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l. INTRODUCCION

“El guerrero es transparente en
Sus acciones y secreto
en sus planes”

Paulo Coelho






Introduccion

1. Naturaleza, interés y finalidad de la investigacion

El mal uso agricola de los suelos, que desafortunadamente ocurre en diferentes zonas
cultivables, ha ido intensificando los problemas de fertilidad en los mismos.
Particularmente, el uso intensivo de los fertilizantes y productos fitosanitarios quimicos
ha conllevado a elevar los costos de produccion de muchos alimentos y otros derivados
de la Agricultura haciéndolos poco competitivos en el mercado. Los manejos agricolas
mas sostenibles preconizan la disminucion de agroquimicos, como alternativa al uso de
estos compuestos, estrategias que cada dia cobran mas interés. En relacion con los
manejos sostenibles en agricultura, la posibilidad de usar técnicas basadas en el manejo
de microorganismos que usualmente viven asociados a las plantas, ocurre en virtud de las
acciones positivas que se sabe realizan. En efecto, determinados microorganismos que se
desarrollan en asociacion con las raices de las plantas, en la llamada rizosfera, estan
involucrados en la promocion de crecimiento vegetal mediante un amplio rango de
actividades. Estas acciones incluyen la estimulacion de los ciclos biogeoquimicos de los
nutrientes, mejora de la salud de la planta y la calidad estructural del suelo, factores
claves de la fertilidad del mismo.

Como consecuencia de lo anterior se hace necesario entender los diferentes factores
que regulan la actividad microbiana relacionada con el mantenimiento de la fertilidad del
suelo y la nutricion vegetal. Es asi que muchas investigaciones han intentado enfocarse en
la busqueda de microorganismos con habilidad para mejorar el enraizamiento, disolver el
fosforo mineral no asimilable por la planta, fijar nitrogeno de la atmdsfera, producir

sideroforos, interactuar con otros microorganismos, entre otras actividades.

En este contexto, es de resefiar los pocos estudios publicados sobre los
actinomicetos, bacterias conocidas por desarrollar diversas actividades en el ecosistema,
tales como el mejoramiento de la estructura del suelo y produccién de compuestos
bioactivos con actividad antagonista contra microorganismos patdogenos, siendo los
principales productores de antibidticos. Particularmente, se han descrito actividades que
pueden catalogar a los actinomicetos como rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal: PGPR (del inglés “Plant Growth Promoting Rhizobacteria”).

Dado que en investigaciones de ecologia microbiana en la rizosfera es importante
considerar la interaccion entre los diferentes microorganismos, especialmente entre

aquellos que benefician a las plantas y pueden mejorar la productividad agricola, se debe
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Introduccion

incluir a los hongos formadores de micorrizas arbusculares. Las micorrizas son
asociaciones simbioticas que se establecen 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” (MA) las mas comunes y, concretamente, las que forman las
plantas de interés agrondmico, entre ellas cereales, leguminosas, horticolas y frutales.
Debido a los efectos de las MA, enfocados hacia la biofertilizacion, fitoestimulacion y
bioproteccion de los cultivos (como después se detalla al analizar los Antecedentes
Bibliograficos del tema), se acepta que el manejo apropiado de esta simbiosis puede
permitir una reduccion significativa de fertilizantes y fungicidas quimicos, aspectos
claves en una produccion sostenible en agricultura, con los consiguientes beneficios

ecologicos y econdmicos.

Teniendo en cuenta los antecedentes citados se decidi6 acometer una investigacion
para incrementar los conocimientos sobre actinomicetos, bacterias comunes en el suelo y
que ayudan a mantener el equilibrio ecoldgico en zonas con una alta explotacion agricola.
La idea es estudiar la posibilidad de que puedan ser utilizadas en un futuro como
biofertilizante, de ahi el interés de poder caracterizar estas bacterias como PGPR y
dilucidar su comportamiento en cuanto a sus interacciones con las MA para poder
conocer si puede ocurrir una relacién sinérgica (benéfica o antagonista) entre estos dos

grupos microbiologicos.

Se pretende que esta investigacion incluya aspectos de interés prioritario en el campo
de las Ciencias Medioambientales, y concretamente, de como los cambios que se estan
produciendo en el medio ambiente, y que previsiblemente van a continuar en un futuro
proximo debido a actividades humanas poco controladas, van a afectar el funcionamiento
y estabilidad de las comunidades vegetales. Esto estd generando la necesidad de encontrar
microorganismos altamente establecidos en el suelo, con actividades metabdlicas para ser
utilizadas en beneficio de las plantas y que no perjudiquen a microorganismos benéficos

como lo son los hongos formadores de micorrizas.

Para poder reunir varios aspectos relacionados con la promocion de crecimiento e
interaccion con hongos MA se eligié un modelo de planta de rapido crecimiento como es
el trébol, para luego continuar en un futuro, las pruebas en cultivos de alto interés
agricola, particularmente en Colombia.
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En concreto el estudio propuesto se centra en las interacciones de las comunidades
vegetales, utilizando una planta modelo como Trifolium repens L., con microorganismos
del suelo como las MA y los actinomicetos, microorganismos que, como se¢ ha
comprobado por separado, juegan un papel clave en el mantenimiento del equilibrio
ecoldgico a nivel rizosférico y, en general, en la estabilidad de los ecosistemas terrestres.
Es asi que se propone expandir las fronteras del conocimiento en relacion con las
estrategias en las interacciones entre las MA y los actinomicetos e investigar las posibles

limitaciones existentes.

El estudio de la diversidad genética en microorganismos como los actinomicetos
tiene gran importancia en la sostenibilidad de los suelos colombianos, para poder en un
futuro cercano presentarlos como un recurso clave a nivel de biotecnologia agricola, y asi
mismo, poder determinar los diferentes patrones que presenten estos microorganismos y
su interaccion con los hongos MA y las plantas que permitan utilizarlos para el
seguimiento de los efectos del cambio ambiental global.

En conclusion, el tema propuesto pretende realizar un aporte importante en el
conocimiento de los actinomicetos y sus interacciones con las raices vegetales
micorrizadas. Esto permitira dilucidar el posible impacto directo sobre la fisiologia de una
planta como el trébol, y generar una base metodoldgica para continuar profundizando en
plantas de interés economico (con especial referencia a Colombia), aportando una
caracterizacion funcional, no descrita en profundidad hasta ahora, para este grupo

bacteriano.
2. Objetivos

2.1. Objetivo General

La presente Tesis Doctoral propone como Objetivo General “analizar diferentes
actividades metabdlicas de aislados de actinomicetos autdctonos de suelos colombianos,
que permitan fundamentar la catalogacion de estos microorganismos como rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal, es decir como PGPR, asi como investigar sus
interacciones con hongos formadores de MA”.
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2.2 Objetivos Especificos

Para profundizar en ese Objetivo General, se proponen los siguientes Objetivos
Especificos:

1- Determinar la presencia de actinomicetos en la rizosfera de plantas de trébol

(Trifolium repens L.) crecidas en condiciones naturales en suelos de Colombia.

2- Identificar los actinomicetos aislados, hasta nivel de género, siguiendo criterios

morfologicos, bioquimicos y moleculares.

3- Caracterizar morfologicamente los hongos formadores de micorrizas
arbusculares aislados de la rizosfera de plantas de trébol crecidas en condiciones
naturales en suelos de Colombia.

4- Evaluar la capacidad de las diferentes cepas de actinomicetos para solubilizar

fosfatos, fijar nitrogeno atmosférico, producir acido indol acético y siderdforos,
atributos de PGPR.

5- Analizar las posibles interacciones existentes entre los actinomicetos y los
hongos MA aislados, y su efecto sobre la planta hospedadora, asi como
seleccionar la mejor asociacion hongo MA + actinomicetos, en cuanto a su

capacidad como biofertilizantes.

3. Antecedentes bibliogréaficos

En la presente memoria, que recoge las investigaciones que constituyen esta Tesis
Doctoral, se ofrece en primer lugar, el analisis de los Antecedentes Bibliograficos
centrada en los dos tipos de microorganismos objeto de estudio: los hongos formadores
de micorrizas arbusculares (MA) y las bacterias filamentosas englobadas bajo el nombre
genérico de actinomicetos. Sin embargo, y dado que se busca establecer funciones PGPR
para los actinomicetos, se presenta también un andlisis de los antecedentes sobre
rizobacterias. Posteriormente, se muestran los diversos ensayos realizados, que se
agrupan en Capitulos Experimentales, en cada uno de estos se presenta una breve
Introduccion referente a los Antecedentes Bibliograficos especificos del Capitulo

correspondiente.
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3.1. El suelo y sus componentes microbianos

El suelo corresponde a la parte mas externa de la corteza terrestre. Puede ser
considerado como un sistema de interaccion entre una fase soélida, formada por materia
mineral y organica, una fase liquida y una fase gaseosa. La materia mineral viene dada
por las rocas del subsuelo y los procesos edaficos que hayan tenido lugar en su
formacion. La materia organica procede de la actividad de los organismos vivos del suelo,
y su composicion y cantidad resulta ser variable. Este sistema complejo alberga una gran
cantidad y variedad de especies vegetales, animales y microbianas. Estos organismos
establecen relaciones entre si en formas variadas y complejas, que contribuyen también a
generar las caracteristicas propias de cada suelo mediante la modificacion de las fases
solida, liquida y gaseosa del mismo. Los microorganismos resultan ser de gran
importancia pues se relacionan con procesos de edafogénesis; ciclos biogeoquimicos de
elementos como carbono, nitrogeno, oxigeno, azufre, fosforo, hierro y otros metales;
fertilidad de las plantas y proteccion frente a patogenos; degradacion de compuestos
xenobioticos; entre otros (Ben-Omar et al., 1997; Nogales, 2005).

Se considera que el suelo es uno de los ambientes mas complejos en cuanto a vida
microbiana se refiere, que puede contener cerca de 10° células bacterianas/gramo de suelo
y un estimado de 10" especies microbianas diferentes por gramo de suelo (Cavaletti ef al.,
2006).

