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Introduccion

I. INTRODUCCION

1. Naturaleza, Interés y finalidad de la investigacion

La aplicacién de técnicas innovadoras basadas en el uso de productos de
desarrollos biotecnoldgicos para la promocion del sector agroalimentario es un
tema de creciente y vigente interés, si bien no se contempla de forma totalmente
favorable por parte de la Sociedad. Una de las principales razones por las que no
ocurre una aceptacion generalizada de los productos biotecnoldgicos es el hecho
de que no se aprecie un beneficio obvio y tangible de los mismos. Sin embargo,
algunos productos comienzan a ser aceptados en cuanto a que se estd demostrando
su capacidad para solventar demandas especificas ante determinadas situaciones
preocupantes. Entre tales productos “amigos del Medio Ambiente” se encuentran
los inoculantes microbianos, reconocidos por su capacidad para mejorar la
nutriciéon y crecimiento de las plantas, hacerlas mas resistentes al ataque de
patogenos y a los estreses abioticos y, en suma, a incrementar la productividad
agricola. Se puede afirmar que la Sociedad esta concienciada de que el uso
incontrolado de pesticidas, funguicidas y fertilizantes quimicos, puede acarrear
serios problemas ambientales.

Por las razones antes expuestas, se comienza a aceptar que ciertos avances de
la biotecnologia, tales como los inoculantes microbianos, pueden ser una
alternativa a los agroquimicos en el contexto de una Agricultura mas respetuosa
con el medio ambiente y sostenible. En este sentido, se estan investigando
diversos tipos de inoculantes microbianos como  “biofertilizantes”,
“bioprotectores”, “fitoestimuladores”. Concretamente, estos ultimos, son objetivo
de la presente investigacion.

Quizas el mas conocido de tales inoculantes “fitoestimuladores” es el basado
en bacterias del genero Azospirillum. En efecto, se ha demostrado que la
inoculacion de las raices de las plantas con Azospirillum spp., produce un
incremento en el desarrollo del sistema radical de la planta, lo cual conlleva una
mejora de la capacidad de esta para utilizar de forma mas eficaz los fertilizantes
nitrogenados, por lo que pueden ser aplicados a dosis mucho més bajas. Este es un
hecho fundamental ya que se conoce que hay una gran discrepancia entre la
cantidad de fertilizante nitrogenado aplicado y la que es realmente utilizado por la
planta (“bajo coeficiente de utilizacién™). Por esta razén, puede quedar un exceso
de compuestos nitrogenados en el ecosistema lo que representa la mayor fuente de
contaminacion por N tanto en la atmosfera (6xidos de N) como en las aguas
superficiales y profundas (nitratos).

En el contexto del proyecto ECO-SAFE de la UE se desarrolla investigacion
orientada a evaluar las consecuencias ecoldgicas de la utilizacién de nuevos
productos biotecnolédgicos, entre ellos los inoculantes microbianos a base de
Azospirillum, para contribuir a lograr la sostenibilidad de la agricultura europea.
Adicionalmente, se ha demostrado que los efectos de Azospirillum como
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fitoestimuladores, y sus beneficios en relacion con la utilizacion mas eficaz de N,
pueden ser mejorados mediante manipulacion genética (microorganismos GM) de
aislados naturales (WT) de esta bacteria. Es por ello que ECO-SAFE trata también
de obtener inoculantes mejorados (a base de bacterias GM). En consecuencia, este
proyecto también se ocupa de desarrollar y aplicar una estrategia que proporcione
la informacion clave para determinar el impacto ecoldgico de la liberacion de
bioinoculantes GM y predecir su destino en el medio ambiente.

ECO-SAFE propone liberar aislados WT y GM de Azospirillum, formulados
como bio-inoculantes, con una vida media aceptable, en ensayos de campo
manejados segun las practicas agricolas habituales, y en interaccion con diferentes
niveles de fertilizacion con N quimico. Azospirillum es wuna bacteria
particularmente adaptada a la rizosfera de los cereales. Consecuentemente, los
cultivos “diana” propuestos son trigo y maiz, claves en muchas areas de la UE.

El Grupo “Micorrizas” del Departamento de Microbiologia del Suelo y
Sistemas Simbidtico de esta Estacion Experimental del Zaidin (CSIC) forma parte
del consorcio de Instituciones Académicas y Entes Industriales que participan en
ECO-SAFE. El trabajo Doctoral que se recoge en esta Memoria es precisamente
el resultado de tal contribucion al mencionado proyecto. Este trabajo recoge
diversas investigaciones y experimentos orientados, primordialmente, a alcanzar
uno de los Objetivos de ECO-SAFE: “To assess the impact of WT and GM
bacterial phytostimulators on the diversity and function of arbuscular mycorrhizal
(AM) fungi in the rhizosphere, under commercial field conditions”. Sin embargo,
el tema del trabajo que conforma esta Tesis Doctoral es mas complejo y diverso
que el que este Objetivo enuncia de manera resumida. El contenido de la
investigacion que se propone se explica a continuacion, después de una breve
resefla del concepto y significado de los hongos formadores de micorrizas.

Las micorrizas son asociaciones simbioticas entre las raices de las plantas y
ciertos hongos del suelo. Estas simbiosis desempefian un papel clave en el ciclado
de nutrientes en el ecosistema y en la proteccion de las plantas frente a estreses
ambientales. La mayoria de las especies de plantas silvestres y cultivadas forman
micorrizas, siendo las llamadas “micorrizas arbusculares” (en adelante
“micorrizas”) las mas comunes y, concretamente, las que forman las plantas de
interés agronomico, entre ellas cereales, leguminosas, horticolas y frutales. Dados
los efectos de las micorrizas como biofertilizantes, fitoestimuladores y
bioprotectores de los cultivos (como después se detalla en al analizar los
Antecedentes Bibliograficos del tema, se acepta que el manejo apropiado de esta
simbiosis pueda permitir una reduccion significativa de fertilizantes y fungicidas
quimicos, aspectos claves en una produccion sostenible en agricultura, con los
consiguientes beneficios ecoldgicos y econdémicos.

Es evidente, por lo que antecede, que los hongos micorricicos y su simbiosis
con la planta, las micorrizas, son un componente clave en la estabilidad,
sostenibilidad y productividad de los agro-ecosistemas. Por ello, el hecho de que
cualquier perturbacion que sufra el sistema suelo-planta pueda afectar la
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diversidad o funcionalidad de estos hongos y/o simbiosis, puede repercutir en los
beneficiosos efectos de las micorrizas.

Los inoculantes microbianos, sobre todo si incluyen microorganismos GM,
representan un riesgo que la Directiva EEC 90/220 de la UE exige investigar.
Tales in6culos puedan afectar formacién y funciones de la micorriza. Teniendo en
cuenta los efectos de Azospirillum sobre la morfologia y arquitectura del sistema
radical, es obvio que estos cambios puedan afectar la formacion y efectos de las
micorrizas, circunstancias que propone investigar este proyecto. Es mas, dados los
efectos beneficiosos de las micorrizas y Azospirillum, es obvio esperar que,
incluso, puedan desarrollarse interacciones positivas entre los microorganismos
implicados.

Como se ha indicado anteriormente, las investigaciones que se proponen se
basan en el uso de inoculantes de Azospirillum desarrollados en el contexto de
ECO-SAFE tienen los Objetivos siguientes.

2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Analizar el impacto de la inoculacion de Azospirillum spp. (WT y GM),
seleccionados por su eficacia como fitoestimuladores, sobre la diversidad y
actividad de las poblaciones naturales de hongos micorricicos, asi como diversos
aspectos basicos de su interaccion con la micorriza (formacion y efectos).

2.2. Objectivos especificos

1. Desarrollar y aplicar técnicas que permitan el seguimiento de los
Azospirillum inoculados en la rizosfera de plantas micorrizadas.

2. Evaluacion del efecto de la modificacion genética en Azospirillum sobre la
capacidad de produccion de acido indol-acético.

3. Evaluacion de los cambios producidos por la inoculacion de Azospirillum en
la morfologia del sistema radical de plantas micorrizadas.

4. Caracterizar y utilizar marcadores enzimdticos que permitan evaluar la
actividad de los hongos micorricicos que colonizan las raices.

5. Evaluar el efecto de la inoculacion de Azospirillum sobre de la diversidad y
potencial simbidtico de hongos micorricicos en los sistemas suelo-planta
objeto de estudio.
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6. Efecto de la inoculacion de Azospirillum GM sobre las plantas micorrizadas
7. ldentificacion de los hongos MA presentes en el suelo objeto de estudio.

8. Estudio del efecto de la inoculacion de Azospirillum GM sobre la biologia de
los hongos MA.

9. Determinar de la capacidad de adhesion de Azospirillum GM sobre estructuras
fungicas y raices micorrizadas.

10. Evaluar el patron de colonizacion de la cepa GM con respecto a la cepa
silvestre

Para alcanzar dichos Objetivos se disefiaron diversos ensayos, que se han
agrupado para su presentacion en esta Memoria en Capitulos Experimentales. En
cada uno de estos se presenta una breve Introduccion en la que se incide en los
Antecedentes Bibliograficos especificos del Capitulo correspondiente. Sin
embargo, y como es habitual, se presenta una Revision General de Antecedentes
Bibliograficos de los diferentes componentes cientificos de este trabajo doctoral.

3. Antecedentes bibliograficos

La informacién disponible se va a analizar sistematizada como sigue:

1. Agricultura Sostenible: concepto, realidades y perspectivas

2. La rizosfera: impacto de los microorganismos rizosféricos en el
crecimiento, nutricion y salud de las plantas

Azospirillum: Su significado en Agricultura Sostenible

Micorrizas arbusculares: Su significado en Agricultura Sostenible

5. Inoculantes microbianos.

W

3.1. Agricultura sostenible: concepto, realidades y perspectivas

Hace 10-15000 afios, con el comienzo de la agricultura, empezaron a
sucederse profundos cambios en la forma de vida del hombre, que pasa de ser
ndémada a sedentario, formando los primeros asentamientos estables. Este hecho
representd un cambio trascendental en el equilibrio bioldgico natural. Es obvio
que existe una interaccion constante entre la agricultura y el medio ambiente. La
produccion del los sistemas agricolas depende en gran manera de los recursos
naturales para sostener su desarrollo. Los progresos de la agricultura han
modificado esta dependencia reduciendo los obsticulos ambientales a la
produccion, mediante el desarrollo de tecnologias como el riego, la mejora
genética, la lucha contra las plagas y enfermedades o la fertilizacion de suelos con
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productos agroquimicos. En el siglo XX, tras la I Guerra Mundial, se manifesto
una explosion demogréfica con la consiguiente demanda de alimentos, esto dio
lugar a la llamada "revoluciéon verde", que supuso el cultivo selectivo de
determinadas especies tradicionales con objeto de obtener el maximo rendimiento.
Durante varias décadas se han utilizado en agricultura lo que se ha venido a llamar
“agricultura intensiva”, unas practicas agresivas basadas en el uso de dosis
elevadas de fertilizantes quimicos para el incremento de la produccion y otros
productos agroquimicos tales como funguicidas, plaguicidas y otros fitofArmacos
empleados para el proteger a los cultivos frente a enfermedades y plagas. En la
actualidad, este tipo de procesos estan siendo reconsiderados debido a las posibles
consecuencias negativas que pueden afectar tanto al medio ambiente como a la
poblacion.

La agricultura sostenible puede definirse como “la manera de cultivar el suelo
conservando al mdximo la calidad medioambiental. Su consecuencia es la
produccion de alimentos y fibras usando sistemas que permiten obtener maximos
beneficios, de acuerdo con la demanda, de la capacidad productiva inherente de
los recursos naturales” (Benbrook, 1991). Este tipo de agricultura debe permitir
ingresos adecuados a los agricultores, proporcionar suficientes alimentos a los
consumidores, preservar y regenerar los recursos naturales y producir alimentos
sanos y seguros [Benbrook, 1999 (http://www.pmac.net/IWFS.pdf)]

Para que las practicas culturales se situen en el contexto de la agricultura
sostenible deben seguir unas normas generales basicas que pueden resumirse de la
siguiente manera:

a. Potenciar la incorporacion a las practicas agricolas de procesos naturales
tales como ciclado biogeoquimico de los nutrientes y el aprovechamiento
de los organismos capaces de ejercer efectos de control bioldgico.

b. Uso del potencial biologico y genético de las especies animales y
vegetales con vista a un incremento en la productividad.

c. Evitar o reducir en la medida de lo posible el uso de aquellos recursos no
renovables o cuya utilizacion suponga un riesgo para el medio ambiente o
la saludo del agricultor o de los consumidores.

d. Mejorar la relacion “distribucion de cultivos/ potencial productivo/
limitaciones fisicas del terreno”.

e. Integracion optima de la agricultura y la ganaderia, que permita una
produccion eficiente y rentable sin menoscabo de la prevencion de
enfermedades y la conservacion del suelo, el agua, la energia y los
recursos biologicos.

El concepto de agricultura sostenible no persigue la disminucioén drastica ni
eliminacion del uso de fertilizantes quimicos y de fitofarmacos. Por definicion,
“un desarrollo sostenido implica un uso racional de los recursos renovables y la
utilizacion minima de materiales o procesos cuya produccion y desarrollo
conlleva consumo de energia de fuentes no renovables” (Altieri 1994). La clave
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de la utilizacion de estos recursos efectivos estd en emplearlos de una forma
racional. El término racional implica un uso controlado, suficiente como para
obtener un aumento de la produccién con una menor dependencia de los
productos agroquimicos y el menor dafio posible para el medio ambiente. No se
trata por tanto, de “Agricultura Bioldgica Estricta”, sino de una estrategia que
permita una mejor alimentacion de la poblacion asi como de garantizar la calidad
del medio ambiente y la disponibilidad de recursos naturales para las generaciones
futuras.

3.2. La rizosfera: Impacto de los microorganismos rizosféricos en
el crecimiento, nutricion y salud de las plantas

Las poblaciones de microorganismos que viven en el suelo libre de raices se
mantienen a un minimo de actividad, impuesto por el caracter de heterotrofia que
hace a los microorganismos dependientes de un aporte de C metabolizable. Este
aporte lo consiguen los microorganismos, fundamentalmente, en los exudados
radicales. Sin embargo, la presencia de las raices cambia drasticamente la vida de
los microbios, ya que la planta es la fuerza motriz del sistema). A principios del
siglo XX, Hiltner introdujo el término rizosfera para referirse a la zona del suelo
influenciada por el desarrollo de las raices, en donde se activa la proliferacion de
los microorganismos (Hiltner, 1904). Este efecto, de la presencia de las raices,
denominado efecto rizosférico, se debe al suministro de exudados radicales que
contienen azucares, aminoacidos, vitaminas, enzimas, asi como otros
componentes (mucilagos, detritus, lisados, secreciones, etc), ademas de sefales
que modulan las interacciones microbio-planta (Lynch, 1990; Werner, 1998;
Kennedy, 1998; Bowen & Rovira, 1999).

Las propiedades fisicas, quimicas y biologicas de la rizosfera son muy
diferentes a las del suelo no rizosférico y, particularmente, la poblacion
microbiana desciende al alejarse de la superficie radical, pudiendo disminuir del
orden de 10-100 veces en unos pocos milimetros. El hecho de que entre los
exudados radicales se encuentren ademas de sustancias solubles, otras de caracter
volatil, capaces de difundir largas distancias, implica que puedan ejercer accion de
mensajeros incluso mas rapidamente que algunas difusibles en agua. Esto es de
gran importancia, ya que los microorganismos pueden ser estimulados por senales
de la planta lejos de la superficie radical (varios centimetros en el suelo) Ademas
de los microorganismos presentes en la rizosfera hay que sefialar a aquellos que
colonizan la propia raiz, es decir, a los endofitos, tanto beneficiosos como
patogenos.

Las poblaciones rizosféricas estdn compuestas por bacterias, hongos, algas,
nematodos, protozoos y virus, pero la mayor parte de las investigaciones se
centran principalmente en hongos y bacterias (Bowen & Rovira, 1999; Gryndler
2000). En términos generales se estima que existen unas 30.000 especies de
bacterias y 1.500.000 de hongos de los cuales solo un 8% y 1% respectivamente,
han sido identificados (Kennedy & Smith, 1995; Barea, 2000). En esto contexto,
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hay que referir que la utilizacion de técnicas basadas en el analisis de moléculas
de ADN ha puesto de manifiesto que entre el 90 y el 99 % de los
microorganismos del suelo son viables pero no cultivables (Barea et al 2005 b),
por lo que solo dichas técnicas estdn permitiendo la caracterizacion de los
microorganismos y conocer sus relaciones filogenéticas.

Los microorganismos tienen un protagonismo destacado en el sistema suelo-
planta, ya que desarrollan diversas actividades que afectan el desarrollo, nutricion
y salud de la planta y benefician la calidad del suelo (Barea & Olivares, 1998;
Kennedy, 1998; Bowen & Rovira, 1999; Barea et al., 2004). Las acciones que
resultan beneficiosas para el sistema suelo-planta pueden concretarse de la manera
siguiente:

a. Fitoestimulantes. Estimulacion de la germinacion de las semillas y
del enraizamiento por la produccion de hormonas, vitaminas y
otras sustancias.

b. Biofertilizantes. Incrementan el suministro o disponibilidad de los
nutrientes por su accion sobre los ciclos biogeoquimicos de los
nutrientes, tales como la fijacion de N, la solubilizacién de
elementos minerales o la mineralizacioén de nutrientes integrados en
compuestos organicos.

c. Mejoradores de agrosistemas. Mejoran la estructura del suelo por
su contribucion a la formacion de agregados estables.

d. Agentes de control bioldgico de patégenos. Desarrollan fendmenos
de antagonismo microbio-microbio, entre los que cabe destacar los
géneros Bacillus, Trichoderma y Pseudomonas.

e. Biorremediadores. Eliminan productos xenobioticos tales como
pesticidas, herbicidas y fungicidas.

f. Mejoradores ecofisioldgicos. Incrementan la resistencia/tolerancia
a estreses tanto bidticos como abioticos.

Principales tipos de microorganismos rizosféricos

Aceptado que bacterias y hongos son los dos tipos de microorganismos sobre
los que se centra la mayoria de la investigacion en biologia de la rizosfera, la
primera distincion que se puede hacer dentro de estos dos grupos principales de
microorganismos es dividirlos entre sapréfitos y simbiontes. Ambos grupos
incluyen hongos y bacterias que pueden resultar perjudiciales, neutros o
beneficiosos para la planta. Es de sobra conocido que los saproéfitos beneficiosos,
que abarcan diversos grupos microbianos, juegan un papel fundamental en el
agroecosistema y en la sostenibilidad de ecosistemas naturales, por eso algunos de
ellos pueden ser usados como inoculantes para mejorar el desarrollo y la salud
vegetal (Alabouvette et al., 1997; Dobbelaere et al., 2001; Probanza et al., 2002;
Barea et al., 2004 & 2005a). Estos incluyen (i) degradadores de compuestos
toxicos, (ii)) PGPR (del inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria) y (iii)
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bacterias y hongos antagonistas de patogenos. Algunos de estos microorganismos
son endofitos y son capaces de promover el crecimiento y la proteccion vegetal.
Los simbidticos mutualistas incluyen a bacterias fijadoras de N, y a los hongos
formadores de las micorrizas. El género Azospirillum incluido en el grupo PGPR
y los hongos micorricicos dada su incidencia directa en los objetivos de esta Tesis
se tratard en profundidad mas adelante.

En el caso de la simbiosis mutualista se ha llegado a un grado de
especializacion tal, que se hace necesario que aunque ambos componentes sean
capaces de vivir de forma separada, ciertas actividades fisiologicas so6lo pueden
llevarlas a cabo cuando ambos viven conjuntamente. Por otro lado, existen casos
intermedios entre vida libre y simbiosis denominadas “simbiosis asociativas” en
las cuales los organismos pueden vivir en asociacion intima con la planta, aunque
en condiciones naturales no necesitan de ella para llevar a cabo sus actividades
fisioldgicas.

Las bacterias que colonizan la raiz y su zona de influencia (suelo rizosférico)
son denominadas “rizobacterias” (Kloepper, 1994 y 1996). Las Rizobacterias
beneficiosas conocidas en la literatura con el acronimo PGPR (del inglés Plant
Growth Promoting Rhizobacteria), desempenan funciones clave para la planta
tales como: control biologico de la patégenos mediante efectos antagonistas o
Induccion de Resistencia Sistémica (Van Loon et al., 1998), incremento de la
biodisponibilidad de elementos minerales como por ejemplo la solubilizacion de
fosfatos, fijacion de nitrégeno o la fitoestimulacion al estimular la emergencia o el
enraizamiento (Kloepper et al., 1991, Hass, 1991, O’Gara et al., 1994; Welller &
Thomashow, 1994, Glik, 1995, Broek & Vanderleyden, 1995; Bashan y Holguin
1998; Barea, 2000; Probanza et al., 2002; de Boer et al., 2003; Persello-Cartieaux
et al., 2003; Barea et al., 2004; Zahir et al., 2004). Las PGPR deben de cumplir
tres caracteristicas intrinsecas (i) ser capaces de colonizar la raiz, (ii) deben ser
capaces de sobrevivir y multiplicarse en los micro-habitat asociados a la superficie
de la raiz donde compiten con la microbiota natural al menos hasta ejercer el su
actividad promotora del crecimiento y (iii) deben ser capaces de estimular el
crecimiento vegetal (Kloepper, 1994).

En el proceso de colonizacion la bacteria es atraida por quimiotaxis a la
rizosfera por los exudados radicales para posteriormente unirse a la superficie
radical. Algunas bacterias como por ejemplo Azospirillum spp., pueden incluso
llegar a penetrar en la raiz y colonizar los espacios intercelulares, aunque no
forman estructuras especializadas como ocurre en el caso de la asociacion
Rhizobium-Leguminosa. Dentro de este grupo se encuentran especies
pertenecientes a los géneros Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter,
Enterobacter, Erwinia, Flavobacteria, Hafnia, Klebsiela, Serratia, Xanthomonas,
Azotobacter, Azospirillum, Clostridium, Pseudomonas, Acetobacter, Burkholderia
y Bacillus (Kloepper et al., 1989; Bashan & Levanony, 1990; Okon & Lavandera
Gonzélez, 1994, Tang, 1994; Barea et al., 2004).

De todos los microorganismos que colonizan la rizoplana y la rizosfera, los
mas comunes son las bacterias Gram-negativas, y de todas ellas parece que el
género Pseudomonas es el que predomina, probablemente debido a su gran
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versatilidad metabolica (Bolton et al., 1993), que contribuye a su competitividad,
al igual que lo hace la capacidad de quimiotaxis y adherencia a raices en el caso
de Azospirillum (Vande Broek & Vanderleyden, 1995a).

Las PGPR pueden afectar al crecimiento vegetal, bien de forma directa
mediante el suministro de determinados compuestos a las planta, o facilitando la
captacion de nutrientes (fundamentalmente Azospirillum spp.), o bien pueden
actuar de forma indirecta evitando los efectos deletéreos de uno o mas organismos
fitopatogenos (fundamentalmente Pseudomonas spp.), de ahi que actualmente se
tienda a clasificar o dividir a las PGPR en dos grupos: “PGPB” (Plant Growth
Promoting Bacteria) y “Biocontrol-PGPB” (Bashan & Holguin, 1998). El cambio
del término “PGPR” por “PGPB” se debe a que muchas bacterias que ejercen
efectos beneficiosos sobre la planta no son rizobacterias. (Bashan & Levanony,
1990) defienden la actuacidon conjunta de los mecanismos, siendo los mecanismos
individuales menos importantes que si operan de manera aislada.

3.3.  Azospirillum: Su significado en Agricultura

Azospirilum es el género mejor caracterizado de las PGPR siendo A.
brasilense representa la especie mas estudiada del género (Steenhoudt &
Vanderleyden, 2000). Su actividad promotora del crecimiento fue descrita en la
década de los 70 por J. Dobereiner y colaboradores en Brasil.

Las diferentes especies han sido aisladas de las rizosferas de diferentes pastos
y cereales de todo el mundo tanto de climas tropicales como de templados (Weber
et al., 1999 Débereiner y Day 1976; Patriquin, et al., 1983) El género Azospirilum
ha demostrado su efecto beneficioso sobre el crecimiento vegetal tanto en cultivos
de invernadero como en campo abierto. Los resultados de 20 afios de estudios han
demostrado que entre el 60 y 70% de los experimentos llevados a cabo han tenido
éxito, con un incremento significativo en la produccién que varia entre el 5 y el
30%.

Se han descrito 7 especies dentro del género, A. lipoferum, A. brasilense, A.
amazonense, A. halopraefens y A. irakense A. doebereinearae y A. largomibile
transferido del género Conglomeromonas a Azospirillum en base a su proximidad
filogenética (Dekhil et al., 1997).

Caracteristicas generales de Azospirillum

Azospirillum (a-subclase de las proteobacterias) es una bacteria Gram
negativa, de vida libre, fijadora de nitrégeno y asociada a la rizosfera de plantas.
Tiene un metabolismo carbonado y nitrogenado muy versatil, lo que le permite
adaptarse y establecerse en el competitivo entorno rizosférico. Como fuentes
nitrogenadas, Azospirillum puede utilizar un amplio rango de sustratos, amonio,
nitrato, nitrito, aminoacidos y nitrégeno molecular. En condiciones desfavorables,
tales como desecacion y carencia de nutrientes, puede enquistar, recubriéndose de
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una capa de polisacaridos produciendo una acumulacion de granulos de [3-
hidroxibutirato, que sirven a la bacteria de reserva de fuente carbonada.

Es una bacteria mévil, que muestra gran variabilidad en el nimero y posicion
de sus flagelos. En medio liquido produce un solo flagelo mientras que en medio
solido se inducen diversos flagelos laterales, siendo diferente la cantidad y
posicion de estos flagelos para cada una de las especies del género Azospirillum.
La presencia de flagelos proporciona la movilidad necesaria para dirigirse hacia
lugares donde la presencia de nutrientes sea mas favorable. Presenta quimiotaxis
positiva hacia acidos orgéanicos, azucares, aminoacidos, compuestos aromaticos y
hacia exudados radicales. Esta capacidad de migracion se ha visto que es
altamente dependiente de la humedad del suelo. Este género ademas tiene
tendencia a dirigirse hacia lugares donde la concentraciéon de oxigeno sea la
adecuada (denominada aerotaxia). Este comportamiento permite a la bacteria
dirigirse hacia un nicho ecoldgico apropiado en la rizosfera donde poder producir
la fijacion bioldgica del nitrogeno y sustancias estimuladoras del crecimiento.

Numerosos estudios destacan la capacidad de Azospirillum para estimular el
crecimiento vegetal, la produccion de las cosechas y el contenido en N de las
plantas (Dobbelaere et al., 2001). Este efecto estimulante se ha atribuido a
diversos mecanismos, entre los cuales se encuentran la fijacion de N y la
produccion de auxinas. Respecto a la primera, se ha cuestionado mucho que este
sea un factor importante, ya que las cantidades de amonio secretadas por la
bacteria no son muy significantes. De hecho, tiene mayor consideracion la
produccion de sustancias promotoras del crecimiento y el incremento en la tasa de
adquisicion de nutrientes por las raices. Se ha visto que tras la inoculacion de la
bacteria, el sistema radical sufre un cambio en la morfologia debido a la
produccion de estas sustancias promotoras del crecimiento. El nimero de raices
secundarias y pelos radicales se incrementa, produciendo un aumento en el area
explorada del suelo y mejorando de esta forma la tasa de adquisicion de
nutrientes. Para que este efecto se produzca de manera correcta, la bacteria debe
secretarlas lo mas cerca posible de la raiz. La asociacion con las raices solo puede
tener €xito si es capaz de mantener una poblacion significativa en el entorno
rizosférico. La movilidad y la quimiotaxis permiten a la bacteria moverse hacia las
raices, donde se pueden beneficiar de los exudados radicales que actian como
fuente de carbono y energia. El mecanismo exacto por el cual Azospirillum
interacciona con la raiz no es muy bien conocido, pero se conocen una serie de
genes que estan implicados en este proceso (Steenhoudt, y Vanderleyden, 2000).
La adhesion de Azospirillum. a la planta es esencial para la eficiente asociacion
con la planta hospedadora.(Michiels et al., 1991) mediante ensayo in-vitro,
demostraron que la adhesion a la raiz es un proceso bifasico. En una primera
etapa, grupos de células individuales se adhieren a la raiz de forma individual de
manera rapida y reversible. Se ha comprobado que el flagelo polar tiene un papel
importante ya que la eliminacion de este por accidon del calor o por tratamiento
acido, provoca una adsorcion deficiente a raices de trigo (Croes et al., 1993). La
fase de adsorcion es seguida por una fase de anclaje en la que los agregados
bacterianos se fijan firmemente y de forma irreversible a la raiz (fig. 1). Se ha
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sugerido que el anclaje depende de la produccion de polisacaridos extracelulares
(Michiels et al., 1991; Del Gallo et al., 1994; De Troch, P. 1996; Skvortsov 1998)

Estos polisacaridos también han sido relacionados con el proceso de
floculacion de Azospirillum y es probable que sean similares al material fibrilar
producido durante la asociacion a la raiz (Skvortsov et al., 1998; Burdman et al.,
1999). Se ha visto que hay otras sustancias involucradas en el proceso de
colonizacién de la raiz, entre ellas estan las lecitinas excretadas por la raiz o las
WGA (wheat germ agglutinin) que actiian como moléculas sefial en el proceso de
asociacion a la raiz de trigo ademas de inducir la fijacion de N2 excrecion NH4 y
la produccion de sustancias promotoras del crecimiento como AIA (Antonyuk et
al., 1993; Antonyuk et al., 1995)

Produccion de sustancias promotoras del crecimiento vegetal

La capacidad de produccion de fitohormonas esta ampliamente distribuida
entre las bacterias que viven asociadas a las plantas y aproximadamente el 80%
son productoras de auxinas (Bowen & Rovira, 1999). Se sabe que las diferentes
especies de Azospirillum son capaces de producir tanto hormonas vegetales,
incluido el etileno (Strzelczyk et al., 1994) como poliaminas y aminoacidos
(Thuler et al., 2003; Bashan 1990-1996)

Una de las explicaciones al efecto de Azospirillum sobre la estimulacion del
crecimiento de las plantas es la produccion de tales sustancias reguladoras del
crecimiento. De estas sustancias, se han podido identificar tres tipos en
sobrenadantes de cultivos de Azospirillum: auxinas, citoquinas y giberelinas. La
fitohormona mas importante en términos cuantitativos producida por esta bacteria,
es la auxina acido 3-indol-acético (AIA). La produccion de esta fitohormona por
la bacteria, se asume que es la causante de los cambios detectados en el sistema
radical tras la inoculacion con Azospirillum, el cual se relaciona con la mayor
absorcion de nutrientes (Kapulnik, 1985; Okon, 19865 Fallik, 1994). Las rutas de
sintesis del AIA en Azospirillum se detallan en profundidad en el capitulo 1.

3.4. Micorrizas arbusculares: su significado en Agricultura
Sostenible

Las micorrizas son asociaciones simbioticas mutualistas entre ciertos hongos
del suelo y la mayoria de las plantas que existen en la naturaleza. El hongo
coloniza las raices y posteriormente desarrolla una red de hifas externas que se
extienden y ramifican en el suelo. Este micelio externo actia como un sistema
radical complementario, de extraordinaria importancia para la adquisicion de
nutrientes y agua para las plantas. Adicionalmente, las micorrizas confieren a las
plantas una mayor capacidad de resistencia/tolerancia a los estreses ambientales.
Por estas razones el uso racional de los hongos micorricicos como inoculantes en
agro- y ecosistemas puede representar una reduccion sustancial de agroquimicos
(fertilizantes y productos fitosanitarios etc.). Es por ello, que a las micorrizas se
les reconoce un gran potencial en el contesto de la Agricultura Sostenible. Se ha
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demostrado que las micorrizas estan omnipresentes en todos los biomas y
ecosistemas terrestres desde hace mas de 400 millones de afios, siendo la
simbiosis microbio-planta mas extendida en la naturaleza.

A continuacion se hace un resumen de los aspectos mas fundamentales sobre
las micorrizas y sus funciones en el ecosistema, métodos de estudio e
interacciones en la rizosfera. Esta informacion que no pretende ser exhaustiva,
aunque se citan estudios de revision recientes, y se concentra en los temas en los
que incide esta Tesis Doctoral

Micorrizas: Conceptos, tipos y funciones

La inmensa mayoria de las plantas que crecen en los diversos ecosistemas
terrestres forman algun tipo de simbiosis mutualista con hongos del suelo que
colonizan la raiz, sin causar dafo a la planta sino multiples beneficios. Tal como
se resume en la Tabla 1, se reconocen al menos cinco tipos diferentes de
asociaciones micorricicas, agrupadas en tres modalidades troficas.

Se ha confirmado que el 95% de las especies vegetales existentes forman
alguno de dichos grupos tréficos de micorrizas, aunque mas del 80% de las
especies forman las llamadas “micorrizas arbusculares” (Brundrett et al., 1996;
Smith & Read, 1997; Barea & Honrubia, 2004).

Las plantas y sus micorrizas tienen una historia evolutiva comin ya que los
registros fosiles de plantas mas antiguos que se conocen presentan en sus
primitivas raices unas estructuras similares a las de las actuales micorrizas
arbusculares. De acuerdo con ello, las micorrizas arbusculares tendrian una
antigliedad de unos 400 millones de afios, la misma que se le adjudica a las
plantas, es decir, se originaron entre los periodos Siltrico y Devonico (Harley &
Smith, 1983). Estudios recientes, que utilizan técnicas de biologia molecular, han
confirmado la validez de las apreciaciones anteriores sobre datacion, filogénia y
evolucion de los hongos formadores de micorrizas arbusculares y su asociacion
con las plantas (Redecker et al., 2000).

