LA=largo aéreo; LR=largo raiz; PSA=peso seco aéreo;
PSR=peso seco raiz; Clorofila=SPAD chlorophyll; P=fésforo foliar. Letras diferentes indican diferencias estadisticas

por la inoculacién (P<0.05).

Table 3. Maize response to inoculation with Pseudomonas koreensis (SG5) and Paenibacillus pabuli (S]6).

Control (Uninoculated); SG5 (Ps. koreensis); SJ6 (P. pabuli); SG5xSJ6 (Ps. koreensis x P. pabuli). LA=aerial length; LR=radical
length; PSA=aerial dry weight; PSR=root dry weight; Clorofila=SPAD chlorophyll; P=foliar P. Values in parentheses
indicate inoculation response in percentage respect to the control. Different letters indicate statistical differences due

to inoculation (P<0.05).

Cepas LA LR PSA PSR Clorofila P

(cm) (cm) (g/planta) (g/planta) (SPAD) (mg P/g MS)
Control 39.33+1.31b 23.33+2.49b 0.17+0.02b 0.08+0.01b 40.77+1.26b 1.29+0.10b
SG5 42.83+0.62a (8.9) 23.67+3.17b 0.19+0.01ab 0.07+0.01b 40.80+1.27b 2,02+ 0.20a (56.6)
SG5xSJ6  44.75+2.06a (13.8)  30.00+4.08a (28.6)  0.22+0.02a (29.4) 0.11+0.01a (22.2)  45.58+0.29a (11.8)  2.12+0.21a (64.3)
SJ6 43.50+2.16a (9.8) 23.35+1.70b 0.19+0.02ab 0.08+0.01 b 41.97+1.18b 1.46+0.18b




132 ML RORIG ET AL

y biologicas del suelo luego de 11 afios de
efectos acumulados. En este estudio se pudo
comprobar una correlaciéon positiva entre la
abundancia de bacterias totales (CBH), la
abundancia de bacterias BSP y la actividad
fosfatasa en relacién al COT del suelo.
Estudios previos también evidenciaron
relaciones directas entre estas variables
(Chang et al. 2007; Dodor and Tabatabai 2003).
Estos resultados estarian explicados por la
capacidad de estas bacterias de mineralizar el
P organico derivado de la materia organica, a
través de la produccion de enzimas fosfatasas
(Gross et al. 2020; Liang et al. 2020). En este
trabajo no se encontraron aislamientos
eficientes, de acuerdo con nuestro criterio de
seleccion, provenientes de la situacion pristina;
es decir que una mayor abundancia de BSP
no se traduce en aislamientos con una fuerte
capacidad solubilizadora, tal vez por no ser
buenos competidores en ambientes con alta
disponibilidad de nutrientes (Widdig et al.
2019; Nicolitch et al. 2016). La mayor cantidad
de aislamientos en solubilizar P eficientemente
se aislaron de la parcela con sorgo al momento
de tomar las muestras (P3); sin embargo, el
mayor tamano de esta poblacion no representa
una mayor biodiversidad, ya que el género
Pseudomonas fue el tnico identificado. Por el
contrario, en las parcelas con soja sembrada, la
comunidad de BSP fue mas diversa, ya que se
encontraron los géneros Bacillus, Paenibacillus,
Pseudomonas y Xanthomonas. Todos los
aislamientos obtenidos pertenecen a géneros
previamente descriptos como solubilizadores
de fésforo (Kundu et al. 2009; Vazquez et al.
2000).

La capacidad solubilizadora de los
aislamientos Ps. koreensis y P. pabuli fue
cuantificada por la determinacion de P soluble
en medio liquido simultdneamente con el
cambio en el pH del medio y de la produccion
de acidos organicos. Se observé una diferencia
cuantitativa y cualitativa en la produccion
de 4cidos organicos en los sobrenadantes
inoculados con Ps. koreensis y P. pabuli. La
relacion inversa observada entre el pH y la
concentracién de P soluble sugiere que la
produccién de acidos organicos por estas cepas
juega un papel significativo en la acidificacion
del medio, facilitando la solubilizacion de P,
tal como fuera reportado por otros autores
(Walpola and Yoon 2013; Anzuay et al. 2017).
En los sobrenadantes de cultivos inoculados
con P. pabuli y en los inoculados con la
combinacion de aislamientos se detecté una
baja secrecién de la enzima fosfatasa acida
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(Figura 4). Es posible que esta baja actividad
se deba a que su sintesis se estimula cuando
es limitante el nivel de P inorganico soluble
(Dick et al. 2011) y a que esta enzima participa
fundamentalmente en la mineralizacion de
fosfatos organicos (Richardson et al. 2009). La
ausencia de correlacién entre la concentracion
de P soluble y la actividad de la fosfatasa acida
fue observada también por de Amaral Leite
et al. (2019).