A inicios del siglo XX, Hiltner introdujo el término rizosfera para describir la zona
del suelo afectada por el desarrollo de las raices, las cuales inducen la proliferacion de los
microorganismos. Las actividades metabdlicas de tales poblaciones estimuladas, tanto
desde el punto de vista cualitativo como cuantitativo, en la rizosfera son de vital
importancia para el desarrollo de las plantas (Azcon-Aguilar et al., 2002). El incremento
de la actividad microbiana en la rizosfera, es ejercido por el suministro de compuestos
organicos (solubles o insolubles) que aportan los exudados radicales y otros materiales,
en general, residuos vegetales o microbianos, recibe el nombre de efecto rizosfeérico.

Desde el punto de vista de sus relaciones con la planta cabe considerar tres grandes
grupos de microorganismos (Barea & Azcon-Aguilar, 1982):

(a) saprofitos, microorganismos que obtienen su fuente nutricional a partir de
compuestos organicos procedentes de residuos animales, vegetales o

microbianos.
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(b) simbiontes parasiticos o "patégenos"”, causantes de enfermedades a las plantas

(c) simbiontes mutualistas o simplemente "simbiontes", como se les denomina en

la literatura cientifica, los cuales benefician el desarrollo y nutriciéon vegetal.

En resumen, las acciones que desarrollan los microorganismos en la rizosfera, y que

resultan beneficiosos en los sistemas suelo-planta, pueden concretarse en las siguientes:

- Estimulacion de la germinacion de las semillas y del enraizamiento. Realizadas por los
microorganismos (fitoestimuladores) productores de hormonas, vitaminas y otras

sustancias.

- Incremento en el suministro/disponibilidad de nutrientes. Este efecto deriva del
protagonismo de los microorganismos (biofertilizantes) en los ciclos biogeoquimicos de

los nutrientes.

- Mejora de la estructura del suelo. Mediante la formacion de agregados estables como

consecuencia del crecimiento microbiano (mejoradores de agroecosistemas).

- Proteccion de la planta frente a estreses bioticos y abioticos. Actividad microbiana que
emana de fendmenos de antagonismo microbio-microbio (biopesticidas, agentes de
control bioloégico de patdogenos) o de eliminacion de productos xenobidticos
(biorremediadores) o incremento de la resistencia/tolerancia a salinidad, sequia,

degradacion de sistemas, entre otros (mejoradores ecofisiologicos).

El término “rizobacteria” refiere la capacidad de dichos microorganismos para
colonizar preferencialmente las interfases suelo-raiz, donde mantienen poblaciones de
individuos a un nivel que permite su efectividad (Kloepper et al., 1991; Barea et al.,
2005).

Los hongos micorrizogenos y las bacterias fijadoras de N2 son los componentes mas
destacados entre los simbiontes mutualistas. Los hongos de la micorriza, una vez que
colonizan de forma biotrofica la raiz, desarrollan un micelio externo que la conecta con
los microhabitats del suelo tanto rizosférico como, fundamentalmente, el no-rizosférico,
lo que les permite desarrollar actividades tales como el ciclado de nutrientes (P y N
fundamentalmente), proteccion frente a estreses bidticos y abioticos, conservacion del
suelo (formacion de agregados), establecimiento de las plantulas, reguladores de la
sucesion vegetal, entre otros. Las bacterias simbioticas fijadoras de N2 (Rhizobium,
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Frankia y cianobacterias) efectian su relevante funcion en la rizosfera de plantas de

interés tanto en agrosistemas como en ecosistemas naturales (Barea & Olivares, 1998).

3.2. Hongos formadores de micorrizas

3.2.1. Conceptos Generales sobre Micorrizas

Las micorrizas son asociaciones simbidticas mutualistas entre ciertos hongos del
suelo y la mayoria de las plantas que existen en la naturaleza. El 80-90% de las familias
botanicas forman esta asociacion simbiodtica (Smith & Read, 1997). El término
“micorriza”, procedente del griego “mykos”, hongo y “rhiza”, raiz, fue utilizado en
primera instancia por Frank en el afio 1885, pero hasta mediados del sigo XX no se
empezd a poner de manifiesto el significado y la importancia de estas asociaciones, asi
como su presencia en la casi totalidad de los ecosistemas suelo—planta (Barea & Jeffries,
1995, Azcon & Barea, 1997).

Una vez establecido el contacto hongo-raiz, el hongo coloniza biotréficamente la
corteza de la raiz, llegando a ser parte de dicho organo, y desarrolla un extenso micelio
externo que actia como un sistema radical complementario y altamente efectivo, que
ayuda a la planta a adquirir nutrientes minerales y agua del suelo (Hause et al., 2007;
Lerat et al., 2003; Vierheilig et al., 2002). De hecho, esta simbiosis se considera la parte
metabolicamente mas activa de los 6rganos de absorcion de nutrientes por las plantas al

interactuar intimamente con los ciclos biogeoquimicos de los nutrientes.

Las micorrizas mejoran el enraizamiento de las plantas, gracias a la produccion de
hormonas, vitaminas y otras sustancias fitoactivas; mejoran la estructura del suelo al
participar en la formacion de agregados estables; protegen a la planta de estreses bidticos
y abidticos ambientales, por lo cual estos hongos pueden generar la reduccion sustancial
de agroquimicos (principalmente compuestos xenobidticos); y favorecen la diversidad de
las comunidades vegetales (van Tichelen ef al., 2001; Azcén-Aguilar et al.,, 2002; Ruiz-
Lozano, 2003; Jeffries ef al., 2003; Lum & Hirsch, 2003; Rillig, 2004; van der Heijden,
2004; Govindarajulu et al., 2005; Barea et al., 2005). A su vez, la planta hospedadora le
proporciona al hongo fuentes de carbono procedentes de la fotosintesis y un nicho
ecoldgico protegido (Smith & Read, 2008).

Se reconocen tres tipos de micorriza, siguiendo criterios estructurales, funcionales y
taxonomicos (Smith & Read, 1997):
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a) Endomicorrizas: son las mas extendidas en la naturaleza cuya caracteristica

principal es que sus hifas penetran en el interior de las células del cortex y/o

epidermis de la raiz. Otra caracteristica es que no forman manto de hifas que

cubren las raices. Dentro de este grupo se distinguen tres subgrupos:

Ericoides. Caracteristicas de las plantas de la familia de las Ericaceas
y los hongos pueden pertenecer a los phyla Ascomycota o
Basidiomycota. Los hongos presentan una gran versatilidad en cuanto
al uso de fuentes de N y P (origen orgéanico o inorganico). Esta
caracteristica flingica confiere parte de la capacidad a las plantas para
crecer en suelos con un elevado contenido de materia organica
(Pearson & Read, 1975; St-John ef al., 1985).

Orquidioides: Formadas entre plantas de la familia Orquidiaceae y
hongos del phylum Basidiomycota. Como caracteristicas
morfologicas del hongo cabe resaltar que tras penetrar en las células
de la raiz forma ovillos dentro de la célula hospedadora previa
invaginacion de la membrana plasmatica, asi como agregados poco
organizados de hifas que liberan los nutrientes cuando degeneran
(Smith, 1966).

Arbusculares. Los hongos implicados pertenecen al phylum
Glomeromycota (Shiifler et al, 2001b). Se trata de hongos
microscopicos, en contraste con los demas hongos formadores de
micorrizas, que son setas o trufas. La principal caracteristica
morfologica de la colonizacion de la corteza de la raiz por estos
hongos es su ramificacion dicotomica repetida una vez que han
penetrado en las células de dicha corteza, para la formacion de los
arbusculos, estructuras tipicas de la colonizacion de dichos hongos.
Algunas especies de estos hongos forman otras estructuras en el
interior de la raiz llamadas vesiculas, que contienen sustancias de

reserva.

b) Ectomicorrizas: Se presentan en especies de plantas con interés forestal como

Fagaceas, Betulaceas, Pinaceas, entre otras familias, lo que supone el 3% de

especies vegetales micorrizables. Se caracterizan principalmente porque las

hifas del hongo limitan su desarrollo a los espacios intercelulares del cortex,

32



Introduccion

sin penetrar las células vegetales de la raiz, dando lugar a una estructura
caracteristica denominada red de Hartig (Smith & Read, 1997). Los hongos
que forman este tipo de micorrizas pertenecen al phylum Basidiomycota,
aunque también algunos estan clasificados en el Ascomycota.

c) Ectendomicorrizas: presentan caracteristicas comunes con los dos tipos de
micorrizas expuestos anteriormente y son las menos extendidas. Con las
ectomicorrizas tienen en comun que pueden formar un “manto” mas o menos
desarrollado y red de Hartig, y con las endomicorrizas, que existe penetracion
de las hifas en las células de la corteza formando enrollamientos u ovillos
(Yu et al, 2001). Los hongos pertenecen al phylum Basidiomycota y las

plantas son fundamentalmente arbutoides o monotropales.

Como se indico anteriormente, la mayoria de las especies de plantas silvestres y
cultivadas forman micorrizas, siendo las llamadas “micorrizas arbusculares” (MA) las
mas comunes y, concretamente, las que forman las plantas de interés agronomico, entre
ellas cereales, leguminosas, horticolas y frutales. Se ha confirmado que mas del 80% de
las especies forman las MA (Brundrett et al., 1996; Smith & Read, 1997; Barea &
Honrubia, 2004). Dado que este es el tipo de micorrizas que forman las plantas objeto de
estudio, como ocurre con la inmensa mayoria de las especies de interés agronémico, seran
las que constituyen objeto de la presente investigacion, referidas con el acronimo MA,

como viene haciéndose en apartados anteriores de esta Memoria Doctoral.

En resumen, y de acuerdo con la informacion recientemente revisada (Jeffries et al.,
2003; Lum & Hirsch, 2003; Rillig, 2002 y 2004; Van der Heijden, 2004; Govindarajulu
et al., 2005; Barea et al., 2005), las MA realizan las siguientes acciones en los sistemas
suelo-planta:

e Mejoran el enraizamiento de las plantas, actividad basada en la produccion de

hormonas, vitaminas y otras sustancias fitoactivas, por parte de los hongos.

o 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.