Ascomycota
Basidiomycota

Glomeromycota

Endogone & Mortierella

Chytridiales,
including Basidiobolus

Blastocladiates / Q\%
/ - e

2% >
Entomophthorales ‘ X N ,
: %, %ﬁtx
%,
N
Kickxellales & J 0.05 >

Harpellales Q)\‘

Mucorales

Figura 1: Filogenia de hongos MA
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Diversisporales (Giopem &
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Archaeosporales
Archaeosporaceae |
(Archacospora }
Glomres Growp Al , Archaeosporaceae 2
\ . Paraglomerales
Geosiphonaceae
( Geoxiphor )
Giowas Gromwp Aa Y Paraglomeraceae
( Paruglonns
Glomns gp. W3347
Glomeraceae
? outgreups Asco-
_ & Basidiomycats
Glames Group B &‘f;?*
Glomerales “{;‘?:
%.r:é?‘&%
Acaulosporaceae
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Eptrophospare ..
Pacisparaceae ) —
{ Paclsprare ) Diversisporaceae
Glgasporacene irffmi m::?

Figura 2: Filogenia propuesta para los hongos formadores de micorrizas arbusculares
basadas en las secuencias de la subunidad pequeia (SSU) del ARNr.Tomado de Schiifler et
al., (2001). (B) Estructura taxonomica propuesta del phylum Glomeromycota en base a las
secuencias de la SSU del ARNTr.

El largo periodo de vida en comun de los hongos y plantas simbiontes ha
condicionado una co-evolucion de ambos, que se manifiesta por el elevado grado
de mutualismo y dependencia que los simbiontes muestran entre si. Como
consecuencia de tal co-evolucion, la mayoria de las plantas son “micotroficas” por
naturaleza, es decir, necesitan estar micorrizadas para adquirir nutrientes del
suelo, mientras que el hongo, particularmente en el caso de las micorrizas
arbusculares, es un “simbionte obligado”, es decir, solo completa su ciclo de vida
cuando ha formado la micorriza con la planta (Azcon-Aguilar et al., 1998).
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. . . . . Hongos
Tipo de micorriza Plantas implicadas g
responsables
Pinos, quercineas, hayas, abetos,
abedules, sauces, olmos, etc. e
. . . . | Basidiomicetos,
Ectomicorriza (fundamentalmente, plantas de interés .
Ascomicetos
forestal en zonas Dboreales 'y
templadas)
. . .. Basidiomicetos,
Ectendomicorriza Madrofio, cistaceas, etc. .
Ascomicetos
Endomicorrizas
Ericoides Ericales Ascomicetos
Orquidoides Orquidaceas Basidiomicetos
Mas del 80% de las plantas existentes, .
. . , Glomeromicetos
Arbusculares incluidas  herbéaceas, arbustos y| . .
, . . microscopicos
arboles de ecosistemas mediterraneos

Tabla 1: Principales tipos de micorrizas.

Los hongos micorricicos se mantiene en el suelo en forma de esporas, redes
de micelio, o colonizando raices activas o fragmentos de estas que permanecen en
el suelo. Estos son los propagulos capaces de iniciar la formacion de una nueva
micorriza. Cuando estos propagulos se activan producen un micelio mediante el
cual el hongo contacta y coloniza la raiz, llegando a ser parte integrante de dicho
organo. Posteriormente, el hongo desarrolla un micelio externo que se extiende
varios centimetros desde la superficie de la raiz y alcanza dimensiones de
alrededor de un metro de hifas por centimetro de raiz micorrizada.

El proceso por el cual el hongo coloniza la raiz (tratado en profundidad a
continuacioén) va a dar lugar a una estructura tridimensional que conecta la planta
con los microhdbitats del suelo, més eficaz que la propia raiz para extraer
nutrientes y agua del mismo. El establecimiento de la micorriza da lugar a
cambios en la fisiologia de la planta hospedadora, lo cual permite que las plantas
micorrizadas se desarrollen mejor y muestren un nivel de resistencia/tolerancia a
los estreses ambientales (Jeffries et al., 2003; Barea et al., 2005a).

En resumen, y de acuerdo con la informacién recientemente revisada (Jeffries
et al., 2003; Lum & Hirsch, 2003; Rillig, 2004; van der Heijden, 2004;
Govindarajulu et al., 2005; Barea et al., 2005a), las micorrizas realizan las
siguientes acciones en los sistemas suelo-planta:

14 -



Introduccion

e Mejoran el enraizamiento de las plantas, actividad basada en la
produccion por los hongos de hormonas, vitaminas y otras sustancias
fitoactivas.

e Incrementan el suministro de nutrientes a las plantas, efecto que deriva
del protagonismo de los hongos micorricicos en los ciclos biogeoquimicos
de los nutrientes en el sistema suelo-planta.

e Mejoran la estructura del suelo, como consecuencia de la contribucion
de la micorriza en la formacion de agregados estables y, por tanto, en la
calidad del mismo.

e Protegen a la planta frente a estreses bidticos y abioticos, actividad con
la que la simbiosis micorricica contribuye a los procesos de control
biolégico de patdgenos, o a incrementar la resistencia/tolerancia de las
plantas a salinidad, sequia, estados de deficiencia en nutrientes, exceso de
metales pesados, degradacion del suelo, etc.

e Favorecen la diversidad de las comunidades de plantas y la sucesion
vegetal, ya que cada planta muestra un nivel de compatibilidad mayor con
determinados ecotipos de hongos micorricicos, por lo que la conservacion
de la diversidad de estos hongos, beneficia la diversidad y sucesion de las
plantas.

Ciclo de vida de los hongos MA.

Antes de describir el ciclo vital de los hongos MA, es pertinente considerar
que las MA tienen dos componentes claramente definidos y diferenciados. Uno de
los componentes es la llamada “fase extrarradical” del hongo en la que se incluyen
micelio externo, esporas y ocasionalmente, células auxiliares. El segundo
componente es la denominada “fase Intrarradical” que incluye hifas intra e
intercelulares, arblsculos y en algunas especies, vesiculas. La colonizacién de la
raiz solo ocurre en la epidermis y el paréquima cortical, ya que el hongo nunca
llega a penetrar en el cilindro vascular ni las zonas meristematicas (Bonfante-
Fasolo, 1984).

El proceso de formacion de la MA tiene lugar tras una sucesion de
interacciones entre el hongo y la planta, en la que se va a producir una integracion
morfologica y funcional (Gianinazzi-Pearson et al., 1996) de ambos simbiontes.
Como resultado, la planta “acepta” la colonizacidn por parte del hongo sin mostrar
una reaccion de defensa persistente (Dumas-Gaudot et al., 2000). El
establecimiento de la simbiosis es el resultado de un didlogo continuo y un
esfuerzo mutuo para reconocer y aceptar las sefales tanto de la planta como del
hongo (Gianinazzi-Pearson et al., 1996; Vierheilig & Piché, 2002).

La colonizaciéon de la raiz se inicia a partir de esporas u otro tipo de
propagulos tales como hifas o fragmentos de raices colonizados procedentes de
cultivos anteriores, siendo este tipo de propagulo de los mas eficaces (Barea et al.,
1991).
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El proceso de colonizacion a partir de esporas comienza por la germinacion de
esta. La espora desarrolla el tubo de germinacion, proceso regulado por las
condiciones fisicas, quimicas y fisicoquimicas del suelo (temperatura, pH, CO,,
etc.) (Hepper 1981), asi como la presencia de exudados radicales y de sustancias
producidas por microorganismos (Azcon-Aguilar et al., 1986, Hildebrandt et al.,
2002). El micelio crece erraticamente hasta encontrar la rizosfera de la planta
hospedadora, donde recibe las primeras “sefiales” de la planta, que el hongo acusa
mediante una ramificacion (estructura de “preinfeccion”). Si la hifa no encuentra
una raiz para colonizar, comienza a tabicarse y a retraer el citoplasma hacia la
espora quedando en un estado de reposo semejante al inicial (Azcon-Aguilar et
al., 1998; Bago et al 1999). El proceso de germinacion se repite hasta encontrar
una raiz susceptible de ser colonizada.

Cuando la hifa encuentra la superficie radical, esta forma lo que se denomina
apresorio, que consiste en un engrosamiento de la hifa sobre la superficie de la
raiz (Barea et al., 1991; Giovanneti et al., 2000). El proceso de entrada, desde el
contacto con la raiz hasta el inicio de la colonizacién se produce en un periodo de
tiempo relativamente corto, 2-3 dias (Becard & Fortin, 1988 1788). Para
completar la colonizacion, la hifa de colonizacién ha de atravesar la epidermis
mediante presion fisica y una leve actividad pectinasa y celulasa (Garcia-Romera
et al., 1990; Garcia-Romera et al., 1991; Garcia-Garrido et al., 2002; Bonfante-
Fasolo et al., 1992). En la zona mas externa de la corteza da lugar a unas
estructuras intercelulares tipicas llamadas ovillos o “coils”, formados por el
enrollamiento de las hifas intracelulares. Se supone que la funcidon de estos ovillos
es la de obtener una adquisicion rapida de compuestos hidrocarbonados
procedentes de los exudados radicales de la raiz (Smith & Smith, 1997).

Poco después de la penetracion inicial del hongo en la raiz (2-5 dias), la hifa
penetra en el interior de la célula vegetal pero nunca el plasmalema que se
invagina alrededor del hongo. El hongo se ramifica dicotomicamente de forma
repetida para dar lugar a la estructura mas tipica de la simbiosis: el arbusculo.

El arbusculo establecido dentro de la célula hospedadora queda envuelto por la
membrana peri-arbuscular desarrollandose una matriz interfacial entre las dos
membranas plasmaticas, la del hongo y la de la célula vegetal (Bonfante-Fasolo et
al., 1986, 1992; Balestrini et al., 1996; Gianinazzi-Pearson et al., 1996; Bonfante-
Fasolo, 2001).

En esta interfase hongo-planta es donde se acepta que tiene lugar el flujo
bidireccional de nutrientes entre la planta y el hongo (Smith & Gianinazzi-
Pearson, 1990). Normalmente los arbusculos tienen un tiempo de vida corto, de 4
a 10 dias, después de los cuales degeneran y son digeridos por la célula
hospedadora que vuelve a su funcion normal (Scanerini & Bonfante-Fasolo, 1983;
Bonfante-Fasolo, 1984; Alexander et al., 1988).

Al mismo tiempo, o poco después que se formen los arbusculos, algunas
especies de hongos MA forman vesiculas intra y/o intercelulares (Abbott, 1982;
Smith & Gianninnazzi-Pearson 1988; Barea et al., 1991). Las vesiculas, son
estructuras de forma diversa seglin la especie y de paredes finas, que se producen
por el hinchamiento terminal o intercalar de las hifas. Estas estructuras almacenan
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gran cantidad de lipidos y actian como 6rgano de reserva del hongo. Ninguna de
las especies pertenecientes a los géneros Gigaspora y Scutellospora forman
vesiculas dentro de la raiz, aunque si producen células auxiliares en el micelio
externo.

Crecimiento del hongo en el suelo

A la vez que el hongo coloniza el sistema radical, se produce el desarrollo del
micelio externo en el suelo que rodea a la raiz. Este es el que caracteriza la fase
extrarradical de la simbiosis.

El hongo inicialmente genera unas hifas gruesas con una marcada apicalidad,
denominadas hifas exploradoras. Estas hifas pueden sufrir una serie de
ramificaciones y subramificaciones, que forman la red del micelio externo. A lo
largo de su longitud, es posible encontrar estructuras muy ramificadas, conocidas
como BAS (Branched Absorbing Structures), que serian zonas de absorcion de
nutrientes del suelo y que a veces aparecen asociados a esporas (BAS-spore)
(Bago et al., 1998a, 1998b; Bago, 2000).

Este micelio externo funciona como un sistema radical complementario que se
extiende mas alla de la zona de agotamiento en nutrientes cercana a la raiz. Su
funcién es la busqueda, absorcion y transporte de nutrientes a la planta,
especialmente aquellos de lenta difusion en la solucion del suelo como son el
fosforo, zinc, cobre y amonio (Sieverding, 1991 1616; Burkert & Robson, 1994
3298). Este extenso micelio externo que, a modo de sistema radical
complementario y altamente efectivo se desarrolla, ayuda a la planta a adquirir los
nutrientes minerales y agua del suelo. De hecho esta simbiosis se considera la
parte metabolicamente mas activa de los 6rganos de absorcion de nutrientes de las
plantas. Ademds como ya se ha indicado anteriormente, el micelio juega un papel
importante como fuente de inodculo para continuar la colonizacion en el mismo
sistema radical o en algun otro proximo (Barea et al., 1991).
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Activacién de Propagulos

Ciclo vital del hongo

e E——
Formacion
de Apresorios

Micelio Extrarradical

i

Hifas Intercelulares, Arblisculos y Vesiculas

Figura 3: Ciclo vital de los hongos MA. El ciclo comienza con la activacion de los
propagulos y estableciendo la fase intrarradical, a continuacion sale de la raiz extendiendo
el micelio extrarradical y formando BAS y BAS-S. En exterior se desarrollan los diferentes
tipos de propagulos para comenzar un nuevo ciclo.

Analisis de la diversidad de hongos micorricicos en agrosistemas

La caracterizacion de los hongos formadores de micorrizas tiene especiales
connotaciones en el caso de las micorrizas arbusculares (MA)

Al ser los hongos microscopicos formadores de las MA simbientes obligados
(Azcon-Aguilar et al., 1998) su caracterizacion, base de estudios de diversidad,
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exige aproximaciones metodologicas muy especiales. Estos hongos se
consideraban hasta hace poco incluidos en los zigomicetos, orden Glomales
(Morton & Benny, 1990; Redecker et al., 2000). Sin embargo, recientemente se
les ha reubicado en un nuevo phylum Glomeromycota, erigido especificamente
para ellos (Schiifler et al., 2001a y b). La identificacion de estos hongos se ha
basado en las caracteristicas morfoldgicas y en el desarrollo ontogénico de sus
esporas multinucleadas (Morton & Benny, 1990; Azcon-Aguilar et al., 2003b),
estrategia que, aunque sigue siendo valida, tiene un uso limitado en estudios de
diversidad, ya que puede no reflejar la plasticidad fisiologica y genética de sus
poblaciones (Bachmann, 1998). Desde hace escasos afos, el desarrollo de técnicas
de biologia molecular estd posibilitando la utilizacion de criterios mas constantes
y fiables para caracterizar los hongos MA, facilitando asi el subsiguiente analisis
de la diversidad genética de las poblaciones (van Tuinen et al., 1998; Helgason et
al., 1998; Redecker et al., 2000; Kjoller & Rosendahl, 2000).

Debido a que el caracter de simbiontes obligados de estos hongos limita la
cantidad de material genético disponible para ser analizado, la aplicaciéon de
técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha supuesto un
avance en la caracterizacion genética de los hongos MA. Concretamente, el
analisis de los genes ribosémicos (ARNr) de los hongos MA ha puesto de
manifiesto que el polimorfismo existente en dichos genes, especialmente en la
pequefia subunidad ribosomica 18S, permite establecer criterios fiables para
estudios de filogenia y diversidad (Daniell et al., 2001; Schiipler et al., 2001a y b;
Clapp et al., 2002; Vandenkoornhuyse et al., 2003; Opik et al., 2003; Ferrol et al.,
2004b; Calvente et al., 2004; Johnson et al., 2004; Rodriguez et al., 2004; Koch et
al., 2004; Cornejo et al., 2004; Ma et al., 2005; Mummey et al., 2005). En la
mayoria de los casos los estudios genéticos sobre la estructura y diversidad de las
poblaciones de estos hongos se han llevado a cabo utilizando las esporas aisladas
del suelo, aunque se estd avanzando en técnicas que amplifican secuencias de
ADN/ARN de los hongos que estan colonizando las raices de las plantas (Clapp et
al., 2002; Johnson et al., 2004; Cornejo et al., 2004), obviamente una fraccion de
los existentes en el suelo en forma de esporas o micelio.

Los productos de la PCR se someten posteriormente a técnicas de
“fingerprinting”, lo que permite obtener la “huella genética” del hongo. Las
técnicas de “fingerprinting” mas usadas son las conocidas por sus acronicos
SSCP, T-RLFP, ARDRA, RAPD, DGGE/TGGE/TTGE. Concretamente, en los
ultimos afios se tiende al uso de T-RLFP -Terminal Restriction Fragment
Polymorphism- (Johnson et al., 2004; Mummey et al., 2005), o la electroforesis
en geles, bien DGGE —Denaturing Gradient Gel Electrophoresis- (Ma et al., 2005)
o bien TTGE —Temporal Temperatura Gradient Electrophoresis- que preconiza el
grupo de investigacion autor de esta propuesta (Cornejo et al., 2004). Estas
estrategias innovadoras de ecologia microbiana son la base para proceder a la
secuenciacion de los genes ribosomicos de las especies de hongos MA
identificados lo que estd permitiendo identificar los diferentes ecotipos de hongos
formadores de micorrizas presentes tanto en una raiz colonizada, como en el suelo
asociado a su rizosfera. En cualquier caso, y en lo que concierne a estudios de
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diversidad, no hay que olvidar el concepto de diversidad funcional (van der
Heijden et al., 2004; Munkvold et al., 2004) no necesariamente coincidente con el
de diversidad taxonémica, y que se expresa mediante diferencias en eficacia
funcional (por ejemplo capacidad para aportar P a la planta) de hongos que
pertenecen al mismo taxon.

Interaccion de los MA con microorganismos de la rizosfera

Los hongos de la MA, como tales componentes de la microbiota del suelo, asi
como la propia simbiosis MA, estan inmersos en diversos tipos de interacciones
con microorganismos rizosféricos. El desarrollo, mecanismos implicados y
resultado de estas interacciones han sido revisadas recientemente (Johansson et.
al., 2004; Barea et al., 2004 a & b; Barea et al., 2005 a & b). En resumen, se¢
puede concluir que tales interacciones se manifiestan por: (1) un efecto de
determinadas bacterias que benefician la formaciéon de las MA; (2)
establecimiento de la llamada micorrizosfera, efecto derivado de los cambios que
induce la formacion de MA sobre la fisiologia de la planta (lo que condiciona
cambios cualitativos y cuantitativos en la liberacion de exudados radicales),
liberacion de exudados por las propias hifas y creacion de un nuevo espacio fisico
en el suelo colonizado por el micelio del hongo; y (3) el desarrollo de actividades
cooperativas que afectan la nutricién y salud de la planta, asi como la calidad del
suelo. La Tabla 2 resume este tipo de interacciones y el resultado de las mismas.
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Tipo de microorganismo Resultado de la interaccion
Bacterias fijadoras de N» Incremento de la disponibilidad de
(Rhizobium, Frankia,etc ) N (biotertilizantes)
Solubilizadores de fosfatos Incremento en la disponibilidad de
(Bacillus, Pseudomonas,etc.) P (biofertilizantes)

Productores de fitohormonas Enraizamiento de plantulas
(Azospirrillum, y otras PGPR) (fitoestimularores)

Incremento de la
tolerancia/resistencia a hongos y
nematodos patdgenos de la raiz
("biofungicidas", biocontrol)
Biorremediation de suelos
contaminados

Agentes de control biologico de
enfermedades (Trichoderma,
Gliocadium, Pseudomonas., etc)

Rizobacterias especificas

Microorganismos relacionados con la

o Mejora de la calidad fisica del suelo
formacion de agregados

Tabla 2.- Resultado de las interacciones de las MA con microorganismos beneficiosos

3.5. Inoculantes bacterianos

Teniendo en cuenta los efectos beneficiosos de algunos componentes de la
microbiota del suelo sobre el desarrollo y salud de las plantas, no es de extrafiar
que pronto se pensara en utilizar dichos microorganismos, tanto sapréfitos como
simbiontes mutualistas, como base para la formulaciéon de inoculantes (Bashan,
1998). La aplicacion practica comienza cuando en 1886, Hellriegel y Wilfarth,
dos cientificos alemanes, descubren la existencia de una relacion simbidtica entre
plantas leguminosas y bacterias que se alojaban dentro de nédulos ubicados en las
raices. Una vez aisladas dichas bacterias, otros dos cientificos alemanes (Nobbe &
Hiltner, 1890), demuestran la ventaja de adicionar cultivos puros de estas
bacterias al sembrar la semilla leguminosa. En este momento se registra
Nitragin®, la primera patente de indculo para plantas basado en Rhizobium sp. El
uso de microorganismos saprofitos tales como Azotobacter en Rusia o Bacillus
megaterium en la antigua Union Soviética (Rubenchik, 1963; Macdonald, 1989)
durante los afios 30 y 40, produjo resultados poco concluyentes, lo que indujo al
abandono de su uso. A mediados de los afios 70 se producen dos fenémenos
importantes en tecnologia de inoculacion, por un lado se observa que el género
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Azospirillum mejora el crecimiento en plantas no leguminosas (Dobereiner &
Day, 1976) actuando directamente sobre el metabolismo de la planta (Bashan &
Holguin, 1997a, 1997b) y por otro, comienzan a estudiarse agentes de control
bioldgico, en su mayoria pertenecientes a Pseudomonas fluorescens y P. putida
(Defago et al., 1992; Kloepper & Schrod, 1981; Glick, 1995; Glick & Bashan,
1997).

En los ultimos afios se han ensayado bacteriasde los géneros Bacillus,
Flavobacterium, Acetobacter y varios microorganismos relacionados con
Azospirillum (Kloepper, 1994; Tang, 1994; Tang & Yang, 1997, Vivas et al.,
2003a). Debido a la versatilidad metabdlica del género Azospirillum se han
llevado a cabo estudios en los que se combina con otras bacterias del tipo PDB
(del ingles, polysacharide degrading bacteria) con las cuales interacciona de forma
sinérgica. Las PDB aportan productos carbonados procedentes de su metabolismo
mientras que Azospirillum a cambio cede N. Ejemplo de este tipo inoculantes
mixtos son los compuestos por Azospirillum junto con Bacillus, que degrada
pectina, Cellulomonas que degrada celulosa o Enterobacter cloacae que fermenta
glucosa (Kaiser, 1995; Khammas & Kaiser, 1992; Halsall, 1993). La co-
inoculacion del género Azospirillum junto con bacterias solubilizadoras de P ha
demostrado efectos benéficos sobre la planta asi como un incremento en la
nodulacion en presencia de Rhizobium. A pesar de las ventajas aparentes que se
observan en la coinoculacion, se han comercializado muy pocas formulaciones
mixtas, siendo los inoculos basados en un solo microorganismo los que mas se
producen. Ejemplos de estos son Soil implant®, Gold Coat®, Cell-Tech®, LIFT o
Azogreen basado en Azospirillum lipoferum CRT1 (Fages, 1992) y empleado en
la presente tesis doctoral.

A pesar del importante avance en la formulacion y desarrollo de los
inoculantes, la respuesta de los cultivos varia considerablemente. Esta depende de
multitud de factores entre los cuales destacan: el microorganismo (la bacteria),
especie vegetal, tipo de suelo, densidad de inoculante, competitividad con otros
microorganismos autoctonos del suelo y las condiciones medio ambientales. En
general, al poco tiempo de introducir la bacteria en el suelo, la poblacion
disminuye rapidamente (Bashan & Levanony, 1988; Van Elsas et al., 1986). Para
que el microorganismo introducido sea efectivo, debe establecerse en un elevado
numero en la rizosfera de la planta inoculada y deberd mantener los niveles de
colonizacion durante la fase en la que los microorganismos ejercen la accion para
la cual fueron aplicados. Para que el microorganismo llegue en el mejor estado al
momento su aplicacién es esencial un sustrato que mantenga las caracteristicas
originales del inoculo el mayor tiempo posible.

Se ha avanzado mucho en la formulacion de inoculantes pero no se puede
hablar de un sustrato universal. Una caracteristica comun que todos deben cumplir
es ser capaces de liberar el numero adecuado de células viables en buenas
condiciones fisioldgicas en el momento de la inoculacién (Fages, 1990, 1992;
Smith, 1992; Trevors et al., 1992). Debido al bajo coste de algunos sustratos y su
aceptable calidad
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De momento y debido al alto coste que presenta el desarrollo de un “super-
sustrato”, se viene empleando con buenos resultados turbas, carbon, arcillas,
compost, vermiculita, perlita, alginatos o cultivos bacterianos liofilizados (Smith,
1995; Iswaran et al., 1972. Aino et al., 1997; Mohammadi, 1994 a y b)

El desarrollo de inoculantes microbianos como hemos visto anteriormente, se
basa en el uso del mejor y més adecuado microorganismo para los cultivos diana.
La busqueda de mejores cepas bacterianas ha dado lugar al uso de nuevos
productos biotecnologicos (Morrissey et al., 2002). El desarrollo técnicas
moleculares ha proporcionado las herramientas necesarias para la creacion de
cepas genéticamente modificadas, siendo multiples las posibilidades a la hora de
desarrollar un inoculante. Aprovechando el extenso conocimiento de la capacidad
del género Azospirillum para producir sustancias fitoestimuladoras se ha
propuesto el uso de esta bacteria para incrementar la produccion natural de AIA
mediante la incorporacion de promotores delante del gen ipdc, encargado de la
produccion mayoritaria de dicha auxina (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000;
Prensen et al., 1993; Eckardt et al., 2001).

En el presente trabajo, se han empleado dos plasmidos procedentes del
cosmido pLAFR3 con miltiples sitios de clonacion (Staskawicz et al., 1987) y
derivado de pLFARI1 (Friedman et al., 1982), que resulta estable en multitud
microorganismos rizosféricos, entre ellos, de Azospirillum En el denominado
pFAJ5002, el gen ipdc se encuentra clonado detras del promotor constitutivo
Pnptll, mientras que en pFAJS005, ipdc se encuentra clonado detras del promotor
inducible por la planta PsbpA (sugar binding Protein)(Els Van Bastelaere et al.,
1999).
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Il. MATERIAL Y METODOS

1. Caracterizacion del suelo

El suelo empleado procede de la finca experimental de la Estacion
Experimental del Zaidin (EEZ, CSIC-Granada). Se trata de un suelo franco, que
presenta las siguientes caracteristicas: pH, 7,9; 2,1% de materia organica; 1.3g/1
de N; 9mg/I de P; 82mg/1 de K; 38% de arena; 43% de limo y 19% de arcilla. Para
los experimentos en condiciones controladas el suelo se utilizé tamizado a 0.4cm
de luz de malla, mezclado con arena de cuarzo lavada y estéril (4:1, viv)

En los casos en los que se empled un sustrato inerte, este consistié en una
mezcla de sepiolita y arena (1:1, v:v).

2. Material vegetal

Las plantas seleccionadas fueron Trigo (Triticum aestivun), variedad Rubino y
maiz (Zea mays) variedad Girona, obtenidas a partir de semillas.

En los experimentos basados en cultivo monoxénico se utilizaron raices de
zanahoria (Daucus carota) DC2 transformadas con Agrobacterium rhizogenes,
colonizadas por G. intrarradices (Bécard & Fortin, 1988), material suministrado
por el Dr. A. Bago de la EEZ.

En los ensayos destinados a calcular el Numero Mas Probable (NMP) de
propagulos de MA se empled Sorgum bicolor y para el aislamiento y
multiplicacion de hongos MA se emplearon Trifolium repens y S. bicolor

Obtencidn y cultivo de las plantas

Se partié de semillas esterilizadas en superficie y posteriormente germinadas
para su siembra en maceta.

Las semillas de trigo se hidrataron durante la noche y se trataron como se
indica anteriormente. Se incubaron en placa Petri sobre papel de filtro estéril
humedecido durante 4 dias a 4°C.

En el caso del maiz previamente a la esterilizacion las semillas se lavaron
repetidamente hasta la completa eliminacion del fungicida que las cubria. Una vez
limpias, se embebieron (hidrataron) en agua durante la noche y a continuacion se
esterilizaron en superficie segun el protocolo descrito a continuacion.

Se sumergieron en etanol 70% durante 1,30 seg. A continuacion se
sumergieron en una solucion de hipoclorito sédico 15% durante 10 min. Las
semillas se lavaron tres veces con H20 destilada estéril.

Salvo en los casos que se indican en el momento apropiado, los experimentos
se realizaron en camara de cultivo (Li-Cor, Lincon, NE, USA, modelo LL-18813)
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con condiciones controladas. Concretamente, al 70-80% de humedad relativa,
temperaturas de 25/15°C dia/noche y un fotoperiodo de 16 h a una densidad de
flujo fotonico fotosintético (PPFD) de 400-500 pmol m™s™. La determinacion del
NMP, se realiz6 en invernadero.

En una gran parte de los experimentos las plantas crecieron en suelo
tindalizado. Para ello, el suelo se trata durante 1 hora en autoclave a vapor fluente
durante 3 dias consecutivos. De esta forma el suelo queda libre de propagulos de
micorrizas. En los ensayos en que se usaban arena y sepiolita estos sustratos se
esterilizaron en el autoclave a 120°C durante 20 minutos. Al sustrato inerte
compuesto por arena:vermiculita estéril se adicion6 05g/l de fertilizante de
liberacion lenta (osmocote®).

3. Caracteristicas de los inoculantes de Azospirillum

Los inoculantes usados para los ensayos corresponden a las cepas
seleccionadas para llevar a cabo el proyecto ECO-SAFE. El tipo de inoculante,
procedencia y caracteristicas de las cepas utilizadas se exponen en la tabla 1.

Asi mismo, se utilizd Azogreen, un inoculo comercial (Lipha, Meyzieu,
France dirigido a cultivos de maiz. Este inoculante consiste en un soporte de turba
preestéril e inoculado con un cultivo de A. lipoferum CRT1 (Jacoud et al., 1998)
aislado de raices de maiz.
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. Medio de ‘o .
Especie/Cepa . Caracteristicas Referencia
Cultivo
A. brasilense LB* YEP Wild Type: Aislado de la superficie de raices esterilizadas Baldani et al.,
Sp 245 ’ de trigo. Productor de AIA. (1983)
A. brasilense LB*, YEP Wild Type: Aislado de la superficie de raices esterilizadas
Sp 245 Rif' Rif 50 de trigo. Productor de AIA. Resistencia espontanea a Rif.
A. brasilense Derivado de A. brasilense Sp 245 con el gen ipdC clonado
LB* YEP . s .
Sp245 Tel0 detras del promotor constitutivo Pnpt II en el cosmido
(pFAJ5002) pLAFR3. Resistencia a Tetraciclina 10pl/ml J. Vanderlyden,
Katholieke
A. brasilense LB* YEP Derivado de A. brasilense Sp 245 con el gen ipdC clonado Universiteit
Sp245 Tel0 detras del promotor inducible por la planta psbpA en el Leuven, Belgium
(pFAJ5005) cosmido pLAFR3. Tc'
él')gf;s"ense LB* YEP Derivado de A.brasilense pFAJ5005 que contiene el gen
(pFAJ0535) Tel0 eyfp
A. brasilense LB* YEP Derivado de A. brasilense Sp 245 que contiene el plasmido
Sp245-41 Tc10 Rif50 pMP4641 ECFP
A. brasilense LB* YEP Derivado de A. brasilense Sp 245 que contiene el plasmido Este trabaio
Sp245-55 Tecl10 Rif50 pMP4655 EGFP y
A. brasilense LB* YEP Derivado de A. brasilense Sp 245 que contiene el plasmido
Sp245-58 Tc10 Rif50 pMP4658 EYFP
Fages & Mulard,
(1988)
A. lipoferum LB* YEP Wild Type. Azogreen®. Inoculante comercial sobre turba Jacoud et al.,
CRTI1 estéril. 107 uct/g. Biofertilizante y fitoestimulador. (1998)
Lipha

Meyzieu,France

Tabla 1: Cepas de Azospirillum empleadas en los experimentos. Rifampicina (Rif),
Tetraciclina (Tc)

Otras cepas bacterianas empleadas para desarrollar diversos estudios que
después se detallan en la tabla 2. Estas consisten en diversas cepas de E. coli que
contienen las caracteristicas necesarias para la transformacion con los vectores de
ligacion como para la conjugacion triparenteral con Azospirillum. Los plasmidos
(pMP46) que portan, confieren las caracteristicas necesarias para la expresion de
proteinas derivadas de GFP (green fluorescent protein)
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. Medio de ‘g .
Especie/Cepa cultivo Caracteristicas Referencia
LB,
Ampl100 iy ST
E. coli DHS Usado para la trasnfor,ma(?lon y multiplicacion de Hanahan, 1983
X-gal plasmidos
IPTG
LB Contiene el plasmido derivado del HB101, plasmid
. plasmido derivado de , plasmido .
E. coli pRK2013 Km25 auxiliar para movilizacion de plasmidos Ditta etal., 1980
LB
E. coli pMP4641 Plasmido pME6010 que contiene el gen ecfp
Tcl0
LB .
E. coli pMP4655 Plasmido pMEG6010 que contiene el gen egfp Heeb et al, 2000;
Tcl0 Bloemberg et al.,
LB 2000,
E. coli pMP4658 Plasmido pME6010 que contiene el gen eyfp
Tcl0
LB
E. coli pMP4662 Plasmido pME6010 que contiene el gen DsRed
Tcl0

Tabla 2: Cepas de E. coli y plasmidos empleados.

4. Preparacion de inoculos e inoculacion de bacterias:

Los indculos se preparon creciendo A. brasilense Sp245 o sus derivados en
LB suplementado con 2.5 mM CaCl, y 2.5 mM MgSQO,, adicionado con los
antibioticos necesarios en cada caso a 28°C. Los cultivos se lavaron en dos veces
con tampon fosfato (PBS) y se resuspendieron hasta alcanzar una D.0.595
correspondiente a 10° UFC/ml.

Inoculacién de semillas pregerminadas

Este inoculo se diluyé en agua hasta obtener una concentracién de 10’
UFC/ml. Se inocularon 100ul por semilla pregerminada. En el caso del indculo
Azogreen, se realizo una suspension liquida equivalente a 10® UFC/ml. Se inoculd
Iml de esta suspension por semilla pregerminada. En todos los casos el indculo se
realizo a lo largo de la raiz una vez colocada en el hoyo de plantaciéon a 1cm de la
superficie del sustrato y posteriormente se cubrid con el sustrato correspondiente.

Inoculacién de cultivos monoxénicos

El cultivo monoxénico de G. intrarradices ya establecido se inoculd con las
bacterias segun se describe a continuacion.
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Los cultivos bacterianos se crecieron como se ha descrito anteriormente
haciendo especial hincapié en el lavado de las células para eliminar por completo
las posibles trazas de antibidtico.