El uso de practicas sustentables como la
inoculacion con bacterias nativas promotoras
del crecimiento vegetal adaptadas a las
condiciones en las que realizaran sus funciones
constituye una estrategia que podria potenciar
la eficacia del proceso (Pérez-Montarfio et al.
2014). Numerosos estudios mostraron la
capacidad de diversas BSP para incrementar
el crecimiento y la captura de P sobre los
cultivos (Fernandez et al. 2007; Hariprasad and
Niranjana 2009; Yu et al. 2011). En el ensayo
de inoculacion en cdmara de cultivo vegetal
se observo que la inoculacion de maiz con Ps.
koreensis (SG5) no aumento los parametros de
crecimiento; sin embargo, elevo la eficiencia de
la absorcion de P posiblemente como resultado
de laliberacion de 4cidos organicos de acuerdo
a los resultados de los ensayos realizados in
vitro. Por el contrario, la liberacién de P
durante la incubacién in vitro con la cepa P.
pabuli (S]6) fue mas lenta, y esto no se tradujo
en una mayor absorcion de P en la biomasa
de maiz o incrementos en los pardmetros de
crecimiento, a pesar de haber solubilizado
eficientemente P in vitro. En muchos casos,
los consorcios microbianos pueden interactuar
de manera sinérgica y estimular algunas
actividades fisiolégicas de las bacterias
involucradas en la formulacion (Bai et al.
2003; Stefan et al. 2013). En este sentido, el
tratamiento combinado incremento el peso y
lalongitud de las raices, lo cual le permiti6 a la
planta explorar un mayor volumen de suelo en
busca de nutrientes y agua; esto, a su vez, le da
mayor ventaja para absorber el P solubilizado
producto, posiblemente, de la liberacion de
acidos organicos y de una mayor actividad
fosfatasa que fue detectado en los ensayos
in vitro. La promocion del crecimiento de las
plantas de maiz por la inoculacién combinada
se puede atribuir a una mayor incorporacion
de nutrientes en particular el P. Sin embargo,
la solubilizacién de P no es el tinico mecanismo
de promocién de crecimiento, tal como se
puede observar en las plantas inoculadas con
Ps. koreensis (SG5); podria ejercer su accion por
un mecanismo diferente a la solubilizacion e
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incorporacion de P. Este hecho fue observado
antes por diferentes autores (Collavino et al.
2010; Baig et al. 2012).

Los resultados aqui presentados aportan
nuevas evidencias sobre el efecto de las
rotaciones de cultivos sobre la comunidad
bacteriana en suelos respecto a una situacion
pristina en un ensayo de larga duracién. Si
bien el analisis realizado en este estudio se
restringe a bacterias cultivables, la disminucién
observada tanto de las bacterias totales como
de las solubilizadoras sugiere que este
comportamiento probablemente se extienda
a la comunidad total. Para profundizar este
analisis es evidente la necesidad de emplear
procedimientos metagendmicos. Pese a que
los aislamientos seleccionados en funcion del
tamafio de halo no constituyen una muestra
representativa de la poblacion BSP original,
la diversidad genética puesta de manifiesto
por el analisis rep PCR estaria indicando que
la poblacion original tendria al menos este
grado de diversidad o mayor. Los ensayos de
inoculacion combinada de aislamientos BSP
aqui obtenidos sobre plantas de maiz ponen

de manifiesto un efecto sinérgico sobre la
promocion de crecimiento de esta planta.
Por lo tanto, el uso de inoculaciones mixtas
en ecosistemas fragiles puede constituir una
estrategia paraaumentarla eficiencia de usodel
P en maiz, complementando los mecanismos o
procesos no solo de solubilizacion de P, sino
también buscando incrementar la superficie
explorada por las raices que faciliten la
adquisicion de nutrientes y de agua.

Los resultados aqui presentados sugieren
que si bien las poblaciones de BSP son mas
numerosas en suelos pristinos, determinadas
rotaciones de cultivos a largo plazo favorecen
el incremento de bacterias solubilizadoras
mas eficientes. Este aspecto deberia tenerse
en cuenta al disefiar futuras estrategias de
busqueda de potenciales bioinoculantes.
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