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

o  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.

3.2.2. Hongos Formadores de Micorriza Arbuscular (MA)

3.2.2.1. Generalidades de los hongos que forman micorrizas
arbusculares

Los hongos MA no poseen una reproduccion sexual conocida, producen esporas de
resistencia que se forman sobre hifas vegetativas, son multinucleadas aunque el nimero
de nucleos es variable pudiendo llegar hasta 20 000 ntcleos por espora (Smith & Read,
2008). Los hongos MA se consideran simbiontes obligados por lo que solo pueden
completar su ciclo de vida en presencia de la planta hospedadora (Barea & Azcon-
Aguilar, 1983). Estos hongos se mantienen 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 6rgano. 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 mas en detalle a
continuacion) va a dar lugar a una estructura tridimensional que conecta la planta con los
microhabitats del suelo, mas 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 (Sylvia & Williams,
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1992; Ruiz-Lozano et al., 1995 y 2001; Jeffries et al., 2003; Ruiz-Lozano, 2003; Barea et
al., 2005; Alguacil et al., 2006).

3.2.2.2. Desarrollo de la simbiosis y morfologia

La colonizacion del hongo MA se extiende por la epidermis y el parénquima cortical,
nunca penetra en la endodermis ni en los tejidos vasculares y meristematicos, sin producir
alteraciones morfoldgicas distinguibles (Bonfante, 2001). Se presenta por tanto una
diferencia marcada con las infecciones radicales de los hongos patéogenos que si penetran
en los haces conductores y meristemas (Tejeda-Sartorius et al., 2008).

El proceso de formacion de la simbiosis comienza con la germinacion de las esporas
de resistencia en el suelo, cuando las condiciones ambientales de temperatura y humedad
son favorables (CO,, temperatura, pH) (Bolan, 1991). Tras la emision del tubo germinal,
el micelio del hongo crece hasta encontrar una raiz hospedadora, donde forma entonces
una estructura similar a un apresorio (Barea, 2001; Giovannetti et al., 1993; Giovannetti
et al., 2002). En este punto termina la etapa independiente del hongo para pasar a la etapa
totalmente dependiente, es asi que el apresorio penetra la epidermis e inicia la
colonizacién del tejido parenquimatico de la raiz (Becard & Fortin, 1998). En la capa
interna de este tejido se empiezan a formar unas estructuras tipicas que se denominan
ovillos o “coils”, se forman mediante circunvoluciones de hifas intracelulares y aunque
no se conoce su funcidn se ha propuesto que pueden estar implicados en una toma inicial
de compuestos hidrocarbonatos (Smith & Read, 1997). A continuacioén las hifas penetran
las células y se ramifican repetidamente en forma dicotomica para dar lugar a la
estructura tipica de la simbiosis: el arbusculo, el cual presenta una vida inferior a 15 dias
(Beilby & Kidby, 1982). La hifa ramificada se encuentra rodeada por la membrana
plasmatica de las células del parénquima cortical, siendo el espacio apoplastico producido
entre la membrana plasmatica y el hongo de la zona de intercambio de nutrientes (Smith
& Gianninazzi-Pearson, 1990). Las vesiculas se forman generalmente en los extremos de
las hifas del hongo y pueden producirse a lo largo de todo el parénquima cortical
colonizado de forma intra y/o intercelulares (Abbott, 1982); presentan formas variadas
segun la especie (redondas, ovoides, alargadas, entre otras), suelen aparecer mas tarde
que los arbusculos y son consideradas 6rganos de reserva, principalmente de lipidos
(Beilby & Kidby, 1982). Especies de los géneros Gigaspora y Scutellospora no forman

vesiculas dentro de la raiz, pero en el micelio externo producen células auxiliares.
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Todas las estructuras de colonizacién que presentan un mismo origen es lo que se
denomina unidad de colonizacion (Wilson, 1984). A partir de esta unidad, comienza una
fase de colonizacion exponencial, observandose un desarrollo mayor del hongo que de la
raiz como consecuencia del establecimiento de esas primeras unidades de colonizacion.
La colonizacion del hongo puede extenderse también mediante hifas exteriores (runners)
por la superficie de la raiz y penetrar en ésta a intervalos irregulares (Sieverding, 1991).
Una vez se logra una fase de estabilizacion de la colonizacion, se observa el crecimiento

paralelo de la raiz y del hongo.

Cuando la colonizacion interna estd bien establecida, las hifas del hongo pueden
crecer externamente desde la raiz de la planta hacia el suelo (micelio externo) y explorar
un volumen de suelo inaccesible a las raices; con ello la planta aumenta
considerablemente su superficie de absorcion, de 100 a 1000 veces y por tanto su
capacidad de captacion de nutrientes (fosforo, zinc, cobre y amonio) y de agua
(Sieverding, 1991; Biirkett & Robson, 1994). Arines et al. (1992) sefialan la importancia
del micelio extraradical en la estabilidad y mejora de las caracteristicas fisicas, quimicas
y biologicas del suelo. Otros estudios presentan grandes correlaciones entre el aumento de
la concentracion de hifas extraradicales de las MA y la formacion de agregados estables
en el suelo (Bethlenfalvay & Schiiepp, 1994).

Las MA producen, normalmente, esporas a partir del micelio externo, y también en
algunos casos, las forman en el interior de la raiz a partir del micelio interno. Las esporas
de resistencia pueden permanecer inalteradas en el suelo por mucho tiempo, mientras que
las hifas del hongo se colapsan tras una permanencia en el suelo de 2 a 4 semanas sino
encuentran una raiz hospedadora (Bolan, 1991).

3.2.2.3. Cambios en el estado fisioldgico y hormonal de la planta

Se ha descrito la capacidad de las MA para sintetizar fitohormonas tales como
auxinas, citoquininas y giberelinas “in vitro” y otras sustancias que pueden alterar la
morfologia y fisiologia de la raiz (Azcon-Aguilar & Barea, 1992, Azcon & El-Atrash,
1997). Como resultado se produce una modificacion en la composicion de los exudados
radicales. Ello da lugar a la llamada “micorizosfera” o zona de la rizosfera bajo la
influencia de la micorriza, donde la poblaciéon microbiana difiere, no solo cuantitativa
sino cualitativamente de la que se desarrolla en la propia rizosfera (Azcon-Aguilar &
Barea, 1992; Linderman, 1988; Barea et al., 2002).
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3.3. Actinomicetos

Los actinomicetos representan un grupo ubicuo de microorganismos ampliamente
distribuido en ecosistemas naturales y tienen gran importancia en la participacion de la
degradacion de materia orgéanica, ademas de ciertas propiedades fisiologicas que los
hacen particulares (Ghanem et al., 2000). En un principio los actinomicetos se incluyeron
entre los hongos porque su morfologia y desarrollo presentaban gran similitud, dotados de
un micelio verdadero; debido a esto se les denomind “hongos radiados”. Sin embargo,
hoy en dia, y dado su caracter procaridtico, se sustenta muy bien su clasificacion como
bacterias (Koneman, 2001; Prescott, 2002).

Estos microorganismos resultan ser abundantes en suelos, tanto o mas que las
mixobacterias (Ben-Omar et al., 1997), sin embargo, también se encuentran en ambientes
acuaticos, dulces y marinos (Leiva ef al., 2004). Dentro de sus caracteristicas particulares
presentan un olor tipico a suelo humedo por la producciéon de un metabolito llamado
geosmina, adicionalmente presentan una actividad metabolica alta, producen terpenoides,
pigmentos y enzimas extracelulares con las que son capaces de degradar la materia
organica de origen vegetal y animal (Ezziyyani et al., 2004). Como la gran mayoria de
bacterias que son abundantes en suelo, presentan un importante papel ecologico en el
mismo (Ben-Omar et al., 1997).

3.3.1. Caracteristicas Generales

Los actinomicetos constituyen un grupo heterogéneo de microorganismos; son
bacterias Gram positivas que se caracterizan por su capacidad de formar filamentos
ramificados. El orden de los Actinomycetales comprende 63 géneros constituyendo,
aproximadamente del 20-60% de la poblacion microbiana del suelo (Ezziyyani et al.,
2004).

En la actualidad, los actinomicetos se encuentran incluidos en el domino bacteria
(Figura 1) debido a varias razones: la pared celular esta compuesta por peptidoglicano, el
diametro de sus hifas es inferior al de los hongos (0.5 a 2.0 um), son sensibles a los
antimicrobianos pero presentan resistencia a los antifingicos y la disposicion de su
material genético es tipicamente procariotica (Sylvia, 2005), aunque se caracterizan por
presentar un alto contenido de guanina y citosina en su ADN, encontrandose entre el
rango de 51 a 78% G+C. Estas bacterias son aerobias y algunas anaerobias, pudiéndose

encontrar en animales o en el hombre; son heterotrofas, por lo cual pueden utilizar fuentes
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de carbono simples, complejas y compuestos moleculares organicos tales como acidos,
azucares, polisacaridos, lipidos, proteinas e hidrocarburos alifaticos. Utilizan como
fuentes de nitrégeno amonio, nitratos, aminoacidos, peptonas y un gran numero de
proteinas (Leveau & Bouix, 2000). Frecuentemente, alcanzan grandes densidades
poblacionales en suelos con alto contenido de materia organica y amplias reservas de

carbono asimilable y humus (Fernandez, 1988).

Existen tres factores que influyen en la distribucion y en la actividad de muchos
actinomicetos en el suelo: el pH, la temperatura y el tipo de suelo, particularmente su
composicion. La taxonomia de los actinomicetos ha avanzado mucho durante los ultimos
treinta afios, al mismo tiempo que el numero de géneros de este grupo, cuyo aumento
debe atribuirse en gran parte al interés industrial que poseen. En la Figura 1 se presenta
un arbol filogenético con la descripcion del nimero de géneros, érdenes y subdrdenes
(Prescott, 2002).