Se inoculd 1ml de un indculo de 10* UFC (A. brasilense Sp 245; Sp 245-41;
Sp 245-58 y Sp245 (pFAJ0535)) en la superficie de la placa y se extendio
cuidadosamente para no romper ni el micelio externo ni perforar la superficie de
la placa. En el caso de inocular las bacterias pFAJ0535 y Sp245-41
conjuntamente, se inocularon 500ul de cada una de la forma descrita
anteriormente. Se observo que A. brasilense practicamente no crece en medio M,
sin embargo, se desarrollaba lentamente alrededor de las hifas y raices de
zanahoria. Las placas inoculadas se mantuvieron a 24°C hasta su visualizacion al
microscopio.

5. Medios de cultivo

LB (Luria Bertani)

1% Triptona

0.5% Extracto de levadura

1% CINa

Agua destilada c.s.p.1000ml

Ajustar el pH a 7 con NaOH

Esterilizacion al autoclave a 120 °C durante 20 minutos.

Para el cultivo de las cepas de Azospirillum, el medio LB* se
suplemento6 con 2.5mM MgSO, y 2.5mM Cl,Ca filtrado.

YEP (Extracto de levadura peptona)

1% Bactopeptona

0.5% Extracto de levadura

1% CINa

Agua destilada c.s.p. 1000ml

Ajustar el pH a 7 con NaOH

Esterilizacion al autoclave a 120 °C durante 20 minutos.

MMAB (Medio Minimo malato)

3% K,HPO4

1% NaH2P04

1% NH4CI

0.03% MgSO4 7H,0
0.015% KClI

0.001% CacCl, 2H»0
0.00025%FeSO4 7TH,0
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5% malato sddico

0.0005% biotina

Microelementos.

Agua destilada c.s.p. 1000ml (Vanstockem et al.,1987).

NFB (Nitrogen Free malate)

0.5% Acido L-malico

0.05% K,HPO4

0.02% MgS0O47H,0

0.01% NaCl

0.002% CaCl,

0.0002% Na;Mo0O4-2H,0

0.001% MnSO4-H,O

4ml Fe-EDTA(1.64% w/v en agua)

3ml Azul de Bromothymol (0.5% p/v en etanol)
0.45% KOH

0.1%o Biotina

Agua destilada c.s.p. 1000ml

Ajustar el pH a 6.8 (color verde) con NaOH.

M9 (Medio Minimo)
Empleado para la obtencion de exudados radicales

6g Na,HPO4-H,O

3 g KH2PO4

1 g NH4C1

0.5 g NaCl

0.25 g MgS0O47H,0

0.0147 g CaCl,-H,O

Esterilizado por filtracion

Agua destilada c.s.p. 1000ml

El medio se suplementa con 0.1% glucosa, y se ajusta el pH a 6.8

MES

El medio se basa en el utilizado por Carr & Hinkley (1985), y fue empleado
para los experimentos de germinacion in vitro de esporas de MA en placas de
90mm de didmetro con 20ml de medio por placa.

La composicion del medio fue al 0.8% de agar en solucion 10mM MES a pH 7.0.
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0.195g MES (4cido 2-(N-Morfolino) etanosulfonico)

0.876ml NaOH 1M

0.124ml NaCl 1M

H,O0 destilada c.s.p. 100ml

Una vez preparado el medio se esterilizd en autoclave a 121°C
durante 20 min.

Medio M

Este medio se utliliza para cultivo monoxénico de hongos
micorricicos (Chabot et al., 1992)

1.21 mM Ca(NO3)2

21.8 mM NaFe/EDTA

4.51 uM KI

10% Solucién de Macroelementos

0.1% Solucién de Microelementos

1% Vitaminas

1% Sacarosa

0.35% Phytagel

El pH se ajustd a 5.5 con NaOH y el medio se esterilizd en
autoclave a 120°C durante 20 min.

Solucién de Macroelementos: 30mM MgSO4, 7.9mM KNOs, 8.7mM KClI,
0.35mM KH2P04, 1.4mM NaH2P04, 14mM NaSO4

Solucién _de Microelementos: 30mM MnCl,, 9.3mM ZnSO,4, 24.2mM
H3;BOs3, 5SmM CuSO4, 10mM NaH,POy4, 14uM Na;MoO4

Vitaminas (100x): 4mM glicina, 29.6uM Hidrocloruro de tiamina, 49uM
hidrocloruro de piridoxina, 0.4mM é&cido nicotinico, 27.7mM mio-inositol.

Este medio de cultivo se dispone en placas bicompartimentadas. En una de las
secciones crecen las raices cuyo medio es completo, mientras que el otro
compartimento el medio carece de fuente carbonada (M-C) y es donde el hongo
esporula.

Exudados radicales

La planta seleccionada para obtener los exudados radicales fue maiz. Para ello
se esterilizaron las semillas segtn el siguiente protocolo.

Las semillas se lavaron varias veces con agua hasta la completa eliminacion
del fungicida y se dejaron hidratando durante la noche, en agitacion.
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Sumergir en etanol 96% durante 30seg.
Sumergir en lejia 1.5% Tween 20 durante 1.30h.
Lavar tres veces con H20 destilada estéril.
Sumergir en lejia 1.5% durante 1h.

Lavar tres veces con agua destilada estéril.

Se sembraron 4 semillas en cada placa con medio MS suplementado con 0.5%
glucosa y 0.2% de phytagel. Se incubaron hasta la germinacion de las semillas y
se seleccionaron aquellas placas en las que no se observo contaminacion.

En dos contendores estériles con 200ml de medio M9 se colocaron 10 semillas
germinadas en cada uno y las raices se sumergieron en la solucion. Se dejaron
crecer durante 10 dias a 25°C. El medio se recogidé de forma aséptica y se
comprobo la esterilidad del medio sembrando 100ul en placa Petri con LB.

Solucién nutritiva (Hewitt, 1966)

Solucién nutritiva modificada a partir de Hewitt (1966) es la siguente.

Compuesto Concentraciéon (nM) Solucion stock (g/)  Para 11 (ml)

KNO; 3x 103 30,3 10
Ca(NO;),.4H,0 9x 103 101,54 20
NaH,PO,.2H,0 300 18,4 2,5
MgSO,.7H,0 150 18,4 20
EDTA Fe 67 2,45 10
MnS0,.7H,0 13 1,35 1

CuS0,.5H,0 1 2.4 0,1
ZnS0,.2H,0 1 422 0,1
H,BO; 30 18,6 0,1
Na;Mo0,.2H,0 0,15 0,35 0,1

Solucién Ringers

0.85% NaCl
0.03% CaCl,
0.025% KCI
0.02% NaHCOs
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6. Hongos Micorricicos

En diversos ensayos no se practico inoculacion de hongos MA sino que se
utilizd suelo natural sin esterilizar, es decir que contenia todos los propagulos
micorricicos presentes en la parcela experimental. Como posteriormente se
detalla, entre las especies representes en ese suelo fueron se encontré Glomus
mosseae, Glomus caledonium y Glomus lamellosum

Para el ensayo de germinacion de esporas, se emplearon los G. mosseae y G
lamellosum asi como un G. geosporum EEZ 4 (Sierra de los Filabres, Almeria).
Para el ensayo basado en cultivo monoxénico se utilizé G. intrarradices simbionte
con raices de zanahoria.

6.1. Extraccion de esporas de hongos MA del suelo

Se emplea una modificacion de la técnica del tamizado himedo y decantacion
mediante gradientes de sacarosa (Walker et al., 1982).

Se homogeneizaron 50-100g de suelo con 100 ml de agua destilada y tras una
centrifugacion a 2000 rpm durante 3 minutos se elimind el sobrenadante. De
nuevo se homogeneiz6 con una solucion de sacarosa al 50% y se centrifugd en las
mismas condiciones anteriores. Esta vez el sobrenadante se filtro a través de
tamices con una luz de malla de 80 y 50 um y el tamizado se recogi6é con agua.
Las muestras se visualizaron con la ayuda de un estereoscopio y las esporas
obtenidas se agruparon de acuerdo a caracteristicas morfologicas.

La extraccion de esporocarpos se realizo tras la homogeneizacion del suelo en
agua y dejando reposar la mezcla durante un minuto. A continuacion se filtré a
través de un tamiz de 80 um. Para extraer las esporas de los esporocarpos, estos se
dispusieron sobre un papel de filtro hiimedo y con la ayuda de pinzas finas y aguja
se rompieron para liberar las esporas.

6.2. ldentificacion morfologica de esporas de hongos MA

(Koske & Tessier, 1983; Morton, 1991)

Las esporas se observaron en el estereomicroscopio (de 0.25x a 4x) y
separaron en funcién de su tamafo, morfologia y color. Para su observacion al
microscopio Optico (de 10x a 40x) las esporas se dispusieron en portaobjetos
inmersas en dos medios de conservacion como son el alcohol polivinilico-acido
lactico glicerol (PVLG) y el de Meltzer-PVLG en proporcion 1:1 (v:v).

La observacion al microscopio Optico permite determinar el nimero de capas
que presentan las paredes de las esporas, las caracteristicas de las mismas (color,
reaccion en presencia del reactivo de Meltzer, etc...), morfologia de la hifa de
sustentacion, presencia o ausencia de saculo esporogénico, cicatrices, etc...,
caracteristicas todas ellas importantes para la identificacion de los hongos MA.
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PVLG

Alcohol de polivinilo (APV) 1,66 g, Acido lactico 10 ml, Glicerina 1 ml, Agua destilada c.s.p. 10 ml
Reactivo de Meltzer

Toduro potasico 1,5 g, Yodo 0,5 g, Hidrato de Cloral 100 g, Agua destilada c.s.p. 22 ml

6.3. Produccién de indculos puros de hongos micorricicos

Para la multiplicacion de los hongos MA se utilizaron Sorghum bicolor y
Trifolium repens como plantas hospedadoras. Como sustrato de crecimiento se
empled una mezcla arena:sepiolita (1:1, v:v) estéril. Las plantulas se inocularon
con las esporas de cada uno de los morfotipos aislados y se dejaron crecer bajo
condiciones de invernadero durante 4-6 meses. Tras este tiempo se aislaron
esporas de sustrato (protocolo 6.1) y en el caso de encontrar tipos diferentes de las
mismas se volvid a repetir el proceso hasta obtener un solo tipo de esporas y por
tanto un in6culo puro.

6.4. Estimacion del potencial micorricico del suelo

Se empled el Método del Numero Mas Probable (NMP) (Sieverding, 1991).
La técnica se basa en la determinacién de presencia o ausencia en réplicas de
diluciones consecutivas de atributos particulares de los microorganismos
presentes en muestras de suelo u otros ambientes. El atributo particular a utilizar
en nuestro caso, ha sido la capacidad de los hongos MA de colonizar las raices de
las plantas. Para la realizacion de la técnica del NMP se realizaron diluciones
seriadas del suelo 6 inoculo a estudiar. Este se mezcld con un substrato estéril
constituido por suelo:arena:vermiculita (1:1:1; v:v) y se utiliz6é sorgo como planta
hospedadora debido a su elevada micotrofia. Al cabo de 4 semanas las raices del
sorgo se tifieron y se determino si estaban o no micorrizadas.

Calculo del Numero Mas Probable:

Log Q=xLoga-K

Q: Numero de propagulos infectivos x: nimero medio de plantas
colonizadas

a: factor de dilucion

y: y=s-X

s: numero de niveles de dilucion

K: constante presente en la tabla VIII de Fisher & Yates (1970)

obtenida a partir de los valores determinados de x o de y.

* Se prepararon 5 repeticiones por cada dilucion de suelo o indculo.
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6.5. Tincion de raices micorrizadas

Se seleccionaron fracciones representativas de cada uno de los sistemas
radicales, mediante el proceso de clarificacion y tincion descrito por Philips y
Hayman (1970) y basado en el uso de azul tripan. El colorante azul tripan tifie las
estructuras que contienen quitina, principal componente de las paredes celulares
de algunos hongos, entre ellos los formadores de MA (Bartnicki-Garcia, 1968). Se
observan asi los componentes del hongo en el interior de la raiz, sin que ésta se
coloree. Para ello, las raices se trataron con una solucion de KOH al 10% (10
min., 100°C) para proceder a la digestion parcial de las paredes y cubiertas
celulares. Después de varios lavados con agua, se aplica una solucion 0.IN de
HCI (5 min., a T* ambiente) que actlia como neutralizadora y mordiente para el
siguiente paso, la tincién que se lleva a cabo con azul tripan durante 15 min., en
caliente. El colorante se une a la quitina de la pared fungica, tifiéndose las
estructuras del hongo de color azul.

Solucién de azul-tripan en acido lactico al 0,05 % (p/v).

6.6. Determinacion del porcentaje de micorrizacion

Una vez tenidas las raices, se montaron fragmentos de raiz de
aproximadamente lcm. de longitud en portaobjetos, se anadieron unas gotas de
acido. lactico y se cubrieron con un cubreobjetos (20 fragmentos en cada
portaobjetos y 3 portaobjetos por cada muestra). La colonizacion de la raiz se
cuantificod al microscopio Optico, determinando el porcentaje de corteza radical
ocupada por el hogo.

La cuantificacion de la colonizacion micorricica, se llevo a cabo con la ayuda
de un microscopio Optico. Para ello se asignaron a cada trozo de raiz dos valores.
El primero de ellos corresponde a la longitud de fragmento que esta colonizada, y
el segundo a la intensidad de dicha colonizacion. Estos nimeros toman el valor 0
cuando no hay colonizacién y 10 cuando ésta es maxima. La multiplicacién de
estos dos valores da el porcentaje de micorrizacion presente en cada fragmento de
raiz, y la media de todos ellos da una estimacion del grado de micorrizacion de la
planta. De cada planta de trigo o maiz se examinaron tres portaobjetos con
aproximadamente 20 fragmentos de raiz cada uno.

7. Caracterizacion molecular de los hongos micorricicos

Se llevo a cabo en base al andlisis de la subunidad pequena (18S) del ADN
ribosoémico (Schiifler et al., 2001; Schwarzott et al., 2001).

Se utilizaron de 1 a 5 esporas de cada uno de los hongos micorricicos aislados
de la parcela de la EEZ.

De acuerdo con el Protocolo 6.1 se recogieron esporas de los distintos
endofitos. Sobre un portaobjetos limpio y tratado con 10 pl de Bind Silane (crea
una pelicula hidrofobica que favorece la posterior recuperacion del agua con los el
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contenido de la espora), se colocaron de 1 a 5 esporas sobre 10 pl de agua para
PCR. Con ayuda de una aguja estéril y bajo el estereomicroscopio se rompid la
pared de las esporas. Para amplificar la zona 18s de ADN ribosémico, se
utilizaron los cebadores NS31 y AMI, cebador universal y especifico de los
hongos MA respectivamente.

7.1.  Amplificacion de ADN de esporas por PCR

Para la amplificacion de hongos MA a partir de esporas, la mezcla de reaccion
empleada contenia 10 pl del extracto de ADN, 1 ul de cada cebador (25 uM) y
una bola de PureTaq"™ Ready To-Go PCR beads (Amershan), que contenia todos
los elementos necesarios para realizar la PCR en un volumen final de 25 pl. El
programa de PCR se describe en la tabla X

7.2.  Amplificacion de Endofitos en Raices

Para dicha amplificacion por PCR se realizaron los siguientes pasos descritos
a continuacion.

7.2.1. Extraccion de ADN de raices

Una vez cortada la parte aérea, la raiz se extrajo con cuidado de la maceta. La
raiz se lavd y seco para determinar el peso fresco. Se cortd una alicuota de la parte
central de la raiz e inmediatamente se sumergio en nitrogeno liquido y se mantuvo
a -80°C hasta su uso. El ADN gendmico de raices micorrizadas se extrajo a partir
de alicuotas de 0.1g de material vegetal con el kit DNeasy Plant Mini Extraction
Kit (Qiagen).

La amplificacion de los hongos MA presentes en las muestras de raiz, se
realizd mediante la técnica de PCR nidada, en la que se usa como molde un
fragmento anteriormente amplificado por PCR.

El ADN extraido se amplifico mediante PCR con 1pul de los cebadores NS31
(universal) y AM1 (especifico de Glomales) a una concentraciéon 10uM, usando
PureTaq" ™ Ready To-Go PCR beads. El programa de amplificacion de la PCR se
muestra en la tabla 3. El producto de PCR obtenido, de unos 550pb, se comprobo
en un gel de agarosa 1.2% y se eluy6 la banda de tamafio esperado usando el kit
QuiaEx (QuiaGen). E1 ADN recuperado se utilizé para la PCR nidada con 1ul de
cada uno de los cebadores Inglo2 y NS31-GC 25uM y usando la enzima Taq
Master Mix (Eppendorf) en un volumen final de 25ul (el programa de
amplificacion de la PCR se muestra en la tabla 3. El fragmento de unos 270pb
amplificado se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa 1.2%.
Dependiendo de la amplificacion observada, se carg6 en el gel TTGE un volumen
de entre 4 y 8ul de dicho producto de PCR.
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Cebadores Programa Uso
Hongos MA
95°-10" (95°-17-56°-1"-72°-2")
AMI1/NS31 8- 72°-10° PCR TGGE
NS31-GC/Inglo2 95%10°(95°-1°-53%1 72" PCR nidada TGGE

NS31-Inglo2

1'30) x30 72°-107
95°-5"(95°-1"-53°-1"-72°-
1'30) x30
72°-10°

Reamplificacion banda eluida
TGGE

MI13F/M13R
27F/1495R

Generales
Programa estandar PCR
Programa estandar PCR

Amplifcacion clones
Procariotas Subunidad 16s

Bac-1522-b-S/

94°- 3" (94°-1"-55°-30""-

Bacl32-a-A 72°-17) x25 Region IGS del operon rrn
72°-5°
Especificos de Azospirillum
Az0238/ Az0239
2058 A0S Pnptl1-ipdC en pFAT5002
(pFAJ5002)
] 4 ) ’ o ’ o :
Az021 1/ Dpipdc2AS 94°-7 (94% -17-56°-1"-72°- Promotor sbpA y gen ipdC
27)x35 completo
(PFAJS005) 720-7° en pFAJ5005
Az0211£ /Az0239r Promotor SbpA y gen ipdC
completo
(pFAJS003) en pFAJ5005
VKnpt01f/ VKnpt02
P NP promotor Pnptll
(pFAJ5002)
Az0238/Vknpt02 promotor Pnptll

Tabla 3: Programas de PCR empleados para las diferentes amplificaciones

7.2.2. Visualizacion de ADN mediante separacion electroforética en

geles de agarosa

La separacion electroforética del ADN se realizod en geles de agarosa al 1.2%
en tampon TBE. La electroforesis se realizd en tampon TBE a 100V. Para cargar

las muestras de ADN se empled tampon de carga a una concentracion final 1x.

Para la visualizacion del ADN, los geles se sumergieron en una solucién de

bromuro de etidio y se fotografiaron bajo luz UV (260nm).

Tampoén de carga (5x): 0,25 % (p/v) Azul de bromofenol y 40% (p/v) sacarosa

TBE (5x) : 54 g Tris base, 20 ml 0,5M EDTA pH= 8,0 y 27,5 g Acido Bérico H,O destilada. c.s.p. 11
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7.2.3. Separacion de fragmentos de ADN mediante TTGE

Una vez obtenidos los “amplicones” de ADN es preciso identificar los
distintos fragmentos, de igual longitud pero de distinta secuencia nucleotidica,
especifica de especie de hongo MA. Esto se efectia por técnicas de
“figerprinting”. Se han desarrollado varias técnicas basadas en amplificacion al
azar de ADN polimorfico (RAPD-PCR) (Lanfranco et al.,1995), Terminal-
Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP) (Vandenkoornhuyseet al.,
2003) para la identificacion de especies. Actualmente se ha puesto de manifiesto
la enorme utilidad de técnicas basadas en la separacion de fragmentos
amplificados por PCR con cebadores especificos disefiados para la identificacion
de hongos MA del mismo tamafio pero que difieren en su secuencia nucleotidica.
Estos métodos incluyen diferentes técnicas electroforéticas como Single Stranded
Conformation Polymorphism (SSCP) (Kjeller & Rosendahl, (2000), Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) (Kowalchuk et al., 2002; Opik et al., 2003)
o temporal temperature gradient electrophoresis (TTGE) (Bosshard et al., 2000;
Ogieret al., 2002; Cornejo et al., 2004)

El TTGE es un una técnica que funciona bajo el mismo principio que el
DGGE pero con la salvedad de no necesitar el gradiente quimico como agente
desnaturalizante, por lo que los datos son mas reproducibles (Yoshino et
al.,1991).

Los fragmentos de DNA se someten a una desnaturalizacion, en la que se
detectan cambios de movilidad en los fragmentos al migrar en un gel de
poliacrilamida. Cada uno de los fragmentos alcanza una temperatura de
disociaciéon denominada temperatura de “melting” (Tm) y es especifica de la
secuencia. En este punto el ADN esta parcialmente disociado, creando moléculas
ramificadas que reducen la migracion del ADN en el gel de poliacrilamida
haciendo posible la separacion de fragmentos con diferente composicion de bases.

Para determinar el rango de temperatura al cual se corrieron los geles, se
seleccionaron las secuencias de 20 hongos micorricicos de la regiéon amplificada
con los cebadores del 18s del rADN. Mediante el programa Winmelt Version
2.0.13 (Bio-Rad Laboratories) se calculdé la temperatura teorica de
desnaturalizacién de cada una de ellas. Debido a que con la pareja de cebadores
AMI-NS31-GC no es posible la discriminacion entre especies sino que solamente
a nivel género (Opic et al., 2003, Cornejo el al., 2004), se disefio el cebador
Inglo2 que amplificaba una region menos conservada. Segun las secuencias del
fragmento amplificado el programa WinMelt predijo un rango de temperatura de
52-59°C para un gel de urea 7M con un incremento de 1°C/h a un voltaje
constante de 130 v en Buffer TAE 1.5x (Cornejo et al.,2004).

La separacion de los fragmentos amplificados por PCR de las raices
colonizadas, se realizO mediante geles de acrilamida por la técnica TTGE
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(Electroforesis en geles de gradiente de temperatura). Para la electroforesis se
empleo el sistema DCode System for TTGE (Biorad)

La separacion de los fragmentos amplificados, se realizd6 en geles de
poliacrilamida al 8% con una concentracion de urea 8M. Los geles se sometieron
a una rampa de temperatura de 52-59°C con un incremento de 1°C/h a un voltaje
constante de 130 v en Buffer TAE 1.5x.

Composicion Gel al 8%

40% Arcrilamida 7.77ml
2% Bisacrilamida 4.29ml
50x TAE 1.2ml
Urea 16.8¢g
TEMED 40ul
10% APS 400ul
H,O c.s.p. 40ml

Tabla 4: composicion de geles de poliacrilamida para TTGE

7.2.4. Extraccion de ADN a partir de geles de poliacrilamida

Las bandas seleccionadas se extrajeron cortandolas con un bisturi estéril. Se
introdujeron en un eppendorf con 50ml de TE. Las bandas extraidas se tituraron
con un pistilo estéril. Los tubos se incubaron a 37° C durante la noche. A
continuacion se realizaron dos ciclos donde se mantuvieron a -20° C durante 2h. y
posteriormente se incubaron a 67° C durante 2h. Este ciclo se repitiéo dos veces.
Los eppendorf de centrifugaron a 1min a 14000 rpm. Para la reamplificacion de
las bandas se emple6 1ml de este sobrenadante.

7.2.5. Extraccion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Las bandas del tamafio esperado, se cortaron con un bisturi estéril bajo la
iluminacion de la lampara UV y se eluyeron con el kit comercial QiaexIl Gel
Extraction Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

7.2.6. Ligacion en vectores de clonaciéon

La ligacion de los productos de PCR purificados con el vector de clonacion se
realizé usando una proporcion de 3:1 de los vectores de clonacion pGEM-T Easy
(Promega) y TOPO TA Cloning de Invitrogene.

En un tubo eppendorf de 0.5 ml se incubd durante la noche la siguiente
mezcla de reaccion segln las instrucciones del fabricante:
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PGEM-T Easy Vector TOPO TA Cloning
X pl Inserto Inserto de 0.5 a 4 pl
1 pl Ligasa Salt Solution 1 pl

1 pl Vector (50ng/ul) TOPO® Vector 1 pl
X+2 ul Tampodn (2x) H,O c.s.p. 6 ul

Incubar O.N. a 14°C

7.2.7. Preparacion de células competentes de E.coli

La preparacion de las células competentes se realizé segiin la metodologia
descrita por Hanahan (1983)

l.

2.

Se inocularon 2ml de un preindculo en 50ml de LB suplementado con
10mM de MgSO4

Se incub6 a 37°C en agitacion constante hasta que se alcanzé una densidad
optica de D.Ogpp=0.5 (aproximadamente 1-2 h).

El cultivo se distribuy6 en tubos de centrifuga de 25mL y se enfriaron en
hielo durante 15min.

Las bacterias centrifugaron a 750xg durante 12min a 4°C, eliminando el
sobrenadante y secando las paredes de los tubos.

Las bacterias se resuspendieron en 16mL de la solucion RFI y se
incubaron durante 15 minutos en hielo.

Se centrifugd nuevamente como en el paso 4, y se resuspendié en 2mL de
solucion RFII.

Los tubos se incubaron durante 15 minutos en hielo.

Se prepararon alicuotas de 100mL, las cuales se introdujeron
inmediatamente en N, liquido y se conservaron a -80°C hasta su
utilizacion.

Todo el material empleado en este protocolo ha de estar frio

RFI: RbCl 100mM; MnCl, 50mM; acetato potasico 10mM; CaCl, 10mM; Glicerol 11.9 % p/v; Ajustar el pH a 5.8 con
acido acético 0.2 M y esterilizar por filtracion.

RFII: MOPS 10mM; RbCI 1mM; CaCl, 100mM; Glicerol 11.9 % p/v; Ajustar el pH a 6.8 con NaOH 0.5M y esterilizar
por filtracion.

7.2.8. Transformacion de E. coli DH5«

Para la transformacion de células competentes de E. coli, se siguid el
protocolo que se detalla a continuacion y descrito por Rodriguez & Tait (1983):

b S

Descongelar las células competentes en hielo

Anadir 5-6ul de producto de ligacion y agitar suavemente.
Colocar las células 30min. en hielo

Incubar 50seg. a 42°C
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5. Enfriar en hielo 2 min.
6. Anadir 900ul de LB
7. Incubar 1h a 37°C en agitacion.

Se siembran 150 y 300ul de las células en placa de LB con Amp100, 40ul X-
Gal y 40ul IPTG

Amp 100mg/ml
X-Gal 20mg/ml en dimetilformamida

IPTG 20mg/ml en agua miliQ estéril

7.2.9. Extraccion de ADN plasmidico de E. coli

Se uso6 el kit de extraccion Qiaprep Spin Miniprep kit de Qiagen (EE.UU.)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

7.2.10. Secuenciacion de productos de PCR

Para la secuenciacion del producto de PCR amplificado, el ADN eluido se
procedio a su ligacion en el vector de clonacion PGEM-T Easy Vector (Promega)
o el Cloning-TA (Invitrogene). A continuacion se procedio a transformar células
competentes de E. coli DH5a segun el protocolo 7.2.8. Las colonias blancas
(aquellas que contienen un inserto que interrumpe el gen de la B-galactosidasa)
que se obtuvieron se comprobaron mediante PCR con los cebadores universales
M13F y MI13R usando el programa estaindar de PCR o mediante la accion de
enzimas de restriccion. Aquellas que contenian el inserto de tamafio esperado se
escogieron para la extraccion del vector mediante el uso del kit comercial Qiaprep
(QuiaGen) y su posterior secuenciacion segun las instrucciones del servicio
técnico de secuenciacion.

En un tubo de 200l se ponen las siguientes cantidades:
0.4-1pug ADN de cadena doble
6.4pmol Primer
H,O c.s.p. 12pl

7.2.11. Analisis de las secuencias nucleotidicas

Las secuencias de nucledtidos obtenidas se contrastaron con las presentes en
la base de datos del NCBI (Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica).
Para poder ver con la secuencia nucleotidica de que organismos presentaba mayor
grado de homologia y se realizo el alineamiento multiple de las mismas. Cada una
de las secuencias obtenidas se introdujo en la base de datos del EBI (Instituto
Europeo de Bioinformatica) proporciondndonos para cada una de las secuencias
una clave de acceso.
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7.3. Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Las digestiones de ADN con endonucleasas de restriccion se realizaron
las condiciones y tampones

siguiendo las instrucciones de fabricante y usando
Optimos a cada enzima.

Cebadores Secuencia
Hongos MA
NS31 TTggAgggCAAgTCTggTgCC
AM1 gTTTCCCgTAAAggCgCCgAA

CgCCCgggelgleCCCCygeCyegeCageegCACeggeg
NS31-Ge  CeCCCeeeeCeCeCCCCleeeCegeeCegeesCACagggg
CgCCCgggglgleCCCClggeCeeeeCagesCACeggag

Uso

Universal

Especifico glomales

NS31 con cola de GC para TGGE

-NS31
Inglo2 5’-gCCTgCTTTAAACACTCTA-3" Especifico de Glomales
Generales
MI3F 5-gTAAAACgACggCCAg-3" Universal
MI13R 5'-CAggAAACAgCTATgAC-3’ Universal
27F GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG Uni .
niversal;
1495R CTA CGG CTA CCT TGT TAC GA Lane, 1991; Weisburg etal., (1991)

Especificos de Azospirillum

VKnptO1f

(pFAJ5002) GGATCCCACGCTGCCGCAAGCACTCAGG
VKnpt02r

(pFAJ5002) GGATCCAAGCTTATCCTGTCTCTTGATCAGATCT
Azo211f

(pFAJ5005) GCCCATGTCTTCTTCGTTCACG

Az0238 CTGAGAATTCCACGCTGCCGCAAGCACTCAGGG

(PFAI5002) c
AZO2IN  ATGCGAGCTCTTTACTCTCCCGACCTTACTCCCG
(PFAJ5005)

Dpipdc2AS GGATCCTTTACTCTCCGGACCTTACTCCCG

Bactl5  5-TGCGGCTGGATCCCCTCCTT-
22 -b-S 3

Bac-
132-a- 5'-CCGGGTTTCCCCATTCGG-3’
A-18

Amplificacion promotor Pnptll

Cebador 3°-5"para el promotor
Pnptll, con un sitio extra BamHI
Cebador 5°-3"para el promotor shpA
de A. brasilense Sp245

Cebador 5°-3para el promotor
constitutivo nptll con un sitio extra
EcoRI

Cebador 3’-5"para el gen ipdC de A.
brasilense Sp245 con un sitio extra
Sacl

Cebador 3’-5"para el gen ipdC def A.

brasilense Sp245 con un sitio extra
BamHI

Ranjard et al., 2000

Tabla 5: Cebadores empleados en la amplificacion de hongos y bacterias
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8. Estudio filogenético

A partir de los datos obtenidos de la secuenciacion de los productos de PCR,
se realizaron los distintos analisis filogenéticos de las distintas especies utilizando
el programa de alineamiento multiple de secuencias Clone Manager 6 (version
6.00) que incorpora aplicacion Aling Plus 4 (version 4.1). Con la ayuda del
programa PHYLIP se calculd el porcentaje de sustitucion nucleotidica entre las
secuencias, usando la distancia 2-parametro de kimura (Kimura, 1980).

En el andlisis filogenético de las secuencias de esta region se ha utilizado el
método de distancia (Saitou & Nei, 1987), con el programa PHYLIP. Con el
método de las distancias se realiz6é un bootstrap con 1000 réplicas, seguido de un
analisis de neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) (opcion NEIGHBOR).

El arbol filogenético obtenido mediante el método de distancias se visualizd
con la ayuda del programa Tree View (Win 32 v1.50).

9. Actividades enzimaticas en raices micorrizadas

9.1. Actividad Fosfatasa alcalina

9.1.1. Trigo (ELF-97°)

Para la determinacion de la fosfatasa alcalina en raices de trigo se utilizo el
sistema ELF-97®. Para ello, se tom6 una alicuota de cada raiz, disponiéndolas
individualmente en tubos ependorff con tampon PBS - Tween 20, pH=8 durante
10 min., para permeabilizar las muestras. Posteriormente se realizaron 2 lavados
con PBS durante 5Smin. y a continuacién se montaron las raices en un
portaobjetos. Para comprobar tanto el tiempo de incubaciéon como la dilucién mas
adecuada para la visualizacion de la reaccion ELF en las raices de trigo, se
procedid previamente a usar diluciones 1:10, 1:20, 1:30 y 1:40 durante 10, 30, 60
y 120 min.

Una vez montadas se afiadié 20ul/lamina del sustrato fluorescente durante 2
horas, en una relacion 1:30 de componente A (substrato fluorescente) y
componente B (buffer de deteccion), el cual se reconstituyo al momento de usarse.
A continuacion se afiadié el buffer de parada que contiene el inhibidor de la
actividad fosfatasa alcalina. Finalmente se lavaron cuidadosamente las raices, para
asi eliminar el precipitado fluorescente del sustrato. La observacion de los
fragmentos de raices se realizd6 al microscopio de fluorescencia usando los
objetivos necesarios para la Optima observaciéon de la fluorescencia en cada
momento.

9.1.2. Maiz

Este método de tincion se aplico a las raices de maiz colonizadas por hongos
MA ya que no se logrd la visualizacion de la actividad mediante el sustrato
fluorescente ELF-97°.
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La tincion se realizé segun el protocolo descrito por Tisserant et al., (1993).
Los fragmentos de raices se incubaron en una solucion fresca que contenia 50mM
de acido citrico-Tris, pH 9.2, Img/ml de acido alfa-naftil fosfato, 0.05% MgCl,
anhidro, 0,05% MnCl, -4H,O y 1mg/ml de Fast Blue RR Salt. Las raices se
incubaron durante la noche a temperatur ambiente y posteriormente se clarificaron
durante 15-20 min. en una solicion de lejia comercial al 1%. Los fragmentos de
raiz se dispusieron en portas de la misma manera que las raices tefiidas con azul
tripan y se cuantifico el % de raiz que presentaba actividad.

9.2. Determinacién de AIA

Como se ha descrito en la introduccion, la sintesis de Acido 3-Indolacético
por las cepas bacterianas inoculadas, es, desde el punto de vista fisioldgico de la
planta el proceso mdas importante para la promocion del crecimiento. Se ha
determinado la produccion de AIA tanto en los cultivos bacterianos
(suplementados o no con Try y en su caso, Arabinosa) como en el suelo
recuperado de los ensayos de trigo y maiz. Para la determinacion de esta auxina se
siguio el procedimiento descrito por Wdohler (1997).