La mayoria de los actinomicetos son meso6filos y su crecimiento se registra entre
25°C a 30°C, en temperaturas inferiores a 5°C el crecimiento es nulo practicamente y
temperaturas superiores a 55°C solo algunas especies termofilicas de Streptomyces sp.,
Thermomonospora sp. y Thermoactinomyces sp. son capaces de crecer aunque el efecto
de la alta temperatura posiblemente sea letal para el microorganismo si estd acompanado
de humedad (Stanley, 1994).

En relacion con los requerimientos de oxigeno, estos microorganismos generalmente
son aerobios creciendo en buena proporcion en suelos drenados de granulacion optima
que permiten un adecuado intercambio gaseoso. De acuerdo a la especie son afectados
por la disminucion en la concentracion de oxigeno, debido a que algunos de ellos son
microaerofilicos y toleran bajas presiones parciales de dicho gas en el suelo (Koneman,
2001).
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Figura 1. Relaciones taxonomicas y filogenéticos de la clase Actinobacteria (Prescott, 2002).

La composicion de la pared celular de los actinomicetos varia mucho segin los
grupos y tiene una importancia taxonoémica considerable. Cabe distinguir cuatro tipos

principales de pared celular (Tabla 1).

Tabla 1. Tipos de paredes celulares de los actinomycetes (Prescott, 2002).

Tll::i:;e Isémero de acido | Glicina en el puente Azucares Grupos
cI:elular diamino-pimelico interpeptidico caracteristicos representativos
I LL + NA Nocardioides,
Streptomyces
Micromonospora,
. Meso " NA Pilimelia,
Actinoplanes
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Tabla 1. Tipos de paredes celulares de los actinomycetes (Prescott, 2002).

Tll; ?ige Isomero de acido | Glicina en el puente Azticares Grupos
cI::lular diamino-pimelico interpeptidico caracteristicos representativos
Actinomadura,
i Meso ) NA Frankia
Arabinosa. Saccharomonospora,
v Meso - oot )
galactosa Nocardia
NA: no aplicable, o bien no se detecta un azicar diferencial

Las caracteristicas, segin la composicion y estructura del peptidoglucano son
(Prescott, 2002) (Tabla 1):

e La ubicacion del aminoacido en la posicion 3 de la cadena lateral del

tetrapéptido.
e Lapresencia de glicina en los puentes interpeptidicos
e FEltipo de azlicares que contiene el peptidoglucano.

Los actinomicetos predominan en forma libre en suelos secos y calidos en cantidades
de millones por cada gramo de suelo, se caracterizan por tener la capacidad de sintetizar

antibioticos y se han descrito como posibles promotores de crecimiento vegetal (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de Actinobacterias (dimensiones, morfologia, contenido G+C,
requerimientos de oxigeno y otras caracteristicas) (Prescott, 2002).

. . Contenido Requeri- e
Género Dimensiones (,um) y en G+ C miento de Otras ?al:ac.terlstlcas
morfologia o . distintivas
(Yomol) oxigeno
Actinoplanes Micelio no fragmentado, 72-73 Aerobios | Hifas a menudo con
ramificado, con poco disposicion en empalizada;
crecimiento aéreo; forman muy coloreadas; paredes
esporangios; esporas celulares de tipo II; se
moviles con flagelos encuentran en el suelo y en la
polares. materia vegetal en
descomposicion.
Arthrobacter 0.8-1.2 x 1.0-8.0; las 59-70 Aerobios Ciclo de crecimiento bacilo-
células jovenes son aprox. coco; metabolismo respirador;
bacilos regulares, las catalasa positiva,
células viejas son cocos fundamentalmente en el suelo.
pequefios.
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Tabla 2. Caracteristicas de

Actinobacterias

(dimensiones,

requerimientos de oxigeno y otras caracteristicas) (Prescott, 2002).

morfologia,

contenido G+C,

. . Contenido Requeri- e
Género Dimensiones (rpm) y enG+C miento de Otras ?ar.ac.terlstlcas
morfologia o . distintivas
(%mol) oxigeno
Bifidobacte- 0.5-1.3 x 1.5-8; bacilos de 55-67 Anaerobios | Las células con ramificaciones
. forma variada, parejas a menudo en V;
rim habitualmente curvos; fermentan carbohidratos a
inmoviles. acetato y lactato, pero no a
COy; catalasa negativa.
Corynebac- 0.3-0.8 x 1.5-8.0; bacilos 51-63 Anaerobios | Células a menudo dispuestas en
. rectos o ligeramente facultativos | V o en empalizada o células

tertum curvos con puntas afiladas paralelas; catalasa positiva y
0 en maza; inmoéviles. fermentadoras; granulos

metacromaticos.

Frankia Diametro 0.5-2.0; hifas 66-71 Anaerobio | Esporangiosporas inmdviles;
vegetativas con 0 habitualmente fija nitrogeno;
ramificacion limitada o microaerd- | paredes celulares tipo III; la
extensa, sin micelio aéreo; filo mayoria de las cepas son
esporangios simbidticas con plantas
multiloculares. angiospermas.

Micrococcus Diametro 0.5-2.0; cocos 64-75 Aerobios Colonias habitualmente
en parejas, tétradas o amarillas o rojas; catalasa
racimos regulares; positiva, metabolismo
habitualmente inmoviles. respirador; se encuentra en piel

de mamiferos y en el suelo.

Mpycobacte- 0.2-0.6 x 1.0-10; bacilos 62-70 Aerobios Catalasa positiva; forman

rium rectos o ligeramente filamentos que se fragmentan
curvos, ramificados; con facilidad; paredes de alto
acido-alcohol resistentes; contenido lipidico; algunos son
inmoviles y no parasitos.
esporulados.

Nocardia Diametro 0.5-1.2; hifas 64-72 Aerobios Se forman hifas aéreas; catalasa
vegetativas amplias que se positiva; pared celular tipo IV;
fragmentan a bacilos y ampliamente distribuido en el
€ocos suelo.

Propionibac- Bacilos inmoviles 53-67 Anaerobios | La fermentacion produce

terium pleomorficos de 0.5- 0.8 x o propionato y acetato, y a
1-5, pueden ser bifidos o aerotoleran- | menudo gas; catalasa positivos.
ramificados; no tes
esporulados.

Streptomyces Diametro 0.5-2.0; micelio 69-78 Aerobios Forman colonias discretas,

vegetativo ampliamente
ramificado; micelio aéreo
que forma cadenas de
entre 3 y muchas esporas.

coridceas, opacas, que a
menudo estan pigmentadas; usa
muchos compuestos organicos
diferentes como alimento;
microorganismos del suelo.
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3.3.2. Condiciones de crecimiento

La adicion de materia organica a los suelos estimula la multiplicacion y actividad de
los actinomicetos. Los suelos alcalinos y neutros resultan ser mas favorables para el
desarrollo de estas bacterias; el rango de pH Optimo para las actividades de estos
microorganismos se encuentra entre 6.5 y 8.0; en suelos con pH por debajo de 5.0 es
frecuente observar su ausencia. Los actinomicetos al ser principalmente aerobios se
desarrollan favorablemente en suelos bien aireados; suelos con humedades entre el 80 y el
90% son perjudiciales para el crecimiento de los actinomicetos. El porcentaje de
actinomicetos en la poblacion total microbiana incrementa con la profundidad del suelo,
sin embargo pueden ser encontrados en la superficie de éste. Los géneros Streptomyces,
Nocardia y Micromonospora se encuentran frecuentemente como habitantes del suelo
(Titus & Pereira 1999).

La mayoria de los actinomicetos crecen en medios como agar nutritivo, agar
tripticasa soja, agar sangre o agar infusion cerebro corazon. Sin embargo, para la
diferenciacion y el desarrollo de esporas y/o pigmentos se necesita de medios
suplementados con quitina coloidal, extracto de suelo, avena, almidon con sales
inorganicas, agar agua con determinados polisacaridos como fuente de carbono, extracto
de levadura o peptona. Por ejemplo las colonias de algunas especies de Streptomyces que
crecen como colonias duras, brillantes y palidas en agar nutritivo; en medio avena o de
sales inorganicas con almidon pueden crecer como colonias amarillas brillantes con

micelio aéreo pulverulento blanco (Bergey et al., 2000).

El crecimiento de las colonias de actinomicetos en medio s6lido se puede ver a los 3
6 4 dias de incubacion pero el desarrollo de micelio aéreo maduro con esporas puede
tardar entre 7 y 14 dias en desarrollarse, y en algunas cepas de crecimiento lento hasta
mas de un mes de incubacion. El crecimiento en medios liquidos estacionarios se
restringe a la formacion de una pelicula en la superficie o quizds un sedimento
algodonoso dejando el medio liquido transparente. Por lo cual para el crecimiento en
medios liquidos se recomienda una agitacion a velocidades como 200 6 250 rpm para
suministrar la mejor aireacion posible. A diferencia de las bacterias no filamentosas, los
actinomicetos pueden crecer formando “pellets” o agrupaciones de filamentos en medios
liquidos (Prescott, 2002). Se caracterizan por no producir mucopolisacaridos como otras
bacterias como las mixobacterias (Ben-Omar et al., 1997), de ahi que se observen en
placas de agar como colonias secas y no cremosas.
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3.3.3. Ecologiay distribucién

Los actinomicetos son microorganismos muy ubicuos que se encuentran en la gran
mayoria de sustratos naturales, ampliamente distribuidos en una gran variedad de hébitats
diferentes: suelo, agua marina, agua dulce, aire, estiércol, fango de los rios y fondo de los
lagos. Son saprofitos y algunas especies pueden provocar enfermedades a las plantas,
animales domésticos e incluso al hombre (Martin 1981).

En el suelo se encuentran en casi todos los tipos y bajo condiciones extremas
disminuyen levemente la concentracion de la poblacion. Su numero varia en gran
proporcidon segun el caso, pero es comun encontrarlos en suelos fértiles con
concentraciones de 10° UFC-g" de suelo seco. Por lo general se aislan cepas de
actinomicetos en la superficie del suelo y en profundidades entre 2 y 15 cm, mas alla de
esta profundidad disminuye la cantidad de éstos. El tamafio de la comunidad depende del
tipo del suelo, particularmente de algunas de las caracteristicas fisicas, del contenido de
materia organica y del pH del medio ambiente (Tate, 2000).

Los principales géneros que se aislan a partir de suelos son Nocardia, Streptomyces y
Micromonospora, que pueden estar presentes como conidias o como hifas vegetativas
(Martin, 1981). Sin embargo, los métodos de aislamiento convencionales muestran que el
95% de los actinomicetos aislados a partir de suelo pertenecen al género Streptomyces
(Lacey, 1973). El uso de técnicas moleculares para la deteccion de estas bacterias en
diferentes ambientes ha mostrado la presencia de organismos de la clase Actinobacteria
que no han podido ser aislados por técnicas tradicionales de cultivo. Ciertos de estos
organismos no han sido identificados especificamente, y la posicion filogenética de
algunos subgrupos muestra que su divergencia corresponde con la de los géneros
tradicionales de actinomicetos, indicando una estructura rica en organismos de esta clase
y no cultivable en suelos (Rheims et al., 1999).

Los actinomicetos son frecuentemente descritos como organismos de crecimiento
lento que no compiten eficientemente con bacterias u hongos de rapido crecimiento por el
carbono disponible en el suelo. Sin embargo, son microorganismos importantes en la
mineralizacion del carbono y el nitrégeno, y en la descomposicion de la materia organica
presente en el suelo. La descomposicion de la materia orgénica en el suelo es llevada a
cabo por los actinomicetos gracias a la diversidad de enzimas hidroliticas, ligninoliticas y
por la capacidad de degradar compuestos recalcitrantes presentes en la materia organica

que es mineralizada en el suelo (Sylvia, 1998).
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Algunos géneros han sido reportados como fijadores de nitrogeno atmosférico, como
Frankia y algunas cepas pertenecientes a las familias Thermomonosporaceae y

Micromonosporaceae (Valdés et al., 2005).

Los actinomicetos también han sido descritos como agentes de biocontrol por la
capacidad de producir enzimas biodegradativas como quitinasas, glucanasas, peroxidasas
y otras, involucradas en el papel del micoparasitismo que llevan a cabo estos
microorganismos (Tokala et al., 2002). El género Streptomyces ha sido descrito como
colonizador de la rizosfera, capaz de ejercer biocontrol sobre hongos fitopatogenos,
producir sideréforos, sustancias promotoras del crecimiento vegetal in vitro, promover la
nodulacion y ayudar a los bacteriodes de Rhizobium a la asimilacion del hierro en la
fijacion de nitrégeno en leguminosas, lo cual contribuye indirectamente a la promocion

de crecimiento vegetal (Tokala et al., 2002).

3.3.4. Clasificacion de los Actinomicetos

La clasificacion de los actinomicetos ha ido evolucionando a medida que se han
generado nuevas técnicas de clasificacion. El gran interés que generaron los
actinomicetos por la gran diversidad de metabolitos secundarios y terapéuticos,
especialmente el género Streptomyces, hizo que se desarrollaran rapidamente estudios de
caracter citolégico y fisioldgico pero no ampliamente los de clasificacion (Hopwood,
2003).

Los criterios de clasificacion utilizados se han basado en la quimiotaxonomia, donde
se estudian los componentes de la pared bacteriana (Tabla 1), el tipo de peptidoglicano
incluyendo azicares e isomeros de acido diaminopimélico (DAP), el patron de los acidos
grasos y de fosfolipidos de membrana, las menaquinonas y su grado de hidrogenacion,
contenido y tipo de acidos micdlicos, y el porcentaje molar de relacion Guanina - Citosina
(mol% G+C) del ADN (Goodfellow & Cross, 1984; McNeil & Brown, 1994). Otro
criterio que se ha usado para la clasificacion es la fagotipificacion, aprovechando la
especificidad por el hospedador de los actinofagos, con lo cual se ha conseguido
identificar hasta nivel de género y especie, especialmente para el género Streptomyces
(Wellington & Williams, 1981).

La serologia ha sido también utilizada para la clasificacion de los actinomicetos, asi
como el desarrollo de pruebas bioquimicas rapidas para la identificacion de los miembros

de la familia Actinomycetaceae y otras bacterias relacionadas como es el caso del sistema
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API ZYM, y el desarrollo de sustratos cromogénicos y fluorogénicos para la deteccion de
enzimas bacterianas que permitan una rapida y acertada clasificacion (McNeil & Brown,
1994).

La clasificacion del género Streptomyces se inicia en 1964 con el proyecto
internacional de Streptomyces (ISP del inglés “Internacional Streptomyces Project”) para
introducir un criterio estdndar en la determinacion de especies de este género. Mediante la
utilizaciéon de varias caracteristicas fenotipicas se consiguid reducir la cantidad de
especies de Streptomyces de 463 a 142 de la version del Manual de Sistemaética
Bacteriologica de Bergey del afio 1972 al afio 1989. Adicionalmente, existian
aislamientos que no concordaban con las matrices de identificacion. Hoy en dia, para la
clasificacion de especies de Streptomyces, se deben utilizar métodos quimiotaxonéomicos
y moleculares, junto con los métodos de taxonomia numérica basados en criterios
fenotipicos (Wellington & Anderson, 2001).

La aplicacion de técnicas moleculares al analisis de genomas bacterianos ha
contribuido considerablemente a la taxonomia bacteriana (Wellington & Anderson,
2001). Filogenéticamente los actinomicetos forman una subdivision de los organismos del
dominio Bacteria, diferente de los formadores de endosporas y de los cocos Gram
positivos (Figura 2).

Eukaryote

Mammalia

Pt
L
Plant

Cranarchaeota
Euryarchaeota

Y
sq, r

1%552‘»: f 722, Figura 2. Arbol filogenético de
* los organismos tomado de:

Kitasato University, (2007)

Mycobacterium tuberculosis
Corynebacterium diphtheriae
Corynebacterium glutamicum
Staphylococcus aureus
Streptococcus preumoniae
Clostridium tetani
Listeria monocytogenes

Escherichia coli
Haemophilus influenzae
Pseudomonas acruginosa

Las subunidades 16S y 23S del ADNr son moléculas razonablemente grandes y por

consiguiente contienen informacion suficiente para llevar a cabo comparaciones
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significativas. Dado que el ADNr 16S es mas manejable que el 23S para la
experimentacion, se esta utilizando extensamente para estudios filogenéticos (Madigan et
al., 1998). La secuencia de nucleotidos del ADNr 16S estd altamente conservada en
algunas regiones y contiene regiones variables y las tasas de mutacion son relativamente
bajas. Un gran niimero de secuencias estan disponibles en las bases de datos, lo que
facilita la identificacion de regiones con secuencias unicas por medio de alineamientos
(Rosado et al., 1997). Particularmente, los genes codificantes para la subunidad 16S del
ADNr contienen regiones con secuencias altamente conservadas y regiones muy
variables, las cuales permiten la medida de relaciones filogenéticas entre taxa cercanos o
distantes y la capacidad de resolver el dominio, division, familia, clase, orden, género y
especie de los microorganismos analizados (Penny & Haldeman, 1997).

3.4. Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR)

3.4.1. Conceptos generales

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”) desempefian funciones claves para la planta tales como: (i) control
biologico de los patogenos mediante efectos antagonistas o de Induccién de Resistencia
Sistémica (van Loon et al., 1998), (ii) incremento de la biodisponibilidad de elementos
minerales como por ejemplo la solubilizacion de fosfatos, fijacion de nitrogeno, o (iii) la
fitoestimulacion al propiciar la emergencia o el enraizamiento. La fitoestimulacion
provocada por la inoculacion de PGPR ocurre por varios mecanismos. Uno de ellos se
basa en la sintesis de sustancias reguladoras de crecimiento, como giberelinas,
citoquininas y auxinas, las cuales estimulan la densidad y longitud de los pelos radicales,
lo que incrementa a su vez la capacidad de absorcion de agua y nutrientes y permite que
las plantas sean mas vigorosas, productivas y tolerantes a condiciones climaticas
adversas, como la sequia. La literatura cientifica que describe tales actividades es amplia
(Kloepper et al., 1991; Hass, 1991; O’Gara et al., 1994; Welller & Thomashow, 1994;
Glik, 1995; Van de Broek & Vanderleyden, 1995; Bashan & Holguin, 1998; Barea, 2000;
Gutierrez-Maiero et al., 2001 y 2002; Probanza et al., 2002; de Boer et al., 2003;
Persello-Cartieaux et al., 2003; Barea et al., 2004; Zahir et al., 2004; Gamalero et al.,
2004).
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Las PGPR estan asociadas a muchos tipos de plantas y se encuentran cominmente
presentes en diversos ambientes. Algunas rizobacterias colonizan la superficie de la raiz y
la interfase del suelo subsiguiente; algunas otras pueden tener caracteristicas endofiticas
en raiz, vastago, hojas, tubérculos y otros organos (Compant et al., 2005). Las PGPR
deben cumplir tres caracteristicas intrinsecas: (i) ser capaces de colonizar la raiz y/o su
zona de influencia; (ii) sobrevivir y multiplicarse en los micro-habitat asociados a la
superficie de la raiz donde compiten con la microbiota natural, al menos el tiempo
suficiente para ejercer de forma efectiva su actividad promotora del crecimiento y (iii)

estimular el crecimiento vegetal (Kloepper, 1994).

En el proceso de colonizacion de la raiz o rizosfera la bacteria es atraida por
quimiotaxis basada en compuestos presentes en 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, Flavobacterium, Hafnia, Klebsiella, Serratia, Xanthomonas, Azotobacter,
Azospirillum, Clostridium, Pseudomonas, Acetobacter, Burkholderia 'y Bacillus
(Kloepper et al., 1989; Bashan & Levanony, 1990; Okon & Lavandera, 1994; Tang,
1994; Barea et al., 2004).