Determinacion de AIA en sobrenadantes

Los cultivos se crecieron en LB en presencia de los antibidticos
correspondientes. A cada tratamiento se le afiadié o no Try a una concentracion de
100pg/ml con o sin arabinosa 10mM.

Se procedi6 a inocular los matraces Erlenmeyer y medir la D.O.g09 desde un
T=0 hasta T=80 y la produccion de IAA segun el método Salper.

Para la determinaciéon del AIA se tomaron 4ml de medio, los cuales se
centrifugaron a 4000rpm a 4° C. A 3ml de sobrenadante y se le afiadieron 2ml de
reactivo de Salper y se incubo en oscuridad a temperatura ambiente durante 30
min. La mezcla se determind en el espectrofotometro a 535nm.

10. Actividades Enzimaticas en suelo

10.1. Determinacion de AlA en suelo (Woéhler, 1997)

Se tomd una alicuota de 1g de suelo problema para la determinacion y en
paralelo se tratd otro como blanco. Se afiadieron 3ml de tampon fosfato y 2ml de
triptofano 1% (excepto a los blancos). Se incubd en bafio con agitacion a a 37°C
durante 20h. Pasado ese tiempo, se le afiadieron 2ml de triptofano a los blancos. A
todas las muestras se le anadieron 1ml de Ac. Tricloroacético al 5% y 0.5ml de
CaCl2 0.5M. Se centrifugd durante 10min a 4000 rpm. Se tomaron 3ml de
sobrenadante y se afiadieron 2ml de solucion Salper. Se agitdé en vortex y se
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incubd durante 30min en oscuridad. La mezcla se determind en el
espectrofotometro a 535nm. A los valores obtenidos se les restd la lectura del
blanco correspondiente.

Curva patron:

ppm AIA  Solucién madre IAA  Reactivo de Salper  H20

0 ppm - 2ml 3ml
2.5 ppm 0.375ml 2ml 2. 625ml
5 ppm 0.75ml 2ml  2.25ml
10 ppm 1.5ml 2ml 1.5ml
20 ppm 3ml 2ml -

Reactivo de Salper:
98ml Ac. Perclorico 35%; 2ml FeClI3 0.%M

10.2. Actividad deshidrogensa

Para la determinacion de la actividad SDH se pesa 1 g de suelo en tubos de
vidrio con rosca especificos para esta actividad. Se ha de pesar un blanco para
cada muestra.

A todas las muestra se le afiaden 0,2 ml de agua destilada, 0,2 ml de lodo
Nitro Tetrazolio (INT) al 0,4% menos a, los blancos que se les afiaden 0,2 ml de
agua destilada.

A continuacioén las muestras se incuban durante 20 horas a 20° C en oscuridad.
Tras la incubacion se afiade a todas las muestras 5 ml de la mezcla extractora
(tetracloroetileno:acetona; 1:1,5). Tapar y agitar en vortex durante 1 min.

Centrifugar a 4000rpm durante 10 minutos.

Se toman 2,5ml del sobrenadante con cuidado de no tomar la fase acuosa.

El sobrenadante extraido se diluye 1:2 en la mezcla de extraccion y se mide en
cubeta de cuarzo a 490nm.

Los resultados se expresan en pg INTF g'h™.

Preparacion de la curva

Preparar una curva con una solucién patron de INTF de 100 ppm y se
preparan sucesivamente diluciones de 60, 40, 20, 10, 5y 0 ppm
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10.3. Actividad S-glucosidasa

Se toman 0.5 g de suelo en tubos de pléstico con tapén y se pesa un blanco
para cada una de las muestras.

Como sustrato de la reaccion se utiliza 4-Nitrophenil-B-D-glucopiranoside
(PNG) 50 mM.

A cada muestra se le afiaden 0.5ml de PNG y 2ml de tampon maleato pH 6,5.
A los blancos se les afiade solo el tampdn maleato.

Tanto las muestras como los blancos se incuban en bafio de agua durante 2
horas a 37 °C. Una vez finalizada la incubacion a los blancos se les afiaden 0.5 ml
de PNG.

Posteriormente se anaden 0.5 ml de C12Ca 0.5 M y 2 ml de NaOH.

Agitar en vortex y centrifugar a 3500 rpm durante 10 min.

El sobrenadante se mide en espectrofotoémetro a 398nm.

Los resultados se expresan en ug de PNP/g h.

Tampon maleato (0.1 M pH 6.5)*

Soluciéon A: 0.1 M de solucion de acido maleato sddico (4 g de NaOH + 11.6 g de Ac. Maléico en
1000 ml de H20).

Solucion B: 0.1 M NaOH (4 g de NaOH en 1000 ml de H20).

(*)50mlde A+39mlde B+ 111 ml de H20

10.4. Actividad fosfatasa

Se pesan 0.5 g de suelo en tubos de plastico con tapén y se pesa un blanco
para cada muestra.

Como sustrato de la reaccion se usa P-nitro fenil fosfato (PNPP) 0,115 mM.

A cada muestra se le anade 0,5 ml de PNPP + 2 ml de tamp6n maleato pH 6,5.
A los blancos se les afiade s6lo el tampdn maleato.

Tanto las muestras como los blancos se incuban en bafno de agua durante 2
horas a 37 °C. Una vez finalizada la incubacién a los blancos se les afiaden 0.5 ml
de PNPP .

Posteriormente se afiaden 0.5 ml de C12Ca 0.5 M y 2 ml de NaOH.
Agitar en vortex y centrifugar a 3500 rpm durante 10 min.

El sobrenadante se mide en espectrofotometro a 398nm.

Los resultados se expresan en ug de PNP/g h.
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Curva de PNP.
Se prepara una solucion de 1000 ppm de 4-nitrophenol (PNP).
Se hacen las siguientes diluciones para la curva 5, 10, 20, 30, 50, 100 y 200.

ppm- H,O ml sol. 1000 ppm

PNP
0 5 0
5 4.75 0.25
10 4.5 0.5
20 4 1
40 3 2
80 1 4

11. Analisis estadistico de los resultados

El andlisis estadistico de los datos se realizO mediante el analisis de la
varianza (ANOVA) de una via y un test de media de Duncan a un nivel de
significacion del 95%. Las letras diferentes presentadas junto a los valores indican
diferencia significativa entre los tratamientos.

Los valores porcentuales se transformaron en su arcoseno para su tratamiento

estadistico.
Las barras de error presentadas en las figuras corresponden al Error Estandar.
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I. Propiedades basicas de los in6culos de Azospirillum

III. RESULTADOS

1. Propiedades basicas de los indculos de Azospirillum

En este Capitulo se presentan los experimentos disefiados para investigar las
propiedades basicas de los indculos de Azospirillum y algunos de los efectos
primarios que estas bacterias ejercen sobre la planta. Dentro de la tematica comun
de estos ensayos, es obvio que exista cierta diversidad. Es por ello que se
presentan sistematizados como sigue:

1.1.  Capacidad para establecimiento y recuperacion de Azospirillum
inoculados en raices de maiz y trigo

12.  Capacidad para producir AIA in vitro. Uso de un inductor del gen ipdC y
un precursor de AIA

1.3.  Efectos sobre la longitud radical y colonizacién micorricica

En cada caso se exponen sub-capitulos de Introduccién, Materiales y
Me¢étodos, Resultados y Discusion especificos.

1.1. Capacidad para establecimiento y recuperacion de Azospirillum
inoculado en raices de maiz y trigo

1.1.1. Introduccion

Es obvio que la persistencia de un microorganismo en la rizosfera es crucial
para que éste ejerza las funciones para la que ha sido introducido. El
microorganismo inoculado para un proposito determinado debe continuar en la
rizosfera en nimero de células y tiempo suficientes que permitan ejercer su efecto.
Por lo general, al introducir un microorganismo en la rizosfera, la poblacion
tiende a disminuir debido a las condiciones en las que se encuentra asi como a la
competicion con otros microorganismos rizosféricos que ya se encuentran
establecidos. Las caracteristicas del microorganismo son criticas para la
supervivencia en la rizosfera. Azospirillum es un género adaptado a numerosos
medios edaficos y asociado a multitud de cultivos. La versatilidad del género se
debe a la capacidad que tiene de usar diferentes compuestos carbonados y a la
capacidad de formar quistes para resistir las condiciones adversas.

Si un microorganismo ha sido modificado para incrementar una caracteristica
beneficiosa, el resto de caracteristicas de la cepa original, deben quedar intactas (o
en su caso mejoradas) en la cepa modificada. Las caracteristicas de la cepa
silvestre en cuanto a establecimiento y persistencia en la rizosfera deben
mantenerse en la cepa GM para mantener las caracteristicas de promocion del
crecimiento vegetal y competitividad con otros microorganismos (Tang et al.,
1995).
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En diversos ensayos de campo se ha comprobado que el nimero de células de
PGPR aplicadas como indculo es vital para producir el efecto de promocion del
crecimiento de la planta (Boddey & Dobbereiner, 1988), aunque las cifras
recomendadas varian considerablemente en la bibliografia disponible. Asi,
Azospirillum sp. Ha sido inoculado en concentraciones que varian desde 108 ufc
por semilla (Weller & Cook, 1986; Okon et al., 1988; De Freitas & Germida,
1991; Di Ciocco & Rodriguez-Caceres, 1994; Fages, 1994; Tran Van et al., 2000)
a incluso 109 ufc por semilla (Paredes-Cardona, 1988; De Freitas & Germida,
1990; Fallik & Okon, 1996; Lalande et al., 2002;). El nimero de células a
inocular se torna critico al tener en cuenta que un exceso puede ser perjudicial
para la germinacion de la semilla o crecimiento de la planta (Chanway, 1997). Se
ha visto que el efecto promotor del crecimiento se ejerce incluso con bajas
concentraciones bacterianas y que el establecimiento inicial en la semilla por
adhesion a ella, juega un papel incluso mas importante que la persistencia en el
suelo del in6culo (Jacoud et al., 1998).

El objetivo de este experimento es averiguar la persistencia en la rizosfera de
las cepas de Azospirillum sp. utilizadas como indculo. Esta informacion es
fundamental cuando se trata de un microorganismo genéticamente modificado
(GM). Concretamente, se tratd de averiguar la persistencia de los indculos GM y
WT para, junto con los datos obtenidos en el experimento efectividad de
inoculante, proceder a la seleccion de la bacteria GM con la que seguir trabajando.

1.1.2. Material y métodos

Para el seguimiento de los inoculos se han utilizado tanto técnicas clésicas de
recuperacion de bacterias, por diluciéon y siembra en placa, como técnicas
moleculares, basadas en la amplificacion por PCR.

Se diseid un ensayo proceder a la recuperacion de los indculos de A.
brasilense Sp245 WT, GM 5002 y GM 5005 y se utilizaron plantas de trigo y
maiz.. Se emplearon macetas de 1 L de capacidad que contenian 1 kg de suelo (1,
Material y Métodos general). Se sembrd una semilla por maceta y se inoculd con
una suspension de 5x10° de cada una de las cepas. Se prepararon 63 macetas para
cada una de las plantas que permitieron realizar 7 cortes, utilizando tres
repeticiones para cada uno de los tiempos de corte.

Recuperacion de los inoculantes

Una vez obtenidas las raices se elimino el exceso de suelo adherido, se tomo
una muestra de raiz de peso conocido de cada planta Las aliquotas de raiz se
sumergieron en 50ml de solucién Ringers estéril, se dejaron en agitacion durante
30min y se mantuvieron en un bafio de sonicacién durante 1 min. Posteriormente
se realizaron diluciones seriadas y sembraron en placas que contenian un medio
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selectivo. La recuperacion de inoculos se realizé mediante la siembra en medio
semiselectivo NfB libre de nitrogeno (Day & Dobereiner, 1976) suplementado
con cicloheximida 100pg/ml con los antibidticos apropiados en caso necesario y
Rojo Congo.

Las placas sembradas se incubaron a 28°C durante 5 dias. Una vez
transcurrido este tiempo, se determind el numero de unidades formadoras de
colonias (ufc) del microorganismo en cuestion y los resultados obtenidos se
refirieron a gramo de peso seco de raiz.

Identificacion de las cepas

Las colonias de Azospirillum crecidas con Rojo Congo se distinguen por
presentar color rojo escarlata, pero debido a que la cepa WT Sp245 no se puede
seleccionar con la presion de un antibidtico, se procedié a analizar las colonias
obtenidas en este tratamiento mediante ARDRA (Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analisis) (Russo et al., 2005). Las colonias se resuspendieron en 75ul
de H,O mQ estéril mediante vortex y se calentaron a 100 °C durante 10 min. La
amplificaciéon de subunidad 16S rDNA se realizd6 usando los primers 27F y
1495R. Para la PCR se emplearon 5ul de lisis de la colonia y se utilizd un
programa estandar. Para la restriccion de los productos de PCR se emplearon las
enzimas Alul y Rsal. La mezcla de reaccion se realizé con 5ul de producto de
PCR en un volumen final de 20ul. El volumen total de la restriccion se corrid en
gel de agarosa al 2% en TBE.

Dado que las dos cepas GM presentan un patréon de restriccion igual al de la
cepa silvestre y para cerciorase de que dichas cepas recuperadas no habian
perdido el plasmido donde se encuentra incluido el promotor correspondiente con
el gen ipdC, se emplearon cebadores especificos para cada una de las cepas. Para
la identificacion de las cepas genéticamente modificadas se dispone de parejas de
cebadores especificos que amplifican especificamente los promotores que lleva
cada una de las cepas GM (Tabla 5, Material y Métodos general).

1.1.3. Resultados

La recuperacion de los indculos tanto en plantas de maiz como de trigo, reveld
que las poblaciones microbianas sufren un brusco descenso con el tiempo. Sin
embargo estas se mantienen en unos niveles basales en la raiz de dichas plantas
(Fig. 1.1). La amplificacion y restriccion de la subunidad 16S del ADNr permitid
la identificacion de las cepas recuperadas (Fig. 1.2). Partiendo de la inoculacion
de 5x10° ufc sobre la semilla pregerminada, la poblacién de bacterias inoculadas
va disminuyendo hasta la 5* semana de la inoculacidn, cuando se estabiliza este
descenso y se mantiene en valores que rondan 10* ufc/g de raiz. La evolucion de
las tres cepas fue similar entre ellas, observandose solamente un brusco descenso
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en la cuarta semana de cultivo en las plantas de trigo aunque en los posteriores

muestreos se igualaron.

La estabilidad de los plasmidos portadores del gen ipdC se pudo controlar
gracias a los cebadores disefiados especificamente para cada una de las cepas (Fig.
1.3). A lo largo del tiempo, las cepas GM mantuvieron los plasmidos, algo
esperado por derivar estos del pLAFR3, usado comunmente en Azospirillum

(Vande Broek et al., 1999).

Recuperacién inéculos recuperacion de indclos
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Figura 1.1: Recuperacion de los indculos de Azospirillum en raices de trigo y maiz.
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Figura 1.2: Restriccion enzimatica de productos de PCR (27f y 1495r) amplificados de
colonias recuperadas del suelo. Calle 3, 7y 11 corresponden a la cepa original. Calles3-6

restriccion por Alul, calles 7-10 a Rsal y 11-14 restriccion por ambas enzimas.
Marcadores: PGEM y Scala2.
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Figura 1.3: Gel de agarosa al 1.2% de productos de PCR.(A) Amplificacion de 2kb con
los primers Azo0238/Az0239 (calle 1) y 2kb Vknpt0l/Dpipdc2As (lane 2)
correspondientes al fragemento Pnptll-ipdC in pFAJ5002. Amplificacion de 2.2kb con los
primers Azo211/Dpipdc2As (linea 3) y Azo211/Az0239 (linea 4) de parte del promotor
sbpA y del gen completo ipdc en pFAJ5005. (B) amplificacion de 300pb del promotor
Pnptll con las parejas de primers Vknpt01/Vknpt02 (calle 1) y Azo238/Vknpt02 (calle 2).
A la derecha de cada calle se encuentran los respectivos controles negativos. Marcador
PGEM DNA.

1.1.4. Discusion

Las bacterias inoculadas no siempre encuentran un nicho vacio donde
establecerse y sobrevivir, esto solamente ocurre en casos donde se inocula sobre
suelo estéril, una condiciéon que no se da en la naturaleza). Los inoculos deben
competir con la microflora autdctona que estd mejor adaptada a las condiciones de
crecimiento edaficas y climatoldgicas particulares. La inoculaciéon de una alta
concentracion de bacterias puede llegar a producir un efecto adverso, inhibiéndose
el crecimiento de la planta o incluso la no germinacion de la semilla. La aplicacion
de una concentracion inicial de 5x10° UCF/ml a cada semilla no mostrd un efecto
negativo sobre la germinacion de las semillas de trigo y de maiz e incluso se
probo la aplicacién de una concentracion de 10° UCF, con el mismo resultado,
concentracion que fue aplicada en los restantes experimentos.

La evolucioén del indculo observada se corresponde con la expuesta por Russo
et al., (2005) donde tras la inoculacion de 10°UFC de estas cepas sobre plantas de
trigo, se realizd la recuperacion de los inoculantes obteniéndose resultados
similares a los aqui presentados, aunque una tltima recuperacion en la 12* semana
se obtuvieron valores de 10 UCF/g seco de raiz. Probablemente en el caso aqui
planteado, la cantidad de in6culo recuperado evolucionaria de forma similar, es
decir, una disminucion durante las primeras semanas tal y como se ha observado y
un posterior mantenimiento de la poblacion a niveles basales que incluso podrian
encontrarse por debajo de 10° UFC/g seco de raiz. La disminuciéon de las
poblaciones de PGPR inoculadas ha sido descrita por Jacoud et al., (1998)
observando que aunque el descenso de células sea importante, la cantidad residual
es suficiente para ejercer su efecto durante la temporada de cultivo. La capacidad
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de persistir en el suelo durante el invierno es importante cuando se emplean las
PGPR en climas frios. Se ha visto que algunas especies de Pseudomonas son
capaces de resistir el invierno en un niamero suficiente como para ejercer efecto en
trigo de invierno (De Freitas y Germida, 1990), aunque en el caso de Azospirillum
se ha observado una baja supervivencia en suelos frios.
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1.2. Capacidad para producir AlA in vitro. Uso de un inductor del
gen ipdC y un precursor de AIA

1.2.1. Introduccion

El efecto estimulador en la planta ejercido por Azospirillum se ha atribuido a
varios mecanismos que incluyen la fijacion bioldgica de N y la produccion de
hormonas, fundamentalmente auxinas. Las cantidades de N que es capaz de fijar
no se consideran cuantitativamente importantes, por lo que la fijacion de N no se
considera que influya practicamente en esta respuesta (Lethbridge et al., 1982;
Giller & Day, 1985; Boddey et al., 1986; Okon & Kapulnik, 1986; Bremner et al.,
1995; Glick, 1995; Steenhoudt & Vanderleyden, 2000) por ello las
investigaciones se han centrado en los efectos basados en la produccion de
fitohormonas. En sobrenadantes de cultivos de Azospirillum se han detectado tres
tipos de sustancias promotoras del crecimiento, auxinas, citoquinas y giberelinas,
(Tien et al., 1979; Reynders & Vlassak, 1979; Bottini et al., 1989) aunque
cuantitativamente las mas importantes son las auxinas y concretamente el AIA
(Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

Se observo que la inoculacion de Azospirillum produce una alteracion en la
morfologia radical de la planta, respuesta que se atribuy¢ a la produccion del AIA
(Okon & Vanderleyden, 1997, Ona et al., 2005). La produccion de esta
fitohormona va a dar lugar a un mayor desarrollo del sistema radical, pudiendo
afectar tanto a la morfologia como a la arquitectura del mismo, y a la fisiologia de
la planta. Esto puede tener consecuencias tanto sobre el desarrollo de la planta
como sobre la formacion y funcidén de la MA, lo cual indirectamente va a implicar
un beneficio para la planta (Linderman, 1992; Barea et al., 2005).

Las fitohormonas secretadas por Azospirillum podrian estimular la
susceptibilidad de la planta a la micorrizacion, la germinacion de las esporas o el
desarrollo del micelio, lo cual aumenta, en definitiva, la posibilidad de contacto
entre las planta y el hongo, incrementando asi los niveles de colonizacion radical
por parte del hongo MA (Balota et al., 1995).

Se han descrito diferentes mutantes de Azospirillum afectados en la
produccion de AIA, sin embargo, todos producen cantidades residuales de esta
auxina, lo que demuestra que en Azospirillum existen al menos dos vias generales
para la sintesis de la misma, una dependiente de triptéfano y otra independiente de
este aminoacido (Hartmann et al., 1983; Abdel-Salam & Klingmiiller, 1987)..

El triptéfano (Try) se ha considerado precursor del AIA, ya que se ha
observado que su adicion a cultivos de Azospirillum incrementa los niveles de
produccion de auxina (Costacurta & Vanderleyden, 1995). Se han descrito
diversas de vias de sintesis de IAA a partir de Try en bacterias (Figura 1.4). De
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estas, hay tres vias principales para la sintesis de AIA: la via del 4cido indol-3-
pirtvico (IPyA), la via indol-3-acetamida (IAM) y la via de la triptamina (TAM)
(Costacurta & Vanderleyden, 1995; Steenhoudt & Vanderleyden, 2000). Los
genes mencionados en la Figura 1.4 han sido aislados y caracterizados en A.
brasilense (Steenhoudt & Vanderleyden, 2000).

Cada una de estas vias es usada mayoritariamente por diferentes especies
bacterianas, asi, Enterobacter cloacae usa preferentemente la via IPyA,
Pseudomonas syringae la via IAM mientras que P. fluorescens usa directamente
el Try evitando el paso de la IPyA y convirtiéndolo directamente en Indol-3-
acetaldehido, el cual pasa posteriormente a AIA. En Azospirillum se han descrito
todas estas vias, habiéndose sugerido que el 90% de la producciéon de AIA
procede de la via independiente de Try cultivado en medio minimo, mientras que
en presencia de Try la via dependiente se convierte en la mas efectiva. Se ha
asumido que la sintesis bacteriana de AIA es el resultado de la via de
detoxificacion del Try (Bar & Okon, 1992; Lebuhn et al., 1997; Zakharova et al.,
1999) no existiendo otra via alternativa en A. brasilense para su degradacion
(Lebuhn, & Hartmann, 1994).

Mediante el uso de un mutante en el gen ipdC se observo que la sintesis de
AIA disminuia a menos de un 10% de lo que producia la cepa silvestre, lo que
indica que la IPyA descarboxilasa es una enzima clave en la biosintesis del [AA
en esta bacteria (Prinsen, et al., 1993). Este hecho ha situado al gen ipdC como
objetivo de las actuales modificaciones genéticas en el campo de la sintesis de
IAA por el género Azospirillum.

Se ha visto que este gen se encuentra regulado por AIA y por otras auxinas
como el acido 1-naftalenacético y clorofenoxiacidos (Vande Broek et al., 1999).
Los resultados de campo obtenidos tras la inoculacion de Azospirillum han sido a
veces inconsistentes (Bashan, 1998), lo que sugiere que la biosintesis bacteriana
de AIA puede verse drasticamente afectada por factores medioambientales. Se han
descrito un ntimero considerable de factores, aunque no se ha definido claramente
su papel en la biosintesis de AIA. Asi, Ona et al., (2005) hacen referencia a
algunos de los factores que influyen en la expresion de ipdC como la
concentracion de O, y la disponibilidad de C.
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Figura 1.4. Ruta de biosintesis para la produccion de triptéfano y acido indol-3-acético en A.
brasilense. IAM, indol-3-acetamida; IpyA, acido indol-3-piruvico; IAAId, indol-3-
acetaldehido; AIA, acido indol-3-acético; X, precursor desconocido; As, antranilato sintasa;
TMO, triptofano-2-monooxigenasa; AAT, dcido amino aromatico aminotransferasa.

I

La adicion de sobrenadantes de cultivos de Azospirillum libres de células a
cultivos hidropdnicos de arroz incrementa la longitud radical, la superficie radical,
el peso seco de las raices y el desarrollo tanto de raices secundarias como de pelos
radicales con respecto a controles no inoculados, tipicos efectos de las auxinas
presentes en tales sobrenadantes. Mayores concentraciones de estos sobrenadantes
inhiben fuertemente los efectos anteriormente descritos a la vez que causan la
aparicion de tumores en las raices (El-Khawas & Adachi 1999; Bashan et al.,
2004). Resultados similares se han obtenido al aplicar estos sobrenadantes en soja
(Molla et al., 2001b). La inoculacion de trigo con A. brasilense Sp245 y Sp5
muestra un descenso en la longitud radical mientras que aumenta la formacion de
pelos radicales. El efecto sobre la morfologia radical se ve reforzado al afiadir Try
y estos efectos se han reproducido al sustituir el cultivo bacteriano por
concentraciones adecuadas de AIA (Dobbelacre et al., 1999 en Bashan et al.,
2004).

Las modificaciones genéticas que se estan estudiando en el presente trabajo
doctoral, afectan a la sintesis de AIA. La presencia de exudados radicales y de sus
componentes, produce en la bacteria seleccionada (PFAJ5005) la activacion del
promotor SbpA (Van Bastelaere et al., 1999) que induce la expresion del gen
ipdC.
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La via de sintesis mayoritaria de AIA en Azospirillum es la via del IPyA
descarboxilasa, enzima codificada por el gen ipdC y que utiliza el triptéfano como
sustrato. Por ello, para la determinacion de la produccion de AIA en cultivo se han
empleado tanto triptéfano como arabinosa, un componente de los exudados
radicales que se ha demostrado que es reconocido por el promotor SbpA (Van
Bastelaere et al., 1999).

1.2.2. Material y métodos

Disefio experimental

Las cepas de Azospirillum se hicieron crecer en presencia o no de Try a una
concentracion de 100pug/ml con o sin exudados radicales de maiz en una
concentracion del 10%. El cultivo se efectud en matraces Erlenmeyer toméandose
muestras cada 2h para determinar la D.O. desde un T=0 hasta T=40 y la
produccion de AIA segin el método Salper.

Ante la posibilidad de que los exudados radicales no ejercieran efecto sobre la
produccion de AIA, debido a que los compuesto responsables no se encuentren en
las concentraciones adecuadas para el aumento de la de la expresion del gen ipdC,
se desarroll6 el experimento sustituyendo los exudados radicales por arabinosa a
una concentracion 10mM (Van Bastelaere, 1999). Se utilizo6 el medio LB*
suplementado o no con Try y/o arabinosa.

1.2.3. Resultados

Todas las curvas de crecimiento, tanto la WT como la GM presentan un
maximo de crecimiento aproximadamente a una D.O. 1.8, correspondiéndose ésta
a 10° UFC (Figura 1.6).

Los exudados radicales no ejercieron un efecto determinante en la produccion
de AIA, sin embargo se observa que en presencia de Try se produce un claro
incremento en la sintesis de la auxina (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Sintesis de AIA en cultivos de Azospirillum suplentados o no con try y/o
exudados radicales.

También la presencia de arabinosa en el medio afecto la sintesis de AIA en los
cultivos bacterianos. En cualquier caso, se demuestra que la ausencia de Try en el
medio es el factor limitante en la produccion de AIA. Cuando no se adiciona Try
al medio, ninguna de las bacterias respondio significativamente en cuanto a
produccion de AIA.

En presencia de Try, sin adicion de arabinosa, el comportamiento de GM se
asemeja al de la WT. Cuando se adiciona arabinosa, siempre en presencia de Try,
se induce la expresion del gen ipdC y por tanto la sintesis de AIA. En todos los
casos, GM produce mayor cantidad de AIA que su control WT correspondiente
(Figura 1.7).
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Figura 1.6: Curva de crecimiento en cultivos adicionados o no con Try y/o arabinosa.
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Figura 1.7: Curva de crecimiento y produccion de AIA en cultivos adicionados o no con Try
y/o arabinosa.

1.2.4. Discusion

La adicion de exudados radicales de maiz a cultivos de Azospirillum no
mostr6 cambios en la sintesis de AIA entre las cepas WT y GM. Ambas cepas
tuvieron un comportamiento similar. Esto puede ser explicado por la composicion
de los exudados radicales. Estudios de expresion génica llevados a cabo por Van
Bastelaere et al., (1999), sobre SbpA, revelan un incremento cuando la
concentracion de azucares (D-galactosa, D-fucosa o L-arabinosa) se adiciona al
medio. Este incremento de la expresion tiene lugar cuando los cultivos se
encuentran en la fase estacionaria de crecimiento. La concentracion de estos
azucares es decisiva, conforme aumenta la concentracion los niveles de expresion
son mayores. Por otro lado, la disponibilidad de C también afecta, asi, la
expresion se incrementa cuanto menor es la cantidad de C disponible. Se ha
observado que la adicion de exudados radicales tiene un efecto similar al
producido por la adicion de D-galactosa 10uM (minima concentracion empleada).

En este estudio, la produccion de cantidades similares de AIA en ambas cepas
en presencia o no de exudados radicales (Figura 1.5), hace pensar que la
concentracion de azucares presentes en el medio de cultivo, ademas del hecho de
haber empleado un medio de crecimiento rico, no es suficiente para incrementar la
expresion del gen ipdC y en consecuencia la sintesis de AIA.

Para determinar este efecto, se repitio el experimento adicionando L-arabinosa
10mM, concentracion que incrementa la expresion (Van Bastelaere et al., 1999).
Al igual que en el caso anterior, la sintesis de AIA en ausencia de Try no se ve
afectada por la adicion o no de arabinosa. Al incluir arabinosa a los cultivos
suplementados con Try, la produccién de AIA se increment6 en ambas cepas. El
maximo valor fue producido por la cepa GM. Esto concuerda con los resultados
anteriormente descritos. Aunque el estudio realizado por Bastelaere y
colaboradores se referia a la proteina SbpA, es de suponer, que ya que el promotor
que controla la sintesis de esta proteina se ha introducido en la bacteria GM 5005
delante del gen ipdC, habra un incremento en la expresion del gen, y por
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consiguiente, como se observa, un aumento (aunque no muy elevado), en la
sintesis de AIA.

- 65



I Propiedades basicas de los indculos de Azospirillum

1.3. Efectos sobre la longitud radical y colonizacion

1.3.1. Introduccion

En el apartado 1.2 de este capitulo se hace referencia al efecto de la
inoculacion con Azospirillum sobre la estructura radical. Este efecto, debido a la
produccion de AIA, hace incrementar el numero de raices laterales y la densidad
de pelos radicales que a su vez favorecen la absorciéon de nutrientes (Okon &
Kapulnik, 1986). A su vez, este cambio en la morfologia puede afectar a los
microorganismos asociados a la rizosfera, entre los que se encuentran los hongos
MA. Igualmente, la formacién de MA puede afectarse debido a los cambios en
diversos aspectos de su fisiologia y ciclo vital debido a los cambios tanto
cualitativos como cuantitativos de los exudados radicales. Por otra parte, el
incremento de la superficie radical por el desarrollo de las raices secundarias es
otro de los factores que pueden influir en las MA

1.3.2. Material y Métodos

Disefio experimental

Para este ensayo se emplearon macetas de 1 L que contenianl kg con suelo
natural. Se plantd una semilla por maceta y cada tratamiento consistié en 4
repeticiones por cosecha y planta. Los tratamientos microbianos consistieron en la
inoculacién de las cepas WT, GM 5005, CRT1 y un control sin inocular (punto 4
de Material y Métodos general). Dando lugar a 60 macetas para cada especie
vegetal.

Las semillas se inocularon como se describe en el punto 4 de Material y
Meétodos general. La primera determinacion se realizo a los 7 dias después de la
siembra cuando las plantas se encontraban desarrollando la segunda hoja y donde
se contd el numero de puntos de entrada de los hongos MA por sistema radical
completo (6.5, Material y Métodos general). La longitud radical de las plantas de
2 semanas se determind por medio de un curvimetro sobre una fotocopia de la
raiz.

Determinacion de la longitud radical en plantas de 5 semanas:

Para determinar la longitud radical de las plantas se procedio a extraer la raiz y
extenderla sobre un fondo negro. A continuacion se fotografid y la imagen digital
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se edit6 en Adobe Photoshop (Figura 1.8). Varios fragmentos de raices
secundarias de longitud conocida se fotografiaron y se determino el nlimero de
pixeles por cm de raiz que ocupaban. De la misma manera se seleccionaron los
sistemas radicales completos y se determind la longitud del sistema radical en
funcién del numero de pixeles que ocupaban. La variacion en la longitud radical
viene determinada por las raices secundarias ya que la diferencia en la longitud de
las raices primarias en los diferentes tratamientos se observd que no era
significativa. Para llegar a esta conclusion los sistemas radicales se extendieron y
fotocopiaron. Con ayuda de un curvimetro se midi6 la longitud de las raices
primarias observdndose que no existia diferencia significativa entre los
tratamientos

Figura 1.8: Fotografia y digitalizacion de los sistemas radicales para la determinacion del
numero de pixeles y su extrapolacion a longitud radical. (A) control; (B) WT; (C) GM; (D)
CRTI.

1.3.3. Resultados

Todos los tratamientos presentaron colonizacion por hongos MA, presentando
valores similares respecto al nimero de puntos de entrada por sistema radical
completo tanto en plantas de maiz como en plantas de trigo. En la siguiente
cosecha, a las 2 semanas, se observo un incremento en la colonizacion de las
plantas de maiz en los tratamientos inoculados con Azospirillum
independientemente de la cepa empleada. Esta diferencia entre tratamientos se
observo en el altimo corte a las 5 semanas (Tabla 1.1). En las plantas de trigo las
diferencias no se observaron hasta el ultimo corte, donde los tratamientos con
Azospirillum presentaron un incremento en la colonizacion aunque fue la cepa WT
Sp245 la que increment?6 significativamente la intensidad de colonizacion.
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Ptos. entrada raiz' % Micorrizacién

Maiz 7 dias 2 semanas 5 semanas
NI 17,39 a 48,52 b 75,65b
WT 18,45 a 70,43 a 85,72 a
GM 5005 20,30a 69,46 a 83,42 a
CRT1 16,93 a 62,36 a 91,33 a
Trigo

NI 34a 7.7a 32,6b
WT 32a 82a 4412 a
GM 5005 35a 73a 39,26 ab
CRTI1 3,la 9,la 41,82 ab

Tabla 1.1: Puntos de entrada y porcentaje de micorrizacion de raices de maiz y trigo
inoculadas con Azospirillum a los tres tiempos de corte.