En resumen, se acepta que las PGPR pueden afectar al crecimiento de las plantas,
bien de forma directa mediante el suministro de determinados compuestos a las planta, o
facilitando la captacion de nutrientes solubles del suelo (como hace Azospirillum spp.), o
bien pueden actuar de forma indirecta evitando los efectos deletéreos de uno o mas
organismos fitopatdogenos (fundamentalmente Pseudomonas spp.), de ahi que actualmente
se tienda a clasificar o dividir a las PGPR en dos grupos: “PGPB” (del inglés “Plant
Growth Promoting Bacteria”) y “Biocontrol-PGPB” (Bashan & Holguin, 1998; Cattelan
et al., 1999). El cambio del término “PGPR” por “PGPB” se debe a que muchas bacterias
que ejercen efectos beneficiosos sobre la planta no son buenas colonizadoras. Bashan &
Levanony (1990) defienden la actuacion conjunta de diversos mecanismos, siendo los

mecanismos individuales menos importantes que si operan de manera conjunta.

En lo referente a los efectos indirectos son de destacar los basados en la produccion
de antibiodticos y cianuros de hidrogeno (HCN) que generan un decrecimiento en la

47



Introduccion

poblacion de fitopatogenos (Zahir, 2004). La produccion de sideroforos es la base de otra
actividad de las PGPR ya que estos metabolitos que actuan mediante dos mecanismos: la
captacion de hierro que puede beneficiar directamente a la planta aumentando la
disponibilidad del elemento o indirectamente como agente patdgeno para otros

microorganismos o plagas por cumplir esta misma labor.

La conjuncién de todos los mecanismos de accion ha dado como resultado la
promocion evidente del crecimiento en plantas, un incremento en la emergencia, el vigor
y el peso de plantulas, un mayor desarrollo en sistemas radiculares y un incremento hasta
de 30% en la produccion de cultivos de interés comercial, tales como papa, rabano,
tomate, trigo y soja (Jiménez, 2001).

3.4.2. Mecanismos implicados en la actividad PGPR

Aunque brevemente mencionados en el apartado anterior (Numeral 3.4.1), en este
apartado se amplia la informacion sobre los mecanismos implicados en la actividad
PGPR.

3.4.2.1. Produccion de reguladores de Crecimiento Vegetal

Al ser este un mecanismo destacado de la actividad PGPR, se ofrece previamente una

breve resefia al significado de estas sustancias en la planta.

La formacion de organos en la planta y su consecuente desarrollo, estain mediados por
factores internos de vital importancia. Los reguladores del crecimiento en las plantas (PGR
del inglés “Plant Growth Regulators™) son conocidos como hormonas vegetales; pequefias
moléculas que afectan el desarrollo y crecimiento vegetal a muy bajas concentraciones
(Garcia Breijo, 2006). Se sabe que los niveles endégenos hormonales generan cambios en
los procesos fisiologicos, que repercuten en la floracion, fructificacion y rebrote de hojas
principalmente. Las hormonas vegetales pertenecen a cinco grupos conocidos de
compuestos que ocurren en forma natural, cada uno de los cuales exhibe propiedades
fuertes de regulacion en el crecimiento de las plantas. En estos grupos se incluyen
auxinas, etileno, giberelinas (GA), citoquininas y acido abscisico, todas son moléculas
que se encuentran en un rango de peso molecular entre 28 Da (etileno) y 346 Da (GA)
(Kamara, 2001). En el presente estudio se concede a las auxinas un interés preferencial
por lo que se amplia algo la informacion sobre esta fitohormona.
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La auxina tipica es el acido indol acético (AIA), hormona de la cual aun se conoce
poco sobre los mecanismos de su expresion, metabolismo, transporte y distribucion final.
Su efecto en las células es controlar los tropismos que se manifiestan como inclinaciones,
giros o curvaturas del tallo y desarrollo del sistema radical. Se conoce que esta hormona
vegetal otorga beneficios a la planta puesto que su division a nivel celular incrementa, lo
cual se representa en un aumento de tamafio de los frutos y nimero de hojas (Uggla ef al.,
1996; Garcia Breijo, 2006).

La promocion del desarrollo del sistema radical caracteristico de este tipo de
reguladores de crecimiento vegetal, es uno de los parametros utilizados para determinar la
efectividad de determinadas bacterias rizosféricas (Fett et al, 1987; Torres-Rubio et al.,
2000). El rapido establecimiento de raices, ya sea por elongacion de la raiz primaria o por
surgimiento de raices laterales secundarias, permite a las semillas jovenes tener pronto un
acceso a nutrientes y agua provenientes de su medio ambiente (Patten & Glick, 2002).

El AIA es similar en estructura al aminoacido triptéfano, y probablemente es éste el
precursor del AIA formado en la planta viva; aunque se conocen cuatro vias de formacion
de dicha auxina cada una de ellas con un intermediario distinto (Garcia Breijo, 2006).
Diferentes grupos de plantas emplean diversas rutas para producir AIA a partir del
triptofano. En bacterias, la produccion de AIA ocurre a partir del triptofano por medio de
la indol-acetamida que se encuentra implicada en la generacion de tumores en la planta;
existe una ruta alternativa tomada por otras bacterias que involucra la utilizaciéon del
acido 3 indol pirtivico como intermediario (Figura 3) (Fett et al., 1987; Patten & Glick,
2002).
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Figura 3. Biosintesis del 4cido indol acético (indol 3-acetato; auxina) a partir de triptofano en
plantas y en bacterias. Las enzimas que solo se presentan en bacterias estan marcadas con un
asterisco. El NAD+ y el NADP+ se sintetizan también a partir del triptéfano; tomado de
Garcia Breijo (2006).

3.4.2.2. Produccién de Sider6foros

Los sider6foros son compuestos producidos por diferentes microorganismos en el
suelo que basan su actividad en fenomenos de quelacion, un fenémeno rutinario en los
sistemas Dbiologicos (Neilands, 1995; Sanchez, 2006). La gran mayoria de los
microorganismos fijadores de nitrogeno producen sideréforos para obtener el hierro,
elemento necesario para llevar a cabo la fijacion de N, ya que la enzima nitrogenasa, que
estd compuesta de varias unidades protéicas, requiere 36 atomos de hierro para su
correcto funcionamiento (Sylvia, 2005).

Teniendo en cuenta la importancia del hierro en las funciones vitales de los
microorganismos en general, se entiende la eficiencia de los mecanismos de captacion
generados por estos mismos. Las bacterias aerobias y las aerobias facultativas tienen una
alta afinidad por los sistemas transportadores de hierro, razéon por la cual se excretan
sider6foros que auxilian la toma eficiente de este elemento (Jurkevitch et al., 1992).
Existen varios trabajos donde se menciona la capacidad por parte de los actinomicetos de
capturar hierro de su habitat, por medio de ciertos tipos de sidero6foros. Asi, especies de
Nocardia, Streptomyces y Arthrobacter se han descrito como productoras de sideréforos
de tipo hidroxamato (Miller & Raymond, 1984; Miller et al., 1984).
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Diversos estudios han demostrado que entre las diferentes clases de sideroforos
existentes, los primeros identificados son los de tipo catecol (Figura 4a) e hidroxamato
(Figura 4b) (Neilands, 1995). Recientemente se han descrito ciertos a-cetoacidos con
caracteristicas y actividad similar a la de los sider6foros.
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Figura 4. Estructura quimica de sider6foros. a) Estructura general de enterobactina férrica,
un sideroforo tipo Catecol. b) Estructura general de ferricromo, un sider6foro tipo
hidroxamato (Neilands, 1995)

3.4.2.3. Fijacion no simbidtica de nitrégeno

La fijacion de nitrogeno atmosférico (N;) es un proceso indispensable para el
desarrollo de la planta; dicho elemento es primordial en la formacion de estructuras
moleculares como los acidos nucléicos, aminoaziicares, aminoacidos, entre otros. A nivel
microbiano, el complejo nitrogenasa ha sido ampliamente estudiado en la fijacion del
elemento, pues se presenta en varias bacterias de tipo rizosférico. La fijacion bioldgica de
nitrogeno con microorganismos del suelo es considerada uno de los principales
mecanismos por el cual las plantas encuentran beneficio de la asociacion, uno de los
beneficios méas estudiados es la relacion mantenida con microorganismos diazotroficos,
que proveen a la planta de nitrogeno y esta en retorno, proporciona fuente de carbono
disponible por los exudados (Zahir, 2004).

3.4.2.4. Solubilizaciéon de fosfatos insolubles

El fosforo después del nitrogeno, es el nutriente inorganico mas requerido por plantas

y microorganismos, y en suelo es el factor limitante del desarrollo vegetal a pesar de ser
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abundante tanto en formas inorganicas como organicas. No es posible capturarlo
biologicamente del aire como ocurre con el nitrogeno (Alexander, 1980; Nautiyal, 1999).
Las concentraciones de P en las soluciones del suelo son pequefias, desde 0.01 a 0.3 mg
P-L" (Ozanne, 1980). Aunque el fosforo presente en la solucién del suelo es solo una
parte pequeiia del contenido total del P en el suelo, es de esa parte de donde las plantas
toman la mayoria de sus requerimientos en P inmediatos (Bolan, 1991). En ausencia de
niveles significativos de P inorganico relativamente labil, de manera que en todos los
suelos es constante la razon P inorganico 1abil/P en solucion (Stewart & Sharpley, 1987).
La solucion del P en el suelo solamente es adecuada si el P inorganico labil es
solubilizado al menos tan rapidamente como las raices pueden extraerlo del suelo
(Russell, 1980). Cuando las plantas toman P de la solucion del suelo, el P utilizado, es
repuesto a partir de las formas labiles y moderadamente labiles de P inorganico. Cuando
estas fuentes estan agotadas entonces la fuente de P no 1abil es el factor que determina la
concentracion de P soluble en el suelo (Stewart & Sharpley, 1987).