A los 7 dias de la inoculacion, ni el trigo ni el maiz presentaron diferencia
alguna entre tratamientos en cuanto a la longitud de la raiz.

La raiz principal de las plantas a las 2 semanas no present6 diferencias en
cuanto a la longitud, mientras que las raices de 2° orden si se vieron afectadas en
el caso del maiz. Ninguno de los tratamientos con Azospirillum presentd
diferencias entre ellos. En maiz, mientras que las cepas GM y CRT1 mantuvieron
valores similares a los del control, la cepa silvestre Sp245 resultd
significativamente menor que el control. Respecto a la longitud radical total, se
observo que las plantas inoculadas con la cepa Sp245 presentaban valores
similares a los inoculados con las otras cepas pero inferiores a los del control no
inoculado. A las 5 semanas de crecimiento, los tratamientos inoculados con
Azospirillum presentaron una longitud radical total superior a los controles en
ambas plantas, siendo la cepa GM la que mas incremento la longitud en trigo.

cm 7 dias 2 semanas 5 semanas
Maiz Raiz 1* Raiz 2* Total

Control 7.32a 15,78 a 30,40 a 46,19a 1141,00b
WT 7,72 a 14,49 a 22,86 b 37,35b 1370,53 a
GM 6,99 a 14,80 a 27,19 ab  41,99ab 1300,08 a
CRT1 7,62 a 13,90 a 23,66 ab 37,56ab 1347,78 a
Trigo

Control 6,63a 163a 13,1a 29,4 a 1323,97 ¢
WT 6,27 a 17,2 a 12,8 a 30a 1785,01 b
GM 6,88a 154a 10,4 a 25,8 a 1978,35 a

CRTI1 5,92 a 19,6 a 13,5a 33,1a 1903,63 ab

Tabla 1.2: Longitud radical (cm) de maiz y trigo inoculados con Azospirillum a los tres
tiempos de corte.
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En el presente experimento se determind la capacidad de sintesis de AIA
debido a la actividad enzimatica de este suelo recuperado. La metodologia para la
determinacion de AIA en suelo viene recogida en el punto 10.1 de Material y
Métodos general.

Se obtuvieron los siguientes resultados.
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Figura 1.9: produccion de AIA en rizosfera de trigo y maiz inoculado con Azospirillum.

La produccion de AIA en suelo se ve afectado por el tratamiento inoculado
(Figura 1.9). Mientras que en el caso del maiz todos los tratamientos microbianos
incrementaron la produccion de AIA, en el caso de trigo este incremento con
respecto al control solo fue representativo con la cepa WT. El incremento en la
produccion de AIA no se vio reflejado en un incremento en la produccion de
biomasa ni de la parte aérea ni de la raiz, sin embargo si se observo que los
valores mas altos de AIA determinados en suelo corresponden a un aumento en la
longitud radical total tanto de maiz como de trigo. Los controles de las plantas de
trigo presentan los menores valores de longitud radical, que coinciden con la
menor produccion de AIA en suelo de estos tratamientos.

1.3.4. Discusion

Discusion longitud radical e infeccion MA:

El género Azospirillum se caracteriza por ser una PGPR y aunque el modo de
accion no se ha definido con exactitud, hasta el momento se asume que el
mecanismo principal por el cual promueve el crecimiento vegetal es la mejora en
la nutriciéon. Esto se debe al aumento del desarrollo radical provocado
principalmente por la produccion de auxinas (Okon, 1985). Los efectos
producidos por Azospirillum dependen de varios factores como la concentracion
inoculada, la especie vegetal, momento de la inoculacion y condiciones
ambientales (Okon and Kapulnik, 1986). La concentracién de inoculo aplicada
parece ser la adecuada para ejercer un efecto sobre las plantas, ya que un exceso
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en la concentracion inoculada provoca efectos no deseados como la disminucion
en el area o longitud radical. En general, la aplicacion de 10° a 10’ UFC por
semilla o planta es 6ptima (Okon y Vanderleyden, 1997).

En el primer andlisis de las plantas (7 dias), no se observo efecto sobre la
longitud radical en ninguna de las plantas. Sin embargo, al cabo de 2 semanas la
inoculacion si produjo efecto sobre la morfologia de las plantas. Este efecto se ha
visto en otros estudios realizados en tomate (Hadas & Okon, 1987), trigo
(Kapulnik et al., 1985; Okon and Kapulnik, 1986), maiz (Fallik et al., 1994) y
sorgo (Sarig et al., 1988). El efecto observado a las 5 semanas se corresponde con
los resultados presentados por otros autores (Hartmann et al., 1983; Kapulnik et
al., 1985).

El incremento sobre la longitud radical total debido al aumento en la longitud
de las raices secundarias, demuestra una correcta colonizacion inicial, ya que si no
se produce un establecimiento adecuado en la raiz, los efectos esperados por la
inoculacion, no se observarian (Hecht-Buchholz, 1998; Benizri et al., 2001).

En la inoculacion conjunta de Azospirillum y hongos MA se ha observado un
efecto positivo sobre plantas de trigo (Al-Nihidh et al., 1991), cebada (Negi et al.,
1990; Subba Rao et al., 1985) o maiz (Barea et al., 1983). Por otro lado, la planta
no es la unica que sufre un efecto. La presencia de un inoculante afecta a la
biologia y fisiologia del otro. Este interaccion puede ser positiva como se ha
descrito por Menze (1985) donde tras la inoculacion de Paspalum notatum vy
Panicium virgatum con Azospirillum y Glomus macrocarpum se observa un
incremento en la colonizacion del hongo por efecto de la bacteria. En otro estudio
llevado a cabo por Pakovsky (1989) en maiz, se describe un aumento en la
biomasa tanto intra como extrarradical del hongo MA.

Se ha sugerido que la capacidad de Azospirillum de incrementar el desarrollo
de los hongos MA en la rizosfera es debida a la produccion de sustancias
promotoras del crecimiento como las auxinas (Okon, 1985). Esto explicaria que
los mayores valores de sintesis de AIA en suelo y el aumento en la micorrizacion
se correspondan con los tratamientos inoculados con Azospirillum (Figura 1.9,
tabla 1.2).
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2. Efectos de la inoculacion de Azospirillum en
interaccion con poblaciones naturales de hongos MA

2.1. Efectos sobre el crecimiento vegetal, colonizacion y actividad
MA, la comunidad bacteriana de la rizosfera y actividades
enzimaticas del suelo

2.1.1. Introduccion

Como es sabido, muchas bacterias del suelo que viven asociadas a las
raices de las plantas contribuyen al desarrollo y crecimiento de estas, es decir,
actian como PGPR. Sin embargo, algunas de esas PGPR, que existen de forma
natural en la mayoria de los suelos, no siempre se encuentran presentes a niveles
significativos para ser eficientes. Este hecho justifica ciertas estrategias
biotecnoldgicas que pueden ser desarrolladas para optimizar los efectos de las
PGPR sobre las plantas, cual es el uso de inoculantes bacterianos.
Particularmente, uno de las PGPR “diana” son las especies de Azospirillum.

Se reconoce que los efectos beneficiosos de la inoculacion con
Azospirillum sobre el crecimiento y nutricion vegetal se deben a cambios en la
fisiologia y morfologia del sistema radical, lo que permite mejorar la adquisicion
de agua y nutrientes minerales por parte de la planta (Okon & Kapulnik, 1986;
Dobbelaere et al., 1999). Sin embargo, no se puede descartar que tales cambios en
la arquitectura y actividad del sistema radical, puedan afectar las poblaciones
microbianas autdctonas asociadas a la raiz, lo que podria afectar indirectamente a
la planta (Corich et al., 1995; Basaglia et al., 2003). Los avances en la biologia
molecular han permitido el desarrollo de nuevas técnicas para el estudio de
comunidades bacterianas. El estudio mediante el analisis RISA (rRNA Intergenic
Spacer Analysis), de la region IGS entre las subunidades pequefia (16s) y grande
(23s) se ha convertido en una herramienta muy 1til para su estudio (Ranjard et al.,
2001). El efecto de la inoculacion de Azospirillum sobre otras poblaciones que
componen la comunidad rizosférica ha sido poco estudiado, a pesar de la
repercusion que puede tener sobre los ciclos de nutrientes, salud vegetal etc...
Investigar dichos efectos se hace mas importante en el caso del uso de inoculantes
modificados genéticamente (Morrissey et al., 2002). Particularmente, el efecto de
la inoculacion de Azospirillum sobre los hongos MA adquiere un especial interés.

En el contexto de las interacciones de las PGPR y de los hongos MA
destacan la que conduce al establecimiento de una micorrizosfera funcional
(Barea et al., 2005). En efecto, las PGPR, ya estén presentes de forma natural o
sean introducidas como inoculante, puede afectar al desarrollo y actividad de los
hongos MA (Germida & Walley, 1996). Las poblaciones microbianas pueden
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interaccionar con los hongos MA de forma positiva o negativa (Gryndler, 2000).
Un efecto tipico es el ejercido por las bacterias denominadas “Mycorrhiza-Helper-
Bacteria” (MHB) capaces de estimular el crecimiento del micelio y/o mejorar la
formacion de la micorriza (Garbaye, 1994; Gryndler, 2000; Barea et al., 2004;
Johansson, 2004). Los microorganismos rizosféricos de tipo MHB producen
compuestos capaces de incrementar los niveles de exudados radicales o sintetizar
fitohormonas, lo que puede estimular el micelio fiingico en la rizosfera y facilitar
la penetracion del hongo en la raiz afectando al establecimiento de la micorriza
(Azcon-Aguilar & Barea, 1992).

Es de suponer que la manipulacion genética dirigida de determinadas
caracteristicas inherentes de un microorganismo, para dar lugar a cepas GM,
podria representar una mejora de sus efectos beneficiosos sobre la planta. No
obstante, es posible que la interaccion de ese organismo GM con otros
microorganismos que de forma natural habitan la rizosfera resulten afectados, por
lo que parece légico investigar dichos efectos indirectos. Dado que la formulacion
de inoculantes basados en organismos beneficiosos es una practica cada vez mas
frecuente, asi como la tendencia a utilizar microorganismos GM, es necesario
comprobar no solo el efecto que tienen sobre la planta sino sobre los
microorganismos beneficiosos con los que va a interaccionar. Esto es
particularmente relevante en el caso de los hongos MA.

Para investigar el impacto de cualquier factor, sea bidtico como abidtico,
sobre la formacion de las MA es preciso disponer de un método eficaz para
visualizar la colonizacién del hongo MA vy, particularmente, la vitalidad del hongo
en la raiz. Los procedimientos de tincidon de estructuras fungicas tales como los
basados en azul tripan, fuchina 4cida o el negro de clorozol, no son capaces de
distinguir entre las estructuras metabolicamente activas y las inactivas. En este
sentido, la presencia de determinadas actividades enzimaticas en el micelio
externo o interno del hongo puede ser util como marcador de la funcionalidad de
las MA (Gianninazi-Pearson et al., 1995). Estas actividades se ponen de
manifiesto por medio de las llamadas “tinciones vitales”. Dos de las mas
utilizadas son la que marca la succinato deshidrogenasa (SDH), enzima implicada
en el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos, que indica la vitalidad del hongo MA y la
actividad fosfatasa alcalina (ALP), implicada en la transferencia de P del hongo a
la planta (Smith & Dickson, 1991; Saito et al., 1993; Tisserant et al., 1993;
Guillemin et al., 1995; Boddington & Dodd, 1999; Van Aarle, 2001, 2005).

Existen diferentes métodos para la deteccion de la ALP. Tradicionalmente
se ha venido usando el método de tincion del Fast Blue RR Salt (Tisserant et al.,
1993) donde se aprecian los lugares donde existe actividad. Estudios recientes han
demostrado una mayor sensibilidad cuando se emplea el Sustrato ELF (Molecular
Probes) pudiendo observarse al microscopio de fluorescencia la actividad ALP
localizada en hifas intrarradicales y arbusculos (Van Aarle, 2001).

-72 -



II. Interaccioén entre Azospirillum y poblaciones naturales de hongos MA

Actividades enzimaticas del suelo: SDH, B-glucosidasa v fosfatasa

En los ultimos afios se ha incrementado el interés por el papel que
desempefian las enzimas del suelo como indicadores de la calidad del mismo. En
este sentido, el estado microbioldgico y bioquimico de un suelo puede afectarse
por el cambio en la composicion de las poblaciones microbianas, por lo cual se ha
propuesto como un indicador fiable y rapido del estado bioloégico de suelos, tanto
en sistemas naturales como en agrosistemas (Dick & Tabatabai, 1993b). La
determinacion de ciertas actividades enzimaticas, junto con el uso de parametros
agroquimicos tradicionales, parece ser uno de los mejores métodos para evaluar el
estado de la actividad microbiana del suelo y para comprender la respuesta del
mismo a diferentes practicas de cultivo, enmiendas o cambios ambientales
(Nannipieri et al., 1990). En cualquier caso hay que apuntar que ¢l analisis de
actividades enzimaticas concretas no refleja el nivel de actividad microbiana del
suelo, ya que las enzimas son especificas de un determinado sustrato y estan
relacionadas con reacciones particulares. Por tanto, la medida simultanea de varias
actividades enzimaticas en el suelo puede ser mucho mas valida e ilustrativa que
la determinacion de una sola actividad para estimar la actividad microbiologica
total del mismo y la dindmica de nutrientes, asi como la respuesta a practicas de
cultivo, estreses ambientales y cambios en las condiciones climaticas (Nannipieri
et a., 1990). En este sentido, Ceccanti et al., (1994), proponen ¢l uso de una
oxido-reductasa (deshidrogenasa) y de una serie de hidrolasas (fosfatasa y -
glucosidasa) para evaluar con precision y rapidez los efectos de diferentes
practicas de cultivo. Los resultados del estudio de estos grupos enzimaticos se
relacionan con diferentes propiedades del suelo: nivel de fertilidad bioldgica,
transformacion metabdlica de macrocompuestos en compuestos minerales simples
y presencia de nutrientes disponibles para la planta.

Actividad deshidrogenasa: es un factor de numerosas enzimas y funciona solo
intracelularmente (Nannipieri et a., 1990). Su actividad representa la energia
transferida a través de la cadena respiratoria. Por esta razén, la actividad
deshidrogenasa en suelo es un indice de la actividad microbiana global del mismo.
Actividad fosfatasa: la asimilacion del fosforo para las plantas depende en gran
parte de la mineralizacion que experimenten las diferentes fracciones de dicho
fosforo unidas a las formas organicas. Las enzimas fosfatasas son las encargadas
de hidrolizar el fosforo en forma organica (ésteres de fosfato) hasta formas
inorganicas, haciéndolo por tanto asimilable para las plantas. Esta es una enzima
inducible por su sustrato (Burns, 1982).

Actividad f-glucosidasa: La enzima B-glucosidasa estd involucrada en el
desarrollo del ciclo del carbono en el suelo, y se encarga de catalizar reacciones de
hidrolisis de cadenas no reducibles de b-D-glucésidos para formar b-glucosa. Esta
enzima refleja el estado de la materia organica en el suelo y todos los procesos
que tengan lugar en ella, desde mineralizacion hasta la humificaciéon (Hayano &
Tubaki, 1985). Esta es una enzima inducible por su sustrato (Burns, 1982).
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2.1.2. Material y Métodos especificos

Diseiio experimental, Material biol6gico y Determinaciones

En el proyecto ECO-SAFE se han disefiado dos modificaciones genéticas
por la que se han obtenido dos bacterias GM. De esta manera, el experimento que
se plantea tiene como objetivo, determinar cual de las dos bacterias debe ser
seleccionada para proseguir con los estudios en el marco del proyecto.

En este experimento se tratd de averiguar el efecto de los inoculantes GM
sobre la biomasa de plantas de trigo, colonizacidn, actividad y potencial residual
de propagulos de hongos MA. En vista de los resultados obtenidos y los
resultados de los otros miembros del Consorcio ECO-SAFE, se decidid con cual
de las dos cepas GM se continuaran los demas experimentos (A. brasilense
pFAJ5005)

El experimento se disend utilizando macetas de 3,3 L de capacidad que
contenian 3 kg con suelo provisto de los hongos MA naturalmente presentes en
ese suelo. Los tratamientos microbianos que se emplearon fueron A. brasilense Sp
245 (WT), A. brasilense pFAJ5002 (GM), A. brasilense pFAJ5005 (GM), A.
lipoferum CRT1 (WT) y un control No Inoculado (NI). El experimento consistio
en 7 repeticiones, con 5 plantas por maceta.

La planta experimental utilizada fue el trigo (Triticun aestivun var.
Rubino). Las semillas pregerminadas (2.1 de Material y Métodos General) se
transfirieron a las macetas con el sustrato. Se dispusieron en las esquinas de un
cuadrado imaginario y una plantula en el centro de la maceta. A continuacion se
afiadi6 el indculo microbiano segun se describe en 4.1 de Material y Métodos
General .

Las plantas se cosecharon a las 8 semanas de crecimiento. Una vez
cosechadas se determind el paso seco de la parte aérea y raices tras secar las
plantas a 65°C durante 48h. Inmediatamente después de extraer la raiz de la
maceta y pesarla, se tom6 una alicuota de la misma para proceder a la
determinacion de la actividad fosfatasa alcalina mediante el método de tradicional
(Fast Blue RR) y el método ELF (fluorescente) y de la succinato deshidrogenada
(hongo vivo). Esta alicuota se pesod y el dato se incluyd posteriormente en los
calculos de peso seco de la raiz. Tras pesar la raiz, se procedi6 a tomar una
porcién para la determinacion del % de micorrizacion mediante la tincion de las
estructuras fingicas intrarradicales con Azul Tripan.

El suelo rizosférico se recuperd y se empled para la determinacion del
potencial micorricico residual tras el cultivo del trigo. Esta determinacién se
realiz6 segin el método del Numero Mas Probable (ver 6.4 de Material y
Métodos).
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La metodologia de la determinacion de las actividades enzimaticas en
suelo se describe en el apartado 10 de Material y Métodos generales.

2.1.2.1.  Actividad Fosfatasa Alcalina (PAL)

La actividad fosfatasa alcalina se determind inmediatamente después de
extraer las raices de la maceta para evitar la pérdida de actividad. Se utilizo el
sistema ELF-97® (Molecular Probes). Para ello, se tomé una alicuota de cada raiz,
disponiéndolas individualmente en tubos ependorff de 1.5ml con tampén PBS -
Tween 20, pH 8 durante 10 min, para permeabilizar las muestras.Posteriormente
se realizaron 2 lavados con PBS durante Smin y a continuacion se montaron las
raices en un portaobjetos.

Para comprobar tanto el tiempo de incubacion como la dilucion mas
adecuada para la visualizacion de la reaccion ELF en las raices de trigo, se
procedié previamente a usar diluciones 1:10, 1:20, 1:30 y 1:40 durante 10, 30, 60
y 120 min.

Una vez montadas se anadi6 20ul/lamina del sustrato fluorescente durante
2 horas, en una relacion 1:30 de componente A (substrato fluorescente) y
componente B (buffer de deteccion), el cual se reconstituyd al momento de usarse.

Finalmente se lavaron cuidadosamente las raices, para asi eliminar el
precipitado fluorescente del sustrato.

2.1.2.2.  Succionato Deshidrogenasa (SDH)

La actividad SDH se determin6 de acuerdo con el procedimiento descrito
por Smith &Gianinazzi-Pearson (1990). Las raices se sumergieron en una
solucidn fresca que contenia 0.2M Tris-CIH, pH 7; 2.5M Succinato s6dico-6H,0,
4mg/ml de nitroblue (azul) de tretrazolio y SmM MgCl,. Los fragmentos de raices
se tifieron durante la noche a temperatura ambiente y finalmente se aclararon
durante 10-15 min. en una solucion al 3% de lejia comercial. Los fragmentos de
raiz se dispusieron en portas de la misma manera que las raices tefiidas con azul
tripan y se cuantificé el % de raiz que presentaba actividad.

2.1.2.3. Analisis RISA

El andlisis molecular se realiz6 sobre el ADN total extraido del suelo
rizosférico correspondiente a la zona de ramificacion, donde predominan los pelos
radicales proxima a la zona apical de la raiz.

El ADN se amplificé con los cebadores descritos en Tabla 3 de Material y
M¢étodos General. Se tomaron 20ul de producto de PCR que se cargaron en un gel
de arcrilamida-bisacrilamida (37:5) al 5%. EI gel se corri6 en 1x TBE durante 12h
a 60V y SmA. Los geles se tifieron con SYBR Green I segun las instrucciones del
fabricante. El patron de bandas resultante se digitalizé y el negativo de la foto se
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empled para generar una matriz para cada comunidad bacteriana. Los pardmetros
para generar dicha matriz fueron la presencia o no de banda y la intensidad de las
mismas. Las matrices fueron analizadas usando PCA (PCA, STATBOX software,
Grimmer Logiciels, 1997, Paris, France).

2.1.3. Resultados

2.1.3.1.  Efectos de la inoculacion de Azospirillum sobre la produccion de
biomasa por plantas de trigo

La inoculacion de Azospirillum incrementd significativamente la produccion
de biomasa (parte aérea) en las plantas de trigo, siendo CRTI la cepa mas
efectiva. Sin embargo la inoculacion no afectd significativamente el peso de la
raiz
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Figura 2.1: Biomasa de las plantas de trigo inoculadas con las diferentes cepas de
Azospirillum

2.1.3.2.  Efectos de la inoculacién de Azospirillum sobre la formacion de las
MA

La inoculacion con Azospirillum, tanto las cepas WT como las GM afectaron
positivamente el porcentaje de micorrizacion de las plantas de trigo,
comportandose como MHB.
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Figura 2.2: Micorrizacion de las plantas de trigo inoculadas con Azospirillum
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Los valores de micorrizacion de las plantas de trigo fueron relativamente altos
(Russo et al., 2005). Estos valores llegaron incluso al 53% cuando se trato de
plantas inoculadas con Azospirillum mientras que el control present6 valores del
30%. Es obvio que la modificacion genética de Azospirillum no afectd
negativamente la formacion de MA.

2.1.3.3.  Efectos de la inoculacion de Azospirillum sobre la actividad PAL

El uso de un sustrato fluorescente sirvid para determinar la actividad fosfatasa
alcalina de los hongos MA. En la Fig 2.3 se observa un precipitado fluorescente
en los lugares donde existe actividad.

Figura 2.3: Imagenes de fluorescencia DAPI de actividad fosfatasa alcalina por el
método ELF 97" en raices de trigo. (A) Micelio extrarradical sobre la raiz. (B) Micelio
intrarradical e hifa extrarradical. (C) Hifa intrarradical y arbusculo. (D) Raiz no
micorrizada.
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Figura 2.4: Tinciones vitales de las raices de trigo inoculadas con Azospirillum. (A) Tincién
de succinato deshidrogenasa; (B) fosfatasa alcalina mediante el método ELF®.

Se observo que la PAL dependiendo del inoculante empleado. Todos los
tratamientos inoculados con Azospirillum incrementaron dicha actividad con
respecto al control sin inocular. Dentro de los tratamientos con Azospirillum se
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observaron diferencias significativas de las cepas GM5005 y CRT1 con la cepa
GM5002, mientras que estas mantenian valores no diferenciales con la cepa
silvestre Sp245.

Los valores de la actividad PAL determinada por el método ELF fueron
ligeramente superiores a los determinados mediante la tincion por medio del Fast
Blue RR Salt. Estos valores aunque menores mantuvieron la tendencia descrita
para la determinacion con el sustrato fluorescente.

2.1.3.4. Efectos de la inoculacién de Azospirillum sobre las poblaciones
microbianas del suelo

PC2 19%
*
[ ]
]
A
PC1 35.6%
"
A [ ]
A
*
* .
o a ® No inoculado
A A. brasilense Sp245{pFAJ5002)

J A. brasilense Sp2456(pFAJ5005)
B WT A brasilense Sp245

Figura 2.5: Analisis de los componentes principales de la comunidad bacteriana de la
rizosfera de trigo inoculado con Azospirillum.

El andlisis de la diversidad de las bacterias rizoféricas en las plantas no
difiri6 por la inoculacion de la cepa WT o de las GM. Sin embargo, la inoculacion
de las plantas de trigo si causé un impacto sobre la comunidad bacteriana cuando
se trato de la cepa WT Sp245 y la GM Sp245(5002), mientras que la cepa GM
Sp245(5005) no tuvo impacto sobre esta. Es importante indicar que el cambio
producido por la bacteria GM fue similar al producido por la cepa WT, siendo este
impacto, un cambio cuantitativo pero no cualitativo en la comunidad bacteriana de
la rizosfera
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2.1.3.5.

Potencial micorricico residual del suelo.

La determinacién del potencial micorricico del suelo rizosférico recuperado
del ensayo reveld diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. La
inoculacion con la cepa GM5005 fue la que mas incrementé el nimero de
propagalos infectivos y junto con el tratamiento CRT1 presentd diferencias
significativas con respecto al resto de suelos recuperados del tratamiento sin
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Figura 2.6: Potencial micorricico del suelo determinado como NMP de propagulos en
50g de suelo.

2.1.3.6.

enzimaticas del suelo

Efectos de la inoculacion de Azospirillum sobre actividades
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Figura 2.7: Actividad fosfatasa, B-glucosidasa y deshidrogenasa en el suelo rizosférico
recuperado del experimento.
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La actividad microbiana del suelo rizosférico, estimada como actividad
deshidrogenasa, resultd afectada por la inoculacion de las cuatro cepas de
Azospirillum (Figura 7). Sin embargo, la actividad hidrolitica del mismo, referente
a los ciclos del carbono (B-glucosidasa) y del P (fosfatasa alcalina), aument6 al ser
inoculado el suelo por GM 5005, y las dos cepas WT en el primer caso y por las
cuatro cepas en el segundo.

2.1.4. Discusion

La inoculacion de Azospirillum normalmente afecta a la arquitectura radical,
incrementando la ramificacion de la raiz y aumentando la densidad de pelos
radicales. (Okon y Vanderleyden, 1997). Sin embargo, los resultados obtenidos en
el presente estudio no muestran este incremento.

No siempre el efecto observado sobre la biomasa de las plantas tras la
inoculacion de Azospirillum ha sido claramente positivo. Aunque los valores mas
altos de peso radical se obtuvieron en las inoculaciones de CRT1 y GM5002,
estos valores no fueron significativos con respecto al control. El hecho de que el
peso radical no se incremente no implica que la bacteria no haya tenido efecto.
Como se vio anteriormente (capitulo 1), la longitud radical de las plantas
inoculadas es superior al de los controles. Esto puede ser debido a que incremente
el desarrollo de las raices secundarias y terciarias, mucho mas finas. Este efecto,
incrementa el volumen de la raiz pero a su vez impone una carga grande sobre la
planta que reduce relativamente su biomasa (Fitter, 1996).

En este estudio, el efecto observado sobre la comunidad bacteriana no implicé
un cambio cualitativo de la composicion de la diversidad sino cuantitativo. Es
posible que la inoculacion de Azospirillum haya producido una alteracion en la
composicion de exudados radicales y la longitud radical. Teniendo en cuenta los
resultados observados en el capitulo anterior donde si se observaba un incremento
en la longitud de la raiz es posible que los limites de la zona rizosférica se hayan
incrementado. Por esta razéon se han podido incorporar a dicho habitat
microorganismos que no estaban inicialmente influenciados. Puesto que la
distribucién microbiana en suelo es heterogénea, su inclusion en la rizosfera
puede producir las diferencias cuantitativas descritas en la comunidad microbiana.
Por ultimo no se puede descartar la posibilidad de un efecto inhibitorio directo por
Azospirillum sobre algin componente de la comunidad bacteriana ya establecido
que haya podido incrementar el desarrollo de otro (Bashan & de Bashan, 2002).

El efecto de Azospirillum sobre la biomasa de trigo fue positivo
independientemente de la cepa aplicada, hecho ampliamente recogido en la
bibliografia (Lucy et al., 2004).

La inoculacion con las cepas Azospirillum incrementd el nivel de
micorrizacion de las plantas. Este efecto no fue el unico efecto positivo que se
observo sobre las MA. La actividad fosfatasa alcalina, que mide la funcionalidad
de los hongos y la SDH (vitalidad del hongo) también incrementaron en plantas
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inoculadas con Azospirillum. Estos efectos ya se habian insinuado antes (Fages,
1994) hacen que pueda proponerse a Azospirillum como MHB.

El hecho de que la longitud radical incremente puede influir positivamente
sobre la colonizaciéon radical, incrementando la probabilidad de que las hifas
exploradoras de los hongos MA encuentren una raiz que colonizar. El incremento
en la colonizacion, actividad y vitalidad del hongo podran influir en otros aspectos
del ciclo vital del hongo como la produccion de propagulos en forma de esporas.
Las bacterias GM 5005 y CRT1 incrementaron considerablemente la produccion
de propagulos. Esto podria explicarse por el desarrollo radical que aunque en
valores de peso seco no se observaron grandes diferencias (incluso GM 5005
disminuyd) la longitud de las raices secundarias fue considerablemente superior
en ambos tratamientos (capitulo 1, tabla 1.2).

La cantidad de propagulos expresado en términos de infectividad, incremento
en presencia de Azospirillum ssp. Los resultados resaltan la importancia de las
especies empleadas como inoculantes en la viabilidad de los hongos micorricicos.
En condiciones naturales resulta muy importante que los propagulos de los
hongos queden en forma viable de una cosecha a otra. Ademas, incremento del
potencial residual micorricico del suelo, es critico para el establecimiento de
posteriores plantas y mejora en el crecimiento de las mismas. En este caso, el
potencial infectivo del suelo incrementd tanto por las cepas GM (31.24% por
pFAJ5002 y 129.67% por pFAJ5005) como por la cepa CRT1 (94.46%).

Los resultados observados en las actividades enzimaticas del suelo ponen de
manifiesto el aumento de glucosidos y ésteres-P disponibles en los suelos
inoculados con respecto al no inoculado. Los incrementos en los sustratos
inducirian la sintesis de ambos enzimas, ya que estas enzimas son inducibles por
sustrato (Burns, 1982). El origen de los sustratos que inducirian la sintesis de las
enzimas hidroliticas, podria estar vinculado tanto a la materia orgéanica del propio
suelo y/o a un posible incremento en los exudados radicales o del micelio externo.
Se ha descrito que Azospirillum es capaz de disminuir el pH del suelo (Carrillo et
al., 2002). Esta disminucion del pH, podria ser causa indirecta del incremento de
P disponible (Joner & Johansen, 2000; Villegas & Fortin, 2002) y aumentar la
actividad fosfatasa del suelo (Burns, 1982).
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2.2. Efecto de la inoculacion de Azospirillum sobre la produccién de
grano

2.1.1. Introduccion

La manipulacion genética de microorganismos beneficiosos, con funciones
biofertilizantes o fitoestimulantes, con el fin de mejorar o incrementar
determinadas caracteristicas propias o ajenas conduce a la obtencion de
inoculantes mas eficaces. La biotecnologia correspondiente se ha aplicado a las
especies de Azospirillum dada la capacidad de estas baterias para mejorar el
crecimiento y la cosecha de numerosas especies vegetales de gran importancia
agrondémica y ecoldgica (Dobbeleare et al., 2001). Desde el redescubrimiento de
este género a mediados de los 70, se ha probado que es una PGPR muy
prometedora, pero que produce resultados diversos. De hecho se ha descrito en
numerosos casos un incremento sustancial en la cosecha de cereales (hasta un
30%) en condiciones de campo e incluso mayor en condiciones de invernadero
(Dobbeleare et al., 2001). A pesar de los numerosos resultados positivos descritos,
la inoculacion de Azospirillum se asocia a resultados impredecibles e
inconsistentes, los cuales restringen su uso como inoculante comercial a gran
escala (Dobbelaere et al., 2002 biol. fert. Soil). Los factores responsables de esta
respuesta irregular son dificiles de discernir, pero generalmente se atribuyen a la
variabilidad de los factores ecoldgicos y medioambientales, las condiciones fisicas
y quimicas del suelo, a las caracteristicas genéticas de las cepas y cultivos
empleados y a la competicion con la microflora autdctona para establecerse en la
rizosfera.

En este experimento, se ha evaluado el efecto de la inoculacion tanto de las
cepas Silvestres como la GM en la produccion de grano de cultivos de maiz y
trigo. Para ello, las plantas completaron su ciclo vital hasta la senescencia y
produccién de grano.

2.1.1. Materiales y Métodos

Disefio Experimental

Para la realizacion de este experimento se emplearon macetas capaces de
contener 25kg con suelo. Este substrato se utilizo natural, tamizado con una luz de
maya de 4mm que, para evitar su compactacion, se mezcld con perlita en una
relacion de 4:1 (v:v). Se sembraron 10 semillas de trigo y 1 semilla de maiz por
maceta. Las semillas se inocularon con cultivos de las siguientes cepas de
Azospirillum: A. brasilense Sp 245 (WT), A. brasilense pFAJ5005 (GM), A.
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lipoferum CRT1 (WT). La inoculacion de Azospirillum se describe en el punto 4
de Material y Métodos. Se incluyeron un tratamiento fertilizado con N y otro no
inoculado ni fertilizado (NI). El tratamiento fertilizado recibié un aporte de N
(2400mg por maceta ) equivalente a 60K g/ha.

Las plantas de trigo se cultivaron en camara de cultivo, dado que el tamafio de
la planta permite su cultivo en esas condiciones controladas., mientras que las de
maiz se cultivaron en ambiente natural, disponiendo las macetas como muestra la
Figura 2.8.

Tras la senescencia de las plantas, se procedid a recoger tanto las espigas de
trigo como las mazorcas de maiz. El grano de cada una de las plantas se extrajo y
se determino el peso producido por maceta, Asi como los contenidos de N, P y K
en grano de trigo.

Figura 2.8: Ensayo de produccion de grano. El suelo recuperado de las macetas se empleo para la
determinacion de la diversidad de hongos MA.

2.1.1. Resultados (Experimento 2.2)

Los datos de peso de grano cosechado se recogen en la Figura 2.9.
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Figura 2.9: produccion de grano en cultivos de trigo y maiz inoculados con Azospirillum. Los
datos se expresan en g por maceta.

-83



. Interaccioén entre Azospirillum y poblaciones naturales de hongos MA

En trigo, CRT1 fue el unico tratamiento que produjo efectos significativos,
mientras que en maiz las dos cepas WT (CRT1 y Sp 245) produjeron mayor
cosecha que ninguno de los otros tratamientos, los cuales no produjeron
diferencias significativas entre ellos. En trigo, mientras que la cepa GM se
comportd como el control sin inocular e inferior al resto de tratamientos, la cepa
Sp245 produjo un peso de grano similar tanto al del control como al del
fertilizado.

En la Figura 2.10 se resumen los datos sobre el contenido en N, P y K en
grano

Contenido K Contenido P
5 a 5
45 T 45 a
4 4
35 35
i b b b b .
3 3
¢ g b b b b
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Figura 2.10: Contenido NPK de grano producido por plantas de trigo inoculado con las
diferentes cepas de Azospirillum- SIGNIFICACION

Las cepas silvestres produjeron un incremento en el contenido de N en el
grano.

El grano del tratamiento CRT1 acumul6 una cantidad de N equiparable al
tratamiento suplementado con N y superior al control sin suplementar. Dicha cepa
también incrementd el contenido en P y K mientras que no se observaron
diferencias entre el resto de tratamientos.
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2.1.1. Discusion

Es evidente que la inoculacion de las cepas WT de Azospirillum producen un
efecto positivo en la produccion de grano. Es obvio que los cambios producidos
por la inoculacioén de estas bacterias en la micorrizosfera (Capitulo 1), que hacen
que la planta pueda explorar un volumen mayor de suelo, podrian justificar los
incrementos producidos sobre la cosecha

El efecto de la inoculacion de la bacteria se ha visto que es mas acusado en
suelos con niveles medios y bajos de fertilizacion (Dobbelaere, 2002). En el
experimento, la aplicacion de N, a dosis equivalentes a 60kg ha” produjo una
cosecha similar (aunque algo superior) a los controles en ambas plantas lo que
indica que la cantidad de N aplicada en este suelo no es suficiente para producir
un claro efecto. La inoculacion de Azospirillum lipoferum CRT1 increment6 la los
contenidos en N, P y K posiblemente debido al aumento en la superficie radical
que permite una mayor adquisicion de nutrientes. Por otro lado, coémo se vio en el
Capitulo 2.1, tanto la actividad fosfatasa alcalina del suelo como la del hongo,
incrementaron en los tratamientos inoculados. Esto puede justificar el aumento en
el contenido en P producido por CRT1.

La disponibilidad de N en el suelo es uno de los factores limitantes en la
produccion de sistemas vegetales. La capacidad observada en Azospirillum para
compensar esta deficiencia nutricional y reducir los niveles de aplicacion de N
para mantener la produccion, la ha convertido en objeto de continuo estudio. Se ha
determinado que sélo un 50% del N aplicado al cultivo es utilizado por la planta,
el resto se pierde o por denitrificacion o por lixiviaciéon, lo que provoca
importantes problemas tanto de salud como medioambientales (Dobbelaere et al.,
2002). El mantenimiento de la produccién por la inoculaciéon de Azospirillum
puede disminuir el aporte de N con el beneficio econémico y medioambiental que
ello conlleva.

La diferente respuesta de la inoculacion puede tener su origen en las diferentes
caracteristicas de ambas cepas. En otros ensayos realizados con A. brasilense
Sp245 y A. irakense KBC1 se demuestra que los efectos de ambas bacterias
pueden llegar a diferir notablemente, probablemente debido a las diferencias en
las sintesis de auxinas y citoquinas (Dobberlacre et al., 2002), siendo cada una
mas efectiva en determinados pardmetros , dependiendo de la especie vegetal.
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3. Impacto de la inoculacion de Azospirillum Wty GM
sobre La diversidad DE los hongos MA naturalmente
presentes en el suelo objeto de estudio.

3.1. Introduccion

Una vez estudiado (Capitulo 2) el impacto de inoculantes de Azospirillum
(WT vs GM) sobre las poblaciones autdctonas de microorganismos del suelo, y.
dada la importancia de los hongos MA se hace necesario el estudio del impacto de
Azospirillum (WT vs GM) sobre dichos hongos. Hasta hace poco, para determinar
la composicion de una comunidad de hongos MA, la tinica herramienta disponible
era la determinacién de las caracteristicas morfologicas de las especies presentes.
Sin embargo, la identificaciéon de hongos MA basados en criterios morfologicos
plantean ciertas dificultades, aunque ain vigentes y Ttiles, cada vez se hace mas
critico el uso de técnicas moleculares con fines de caracterizacion y ubicacion
filogenética de dichos hongos (Barker et al., 2002; Redecker et al., 2002,
Schiipler, 2002).

La mayoria de las técnicas moleculares al uso se centran en genes ribosomicos
concretos de estos hongos y normalmente solo se han utilizado sobre hongos de
coleccion, aunque cada vez se implementa mas su aplicacion a poblaciones
naturales. Recientemente se ha comenzado a identificar los hongos que se
encuentran colonizando las raices (Vandenkoornhuyse et al., 2002; Cornejo et al.,
2004), lo cual representa un avance considerable para conocer los integrantes de la
poblacion que realmente pueden ser operativos en el momento en que se hace la
determinacion. Entre los genes mas empleados en este tipo de estudios se
encuentran los que codifican para el ARN ribosémico (ADNr), las unidades de
ADNIr estan compuestas de varios tipos de regiones: tres regiones codificadoras
muy conservadas (18S, 5,8S y 28S) asi como a regiones espaciadoras de
transcripcion interna (ITS) que presentan cierto grado de variacion y las regiones
intergénicas (IGS), que son muy variables (Figura 5).

— HH O HH 0 HH —
ARN ARN
ARN 185 | ITS-1 5.85 ITS-2 ARN 28S IGS-1 55 IGS-2

Figura 3.1. Unidad repetitiva de ADNr en eucariotas
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A pesar de que el desarrollo de las técnicas moleculares ha supuesto un paso
adelante para caracterizar las poblaciones naturales de los hongos MA con vistas a
estudios de diversidad, se recomienda complementar la caracterizacion de los
hongos aislados mediante estudios tradicionales de morfologia y ontogenia
(Prosser, 2002).

Para determinar la diversidad de hongos MA se han de identificar las especies
presentes en el suelo. La taxonomia de los hongos MA esta basada en la
morfologia y ontogenia de las esporas, siendo imposible la identificacion a nivel
de especie por la morfologia de las diferentes estructuras formadas durante la
colonizacidn radical. Otra caracteristica es que la abundancia relativa de esporas
en el suelo puede no ser un buen estimador de la dindmica y composicion de la
comunidad de hongos MA (Clapp et al., 1995; Morton et al., 1995; Merryweather
& Fitter 1998). Se ha hecho necesaria una aproximacion molecular para la
caracterizacion de las especies de hongos MA que colonizan las raices de las
plantas para centrarse en aquellos hongos que presentan crecimiento y actividad
(Helgason et al., 1999; Clapp et al., 2002). Para abordar este objetivo se han
disefiado cebadores especificos para la amplificacion de la subunidad pequefia del
ADNr (Helgason et al., 1998), que permite la amplificacion de hongos MA que
colonizan las raices (Helgason et al., 1998, 1999; Daniell et al., 2001).

El uso de la subunidad 18s del ADNr ha proporcionado una poderosa
herramienta para la caracterizacion de hongos MA, lo que ha mejorado el
conocimiento acerca de su diversidad y filogenia (Helgason, et al., 1999).
Recientemente, se han desarrollado métodos basados en la separacion de
fragmentos amplificados con cebadores especificos para hongos MA de igual
tamano pero de diferente secuencia. Entre estos métodos se incluyen SSCP
(Kjeller et al., 2000) y DGGE (Kowalchuk, 2002; Opik et al., 2003). Una técnica
mas reciente, TTGE, ha comenzado a emplearse con resultados Optimos. Esta
técnica se fundamenta en el mismo principio que el DGGE, con la ventaja de no
tener que emplear un gradiente quimico para la desnaturalizacion del ADN
(Yoshino et al.,, 1991). El principio de separacion esta basado en el
comportamiento de las moléculas de ADN al desnaturalizarse. Al migrar por un
gel de acrilamida, la cadena doble de ADN estad sometida a unas condiciones
fisicas que provocan su desnaturalizacion. La composicion de la secuencia es
determinante para este proceso, siendo la temperatura de fusion (Tm) especifica
de la secuencia. Cuando se alcanza la temperatura de fusion mas baja de las
regiones de un fragmento, se producen ramificaciones en el ADN modificando su
conFiguracion espacial y reduciendo la velocidad de migracién en el gel de
poliacrilamida. Esto permite la separacion de fragmentos de ADN basandose en la
temperatura de fusion propia de cada secuencia.

- 88 -



III. Impacto de Azospirillum Wty GM sobre la diversidad de los hongos MA

3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Produccién de cultivos puros de hongos MA aislados de la
parcela experimental

De acuerdo con el protocolo 6.1, las esporas obtenidas de suelo de la parcela
experimental, se inocularon sobre la raiz de las semillas pregerminadas de trébol.
Concretamente se inoculd una espora de cada uno de los morfotipos diferentes
extraidos. Tras 5 6 6 meses de crecimiento, se obtuvieron inéculos puros
correspondientes a cada uno de los morfotipos. Una vez comprobada la pureza de
los indculos, se procedié a transferir el suelo y la planta a macetas de mayor
tamafio para la obtencion de mayor cantidad de indculo. Este indculo se empled
en posteriores experimentos, tanto inoculando directamente de la maceta como
extrayendo las esporas y esporocarpos. La identificacion de los morfotipos se
llevo a cabo siguiendo las técnicas descritas por Koske & Tessier (1993) y Morton
(1991) (protocolo 6.2).

3.2.2. Analisis molecular de los hongos MA aislados

Para la identificacion molecular de los diferentes morfotipos aislados, las
esporas se extrajeron segun se describe en el apartado 6.1 de Material y Métodos
general. E1 ADN de la subunidad 18s del ADNr amplific6 mediante la pareja de
cebadores NS31 y AMI. Las bandas seleccionadas se eluyeron, clonaron y
secuenciaron como se describe en los apartados correspondientes del punto 7 de
Material y Métodos generales.

3.2.3. Andlisis filogenético de los aislados

A partir de los datos obtenidos de la secuenciacion de los productos de PCR,
se realizaron los distintos analisis filogenéticos de las distintas especies utilizando
el programa de alineamiento multiple de secuencias CLUSTALW (version 1.5)
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/. Con la ayuda del programa PHYLIP, disponible
en: http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html, se calcul6 el porcentaje
de sustitucion nucleotidica entre las secuencias, usando la distancia 2-parametro
de Kimura (Kimura, 1980).

En el andlisis filogenético de las secuencias de esta region se ha utilizado el
método de distancia (Saitou & Nei, 1987), con el programa PHYLIP. Con el
método de las distancias se realizé un bootstrap con 1000 réplicas, seguido de un
analisis de neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) (opcion NEIGHBOR).

El arbol filogenético obtenido mediante el método de distancias se visualizo
con la ayuda del programa Tree View (Winl6 v1.40).
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3.2.4. Estudios de biodiversidad de hongos MA

Para el analisis de la diversidad de hongos MA se emple6 el suelo recuperado
del ensayo descrito en el capitulo de resultados 2.2. Se escogid este ensayo debido
a que las plantas completaron su ciclo vital. La extraccion de las esporas se realizo
segun se describe en el apartado 6.1 de Material y Métodos generales. Las esporas
se agruparon segun sus caracteristicas morfologicas segun el protocolo descrito en
el punto 6.2 de Material y Métodos.

Una vez identificados los distintos tipos de esporas de hongos MA en el suelo
objeto de estudio se procedid al estudio poblacional de los mismos, mediante la
utilizacion de lo siguientes parametros:

N° total de esporas
Densidad relativa:

Di =ni/N
“ni” es el nimero de esporas del tipo
de esporas.

(13421
1

y “N” es el niimero total

Riqueza media de especies (S): Es el nimero total de especies encontradas
en cada muestra objeto de estudio.

Indice de Diversidad de Shanon-Wiener (H'):

R )

Este indice expresa la uniformidad de los valores de importancia a través de
todas las especies de la muestra. Mide el grado promedio de incertidumbre en
predecir a que especie pertenecerd un individuo escogido al azar de una coleccion
(Magurran, 1988). Asume que los individuos son seleccionados al azar y que
todas las especies estan representadas en la muestra. Adquiere valores entre cero,
cuando hay una sola especie, y el logaritmo de S, cuando todas las especies estan
representadas por el mismo niimero de individuos (Magurran, 1988).

Indice de dominancia de Berger-Parker (d): Es una simple medida intuitiva de
la dominancia (Berger y Parker 1970), tiene la ventaja de ser facilmente
calculable. Expresa la abundancia proporcional de la especie mas abundante.

d= Nmax/N

Nmax representa el namero de individuos de la especie mas abundante.
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3.2.5. ldentificacion de hongos MA que colonizan las raices

En el caso del trigo las semillas se plantaron e inocularon como se describe en
los apartados correspondientes de Material y Métodos. Se planté una semilla por
maceta, con seis repeticiones para cada uno de los tratamientos microbianos (A.
brasilense Sp245, GM 5005 y un control sin inocular (NI).

Para la determinacion en plantas de maiz no se prepararon especificamente
macetas sino que se emple6 una alicuota de raiz del experimento 2.3, por lo que
también se incluyo6 el tratamiento CRT]1.

Para la identificacion de los hongos que colonizan las raices se procedio a la
secuenciacion de las diferentes bandas obtenidas en los geles de TTGE. Dicho
protocolo viene recogido en los apartados correspondientes del punto 7 de
Material y Métodos generales.

3.3. Resultados

3.3.1. Aislamiento, identificacion y filogenia de las especies
presentes en el suelo objeto de estudio.

En un principio se determinaron 12 morfotipos de esporas, las cuales se
inocularon sobre trébol y sorgo (Figura 3.2). De estas 12 macetas se obtuvieron 7
cultivos puros. La identificacion molecular de las esporas dio como resultado que
5 aislados correspondian a G. mosseae, uno a G. caledonium y otro a G.
lamellosum (Figura 3.3).

Figura 3.2: (A) Aislamiento inicial de los morfotipos de hongos MA de la parcela
experimental de la EEZ. (B) Cultivos puros de hongos MA.

-91



III. Impacto de Azospirillum Wty GM sobre la diversidad de los hongos MA

G. mosseae G. caledonium G. lamellosum

Figura 3.3: Esporas de los diferentes hongos aislados de la parcela experimental. Fila superior
Reactivo Metzler, inferior PVLG.

Las secuencias denominadas “Tipo” y “rep” (Figura 3.4C) corresponden a la
secuenciacion en sentidos 3"y 57, por lo que se observa que no existe casi ninguna
diferencia en la secuencia, unicamente existe diferencia en la secuencia de G.
lamellosum probablemente debido a un error de secuenciacion en dos de las bases
que componen la secuencia. La secuencia NCBI corresponde a la secuencia de los
hongos de cada especie obtenida de la base de datos NCBI.
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1 10 20 30 a0 50 60 70 80 a0 100 110 120 130
]

2.1 TTGGAGGGCARL GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATAT TAARA AGTTARAAAGC TCGTAGTTGAARTT TCGEGATCAATATT TCGETCATGCCG TTGETACGCAC

921  TTGGAGEGCAAL GGTHATTCCAGCTCCARTAGCATATHT TRAR AG T TARARARGE TCG TAGT TGAAT T TCGEGATCAATATT TCGGTCATGOCGTTRATACGEAC

1021  TTGGAGGGCARA GGTARTTCCAGCT AGCGTATATTAAAK AGTTARRAAGE TCH GTTGETATGCAC

HCBI  TTGGAGGGCAR BaTARTTCCAGCT CCARTABCATATAT TARR R TTANARAGC TCGTAGTTGARTT TCOAGATCARTATTTCGATCATGECOTTGRTATGEAC

18.1 TTGGAGGGCARA GG THATTCCAGCTCCARTAGCGTATAT TAAR AGTTARARAGC TCGTAGTTGAATT TCGEGATCAATATT TCGETCATGCCGTTGETATGCAC

11.ia TTGGAGGECAAN GTAATCCCA CGTATATTAAAL AGTTARRAAGC TCGTAGTTGAATT TCGEGATCAATATT TCGETCATGCCGTTGETATGEAC

1121b  TTGGAGGECAAN GaTARTTCCABET CGTATATTAAAL AGTTARRAAGC TCGTAGT TGAATCTCGEGATCAATATT TCGETCATGCCG TTGETATGCAC

Consensus  TTGGAGGGCAA BB TRATL CCABETECARTABETATAT TAAR AGTTARARAGC TCGTAGTTGAATE TCGEEATCAATATT TCGETCATGCCGTTGETALGCAC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 2a0 250 260

1 |

2.1 TGTTTTCATTGH CTARAGAACCGTAATGCCATTAATTTEGTGT TACGGGGAATTAGGACTGTTACC TTGAAARAAT TAGAGTGTT TAAAGCAGGCT CACGCT TGARTACAT TAGCATGG

9.1 TGITTTCATTGATTICTC ARG AR LG T AR T e CHT TR TT T 66 T TC GG GHA T TAGGACT 6T TACC TT GAARARAT TAGAGT G TT TARRGCAGGCTCACGCT TGARTACATTAGCATGS

1021  TETTATCATTG CTARAGAACCGT A GTGT TACGGGGAATTAGGACTGTTACE, ACATTAGCATGG

HCBI TGTTATCATTG ETARAGAACLGTAATRCCAT TARTTT RO TET THCOOGGAATTAGGACT BT TACCTT GANARNATTAGAGT 1T TANAGCAGGCT CACGET TGANTACAT TAGCAT GG

12.1 TGITATCATTG ARG AR CG TR GCCAT TAAT T 66 TG IO GGG T T AGGACT 6T TACC T TGAARART TRGAGT G TT TAARGCAGGCTCACGCT TGARTACATTHGCATEG

11.ia TGITATCATTG CTARAGAACCG &TTACGGGGAATTAGGACTGTTAC CATTAGCATGG

1121b  TGTTATCATTG CTARAGAACCG &TTACGGGGAATTAGGACTGTTAC CATTAGCATEG

Consensus TGTTalCATTG ETARAGANCCLT AATECEATTARTTTCaTET TACGEGEAATTAGEALT GTTACE T1GARARARTT AEAGT 11T AARGCAGGET CREGETEEARTACATTAGCAT GG

261 270 280 290 300 310 320 330 390 350 360 azo 280 390

2.1 AATARTGAAATAGGACATCCGATTCTATTTTGTTGGT TTCTAGGATCGATGTARTGATTAATAGGEATAGT TGGEGGCAT TAGTATTCAAT TGTCAGAGGTGARATTCTTGEATTTATTGAAGACTAACT
921 ARTARTGAAATAGGACATCCGATTCTATTTTGTTGGT TTCTAGGATCGATGTARTGATTAATAGGEATAGT TGGEGGCATTAGTATTCAAT TGTCAGAGETGARATTC TTGEATTTATTGAAGACTAACT
10.1 AATAATGAAATAGGACATCCGATTCTATTTTGTTGET TTCTAGGATCGATGTAATGATTAATAGGGATAGT TGGEGGCAT TAGTATICART TGTCAGAGETGAAATTCTTGGATTTATTGARGACTAACT
HCBI AARTAATGAAATAGGACATCCGATTCTATTTTGTTGET TTCTAGGATCGATGTAATGATTAATAGGGATAGT TGGEGGCAT TAGTATTCART TGTCAGAGETGAAATTC TTGGATTTATTGARGAC TAACT
12,1 AATAATGAAATAGGACATCCGATTCTATTTTGTTGETTTCTAGGATCGATGTARTGATTARTAGGGATAGT TGGEGGCAT TAGTATTCAAT TGTCAGAGGTGARATTC TTGGATTTATTGAAGACTARCT
11-da  AATART AR AGGACAT CCaAT T AT T TGl TG GT T T TAGGA T LG TG TR GA T T AT GG GAT AT TG GEGGCAT TAGTAT TCAAT TG TCAGAGG IGAARTTCTTGEATTTATTGARGACTAACT

1121b AATAATGAAATA GAAGACTARCT
Consensun  ARTAATGARRTAGOACATCCONTTETATTITO T BATTTCTAGGATERATGTARTONTTARTAGLGATAGT TOOGOGERT TG TATTCANT 10T CAGAGGE GAAATTCTTGOATTTATTGAAGAC TARET

391 a0o a1o azo azo aao as0 a6o azo aso aso 500 510 520

2.1 ACTGCGARAGCATTTGCCARGGATGT TTTCATTAATCARGAACGAAAGT TAGEGEATCGARGACGATCAGATACCGTCGTAGTCT TAACCATAAACTATGCCGAC TAGEGATCEGATGATGT TARTTTTT

921 ACTECGAAAGCATTTECCARGGATGT TTTCATTAATCARGAACGAAAGT TAGEGEATCGARGACGATCAGATACCG TCGTAGTCT TARCCATAAAC TATGCCGAC TAGEGATCEGATGATGTTARTTTTT

10,1 ACTeCGARAGCA T T ARGEA TG T CA T TN T CARGARC BARAG T THGEGEAT CGAAGACGATCAGATACCG TCG TAGTCT TARCCATAARC TATGCCGAC TAGGGATCGEATGATGTTAATTTTT

HCBI  ACTECGARAGCA TGTTAATTTTT

18.1 ACTECGARAGCA TGTTARTTTTT
11705 ACTOEORARGCATTTCCCARGBATATTTTCAT TARTCAAGARCBANAG T TAGBOGAT COARGACOATCRGATALLOTER TAGTCT TARCCATARNCT AT GECOAL TABLAATCRBATEATRTTARTTTTT
1111b ACTGCGARAGCATTTGCCAAGEATGTTTTCATTARTCAAGAACGARAGT TAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCT TAACCATAAAC TATGCCGAC TAGEGATCGGATGATGTTAATTTTT
Consensus ACTGCGARAGCATTTGCCAAGEATGTTTTCATTARTCARGAACGARAGT TAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCT TAACCATARAC TATGCCGAC TAGEGATCGGATGATGTTAATTTTT

s21 530 540 550
s e s |

2.1  TAATGACTCATTCGGCGCCT TACGGGAAAC

911 TARTGACTCATTCGGCGECT TACGGGAAAC

10:1  TAATGACTCATTCGGCGCCTTACHGGARAC

HCBI  TAATGACTCATT TTACGGGAAAC

12.1  TAATGACTCATTI TTACGGGAAAC
11°13  TRATGACTCATT COGEGECT TRCGRGAARC
111b TAATGACTCATTCGGCGCCT TACGGGAAAC
Consensus TRAATGACTCATTCGGCGCCT TACGGGAAAC

1
B tipo3 TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCARCAGCGTATATTAARGTTGTTGCAGTTARAAAGCTCGTAGTTGAATTTCGGGATCARTGTTTCGGTCATGCCGTTGGTATGTAC
rep TTGGAGEGCAAGTCTGGTGECCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCARCAGCGTATATTAARGT TGTTGCAGTTARARAGCTCGTAGTTGARTTTCGEGATCARTGTTTCGETCATGCCGTTGETATGTAC
HCBI  TTGGAGGGCAAGTCTG-TGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCARTAGCGTATAT TAARGT TGTTGCAGTTARARAGC TCGTAGTTGARTT TCGGGATCARTGTTTCGGTCATGCCGTTGGTATGTAC
Consensus TTGGAGGGCARGTCTGgTGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCARCAGCGTATATTARAGTTGTTGCAGTTARARRGC TCGTAGTTGAATT TCGGGATCARTGTTTCGGTCATGCCGTTGGTATGTAC

13 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| 1

tipo3 TGATATTATTGGTTTCTCACCTTCTARAGAACCGTAATGCCATTARTTTGGTGTCACGGGGARTTAGGACTGTTACCTTGAARRARTTAGAGTGTTTAARGCARGCTCACGCT TGARTACATTAGCATGE

rep TGATATTATTGGTTTCTCACCTTCTARAGAACCGTAATGCCATTARTTTGGTGTCACGGGGAATTAGGACTGT TACCTTGAARRARTTAGAGTGTT TARRGCAAGCTCACGCT TGARTACAT TAGCATGG

HCBI TGATATTATTGATTTCTCACCTTCTAR-GAACCGTAATGCCATTARTTTGGTGTCACGGGGAATTAGGACTGT TACCTTGAARRARTTAGAGTGTT-AARGCAGGCTCACGCT TGARTACAT TAGCATGG
Consensus TGATATTATTGgTTTCTCACCTTCTARAGAACCGTAATGCCATTARTTTGGTGTCACGGGGAATTAGGACTGTTACCTTGAARAAATTAGAGTGTTLARRGCAaGCTCACGCTTGARTACATTAGCATGG

261 210 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| 1

tipo3 ARTARTGAARTAGGACATCCGATTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGATCGATGTARTGATTARTAGGGATAGT TGGGGGCATTAGTATTCARTTGTCAGAGGTGARATTCTTGGATTTATTGAARGACTARCT

rep ARTARTGAAATAGGACATCCGATTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGATCGATGTAATGATTARTAGGGATAGT TGGEGGCATTAGTATTCAAT TGTCAGAGETGAAATTCTTGEATTTATTGARGACTARCT

HCBI ARTAATGAARTAGGACATCCGATTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGATCGATGTAATGATTARTAGGGATAGT TGGGGGCATTAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGARGACTARCT
Consensus ARTARTGAARTAGGACATCCGATTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGATCGATGTAATGATTARTAGGGATAGT TGGGGGCATTAGTATTCAATTGTCAGAGGTGARATTCTTGGATTTATTGAAGACTARCT

391 400 410 420 430 440 450 460 a0 480 430 500 510 520

| 1

tipo3 ACTGCGARAGCATTTGCCARGGATGTTTTCATTARTCARGAACGAAAGT TAGGGGATCGARGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATARACTATGCCGACTAGGGATCGGATGATGTTARTTTTT

rep ACTGCGARAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTARTCARGAACGARAGT TAGGGGATCGARGACGATCAGATACCGTCGTAGTCT TAACCATAARCTATECCGAC TAGEGATCGGATGATGTTARTTTTT

HCBI ACTGCGARAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTARTCARGAACGARAGT TAGGGGATCGARGACGATCAGATACCGTCGTAGTCT TRACCATAARC TATGCCGACTAGGGATCGGATGATGTTARTTTTT
Consensus ACTGCGARAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTARTCARGAACGAAAGT TAGGGGATCGARGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTARCCATARACTATGCCGACTAGGGATCGGATGATGTTARTTTTT

tipo3 TAATGACTCATTCGGCGCCTTACGGGAAAC

rep TAATGACTCATTCGGCGCCTTACGGGAAAC

HCBI  TAATGACTCATTCGGCGCCTTACGGGAAAC
Consensus TRAATGACTCATTCGGCGCCTTRACGGGAAAC

1 10 20 30 40 50 60 n a0 90 100 110 120 130

| 1
C tipo TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCARTAGCGTATATTAARGTTGTCGCAGTTARAAAGCTCGTAGTTGAATTTCGGGATTGACACATCGETCGTGCCTTAAGGGGTATG
rep TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCARTAGCGTATATTAARGT TGTCGCAGTTARARRGCTCGTAGTTGAATTTCGGGATTGACACATCGGTCGTGCCT TAAGGGGTATG

HCBI TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCARTAGCGTATAT TAARGTTGTTGCAGTTARARARGC TCGTAGTTGAATTTCGGGATTGACACATCGGTCGTGCCTTARGGGGTATG

Consensus TTGGAGGGECAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTARTTCCAGCTCCARTAGCGTATAT TARAGT TGTeGCAGTTARRAAGC TCETAGTTGAATT TCGEGATTGACACATCGETCGTGCCT TARGGGGTATG

13 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1

tipo ARCTGGTGTAGTCAGTTTCTCACCTTCTGGAGAACCGCGATGTCCTTAATTGGGTGCCGCGAGGARCCAGGACCTTTACT TTGAARAART TAGAGTGTTTAARGCAGGCATTTTGCTTGAATACATTAGC

rep ARCTGGTGTAGTCAGTTTCTCACCTTCTGGAGAACCGCGATGTCCTTAATTGGEGTGCCGCGAGGARCCAGGACCTTTACTTTGAARAAAT TAGAGTGTT TAARGCAGGCATTTTGCTTGARTACATTAGC

HCBI AACTGGTGTAGTCARTTTCTCACCTTCTGGAGAACCGCGATGCCCT TARTTGGGTGTCGCEGGGARCCAGGACCTTTACT TTGARARART TAGAGTGTTTRARGCAGGCATTTTGCTTGAATACATTAGC
Consensus  ARCTGGTGTAGTCAgTTTCTCACCTTCTGGAGAACCGCGATGLCCTTARTTGGGTGECGCGaGGARCCAGGACCTTTACT TTGAAAAART TAGAGTGTT TAARGCAGGCATTTTGCTTGAATACATTAGC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| I

tipo ATGGAATAATARAATAGGACGG-ATGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGATCACCGTARTGAT TARTAGGGATAGT TGGGGGCAT TRGTATTCART TGTCAGAGG TGARATTCTTGGAT TTATTGAAGAC
rep ATGGARTAATARRATAGGACGG-ATGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGATCACCGTAATGAT TARTAGGGATAGT TEGGGGCAT TAGTATTCART TGTCAGAGGTGARATTCTTGGATTTATTGAAGAC
ATGGAATAATAAAATAGGACGGCATGATTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGATCACCGTAATGAT TARTAGGGATAGT TGGGGGCAT TAGTATTCAAT TGTCAGAGG TGARATTCTTGGAT TTATTGAAGAC
Consensus ATGGAATAATARRATAGGACGG, ATGETTCTATTTTGTTGGTTTCTAGGATCACCGTAATGATTARTAGGGATAGT TGGGEGCATTAGTATTCARTTGTCAGAGGTGARATTCTTGGATTTATTGAAGAC

391 400 da10 420 430 440 450 460 qa70 480 430 500 510 520

|
tipo TAACTACTGCGARAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCARGARCGAAAGT TAGGGGATCGARGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATARRCTATGCCGACTAGGAATCANACGATGTTAN
rep TAACTACTGCGARAGCAT TTGCCARGGATGTTTTCATTAATCARGARCGAAAGT TAGGGGAT CGARGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTARCCATARRCTATGCCGAC TAGGAATCAGACGATGT TAR
HCBI  TAACTACTGCGARAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCARGARCGAARGT TAGGGGATCGARGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTARCCATAARCTATGCCGAC TRGGARTCAGACGATGTTAA
Consensus TRAACTACTGCGARAGCATTTGCCARGGATGTTTTCATTAATCARGARCGAARGT TAGGGGATCGARGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATARRCTATGCCGAC TRGGAATCAgACGATGTTAa

521 530 540 550 555

tipo TTTTTTRHTEFII:TEETTEEEEEEETTHEEEEHHHE

rep TTTTTTARTGACTCGTTCGGCGCCTTACGGGARAC

HCBI TTTTTTARTGACTCGTTTG-CACCTTACGGGARAC
Congensus TTTTTTARTGACTCGTTeGgCgCCTTACGGGARAC

Figura 3.4: Alineamiento de las secuencias nucleotidicas obtenidas de los hongos
micorricicos aislados de la parcela experimental tras la amplificacion de la subunidad pequena
del ADNr con los cebadores NS31 y AM1, descritos en la tabla X. En el alineamiento se ha
incluido la secuencia de los hongos correspondientes obtenida de la base de datos NCBI. En
color rojo se muestran los sitios idénticos de las secuencias y en color negro las distintas al
nucledtido consenso.
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III. Impacto de Azospirillum Wty GM sobre la diversidad de los hongos MA

Analisis filogenético de los aislados

El andlisis filogenético (Protocolo 8) de las secuencias obtenidas en este
estudio y otras seleccionadas de la base de datos pertenecientes a hongos
micorricicos mostré que las nuevas secuencias de las distintas especies de los
hongos aislados de la parcela experimental se agrupan con las secuencias de las
mismas especies obtenidas en otros laboratorios (Figura 3.5). Como grupo externo
de referencia (outgroup) se utiliz6 Geosiphon pyriforme, el ancestro mas antiguo
de los Glomerales (Gehrig et al., 1996).

El nimero de acceso de las secuencias utilizadas se muestra en la siguiente

Tabla 3.1.
N° de acceso | Especie correspondiente N° de acceso Especie correspondiente
Y 15905 G. pyriforme AJ306438 G. mosseae
AJ301862 G. brasilianum AJ276086 G. coronatum
AJ133706 G. sinuosum AJ276087 G. coronatum
Y 17648 G. manihotis Y17653 G. caledonium BEG 15
AF213462 G.proliferum AJ505619 G. clarum BEG125
AJ276084 G. clarum AJ276085 G. fragilistratum
AJ276084 G. clarum AJ245637 G. geosporum
AJ505617 G. intraradices BEG 123 AJ301858 G. verruculosum
AJ536822 G. intrarradices BEG121 AJ505813 G. viscosum EEZ-20
AJ505615 G. intraradices EEZ 1 AJ505620 G. viscosum BEG 126
X58725 G. intrarradices AJ505812 G. viscosum EEZ 34
AJ301859 G. intrarradices AJ506091 G. claroideum
Y 17640 G. fasciculatum BEG 53 Y17652 G. viscosum BEG 27
AF231760 G. fasciculatum Y17639 G. etunicatum
AJ505618 G. mosseae BEG 124 AJ276087 G. lamellosum
AJ505614 G. mosseae BEG 119 AJ276079 G. claroideum
AJ505616 G. mosseae BEG 122 AJ276075 G. claroideum
U96141 G. mosseae BEG 69 AJ276089 G. luteum

Tabla 3.1: N° de acceso en el EMBL de las secuencias de la SSU utilizadas en el analisis

filogenético
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Geosiphon pyriformis Y15905

G. etunicatum Y17644
G. versiforme X86687

100

GIGrC

G. spurcum AJ276078
G. sinosum AJ133706
99 64 —— G. vesiculiferum L20824
G. fasciculatum BEG53 Y 17640
64 i— G. Intraradices AJ301859
64— G. manihotis Y17648

G. Proliferum AF213462
98 G. Clarum AJ276084

72

95T G. constrictum

G. viscosum
G. viscosum
_i_— G. viscosum
G. coronatum AJ2766086
100 G. mosseae AJ306438

99

GIGrA

G. mosseae BEG69 U96141
95 G. mosseae

G. mosseae EEZ

G. caledonium Y17635 BEG15
94 G. geosporum AJ245637

G. verruculosum AJ301858

G. caledonium BEG20 Y17635

G. fagilistratum AJ276085

G. caledonium EEZ

G. etunicatum Y17639
100 I G. viscosum BEG27 Y 17652
G. lamellosum EEZ

G. claroideum AJ139732

G. claroideum
G. lamellosum AJ276083

GIGrB

G. claroideum AJ276075

G. lamellosum AJ276087

G. luteum AJ276079

G. Claroideum AJ276079

100 ———  G. brasillanum AJ276082

0.01

ParaGlomus occultum

ParaGlomus occultum AJ276081

Figura 3.5: Arbol filogenético de la secuencia parcial del ADNr 18S de los hongos
aislados en la parcela experimental. E1 Out Group corresponde a Geosiphon pyriformis
(Y15905). En negrita se indican los hongos aislados en la presente tesis doctoral.
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3.3.2. Impacto de la inoculacién de Azospirillum sobre la diversidad
de hongos MA

Las esporas se separaron segun los caracteres morfologicos que presentaban.
Estas en un principio se agruparon en 8 grupos con caracteristicas similares. Tras
analizar la secuencia de la region V3 de la subunidad 16s (7 de Material y
M¢étodos), se comprobo que no todos grupos los aislados eran diferentes. Tres de
los tipos, clasificados morfolégicamente como G. mosseae, G. lamellosum y G.
caledonium si correspondieron a las especies identificadas como tales, sin
embargo, las secuencias de los 5 grupos restantes clasificados como Glomus sp.
produjeron maxima homologia con las secuencias de G. mosseae de la base de
datos NCBI.