Los concentracion de P asimilable es muy baja, normalmente en niveles que varian
entre 5y 30 mg-kg™'. Estos indices bajos del nutriente se deben a que el fosforo soluble
reacciona con iones como el calcio, el hierro o el aluminio que provocan su precipitacion
o fijacion, disminuyendo su disponibilidad para las plantas. Los fosfatos inorgéanicos
aplicados como fertilizantes quimicos también son inmovilizados en el suelo y como
consecuencia no son solubles para ser aprovechados por los cultivos (Alexander, 1980;
Atlas, 2002). La disponibilidad del fosforo inorganico depende de diferentes factores
como: los fluidos y minerales presentes en el suelo, el pH, la actividad microbiologica, la
presencia de enzimas y acidos organicos, y la intensidad de la demanda del nutriente. Los
agentes de origen biologico son posibles de manejar y practicamente tienden a mantener
el fosforo en sus estados de mayor disponibilidad, incrementando y manteniendo altas
tasas de mineralizacion e inmovilizacion. Por lo tanto, los microorganismos son
fundamentales para asegurar un mejor y mayor uso del fosforo en el suelo. El
mantenimiento de altas tasas de nutrientes limitantes es un desafio grande para los
agricultores, quienes se ven obligados a implementar técnicas, que en algunas ocasiones,
no resultan muy benéficas para el mismo suelo (Azcén & Barea, 1997, Atlas, 2002;
Nautiyal et al., 2000).

El proposito principal de las bacterias solubilizadoras de fosfato es optimizar la
disponibilidad para la planta de dicho elemento en el suelo, lo que como resultado genera
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un incremento en el rendimiento de cosechas ya que cambia las formas insolubles del P

en el suelo en formas solubles (Chen et al., 2006)

3.4.2.5. Produccion de guitinasas

La quitina es un homopolimero formado por residuos de N-acetil-D-Glucosamina
con enlaces B-1,4. Es el recurso renovable mas abundante después de la celulosa. Se
encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza como un componente estructural de
crustaceos, hongos, protozoos ¢ insectos (Hoster et al., 2005).

La quitina y sus derivados presentan un especial interés por encontrarse involucrados
en diferentes actividades bioldgicas como inmunoadyuvantes, floculantes de lodos en
aguas residuales y disminucién del uso en agroquimicos. El uso comercial de la quitina se
centra en la necesidad de desarrollar soluciones enzimaticas de quitinasas estables y de
bajo costo, los residuos de mariscos han reportado ser una adecuada fuente de quitina, lo
cual promueve aun mas el valor econémico de los productos marinos (Wang & Chang,
1997).

La quitina es hidrolizada por un complejo quitinasa que comprende tres enzimas:
exoquitinasa, endoquitinasa y quitobiasa, la primera de estas libera dimeros solubles de
bajo peso molecular, la segunda libera multidimeros de N-Acetil glucosamina y la ultima
hidroliza quitobiosas de N-Acetil glucosamina (Gomes et al., 2000).

Las quitinasas son glicosil hidrolasas y se encuentran presentes en una gran variedad
de organismos tales como bacterias, hongos, insectos, plantas y animales. Estas enzimas
juegan papeles fisioloégicos y ecologicos importantes. Los invertebrados requieren
quitinasas para la degradacion parcial de sus exoesqueletos viejos y las plantas como un
mecanismo de defensa contra hongos patdgenos (Hoster et al., 2005). Las bacterias
producen quitinasas principalmente para degradar quitina y usarla como fuente de
energia. Adicionalmente, algunas quitinasas de bacterias quitinoliticas, son agentes
potenciales para el control biologico de enfermedades de plantas causadas por diversos
hongos fitopatégenos, pues hidrolizan la quitina presente en la pared celular del hongo.
Las bacterias fitopatogenas también pueden ser controladas por estas enzimas quitinasas
debido a que algunas presentan actividad lisozimal, lo cual permite la degradacion de la
pared celular bacteriana (De la Cruz et al., 1992). Estas enzimas pertenecen a muchas
especies bacterianas, entre las mas conocidas se encuentran los géneros Aeromonas,

Serratia, Myxobacter, Vibrio, Streptomyces y Bacillus (Hoster et al., 2005).
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Los actinomicetos se consideran los organismos dominantes en la descomposicion de
quitina en el suelo (Ames, 1989), en especial el género Streptomyces ha sido descrito
como microorganismo productor de enzimas extracelulares liticas entre las que se
encuentran las quitinasas, son catalogados como agentes antagonistas prometedores para
el biocontrol, debido a la reaccion de hidrolisis que catalizan estas enzimas sobre el

micelio de los hongos en suelos 4acidos y hojarasca (Gomes et al., 2001).
3.5. Interacciones entre MA y rizobacterias

3.5.1. Mycorrhiza helper bacteria (MHB)

El concepto de “mycorrhiza helper bacteria” (MHB) fue introducido en un “Tansley
Review”: Helper Bacteria: una nueva dimension de la simbiosis micorricica (Garbaye,
1994), que ha conllevado a nuevas investigaciones en el sistema modelo planta-hongo, en
cuanto al significado de estas bacterias que promocionan la formacién de las micorrizas y
ocasionan muchos efectos fisiologicos de la interaccion mutualista. El concepto de MHB
es genérico, este depende del tipo de simbiosis micorricica pero no de la posicion
taxonomica de la bacteria. En relacion con las MA, han sido descritos muchos ejemplos
(Abdel-Fattal & Mohamedin, 2000; Barea et al., 2005; Artusson et al., 2006). Ciertos
actinomicetos (Rhodococcus, Streptomyces 'y Arthrobacter) han sido identificados como
bacterias que se asocian al micelio de hongos ectomicorricicos (Burke et al., 2006), y solo
hay una referencia de Streptomyces coelicolor asociado a Glomus intraradices en cultivos
de sorgo (Abdel-Fatah & Mohamedin, 2000).

En general, se conoce la capacidad de algunos microorganismos para influir en la
formacion y el funcionamiento de las simbiosis MA, mediante actividades de distinta
indole como son la activacion de propagulos infectivos del hongo en estadios
presimbidticos (Azcon-Aguilar & Barea, 1996; Giovannetti et al., 2002), facilitar la
formacion de puntos de entrada en la raiz (Azcon-Aguilar et al., 1986a; Linderman, 1988;
Vivas et al., 2003) e incrementar la tasa de crecimiento (Mosse, 1959; Mayo ef al., 1986;
Carpenter-Boggs et al., 1995).

Se ha descrito que la trehalosa (carbohidrato resultante de la transformacion de
carbono vegetal a carbono fingico) puede estar implicada en la seleccion de comunidades
especificas bacterianas en la micorizosfera de arboles forestales (Frey et al., 1997; Izumi
et al., 2006; Uroz et al., 2007). Adicionalmente se ha encontrado que este carbohidrato
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ayuda a la formacion de peliculas bacterianas sobre las células hifales (Frey-Klett et al.,

2007).

Las MHB mejoran la formaciéon de la micorriza aunque una misma MHB puede

beneficiar la micorrizacion para determinados hongos y ser negativa para otros (Garbaye
& Duponnois, 1992; Tarka & Frey-Klett, 2008). Lo anterior refleja la especificidad
flngica por aislado, que ejemplifica la distancia genética entre aislamientos de diferente

origen. Recientemente, Riedlinger er al. (2006) identificaron un antibidtico nuevo

(auxofuran) responsable de la promocion del crecimiento del hongo ectomicorricico

Amanita muscaria generado por la bacteria Streptomyces sp. AcH505, el cual actua de

forma benéfica frente al hongo y a su proceso de micorrizacion.

Dentro de los mecanismos que presentan las MHB se encuentran:

a.

Promocion del establecimiento de la simbiosis por estimulacion de la extension
micelial. La germinacion de las esporas y el crecimiento micelial son mejorados
por la produccion de factores de crecimiento (Hildebrandt et al., 2006; Keller et
al., 2006; Riedlinger et al., 2006).

Incremento del contacto y colonizacion raiz — hongo. Incremento del nimero de
raices laterales, mediado por la producciéon de fitohormonas (Bending et al.,
2002; Aspray et al., 2006). Mejora de la colonizacion radical por induccion de la
produccioén de flavonoides (Xie et al., 1995).

Reduccion del impacto a factores ambientales adversos sobre el micelio del
hongo micorricico. Las bacterias pueden realizar una detoxificacion de suelos,
restaurando la conductividad del mismo, de forma similar lo liberan de la
contaminacioén generada por metales pesados (Brulé et al., 2001) y reducen las
concentraciones de compuestos fenolicos antagonistas producidos por los mismos
hongos micorricicos (Duponnois & Garbaye, 1990).

3.5.2. Interacciones relacionadas con la promocion del crecimiento de las
plantas

Los microorganismos rizosféricos tienen también efecto sobre el crecimiento de las

plantas, llegandose a registrar un efecto de sinergismo, donde la presencia de la MA y del

otro microorganismo produce un incremento del crecimiento, vigor y proteccion de la

planta (Barea er al., 2005; Artursson et al., 2006). Estos efectos estan basados en
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actividades tales como la adquisicioén de nutrientes, inhibicion del crecimiento de hongos
patogénicos (Budi et al., 1999) y mejora de la ramificacion radicular (Gamalero et al.,
2004).

En adicion a estos efectos producidos por la bacteria sobre los hongos MA, la
micorriza a su vez, produce un impacto en la composicion de comunidades bacterianas
(Artursson et al., 2005). Este impacto puede ser retransmitido a través de la raiz de la
planta porque el establecimiento de la micorriza ha demostrado cambiar la composicion
quimica de los exudados de la raiz y éstas son a menudo una fuente de alimentos a las
bacterias asociadas en la micorrizosfera (Azcon-Aguilar & Bago, 1994; Barea, 1997,
Gryndler, 2000; Artursson et al., 2006). Sin embargo, los cambios en la composicion y la
actividad del hongo MA en las comunidades bacterianas, también se le han atribuido a
interacciones mas directas, incluyendo la competicion para los elementos inorganicos
(Christensen & Jakobsen, 1993).