Con la identificacion de las esporas presentes en el suelo, se calcularon los
indices de diversidad de Shanon-Wiener, Berger-Parker y la densidad relativa de
hongos MA para cada uno de los tratamientos en las dos plantas.

Suelo No Cultivado:

El suelo no cultivado presentd un bajo nimero de esporas de hongos MA. En
este caso solamente las especies G. mosseae y G. lamellosum se detectaron en
dicho suelo. La proporcion de esporas pertenecientes a la especie G. mosseae fue
tres veces superior a la de G. lamellosum (tabla 3.2).

Suelo No Cultivado G. mosseae G. lamellossum Indice Shanon-Wiener

N° esporas 21 7
D=ni/N NC 0,75 0,25 0,5623

Tabla 3.2: Cantidad de esporas, densidad relativa (D;) e indice Shanon-Wiener en 50g de
suelo No Cultivado.

Tras la cosecha de las plantas de maiz, el numero de esporas aisladas se
incremento hasta un 2170% en el caso de G. mosseae en el tratamiento CRT1. Las
esporas de G. caledonium, las cuales no se detectaron en el suelo no cultivado, se
detectaron en todos los tratamientos. En el suelo cultivado con trigo se encontrd
menor cantidad de esporas que en la rizosfera de maiz no detectdndose G.
caledonium en los tratamientos Control y GM 5005.
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MAIZ G. mosseae  G. lamellosum G. caledonium N° total esporas
CONTROL 392 30 16 438
CRT1 477 45 18 540
Sp245 WT 448 38 18 504
GM 5005 393 35 15 443
Fertilizado 359 31 14 404
TRIGO

CONTROL 87 17 0 104
CRT1 101 17 2 120
Sp245 WT 103 12 1 116
GM 5005 79 12 0 91
Nitrato 73 10 1 84

Tabla 3.3: Cantidad de esporas presentes en el suelo de cada uno de los tratamientos de
maiz y trigo en 50g de suelo.

MAIZ TRIGO
Tratamiento Indice Shanon- et Indice Shanon- ef"
Wiener Wiener
CONTROL 0,4038 1,49755 10,4453 1,56106
CRT1 0.4300 1,53730 10,4901 1,63260
Sp245 WT 0,4186 1,51983 0,3812 1,46405
GM 5005 0,4214 1,52411 0,3899 1,47686
Fertilizado 0,4184 1,51962 0,4280 1,53431

Tabla 3.4: indices de Shanon-Wiener para hongos MA de plantas de trigo y maiz

inoculadas con Azospirillum.

e esporas/100g

N° Esporas Maiz

Control CRT1 Sp245 WT 5005 GM  Fertiizado

@ G. mosseae
mG. lamellosum
O G. caledonium

120 4

100 4

80 4

60 4

n° esporas/100g

40 +

20 4

04

Con

N° Esporas Trigo

1

trol CRT1

115

@ G. mosseae
mG. lamellosum

O G. caledonium

Sp245 WT 5005 GM fertiizado

Figura 3.6: N° de esporas aisladas de rizosfera de maiz y trigo inoculadas con

Azospirillum.
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Indice Berger-Parker

MAIZ TRIGO

CONTROL 0,8949 0,8365
CRT1 0,8833 0,8416
Sp245 WT 0,8888 0,8879
GM 5005 0,8871 0,8681
Fertilizado 0,8886 0,8690

Tratamiento

Tabla 3.5: indice de Berger-Parker para la especie mas abundante.

El indice de Berger-Parker (d) para todos los tratamientos y para las dos

plantas indico que la especie predominante es G. mosseae. Este valor resulté muy
alto, lo que indica que la gran dominancia de esta especie (Tabla 3.5).
Para analizar mas facilmente los valores del indice de Shannon-Wiener, los
valores se transformaron (tabla 3.4). Los indices de equidad en plantas de maiz
resultaron similares para todos los tratamientos. Sin embargo en trigo se
observaron modificaciones en la equidad del sistema. Valores mas altos que el
control (CRT1) indican una variacion en alguna de las especies representadas que
no se vio acompafiada proporcionalmente por el resto.

La cantidad de esporas extraidas del suelo de cada planta se vio afectada por la
inoculacion de las diferentes cepas de Azospirillum.

En todos los tratamientos de las plantas de maiz se detectaron esporas de los
tres hongos en el suelo rizosférico. En los tratamientos control y GM 5005 de
plantas de trigo, no se identificoé G. caledonium, mientras que en el resto de los
tratamientos se detectaron de 1 a 2 esporas de dicho hongo. La inoculacion de las
cepas CRT1 y WT produjo un incremento en la esporulacion de G. mosseae en
ambas plantas, mientras que las otras especies de hongos no se vieron afectadas
por ninguno de los otros tratamientos.

G. mosseae es el hongo mas abundante en la rizosfera de ambas plantas,
constituyendo entre el 83 y 89% de las esporas aisladas de ambas plantas. G.
lamellosum también se encontrd presente en todos los tratamientos y en ambas
plantas en una proporcion que oscild entre el 7 y el 10% de las esporas aisladas.
G. caledonium no fue identificado entre las esporas extraidas de los tratamientos
control y GM de trigo.

El crecimiento de una planta en el suelo increment6 notablemente el ntimero
de esporas. Asi, el trigo incremento6 el numero entre el 300% y el 428% y el maiz
entre el 1442% y el 1928% correspondiendo el valor minimo al tratamiento
fertilizado y el maximo a CRT1 en ambas plantas.

La produccion de esporas en rizosfera de maiz fue superior en 4 veces a la
produccion del trigo.

En ambas plantas la composiciéon de la comunidad micorricica determinada
por la densidad relativa de esporas fue similar. La densidad relativa de esporas se
mantuvo constate para todos los tratamientos y en ambas plantas (Figura
3.6).Entre ambas plantas se observo una diferencia apreciable en cuanto al nimero
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de

esporas extraidas segun la planta hospedadora. El nimero de esporas fue

claramente superior en maiz que en trigo pero el porcentaje de cada especie se
mantuvo practicamente constante.

Densidad relativa esporas

0,9 = = =
0,8 I
0.7 —— [@G. mosseae Trigo
0,6 + | |mG. lamellosum Trigo
0.5 O G. caledonium Trigo
' O G. mosseae Maiz
0.4 4 —— |mG. lamellusum Maiz
0,3 | |@G. caledonium Maiz
0,2 ~ I
0,1 ~ S
o i =N

CONTROL CRT1 Sp245 WT 5005 GM Nitrato

Figura 3.6: Densidad relativa de esporas de los hongos MA en plantas de maiz y trigo
inoculadas con Azospirillum.

3.3.3. Identificacién de hongos MA que colonizan raices

Una vez realizado el estudio de diversidad de hongos MA en la rizosfera de

plantas de trigo y de maiz, se procedio a realizar un estudio de los hongos que
colonizan las raices por medio de técnicas moleculares.

Para realizar dicho estudio en trigo se disefid un experimento procedié a emplear
suelo natural

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 23 4 5 6 7 89

E 8
il .

GM 5005

3 B B 7
T GM'5005

Figura 3.7: Gel TTGE de productos PCR nidada en plantas de trigo. (A) Calle 1-3 inoculado
WT, 4-6 inoculado GM, 7-9 No Inoculado (NI). La primera calle de cada grupo corresponde a
cosecha a 4 semanas, la segunda 6 semanas y la ltima a 8 semanas. Las bandas numeradas se
secuenciaron. El gel B se cargd con productos de PCR obtenidos de otra repeticion de plantas.
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Las bandas mas representativas del gel TTGE de acrilamida-bisacrilamida
(Figura 3.7A) se reamplificaron por PCR para su posterior secuenciacion.

Al analizar la secuencia de las bandas seleccionadas del gel, se aprecia que
todas y cada una de ellas son diferentes entre si en al menos una base. Esta leve
diferencia provoca que la velocidad de migracion de las bandas sea diferente para
cada una de ellas. La temperatura de fusion varia segun la secuencia nucleotidica
por lo que los fragmentos amplificados se separan diferencialmente. Mediante la
herramienta “Blastn” de la base de datos NCBI, se comprobd la méxima
homologia de dichas secuencias. Los resultados indicaron que la mayoria de las
bandas obtenidas (n° 1-8) eran polimorfismos del hongo G. mosseae y s6lo una de
las bandas (n° 9) era identificada para G. caledonium.

4-1

Consensus

1 10 20 30 40 ] [:11] 70 80 a0 100 110 120 130

1 1
TGCCTGCTTTARACACTCTARTTTTTTCARGGTAARCAGTCCTARTTCCCCGTARCACCARATTAATGGCATTATGGTTCTTTAGAAGGTGAGAAATCARTGATARCAGTGCATACCARCGG-CATGACCG
GCCTGCTTTARACACTCTARTTTTTTCARGGTARCAGTCCTARTTCCCCGTARCACCARATTARTGGCATCACGGT TCTTTAGAAGETGAGAAARTCARTGATARCAGTGCATACCARCEG-CATGACCG
TGCCTGCTTTARACACTCTARTTTTTTCARGGTAACAGTCCTARTTCCCCGTAACACCARAT TAATGGCATTACGGTTCTTTAGAAGE TGAGAAATCARTGATAACAGTGCATACCARCGG-CATGACCG
GCCTGCTTTARACACTCTARTTTTTTCARGGTARCAGTCCTARTTCCCCGTARCACCARATTAATGGCATTACGGT TCTTTAGAAGGTGAGAAATCARTGATARCAGTGCATACCARCGG~-CATGACCG
GCCTGCTTTARACACTCTARTTTTTTCARGGTARCAGTCCTARTTCCCCGTARCACCARATTARTGGCATTACGGT TCTTTAGAAGETGAGAAATCARTGATARCAGTGCATACCARCEG-CATGACCG
GCCTGCTTTARACACTCTARTTTTTTCAAGGTAACAGTCCTART TCCCCGTARCACCARATTAATGGCATTACGGTTCTTTAGAAGETARGAAATCARTGGTARCAGTGCATACCARCGG-CATGACCG
GCCTGCTTTARACACTCTARTTTTTTCARGGTARCAGTCCTARTTCCCCGTARCACCARATTAATGGCATTGCGGT TCTTTAGAAGGTGAGAAATCARTGATARCAGTGCATATCARCGGGCATGACCG
LGCCTGCTTTARRCACTCTARTTTTTTCARGGTARCAGTCCTAATTCCCCGTARCACCARATTAATGGCAT TacGGTTCTTTAGAAGGET2AGAAATCARTGaTARCAGTGCATACCARCGE ,CATGACCG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 239
1 1
ARATATTGATCCCGARRTTCAGCTACGAGCTTTTTARCTGCARCARCTTTARTATACGC TATTRGAGCTGGAAT TACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGLCCTCC

ARATATTGATCCCGARATTCAACTACGAGCT TTTTARCTGCAACARCTTTAATATACGCTATTGGAGCTGGAAT TACCGCGGCTGCTGGCACCAGACT TGCCCTCCARR
ARATATTGATCCCGARATTCAACTACGAGCTTTTTARCTGCARCARCTTTAATATACGC TATTRGAGCTGGAAT TACCGCGGCTGCTRGCACCAGACT TGCCCTCCARR
ARACATTGATCCCGARRTTCAACTACGAGCTTTTTARCTGCARCARCTTTARTATACGCTATTRGAGCTGGAAT TACCGCGGCTGCTGGCACCAGACT TRCCCTCCARA
ARATATTGATCCCGARATTCAACTACGAGCTTTTTARCTGCARCARCTTTAATATACGC TATTGGAGCTGGAAT TACCGCGGCTGCGRGCACCAGACT TGCCCTCCARR
ARATATTGATCCCGARATTCAACTACGAGCTTTTTARCTGCARCARCTTTAATATACGC TATTRGAGCTGGAAT TACCGCGGCTGCTGGCACCAGACT TRCCCTCCARR
ARATATTGATCCCGAARTTCAACTACGAGCTTTTTARCTGCARCARCTTTARTATACGCTATTRGAGCTGGAAT TACCGLGGCTGLGRGCACCAGACT TRCCCTCCARA
ARACATTGATCCCGARATTCAACTACGAGCTTTTTARCTGCARCARCTTTAATATACGC TATTEGAGCTGGAAT TACCGCGGCTGCLGGCACCAGACTTGCCCTCCaaa

Figura 3.8: Alineamiento de las secuencias correspondientes las bandas eluidas del gel TTGE
de trigo e identificadas como G. mosseae.

NI Sp245 CRT1 GM

B EEBE
1~.'
2
3
4
5
6

Figura 3.9: Gel TTGE de productos PCR nidada de raices de maiz inoculadas con
Azospirillum. Las bandas sefialadas se eluyeron para su secuenciacion.

Respecto a la identificacion de hongos MA que colonizaron las raices de maiz,
los productos de la PCR nidada se cargaron en otro gel de TTGE de las mismas
caracteristicas que para trigo. Resultados idénticos al presentado en la Figura 3.9

- 100 -



III. Impacto de Azospirillum Wty GM sobre la diversidad de los hongos MA

se obtuvieron al correr el producto de PCR obtenido del ADN de las plantas
correspondientes a las repeticiones del ensayo.

Las bandas obtenidas corresponden a las secuencias amplificadas de los
hongos que colonizan raices de maiz inoculadas con las diferentes cepas de
Azospirillum. Las bandas amplificadas corresponden a fragmentos amplificados
con los cebadores seleccionados para hongos MA. Cada banda corresponde a un
fragmento cuya secuencia de bases difiere con respecto a otra. Las bandas una vez
reamplificadas y secuenciadas indicaron que las raices se encontraban
micorrizadas con diferentes especies de hongos MA. Asi, mientras las bandas 1, 2,
3, 5,y 6 corresponden a G. mosseae, la banda n° 4 presentd6 maxima homologia
con G. lamellosum. A diferencia del gel de trigo, en este caso, ninguna de las
bandas dio homologia con G. caledonium. En lodos los tratamientos se
observaron las mismas bandas,indicando que la colonizacién fue realizada por las
mismas especies.

3.4. Discusion

La caracterizacion molecular de los hongos MA ha sido una tarea complicada
en el pasado debido al elevado grado de variacion detectada entre las copias de
ADN ribosdmico presentes en una Unica espora, lo que cuestionaba la validez de
estos métodos para la investigacion filogenética de los Glomerales (Hijri et al.,
1999; Sanders et al., 1999). Sin embargo, trabajos de investigacion recientes
indican que el analisis de las secuencias de la subunidad pequefia del ADNr es una
herramienta indicada para estudiar relaciones filogenéticas entre los hongos
micorricicos. Las diferencias esperadas en las secuencias podrian estar mas
vinculadas a entidades taxonomicas distintas que las encontradas en las secuencias
multialélicas de los ITS (Schiifler et al., 2001; Schwarzott & Schiipler, 2001). Los
genes ribosdmicos se encuentran repetidos en tandem a lo largo del genoma y en
la mayoria de los organismos no se han observado grandes variaciones entre las
distintas copias, aceptandose de forma generalizada que las variaciones en la
secuencia de bases de los genes ribosdmicos son reflejo de las relaciones
filogenéticas entre grupos, caracteristica que ha convertido a estos genes en una
fuente de informacion filogenética. La subunidad ribosémica pequeia presenta
una tasa de evolucidon menor, lo que condiciona que el gen esté mas conservado.
Por esta razon, se eligio el andlisis de las secuencias del ARNr del 18S para
caracterizar genéticamente los diferentes morfotipos aislados. Se ha preferido
utilizar Geosiphon pyriforme como grupo externo de referencia para la
elaboracion del arbol filogenético, en vez de Endogone pisiformis, ya que cada
vez hay mas evidencias de que se trata del ancestro mas proximo de los hongos
MA (Gehrig et al., 1996).

El uso de un cebador especifico de los Glomerales, el AM1, ha evitado la
amplificacion de ADN contaminante de otros organismos (Helgason et al., 1998).
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Los hongos G. mosseae, G caledonium y G. lamellosum aislados de la parcela
experimental, asi como los hongos procedentes de la coleccion de la EEZ,
aparecieron ubicados en el arbol filogenético junto con aislados de la misma
especie procedente de otros laboratorios. Esto corrobora su identificacion
morfoldgica y refuerza la idea de que organismos de la misma especie (morfotipo)
presentan relaciones filogenéticos muy estrechas (Schwarzott et al., 2001).

La tinica excepcion ha sido que la secuencia de G. lamellosum EEZ se localiz6
en la misma rama aunque a una distancia algo alejada del G. lamellosum de
referencia (AJ276087) disponible en la base de datos. En este sentido hay que
referir que en estudios anteriores de filogenia (Schiifler et al., 2001) también
observaron que diferentes aislados de G. clarum se situaban en diferentes ramas
cuando se analizaban las secuencias de la subunidad pequefia del ARNr
amplificadas con los cebadores NS1 y NS2. Las razones de esta divergencia no se
conocen. Las dificultades para diferenciar G. clarum desde un punto de vista
morfologico de otras especies de Glomerales podria ser la base de estas
divergencias. Sin duda, estudios adicionales ayudaran a elucidar porqué diferentes
aislados de algunas especies del género Glomus difieren desde un punto de vista
filogenético. Asimismo, el niimero creciente de secuencias disponibles en las
bases de datos debido al crecimiento exponencial de los estudios de
caracterizacion molecular contribuird a una mejor comprension de las relaciones
filogenéticas entre los hongos formadores de MA.

En la parcela experimental se han encontrado solo tres morfotipos diferentes
de hongos MA. En general podriamos decir que la diversidad de especies de
hongos micorricicos encontrada en la parcela experimental se puede considerar
entre media y baja. Curiosamente no se han aislado otras especies de hongos que
se habian detectado 5 afios antes en el mismo suelo (tesis de Maria del Mar
Vazquez) como son G. infrecuens o G. intrarradices. La no deteccion de G.
intrarradices no significa que no se encuentre en la parcela ya que este
microorganismo se ha detectado con anterioridad y est4 presente en la mayoria de
los ecosistemas de la cuenca mediterranea (Calvente et al., 2004). La deteccion de
G. infrecuens resulta mas problematica que la de G. intrarradices. En un cultivo
puro de G. infrecuens de 1999 (que contenia un bajo nimero de propagulos) dejo
de detectarse el hongo al cabo de un afo, por lo que se deduce la gran dificultad
de aislamiento y produccion de determinados hongos. Hay que tener en cuenta
que en la parcela experimental se ha mantenido en barbecho durante largo tiempo
antes de la toma de muestras, por lo que es normal que tanto la diversidad como el
numero de propagulos de las especies presentes no sea elevado. El numero de
propagulos detectados en la rizosfera de trigo y maiz aumenta considerablemente
respecto al suelo no cultivado aunque el aumento en nimero de especies no sea
tan acusado.

Tanto la cantidad como la diversidad de hongos varian enormemente seglin el
ecosistema que se estudie. En otros agrosistemas se han encontrado cifras muy
superiores de especies de hongos micorricicos. Por ejemplo, en praderas del
continente americano se han encontrado hasta 16 especies distintas de hongos
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micorricicos (Eom et al., 2000). Esas cifras, en cualquier caso, distan mucho de
las encontradas en agrosistemas mediterraneos, en los que normalmente no se
encuentran representadas mas de 5-6 especies de hongos formadores de
micorrizas arbusculares, la mayoria de ellas pertenecientes al genero Glomus
(Atkinson et al., 2002; Ferrol et al., 2003). La diversidad de especies encontrada
en la parcela experimental coincide por lo tanto, con la descrita en sistemas
proximos aunque no similares. Hay que tener en cuenta, en cualquier caso, que la
metodologia empleada supone una estimacion a la baja de la diversidad real
existente en el suelo, ya que la caracterizacion morfoldgica y molecular se ha
llevado a cabo solamente sobre las especies que se han podido multiplicar
mediante la utilizacion de plantas trampa y que, en esas condiciones, han sido
capaces de esporular. Es razonable pensar que hongos con menor capacidad de
adaptacion a situaciones variables, o que no esporulan en esas condiciones, como
podria ser el caso de algunas especies de Gigaspora o Scutellospora, sean
dificilmente detectables en nuestras condiciones (Morton et al., 1995; Clapp et al.,
2002).

La identificacion de especies de hongos MA mediante el uso de técnicas
electroforéticas se ha comenzado a realizar recientemente (Opik et al., 2003;
Cornejo et al., 2004). En los trabajos mencionados, se describe la dificultad para
identificar a nivel de especie los hongos que colonizan raices con una sola pareja
de cebadores (GC NS31-AMI. El disefio de un segundo cebador (Inglo2)
empleado para la reamplificacion del fragmento ha permitido la identificacion a
nivel de especie mediante TTGE (Cornejo et al., 2004).

Los resultados muestran hasta ocho bandas correspondientes a G. mosseae en
la amplificacion de raices de trigo. El andlisis de las secuencias de las bandas
indico que todas y cada una de ellas diferian entre si en al menos una base. Esto
contrasta con lo observado por Cornejo et al., (2004) que obtuvieron una sola
banda para esta especie. Sin embargo, en el caso de G. viscosum se observaron
hasta 4 bandas. La aparicion de multiples bandas correspondientes a una misma
especie, sugiere como se ha descrito por Sanders et al., (1995) una gran
variabilidad genética entre copias de genes del ARNr de especies de hongos MA.
La evolucion de los hongos MA ha producido una enorme variabilidad genética
dentro de las mismas especies (Hijri y Sanders, 2001) en cuyas esporas pueden
coexistir multiples nicleos genéticamente diferentes (Trouvelot et al., 1999).

El hecho de no detectar una banda correspondiente a G. lamellosum en trigo y
de G. caledonium en maiz, no implica que estos no se encuentren colonizando la
raiz. De hecho, es 16gico pensar que si colonizan estas plantas y que la bacteria
inoculada no afecta a su capacidad de colonizacion ya que estas especies (aunque
en menor proporcion que G. mosseae) se han multiplicado en la rizosfera de estas
plantas en el experimento 2.2 de esta tesis (tabla 3.4).

Aunque la sensibilidad de la técnica ha sido demostrada, es posible que la
colonizacién de G. mosseae sea mucho mayor que la de G. lamellosum y G.
caledonium, enmascarando la amplificacion de los otros hongos. En la
amplificacion de ADN obtenido a partir de mezclas de esporas, compuestas por
diferente nimero de esporas de dos hongos MA, se ha observado un
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enmascaramiento de la amplificacion de la especie minoritaria (Cornejo et al.,
2004). Esto, junto con la aleatoriedad de la colonizacion intrarradical y la
capacidad colonizadra de las diferentes especies, puede explicar que no se
detectaran los hongos presentes en el suelo.
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4. Impacto de la inoculacion de Azospirillum WT y GM
sobre distintas facetas del ciclo de vida de hongos MA

4.1. Efectos de la inoculacion de Azospirillum sobre Ila
germinacion de esporas de hongos MA in vitro

4.1.1. Introduccion

Como es bien conocido, la secrecion de compuestos procedentes de la
planta o del metabolismo de microorganismos puede tener un importante efecto
sobre el ciclo vital de otros componentes microbianos de la rizosfera (Bowen &
Rovira, 1999). Este hecho tiene un especial significado tanto para la formacion de
la MA como en la interaccion de Azospirillum y hongos MA.

Asi en el establecimiento de la asociacion simbidtica entre plantas y los
hongos MA, y en el entramado de intercambio de sefales entre los dos
componentes de la simbiosis (Gadkar et al., 2001, Vierheilig & Piche 2002),
juegan un papel importante los exudados radicales. En efecto, los exudados
radicales se encuentran entre los factores fisicos y quimicos que afectan al ciclo
vital de los hongos, en especial la germinacion de esporas y la elongacion del
micelio. La composicion de estos es compleja (Bowen & Rovira, 1999). Entre los
compuestos presentes se encuentran azicares (Van Bastelaere, 1999) o
flavonoides (Cervifio et al., 2005). Estos compuestos son capaces de modificar el
comportamiento de los microorganismos que habitan en la rizosfera, pudiendo
alterar la sintesis de otros compuestos. Se ha descrito que la concentracion de AIA
afecta significativamente al micelio de los hogos MA (Gryndler et al., 1998). Es
por ello, que la co-inoculaciéon de Azospirillum, productor de dicha hormona,
puede afectar la germinacion de esporas de hongos MA y/o el desarrollo posterior
del micelio.

Dado que la capacidad colonizadora de los hongos MA se sustenta en el
desarrollo de sus propagalos durante los estadios de pre-colonizacion (Figura 3,
Introduccion) es importante estudiar el efecto que tiene la inoculacion sobre esta
fase de los hongos MA.

De acuerdo con lo que antecede, los objetivos de este sub-capitulo son
investigar el impacto de la inoculacion de Azospirillum, los exudados radicales y/o
el triptéfano (precursor del AIA) sobre el desarrollo de propagalos de los hongos
MA.
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4.1.2. Material y Métodos

Los experimentos que constituyen el presente sub-capitulo se basan en
ensayos de germinacion in vitro (placa de Petri) de esporas de hongos MA.

Para la realizacion de este experimento se selecciond G. mosseae, aislado
del suelo en estudio como hongo modelo.
Las cepas bacterianas seleccionadas para este ensayo fueron la bacteria GM
pFAJ5005 y su cepa WT Sp245, asi como un control No Inoculado.

El medio de crecimiento seleccionado fue AAM (Carr & Hinkley, 1985)
suplementado con 10% de exudados radicales y en su caso, triptofano a una
concentracion de 100ug/ml. Se utilizaron placas de Petri de 90mm J, sobre las
que se depositaba el medio de cultivo a razén de 20 ml/placa.

La composicién del medio AAM viene recogida en el apartado 5.6 de
Material y Métodos.

Para seleccionar la concentracion adecuada de los cultivos de Azospirillum
para la inoculacion de las placas, se ensayaron previamente varias concentraciones
de los cultivos. Asi, una vez obtenidos los inoculantes bacterianos (D.O.g00= 1) se
hicieron diluciones seriadas de los mismos en agua destilada estéril y se utilizaron
las diluciones 107, 10 y 107, sobre medio AAM. Se emple6 como indculo 100yl
de suspension que se extendieron homogéneamente por la placa con un asa de
vidrio. Se observo que la concentracion mas adecuada para este ensayo era la
dilucion 10" ya que a mayores concentraciones se inhibia drasticamente la
germinacion de las esporas y cubria casi por completo toda la superficie de las
placas.

Para los ensayos propiamente dichos, se prepararon 5 repeticiones de cada
tratamiento, con 6 esporas por placa repartidas sobre los vértices de un pentdgono
imaginario y una en el centro.

Figura 4.1: Disposicion de las esporas en placa de medio AAM inoculado con Azospirillum

La cuantificacion de la germinacion de las esporas se realizo cada 7 dias, a
los 7, 14 y 24 dias, cuando se observo que la germinacion habia concluido.
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4.1.3 Resultados

La Fig. 4.2., muestra los efectos de la inoculacion de Azospirillum y de
triptofano (Try) sobre la germinacion de esporas.
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Figura 4.2: Efecto de la inoculacion de Azospirillum WT (Sp245) y GM 5005 sobre la
evolucion de la germinacion de esporas de G. mosseae en presencia o no de triptofano.

La inoculacion de Azospirillum, tanto WT como GM no afectdo a la
germinacion de G. mosseae en ausencia de Try. Sin embargo, la cepa WT produjo
un incremento de la germinacion en medio suplementado con Try.

La Fig. 4.3 recoge los datos del ensayo que evalua el efecto de la
inoculacion de Azospirillum sobre la longitud del micelio de las esporas de G.
mosseae en presencia o no de triptéfano
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Figura 4.3: Efecto de la inoculacion de A. brasilense WT (Sp245) y GM (5005)sobre la
longitud del micelio de las esporas de G. mosseae a diferentes tiempos en presencia o no
de triptofano.
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La inoculacion de la cepa WT estimul6 el desarrollo del micelio formado a
partir de esporas de G. mosseae, tanto en ausencia como en presencia de Try. La
cepa GM solo incrementd el desarrollo de micelio en presencia de Try.

4.1.4 Discusion

Es evidente que la germinacion de las esporas de hongos MA se afectan
por la presencia de Try y la co-inoculacién con Azospirillum, como se ha descrito
para otras bacterias (Azcon- Aguilar, et al., 1986; Mayo et al., 1986)
probablemente a causa de la produccion de determinadas sustancias estimuladoras
(Hrselovda & Gryndler 2000). Entre estas sustancias se encuentran las
fitohormonas (Gryndler et al., 1998). Teniendo en cuenta que Azospirillum
trasforma el Try en AIA, es logico pensar que los efectos observados son debidos
a la presencia de esta fitohormona.

Gryndler et al., (1998) han descrito el efecto negativo de concentraciones
elevadas de AIA sobre el desarrollo del micelio, teniendo en cuenta que la cepa
GM es sobreproductora de AIA, se puede explicar que haya presentado un menor
efecto que el ejercido por la cepa WT sobre G. mosseae. Aunque, como se vio en
el Capitulo 1, la diferencia en la produccion de AIA a partir de Try entre la cepa
GM y WT no es muy elevada, los efectos positivos y negativos de las
concentraciones de esta hormona se mueven en unos rangos muy ajustados. Asi,
una concentracion de 0.3uM produce un efecto estimulador mientras que si
aumenta hasta 30uM, se observa una inhibicion total del crecimiento del hongo
intrarradical.

Es posible que los efectos no positivos se deban a la concentracion de AIA
sintetizada por la cepa GM.
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4.2. Efectos de la co-inoculacion de Azospirillum y G. mosseae sobre
el desarrollo y funcion de la MA en maiz.

4.2.1 Introduccion

Dado que la inoculacion de Azospirillum estimuld, en ciertos casos la
germinacion de esporas y el desarrollo del micelio en G. mosseae, estadios
propios de la llamada fase de pre-colonizacion MA, es l6gico suponer que dichos
efectos transciendan a fases posteriores del proceso de formacion de la MA.
Igualmente las evidencias de que Azospirillum pueda actuar como MHB
(Pacovsky, 1989b; Bohwmik & Singh, 2004) aconseja comprobar dichos efectos
en las condiciones del presente estudio. Con este objetivo se disefio un
experimento “ad hoc”, que se describe a continuacion. En este experimento se
pretende tambien investigar si los efectos sobre la formacion de la MA repercuten
en una mejora en el crecimiento de las plantas

4.2.2 Material y Métodos
Diseiio experimental.

Este ensayo se realiz6 con plantas de maiz.

El experimento se disefid en macetas que contenian 1,5kg de suelo,
cultivandose una planta por maceta. Se utilizo un indculo bruto consistente en
suelo rizosférico y fragmentos de raices micorrizadas que contenia propagulos de
G. mosseae. La inoculacion de Azospirillum se realizd segun se describe en el
apartado 4.1 de Material y M¢étodos. Las cepas inoculadas fueron las cepas
silvestres Sp245 y CRTI1 y la GM5005, incluyéndose también un control no
inoculado.

Se dispusieron 4 repeticiones para cada planta y tratamiento de
inoculacion.

Extraccion y cuantificacion del micelio externo

El micelio extrarradical se extrajo de tres repeticiones de 2 gramos de
suelo rizosférico usando una modificacion del método propuesto por Jakobsen et
al. (1992).

A las muestras se les agregaron 40ml de agua. Se agitd en vortex durante 1
min, y se dejé reposar durante otro minuto. Se tomé una alicuota de 2 ml del
centro del tubo, la cual se filtré6 en un tamiz de 50 um de luz de malla. Se lavo
suavemente y al volumen recogido se le afiadieron 5Sml de azul tripan en acido
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lactico al 0.05%. Este volumen se filtr6 en un sistema de filtracion multiple a
vacio con un filtro de nitrocelulosa cuadriculado (Whatman, 25 mm didmetro y
0.45um de poro).

Los filtros se montaron sobre portaobjetos y se observaron al microscopio
a 100 aumentos equipado con una reticula de 10 x 10 lineas en el ocular. La
reticula se posicion6 dentro de varias de las areas cuadrangulares del filtro y se
contaron las intersecciones de las lineas con el micelio. La longitud del micelio se
determin6 a partir de los datos obtenidos y aplicando la ecuacion de Newman
(1966).

R:(”Aij Fd x Fps
2H

Donde R es la longitud de las hifas, A es el area de medicion en el filtro
(m%), N es el namero de intersecciones, H es la longitud total de la reticula
utilizada, Fd es el factor de dilucion del suelo (20) y Fps es el factor de humedad
del suelo.

4.2.3 Resultados

La Fig. 4.4 recoge los datos de biomasa indeterminados tras la cosecha de
las plantas de maiz.

Los resultados muestran que la inoculacién de G. mosseae incremento la
biomasa de las plantas. La inoculacion de Azospirillum en plantas no micorrizadas
no produjo cambios en la produccién de biomasa. Sin embargo, la inoculacion
conjunta del hongo MA y la cepa GM 5005 increment6 la biomasa de raizy parte
aérea.

Como se puede observar en la figura 4.4, queda patente que la inoculacion
con G. mosseae, beneficia el crecimiento de las plantas, aunque los efectos
beneficiosos son significativos solamente en el caso de plantas co-inoculadas con
la cepa GM de esta bacteria.

La Figura 4.5 recoge respectivamente los datos de micorrizacion
(colonizacion intraradical) y desarrollo de micelio externo producidos en plantas
de maiz inoculadas con G. mosseae y Azospirillum.
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Figura 4.4: Biomasa de plantas de maiz (peso seco expresado en g/planta) inoculadas con G.
mosseae y A. brasilense WT Sp245 y GM5005 y A. lipoferum CRT1

Es obvio que la inoculacion de Azospirillum estimuld la formacion de la
micorriza, tanto en su desarrollo intra- como extra-radical. Como se puede
comprobar en la Fig. 4.5 (B), la respuesta de las plantas a la micorrizacion fue
similar entre los tratamientos inoculados con Azospirillum. Particularmente, la
cepa WT Sp245 incrementd hasta un 70% el grado de micorrizacion.
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Figura 4.5: (A) Longitud de micelio externo y (B) Micorrizacion de plantas de maiz
inoculadas con G. mosseae y A. brasilense WT Sp245 y GM5005 y A. lipoferum CRT1
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4.2.4 Discusion

Teniendo en cuenta que el objetivo general del proyecto ECO-SAFE era
investigar la posible existencia de algun efecto negativo de la aplicacion
inoculantes de Azospirillum sobre la formacion y efectos de la micorriza, se puede
concluir que ninguno de los inoculantes interfiri6 de manera negativa ni la
micorrizacion ni el desarrollo de las plantas. Como se discutio en el Capitulo 2, el
efecto positivo de Azospirillum sobre el crecimiento vegetal suele deberse al
hecho de ser estas bacterias productoras de AIA (Beyeler er al., 1997). Ademas, se
ha descrito que la inoculacion conjunta de G. deserticola y A. brasilense con
increment6 la biomasa de maiz en comparacion con el control no inoculado o
inoculados por separado (Vazquez et al., 2000). Estos resultados parecen
corroborar la existencia de una compatibilidad funcional entre microorganismos
saprofitos y simbidticos (Azcon et al., 1991). Esto queda de manifiesto en los
resultados de la interaccion observados entre G. mosseae y Azospirillum en las
plantas de maiz.
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5. Estudio de la interaccion de Azospirillum WT y GM con
hongos MA mediante el uso de proteinas fluorescentes

5.1Introduccion

Como se ha descrito anteriormente, las bacterias tipo PGPR se asocian a la
superficie de las raices en donde desarrollan actividades beneficiosas para el
crecimiento, nutricion y/o la salud de la planta. Un aspecto muy importante para la
competitividad de las PGPR es su capacidad para colonizar la rizosfera y
mantener un equilibrio estable en la superficie radical (Lugtemberg & Dekkers,
1999). Se ha demostrado que una baja colonizacién puede disminuir funciones tan
importantes como la de biocontrol (Schippers et al., 1987) o su actividad
promotora del crecimiento (Bashan, 1998).

Las PGPR interaccionan en el suelo no solo con las plantas sino también con
una gran variedad de microorganismos, entre ellos los hongos MA. En este
sentido, se han descrito interacciones sinérgicas y antagoénicas de los hongos MA
con las PGPR (Barea et al., 2005). Durante los ultimos afios se han descrito
numerosos especies de bacterias asociadas a la micorrizosfera de diferentes
plantas (Andrade et al., 1998; Founoune et al., 2002). Se ha sugerido la
importancia de contacto fisico de ambos microorganismos, lo cual se ha descrito
para algunas cepas bacterianas tanto WT como GM (Bianciotto et al., 1996;
Vande Broek et al., 1998; Toljander et al., 2005).

Se sabe que los hongos AM son capaces de influenciar la composicion de las
comunidades bacterianas asociadas a la micorrizosfera. Para explicar dicho efecto
se han propuesto multitud de mecanismos, entre otros el aporte de compuestos por
parte del micelio extrarradical (Andrade et al., 1997), cambios en la estructura del
suelo (Tisdall & Oades, 1979), competicion por nutrientes (Ravnskov et al.,
1999), o cambios en la composicion de los exudados radicales (Soderberg et al.,
2002). De la misma forma que los hongos MA afectan a la comunidad bacteriana,
se ha sugerido que ciertas bacterias en la micorrizosfera, afectan al crecimiento y
establecimiento de los hongos MA. Determinadas bacterias estimulan procesos
como la germinacion de esporas (Xavier & Germida, 2003), o la colonizacion
radical por hongos MA (Toro et al., 1997; Budi et al., 1999). La importancia de
las asociaciones bacterianas a la micorriza se ha puesto de manifiesto tras la
descripcion de las denominadas MHB por Garbaye, las cuales mejoran tanto la
formacion y actividad de la micorriza como el crecimiento vegetal (Garbaye,
1994). Aunque el significado de las interacciones entre bacterias y hongos MA
esta bien establecido (Barea et al., 2005), es importante estudiar los mecanismos
que intervienen para entenderlas en profundidad. Presumiblemente, el contacto
directo entre las hifas y las bacterias facilita las interacciones, en cuyo proceso
pueden intervenir diferentes sefiales o el intercambio de metabolitos (Toljander,
2005). La adhesion bacteriana a las estructuras del hongo puede ser un
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prerrequisito para las para que se expresen tales interacciones entre estos
microorganismos. Ademas se ha propuesto que las hifas pueden se utilizadas
como vehiculo para la dispersion de bacterias (Bianciotto et al., 1996b).

Dada la importancia de las técnicas basadas en la microscopia confocal y el
uso de proteinas fluorescentes para la investigacion en interacciones
microorganismo-microorganismo se dedican sub-apartados especificos a comentar
esas técnicas

Se ha propuesto que la adhesiéon y colonizacion de bacterias MHB
metabolicamente activas a la rizoplana o superficie micorricica es necesaria para
afectar a la relacion simbidtica. Este requisito se ha visto en la cepa Pseudomonas
fluorescens BBc6 descrita como MHB, la cual se adhiere a las hifas de diferentes
ectomicorrizas, mientras que otras cepas no MHB no tienen la capacidad para
adherirse a las estructuras fungicas de ectomicorrizas. También se han descrito
bacterias MHB sobre hongos AM (Duponnois et al., 2003; Pacovski, 1989;
Mamatha, et al., 2002) que pueden incrementar el crecimiento vegetal y la
colonizacién micorricica.

Microscopia confocal

Como es bien conocido, la observacion microscopica es posible cuando se
dispone de objetos pequenos o de secciones finas del material a observar. El
microscopio de fluorescencia permite observar al mismo tiempo todo el grosor de
una célula ya que la discriminacion en planos o imagenes independientes siempre
es posible, aunque técnicamente complejo, mediante la obtencién de secciones
correspondientes a planos consecutivos. La microscopia de fluorescencia confocal
aporta otra solucion mucho mas directa. Esta técnica se basa en el empleo de
fuentes de iluminacion de gran intensidad y sincronicas, de un juego de
diafragmas y de un sistema de captacion de imagen electronico, lo que permite la
obtencion de imagenes de secciones Opticas finas. A partir de series de secciones
opticas de este tipo, obtenidas a diferentes profundidades y archivadas en un
ordenador, resulta posible reconstruir una imagen tridimensional.

Uso de proteinas fluorescentes para el seguimiento de las bacterias
en la rizosfera/micorrizosfera

Desde que se aislo la GFP (Green Fluorescent Protein) de Aequorea victoria
(Prasher et al., 1992) y su posterior expresion en otros microorganismos (Chalfie
et al.,, 1994), la aplicacion de la GFP como biomarcador en multitud de
organismos tanto eucariotas como procariotas, ha incrementado de manera
incesante (Stoltzfus et al., 2000). La gran ventaja de la GFP como sistema
marcador, es que no necesita ningiin cofactor o sustrato adicional. Ademas, el
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comportamiento de las bacterias portadoras del gen gfp pueden ser analizadas a un
nivel individual de forma no lesiva para la célula.

El extendido uso de la GFP como una poderosa herramienta en el marcaje
celular ha provocado una enorme demanda para poder seguir y distinguir varios
marcajes simultdneamente. Recientemente se han desarrollado para cubrir esta
demanda, una serie de variantes de la GFP, denominadas EBFP (azul), EGFP
(verde), EYFP (amarilla), ECFP (cian) asi como la DsRed una proteina roja
procedente un coral (Discosoma sp.) (Tsien, 1998; Matz et al., 1999). La
bibiliografia indica que la mejor combinaciéon de colores para ensayos de
coinoculacion con la EYFP (ya que la cepa genéticamente modificada se
encuentra marcada con la EYFP) es la DsRed, y en caso de no disponer de ella, la
ECFP preferentemente o la EGFP en su defecto (figura 7.1) (CLONTECHniques,
1999 y 2001). Esto se comprobd mediante la visualizacion de las colonias en un
estereomicroscopio de fluorescencia (Figura 7.2)
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Figura 7.1: Espectros de excitacin (A) y de emision (B) de las proteinas fluorescentes
EGFP, ECFP, EYFP y DsRed

5.2 Material y Métodos

5.2.1 Obtencion de A. brasilense Sp245 marcado con las diferentes
proteinas fluorescentes por conjugacion triparenteral

Antes de llevar a cabo los ensayos de transformacion para dotar a A.
brasilense Sp245 con las proteinas fluorescentes apropiadas, se procedio a
comprobar que esta bacteria no presentaba autofluorescencia a las longitudes de
onda de excitacion de las proteinas fluorescentes que se pretendian emplear en los
ensayos. Para esto se observaron al estereomicroscopio de fluorescencia (Leica
MZ16 F) las colonias crecidas en placa tanto con medio LB como con MMAB.
Posteriormente, se comprobd que ninguna de las cepas seleccionadas para la
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conjugacion triparenteral crecian en el medio selectivo MMAB con los
antibioticos de seleccion.

Para aumentar la seguridad de que no creciera ninguna colonia no
transformada en el medio selectivo se obtuvo una cepa de A. brasilense Sp245
resistente a Rif 50 de manera espontanea. Asi la cepa transconjugante deberia ser
resistente a Tc y Rif. Tras la conjugacion se seleccionaron aquellas colonias que
crecieron en MMAB Tc-Rif. Se comprob6é la emision de fluorescencia
correspondiente bajo el estereomicroscopio de fluorescencia con los filtros
adecuados.

5.2.2.1. Experimento Conjugacion triparenteral

Debido a las limitaciones técnicas de los equipos de microscopia en cuanto a
juegos de filtros disponibles al comienzo del disefio experimental, se decidio
realizar la conjugacion de A. brasilense con las cuatro proteinas fluorescentes.
Una vez obtenidas estas cepas, se seleccionaron las marcadas con EYFP y ECFP
para los experimentos.

Los plasmidos utilizados se describen en la tabla 2 de Material y Métodos
generales (Bloemberg et al., 2000). Estos plamidos, que contienen los genes que
codifican las diferentes proteinas fluorescentes, se transfirieron a la cepa silvestre
de A. brasilense Sp245 Rif mediante conjugacion triparenteral usando como
célula auxiliar E. coli DH5 a que porta el plasmido pRK2013. Se siguio el
protocolo que se describe a continuacion.

5.2.2.2.  Conjugacion triparenteral de A. brasilense Sp245

Los cultivos se refrescaron haciendo una dilucion 1:10 (v:v) a partir de un
preinoculo. Las cepas donadora y auxiliar se hicieron crecer con los antibidticos
correspondientes hasta una D.Oggo.= 0.2. Con la cepa receptora se procedioé de la
misma forma, pero llevandola hasta una D.Ogpp.= 1. Se tomd 1ml de estos cultivos
y se centrifugaron. El “pellet” se lavo con 1ml de LB dos veces para eliminar las
trazas de antibidtico y por ultimo se resuspendio en 500ul de LB. Se mezclaron
400pul de cada una de las cepas. Con estas cantidades se obtuvo una proporcion
1:1:5, (Donadora: Auxiliar: Receptora). La mezcla se centrifugo y resuspendio en
un volumen final de 20ul de LB. Los 20 ul se depositaron sobre un filtro estéril de
22um de poro, colocado sobre una placa de LB sin antibidticos. Se incub6 durante
48h a la temperatura Optima de la cepa receptora. El filtro se traspas6 a un tubo
eppendorf con 1ml de LB liquido y mediante vortex se resuspendieron las células
del filtro. Se hicieron diluciones seriadas para sembrar en una placa de MMAB
(medio selectivo para Azospirillum) con los antibioticos adecuados para
seleccionar las células transconjugantes. (Tc, Rif).
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Mediante este protocolo se obtuvieron las cepas que contenian el plasmido
necesario para expresar 1as correspondientes proteinas fluorescentes derivadas de la
GFP (tabla 1, punto 3 de Material y Métodos generales). Las transformaciones
con EYFP, EGFP y ECFP resultaron efectivas, mientras que la transformacion de
A. brasilense Sp245 Rif con la proteina DsRed no lo resultd. Este hecho
probablemente se deba a la inestabilidad que presenta a la temperatura de cultivo
adecuada para Azospirillum, (Bloemberg et al., 2000; Guo-Zhu et al. 2002).

5.2.2.3.  Estabilidad de los plasmidos en A. brasilense sp245

La estabilidad de los plasmidos pMP4641, pMP4655, pMP4658 en A.
brasilense Sp245 Rif se getermine Mediante su crecimiento en placa sin la presion
selectiva de los antibidticos (Tc y Rif). Tras 20 replicaciones en placa, se
comprobd el fenotipo de fluorescencia permanecia en las colonias (Ramos et al.,
2002). No es de extrafiar que el fenotipo se mantuviera puesto que los plasmidos
empleados proceden del plasmido pME6010, un plasmido estable en la mayoria
de las bacterias rizosféricas (Heeb et al., 2000)

Las colonias se conservaron en gliceroles para su posterior uso en el ensayo de
microscopia confocal.

Fluorescencia Azospirillum

GFP1 GFP2 GFP3 CFP YFP

Figua 7.2: Comprobacion de la fluorescencia de las cepas de Azospirillum transformadas
con los diferentes filtros. Las bacterias que expresan las proteinas EYFP y ECFP no
presentan fluorescencia cruzada cuando se visualizan con sus correspondientes filtros.
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5.2.2. Observacion de estructuras fungicas y raices colonizadas

Para proceder a la obtencion del material, las placas de cultivo monoxénico ya
establecidas se inocularon las bacterias y se incubaron durante 10 dias a 24°C
(protocolo 4). Las raices e hifas se extrajeron mediante el procedimiento descrito a
continuacion.

5.2.2.1.  Extraccion de material a partir de cultivo monoxénico

Diez dias después de la inoculacion bacteriana en las placas del cultivo
monoxénico ya establecidas, se procedié a la recuperacion de las raices, hifas y
esporas para su observacion al microscopio de fluorescencia y confocal.

El material bioldgico se recupero siguiendo el método descrito por Bago et al.,
(2000), mediante la disolucion del medio de cultivo con citrato sédico. Con una
hoja de bisturi se cortd el medio y se dispuso en un matraz erlenmeyer con 50ml
de citrato s6dico 10mM pH 6.0 y se mantuvo en agitacion suave hasta la completa
disolucion del medio. Los fragmentos de raiz de aproximadamente Icm
procedentes del cultivo monoxénico inoculado durante 10 dias con las bacterias
marcadas con las dos variantes de la GFP, se montaron en portas con una gota de
PBS-Glicerol y se cubrieron con un cubreobjetos. Los cubreobjetos se sellaron
con laca de ufas para evitar la desecacion de la muestra y se mantuvieron a 4°C
hasta el momento de su visualizacion.

Citrato sodico 10mM
PBS-Glicerol: NaCl 8.8g; KH2PO4 0.39g; K2HPO4 1.24g; a pH 7,2 y glicerol al 50%

5.2.3. Uso del Microscopio Confocal

Para su observacion, se utilizd un microscopio laser confocal de sistema
espectral, Leica TCS SL equipado con laser de argon, cuya banda de 513nm se
utiliz6 para excitar la ECFP y la de 488nm para excitar la EYFP. Concretamente,
las longitudes de onda de excitacion y emision fueron (512/529) y (434/477) para
EYPFP y ECFP respectivamente. Los objetivos empleados para la observacion
fueron 40x y 63x ambos de inmersion.

En los casos en que se visualizaron las dos proteinas fluorescentes en la misma
muestra, ambas fueron excitadas secuencialmente (no simultdneamente) para
evitar interferencias entre canales. Los intervalos de longitud de onda dentro de
los cuales se captd la emision de fluorescencia fueron asimismo seleccionados
para evitar al maximo dichas posibles interferencias.
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Las imagenes obtenidas son resultado de una reconstruccion tridimensional
por superposicion de las diferentes imagenes obtenidas. La distancia entre
imagenes en el eje “y” vari6 de 1.99um a 0.74um, obteniéndose las
reconstrucciones tridimensionales por la superpreposicion de 10 a 20 imagenes
segun el caso. Las imagenes tridimensionales se realizaron usando el programa de
analisis de imagen de Leica Confocal Software Lite.

5.3. Resultados

5.3.1. Comprobacion de la fluorescencia de A. brasilense
transformados

Se comprobo la fluorescencia de las diferentes cepas obtenidas tras la
transformacion con los plasmidos portadores de los genes de fluorescencia (Figura
7.2). Para observar las células individualmente, las colonias se extendieron en un
porta y se observaron al microscopio de fluorescencia (figura 7.3).

Figura 7.3: Imagenes de microscopia de fluorescencia de A. brasilense. (A) Células de A.
brasilense 0535 (EYFP) 100x inmersion. (B) Células de A. brasilense Sp245-41 (ECFP) 40x
inmersion. (C).Células de A. brasilense Sp245-58 (EYFP) 100x inmersion

5.3.2. Determinacion de la capacidad de adhesion bacteriana a
estructuras fungicas.

El objetivo de la primera inoculacion de cultivo monoxénico fue la
determinacion de la adhesion por ambas cepas en estructuras fingicas. Tras la
inoculacién del cultivo monoxénico con concentraciones similares de las cepas
GM y WT (protocolo 4) se procedié a la extraccion del micelio del medio de
cultivo (protocolo 7.2.2.1).

El micelio extraido se observo al microscopio Optico de fluorescencia tras 7

dias de incubacion. Dicha observacion indicd que ambas cepas se adhieren a las
estructuras fingicas siguiendo un patrén de colonizacién similar. Se pudo
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comprobar que la cantidad de células bacterianas adheridas a las estructuras del
hongo eran similares a en ambas bacterias (7.3). En todos los campos observados
las bacterias se localizan en la superficie del micelio mientras que en la superficie
de las esporas no se observo adhesion. En este caso, todas las esporas que se
observaron tenian su superficie libre de bacterias localizandose éstas en la
superficie de las hifas. Las bacterias se localizaron tanto en la superficie como en
las ramificaciones de las hifas y esta localizacion se repitié para ambas cepas, lo
que se observd, como se comentard mas delante, en posteriores inoculaciones para
su observacion al microscopio confocal.

Figura 7.3: Adhesion de Azospirillum a estructuras fangicas.

Para comprobar la adhesion de Azospirillum a un sustrato inerte se selecciond
la lana de vidrio por tener una superficie lisa y un diametro similar al de las hifas
de G. intrarradices (figura 7.4). Para ello se inocularon ambas cepas a
concentraciones similares sobre lana de vidrio estéril y se incubaron segun el
protocolo descrito por Toljander et al. (2006).

A

Figura 7.4: Imagenes de fluorescencia y luz transmitida de fibras de lana de vidrio inoculadas
con (A) A. brasilense Sp245 y (B) Sp245-58, ambos marcados con EYFP.
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Durante la observacion de las fibras de vidrio incubadas con las dos cepas, se
comprobd que ninguna de las dos cepas de adhirio a la superficie de la lana de
vidrio y solamente se pudieron localizar dos bacterias adheridas a la lana a lo
largo de toda la longitud de las fibras observadas. Esteo efecto se ha descrito con
otros géneros bacterianos (Toljander et al., 2006).

5.3.3. Visualizacion y comparacion del patréon de colonizacion de A.
brasilense WT 0 GM

El objetivo del presente experimento fue evaluar la capacidad de colonizacion
y el patron de colonizacidén que presentan tanto la cepa silvestre como la cepa
modificada genéticamente. Para cumplir este objetivo se plante6 la inoculacion
tanto por separado como conjuntamente de dichas cepas. Debido a las dificultades
que entrafia la deteccion de bacterias marcadas con los derivados de la GFP en
raices crecidas en suelo, se optd por la inoculacion de un cultivo monoxénico. En
primer lugar se comprobo que A. brasilense no crecia en el medio M del cultivo
monoxénico. Se observo que la bacteria solamente se desarrolla alrededor de las
hifas y raices aprovechando los exudados que estas aportan.

5.3.3.1. Determinacion de la colonizacion bacteriana sobre estructuras
fungicas

La visualizacion de las hifas inoculadas con A. brasilense Sp245-41 (marcado
con la ECFP) bajo el microscopio confocal a la longitud de onda de excitacion
correspondiente, mostrd una ligera autofluorescencia de las estructuras fingicas.
Esto es debido a que el cultivo bacteriano a partir del cual se realizé la inoculacion
no presentaba una intensa fluorescencia. Para resolver el problema hubo de
ajustarse el laser de excitacion y el rango para recoger la emision practicamente al
maximo. De esta forma si se recogio la sefial emitida por la bacteria marcada. Para
la siguiente inoculacion con esta bacteria, se selecciond otra colonia que si
present6 una fluorescencia adecuada.
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Figura 7.5: Reconstruccion tridimensional de esporas de G. intrarradices colonizadas por
Sp245-41. La imagen corresponde a la combinacion de la imagen formada por 10 fotografias
de luz transmitida mas otras 10 de fluorescencia.

Se puede observar como la bacteria coloniza las hifas preferentemente (Figura
7.5A). La autofluorescencia de las estructuras fungicas es debida a la intensidad a
la que hubo de ajustarse el laser de Argon y el alto porcentaje de emision
recogida. La seleccion de estos pardmetros tan altos fue debida a que la colonia de
A. brasilense Sp245-41 seleccionada para la inoculacion presentaba una baja
fluorescencia.

La colonizacion de la hifa se observa mejor eliminando la imagen de luz
trasmitida de la reconstruccion (figura 7.5B).

Figura 7.6: Imagen de fluorescencia de estructuras fungicas colonizadas por A. brasilense
0535 (EYFP). 40x inmersion.

En el caso de la inoculacion con la cepa GM (EYFP) no se presento el
problema descrito anteriormente aunque para la mejor visualizacion de la
fluorescencia se procedio a forzar los pardmetros anteriormente descritos.
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Al igual que en la reconstruccion de Sp245-41, en el caso de la bacteria GM,
se observa que la bacteria coloniza preferentemente la hifa frente a la espora
(figura 7.6).

De la misma manera se procedié a visualizar la inoculacion del cultivo
monoxénico con una mezcla de las bacterias GM 0535 (EYFP) y WT Sp245-41
(ECFP) (figura 7.7). En la reconstrucciéon tridimensional se aprecia que ambas
bacterias se adhieren a las hifas del hongo preferentemente, al igual que cuando se
procedid a inocular las bacterias por separado. La mayor sefial de 0535 enmascara
un poco la sefial emitida por la Sp245, pero se observa claramente que se asocia
de la misma manera que la cepa modificada genéticamente al micelio del hongo.
Aunque se aprecia una mayor cantidad de bacterias pertenecientes a la cepa GM,
esto es debido a probablemente a una mayor concentracion de indculo asi como a
la menor emisioén de fluorescencia que presenta la cepa WT. Hay que mencionar
que la recuperacion de indculos en raices del primer ensayo indica que ambas
cepas colonizan/persisten a niveles similares, por lo que la aparente mayoria de
células correspondientes a la cepa GM seguramente se debe a la cantidad de
in6culo inicial asi como a la dificultad para observar apropiadamente las de la
cepa WT.

Figura 7.7: (A) Reconstruccion tridimensional de ambos canales (40x). (B) Ampliacion
de un area de la imagen anterior (63x). En la imagen se observa con mayor nitidez la
adhesion de las células de ambas cepas sobre la hifa extrarradical del hongo (WT azul y
GM amarillo).

5.3.3.2. Determinacion de la colonizacion bacteriana sobre raices
micorrizadas

Para comprobar la colonizacion de las dos cepas sobre las raices del cultivo
monoxénico, se procedid a recuperar el material vegetal de la misma manera que
para la observacion de las estructuras fungicas. Las raices se depositaron sobre un
portaobjetos y se cubrieron con PBS-Glicerol. En la primera imagen (figura 7.8)
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nos encontramos con el mismo problema descrito anteriormente sobre la
fluorescencia de la cepa marcada con ECFP.

Figura 7.8: Reconstruccion tridimensional de un fragmento de raiz de zanahoria
colonizada por G. intrarradices e inoculada con una mezcla de las cepas WT(A) y GM
(B). 63x inmersion.

En la imagen se puede observar cémo ambas bacterias, GM (EYFP) y WT
(ECFP) se encuentran adheridas tanto a la raiz (mas concretamente en los espacios
intercelulares) como al micelio extrarradical (A). En la parte inferior de la imagen
se observa una concentracion de células de la cepa GM asociada a una hifa
intrarradical. Esto parece indicar que la hifa pudiera actuar como vehiculo de
colonizacién del interior de la raiz (B). Esta observacion parece verificarse en lo
observado en la imagen 7.9.

Figura 7.9: (A) Reconstruccion tridimensional de la superficie radical de zanahoria
colonizada por G. intrarrdices e inoculada con un mezcla de cultivos GM y WT. Ambas
bacterias colonizan la superficie radical, localizandose principalmente en los espacios
intercelulares. 40x inmersion. (B) La presente reconstruccion corresponde al mismo campo
que la anterior, con la salvedad de profundizar en el interior de la raiz. 40x inmersion.
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Se observa que las bacterias tanto GM como WT colonizan la hifa
intrarradical. Esto apoya la teoria de que algunos rizobacterias pueden usar las
hifas de los hogos micorricicos como vehiculos para la colonizacidn intrarradical
(Bianciotto et al., 2000).

En la figura 7.10 se puede observar como ambas bacterias se distribuyen de la
misma manera. Ambas colonizan ampliamente la superficie radical,
acumulandose en los espacios intercelulares (7.10a). Ambas bacterias ademas,
colonizan la superficie de las hifas (7.10b) como se ha descrito n imagenes
anteriores. En la imagen 7.10b se observa una hifa muerta, la cual no es
colonizada, al igual que se observa en las imagenes de lana de vidrio.

En la capacidad de adhesion se ha dado gran importancia a los polisacaridos
extracelulares, que juegan un papel fundamental en la adhesion de Azospirillum y
Rhizobium a las estructuras micorricicas (Bianciotto et al., 2001). Es obvio que el
efecto micorrizosférico es debido al hecho de que el micelio secreta compuestos
carbonados ricos en energia que son responsables del incremento en el
crecimiento y actividad de microorganismos rizosféricos en la hifosfera (Barea et
al., 2002) aunque notablemente inferior al del suelo rizosférico, ya que el n°® de
microorganismos aislados de esta fraccion es mucho menor, probablemente
debido a la menor secrecion de estos compuestos.

Figura 7.10: Raiz con una espora de G. intrarradices y micelio colonizadas por una
mezcla de Azospirillum WT (A) y GM (B). (a) Ambas bacterias colonizan de forma
similar la superficie radical, localizdndose preferentemente en los espacios intercelulares.
40x inmersion. (b) Las dos cepas colonizan igualmente la superficie del micelio
extrarradical. 63x inmersion.
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5.4. Discusion

La colonizacién radical por parte de hongos MA y los subsiguientes efectos
positivos derivados de esta asociacion, dependen de la viabilidad y supervivencia
de los propagulos MA. La viabilidad e infectividad de estos propagulos puede
alterarse por diferentes estreses bidticos y abidticos. Uno de los factores que
puede afectar al la germinacion y establecimiento de la MA es la interaccion con
otros microorganismos del suelo como bacterias y hongos (Daniels & Menge,
1980; Walley & Germida, 1996). Estos organismos asociados pueden encontrarse
intracelularmente (Bianciotto et al.,, 1996a) o colonizando externamente las
estructuras micorricicas (Azcon, 1987; Walley & Germida, 1996; Budi et al.,
1999). Aunque atn se desconoce la magnitud de la importancia del contacto
directo entre bacterias, hongos y plantas, se presume que la capacidad de adhesion
de las bacterias es de vital importancia (Toljander et al., 2006). De hecho, se
supone que las interacciones fisicas pueden afectar a la propiedades tales como el
biocontrol de patdégenos por la ocupacion de espacios.

Se ha comprobado que la modificacion genética de Azospirrillum no interfiere
en su capacidad de adhesion. Este punto era de esperar, debido a que la
modificacion genética ha sido dirigida hacia el incremento en la expresion del gen
ipdC, aunque esto era necesario comprobarlo. Se puede observar que la capacidad
de la cepa GM para adherirse a un sustrato bioldgico es similar a la de la cepa
WT, verificando lo anteriormente expuesto.

Las evidencias experimentales presentadas (fotos) demuestran que las
bacterias del género Azospirillum se adhieren tanto a las estructuras flngicas
como a las raices colonizadas. Russo et al., (2005) observaron la colonizacion de
raices de maiz inoculadas con la cepa GM Sp245 (pFAJ0535) a los 14 dias de la
inoculacion. En dicho estudio, se pudo comprobar que la bacteria coloniza
ampliamente la superficie radical, con una acumulaciéon de bacterias en los
espacios intercelulares de la epidermis. En el presente estudio se ha observado que
tanto la cepa WT como la GM siguen un patrén similar en cuanto a la
colonizaciéon, demostrandose que dichas bacterias se adhieren preferentemente a
la superficie de las hifas en toda su longitud. Ello sugiere que las hifas pueden ser
utilizadas por la bacteria para llegar a capas mas internas de la epidermis radical
donde colonizar un nuevo nicho ecolégico salvaguardado de la competencia que
se presenta en el exterior (Bianciotto et al., 1996a). De hecho, se han encontrado
ambas cepas en el interior de la raiz asociadas a hifas intrarradicales.

Ambas cepas han demostrado una preferencia para adherirse a estructuras
metabolitamente activas. Mientras que se observé que las dos cepas se adherian a
la superficie de las hifas y raices no se observd ninguna bacteria asociada a las
fibras de la lana de vidrio. Este mismo comportamiento ha sido observado con
otras especies bacterianas utilizando como sustratos fibra de vidrio o hifas muertas
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de diferentes hongos tanto arbusculares como ectomicorricicos (Bianciotto et al.,
1996a; Toljander et al., 2006). El papel de la quimiotaxia bacteriana hacia los
exudados radicales puede explicar esta preferencia por las estructuras vivas.

La localizacion de Azospirillum en la raiz se ha descrito en numerosos
estudios empleando tanto proteinas fluorescentes como fusiones QuUSA,
localizandose en pelos radicales, zonas apicales y raices laterales (Vande Broek et
al., 1993; Ramos et al, 2002; Assmus et al., 1995). Por otro lado, se ha descrito
que Azospirillum puede llegar a colonizar el interior de la raiz. (Ddbereiner et al.,
1995a) han sugerido que el origen de esta colonizacion sea debida a la presencia
de lesiones o grietas, generalmente en zonas de emergencia de raices laterales. Se
ha visto que estas zonas son lugares frecuentes de infeccion de especies de los
géneros Herbaspirillum, Gluconacetobacter y Azoarcus (Dobereiner, 1992;
Egener et al., 1998). Es importante destacar que Azospirillum se ha encontrado en
estas zonas (Ramos et al., 2002) donde se ha descrito un aumento de los exudados
radicales, que pueden ejercer de quimioatrayentes (Steenhoudt y Vanderleyden,
2000).

La observacion de las bacterias WT y GM en el interior de la raiz y asociada
hifas fingicas podria deberse a una lesion en ésta. Sin embargo, teniendo en
cuenta que la inoculacién se realizé sobre la superficie de la placa y que no se
alter6 la raiz, la localizacién observada puede explicarse mediante la movilidad
por quimiotaxis, usando como via de acceso la hifa intrarradical.
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IV. CONCLUSIONES

10.

La modificacion genética en llevada a cabo en Azospirillum brasilense
Sp245 induce la sintesis de 4cido indol-acético a partir de triptéfano en
presencia de azucares.

La supervivencia de Azospirillum brasilense no se ve afectada afecta por
la modificacion genética en rizosfera de trigo y maiz.

La inoculacion de Azospirillum WT y GM incrementan la longitud radical
de plantas de maiz y trigo y la colonizacién micorricica de ambas plantas.

La inoculacion de Azospirillum WT y GM incrementa las actividades
enzimaticas hidrolasas (fosfatasa y succinato deshidrogeasa) del suelo.

La inoculacion de Azospirillum incremento la formacion de propagulos
infectivos, la formacién de micelio externo y la colonizacién de las
plantas, asi como la actividad fosfatasa alcalina de los hongos MA.

La inoculacion de Azospirillum WT y GM mantuvo e incluso incrementd
la produccién de grano de las plantas de trigo y de maiz.

La inoculacion de Azospirillum WT y GM mantuvo e incluso incremento
la formacion de esporas de hongos MA en la rizosfera de las plantas de
trigo y de maiz.

La inoculacion de Azospirillum pFAJ5005 no perjudicé a la diversidad de
hongos MA en las rizosferas de trigo y maiz.

La capacidad de colonizacién ambas cepas fue similar, indicando que la
modificacioén genética no influye en la capacidad de adhesion.
Azospirillun es capaz de adherirse a la superficies fungicas de G.

intrarradices, mostrando especificidad sobre estructuras metabolicamente
activas como el micelio frente a esporas
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