Aunque hay numerosos estudios referentes a las interacciones de los hongos MA y
rizobacterias, asociaciones entre MA y actinomicetos se conocen escasamente, por lo que
se requieren investigaciones que permitan la confirmacion experimental adicional sobre
actividades y mecanismos relacionados. Las investigaciones en micorrizas deben por lo
tanto esforzarse hacia una comprension mejorada de los mecanismos funcionales
involucradas en las interacciones en la micorrizosfera, para poder desarrollar la
biotecnologia ad hoc que permita aplicar las combinaciones optimizadas de
microorganismos como inoculadores eficaces dentro de sistemas sostenibles de la
produccion vegetal (Andrade et al., 1997; Artursson et al, 2006).
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“El mundo esté en las manos de aquellos
gue tienen el coraje de sofiar y corren
el riesgo de vivir sus suefios”

Paulo Coelho






Materiales y Métodos

En este Capitulo se describen las metodologias generales seguidas en el presente
trabajo Doctoral, reservando aspectos mas especificos para los Capitulos Experimentales
correspondientes.

1. Material vegetal y toma de muestras rizosféricas

1.1. Caracterizacion de la poblacion vegetal seleccionada

Se escogié como planta modelo la especie vegetal Trifolium repens L. (trébol blanco)
por su capacidad de formar agrupaciones casi puras. Se identificaron parches coetaneos
de esta especie, en por lo menos cinco zonas con poca vegetacion y predominancia de
pasturas en los municipios de Maripi, Sopd, Tocancipa, La Calera, Pacho, Medina, Tausa
y en las capitales de Tunja y Bogota situados en los Departamentos de Cundinamarca y
Boyaca (Colombia). Cada parche se desarrolla en planos aluviales con unas
caracteristicas de drenaje y suelo uniforme en toda su extension. Estas caracteristicas son
las recomendadas para el muestreo de microorganismos rizosféricos (Kang & Mills,
2004). Las poblaciones se desarrollan en pisos térmicos entre los 2000 y 2600 msnm. Una
vez se ubicd el parche, se procedié a efectuar el levantamiento siguiendo la metodologia
de Braun & Blanquet (Matteucci & Colma, 1978) que permitié detectar el grado de
dominancia de la especie de trébol, para descartar la participacion de otras especies
arbdreas y arbustivas dentro del parche, que puedan incidir sobre la cobertura total del
rizoplano y eventualmente sobre el tipo de microorganismos asociados a este (Kottke,
2002).

1.2. Toma de muestra de suelo rizosférico

Se tomaron muestras de suelo rizosférico de trébol blanco (Trifolium repens L.) para
el aislamiento de los microorganismos en areas donde se desarrollaban las poblaciones
seleccionadas de dicha especie. En cada uno de los lugares de muestreo se determind la
posicion geografica por medio de un sistema de posicionamiento global (GPS).

Las muestras de suelo se tomaron a partir de una capa que no excedia los 20 cm de
profundidad. Las muestras, que contenian aproximadamente 500 g, se colocaron en bolsa
de plastico con cierre hermético, fueron transportadas en nevera a la menor brevedad,
hasta el laboratorio de Microbiologia Ambiental y de Suelos de la Pontificia Universidad
Javeriana (Bogotd — Colombia) para su posterior procesamiento. Cada una de las
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muestras fue debidamente marcada segun su posicion geografica denotando grados,
minutos, segundos, latitud y longitud, datos obtenidos satelitalmente y con los cuales se
elabor6 un mapa de la localizacion de los muestreos.

2. Aislamiento y cuantificacién de microorganismos

2.1. Aislamiento de hongos MA

Las esporas de hongos MA se obtuvieron siguiendo la técnica de tamizado himedo y
decantacion (Walker et al., 1982). Esta técnica consiste en realizar una suspension de 50-
100 g de suelo en aproximadamente 100 ml de agua destilada y tras una centrifugacion a
2000 rpm durante 3 minutos, se elimina el sobrenadante. Posteriormente, el deposito de
centrifugacion (“pellet”’) se homogenizé en una solucion de sacarosa al 50% y se
centrifugd de nuevo a 2000 rpm por 3 minutos. El sobrenadante obtenido tras esta
segunda centrifugacion se tamizo6 a través de una serie de tamices de diametro de poro
decreciente (80 y 50 um). En el tamiz inferior (50 um) se retienen las esporas.

La extraccion de los esporocarpos se realizdo mediante la homogenizacion del suelo
en agua y dejando reposar la mezcla durante 1 minuto. Luego se realiz6 el tamizado a
través de un tamiz de 80 pwm de poro.

Las esporas y esporocarpos recogidos de sus respectivos tamices se obtuvieron con
ayuda de un microscopio estereoscopio y unas pinzas de relojero, y se transfirieron a
placas petri con papel de filtro humedecido para su conservacion a 4°C hasta posterior
uso.

2.2. Aislamiento de actinomicetos

De cada una de las muestras de suelo se tomaron 10 g (previa homogenizacion de las
muestras) y se adicionaron a 90 ml de agua peptonada al 0.1% p/v para realizar las
diluciones seriadas, utilizando la misma solucidn diluyente, hasta llegar a una dilucion de
10®. De las diluciones 10* a 10™® se sembraron por triplicado en superficie 0.1 ml de la
dilucion sobre medio agar avena suplementado con nistatina al 0.1% como agente
inhibidor de hongos (Anexol). La suspension se distribuyo sobre la superficie del agar de
forma homogénea y luego se incubd a 22°C durante 10 dias (Sylvia, 1998; Franco-
Correa, 1999). Pasado el tiempo de incubacion se seleccionaron las colonias segun las
caracteristicas morfologicas que permitieron determinar los aislamientos de actinomicetos
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(textura, coloracion del micelio aéreo y de sustrato, forma y tamafio de la colonia, y la
produccion de pigmentos (Bergey & Hendricks, 1984). Posteriormente se realizo el
recuento de la poblacidon y se purificaron los aislamientos en agar avena suplementado
con nistatina al 0.1%.

3. Identificacion morfolégica de esporas de hongos MA

Se siguieron las metodologias de Koske & Tessier (1983) y Morton & Benny (1990).
Las esporas extraidas se observaron al microscopio estercoscopio (0.25x a 4x) y se
separaron en relacion al tamafio, morfologia y color. Para su observacion al microscopio
optico (de 10x a 40x) las esporas se dispusieron en un portaobjetos inmersas en polivinil-
acido lactico-glicerol (PVLG) usado como medio de conservacion (Anexo 2).

La observacion al microscopio optico permite determinar el numero de capas que
presentan las paredes de las esporas, las caracteristicas de las mismas (color, reaccion al
reactivo de Melzer, entre otras), morfologia de la hifa de sustentacion, presencia/ausencia
del saculo esporogénico, cicatrices, y otras caracteristicas determinantes en la

caracterizacion de los hongos MA.
4. |dentificacion de los actinomicetos
4.1. Caracterizacién morfoldgica

4.1.1. Caracterizacion macroscopica

Se observaron las caracteristicas de crecimiento a nivel macroscopico de cada una de
las cepas crecidas en agar avena durante 8 dias. Se tuvo en cuenta la textura de la colonia,

color del anverso y produccion de pigmentos difusibles al medio (Bergey et al., 2000).

4.1.2. Caracterizacion microscopica

Las diferentes cepas de actinomicetos aisladas se sembraron de forma masiva en agar
avena suplementado con nistatina al 0.1%. Al mismo tiempo se introdujeron en el medio
laminillas (cubre-objetos) estériles con una inclinacion de 45° aproximadamente con
respecto a la superficie del agar (Figura 5). Las placas se incubaron a 22°C durante 15
dias, al cabo de los cuales se tomaron las laminillas y se colocaron sobre una lamina
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porta-objetos con cristal violeta para la observacion al microscopio del micelio aéreo,
micelio de sustrato y los propagulos formados (Bergey et al., 2000).

Figura 5. Esquema de la preparacion de las laminas
cubre objetos sobre medios agarizados para la
visualizacion del crecimiento del micelio aéreo y de
sustrato de los actinomicetos (Nguyén et al., 2006).

Se observaron las preparaciones utilizando microscopio de luz Olympus CH20 con
objetivos de 40 y 100 aumentos. Los montajes con morfologias visibles de interés se
fotografiaron con una camara Olympus UDP 10 adaptada a un microscopio de luz
Olympus CH30.

4.2. Caracterizaciéon bioquimica

La evaluacion de actividades metabolicas determinantes para realizar la
identificacion de los actinomicetos se basé en la reduccion de azicares presentes en el Kit

de pruebas bioquimicas BD BBL Crystal™

para la identificacion de bacterias Gram
positivas, suplementado con otras para completar la caracterizacion, dentro de las que se
encuentra el kit de pruebas bioquimicas BD BBL Crystal™ E/NF (microorganismos

entéricos no fermentadores).

4.3. Identificacion molecular

Se sigui6 la metodologia propuesta por Cook & Meyers (2003), realizandose a nivel
de género mediante el uso de patrones de restriccion de un segmento de la region DNAr
16S.

4.3.1. Extraccion de DNA

Los aislados se hicieron crecer en 10 ml de medio ISP1 (Anexo 1) con agitacion a
150 rpm (agitador orbital Barnstead/Lab-line, MAXQ 3000), a temperatura ambiente
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durante 24 a 36 horas y se examind la pureza mediante coloracion de Gram. Se tomaron 4
ml del cultivo, se centrifugaron a 7500 g por 2 min, el “pellet” se lavd con 500 ul de
tampoén TE pH 7.7 (Anexo 2) y luego se resuspendié en 500 pl de tampdén TE. Las
muestras fueron incubadas a 100°C durante 10 min (bafio termostatado Elmasonic E30H),
se dejaron enfriar por 5 min y se centrifugaron a 7500 g por 3 min (microcentrifuga
Hettich, EBA 21). A continuacion, se transfirieron 500 pl del sobrenadante a un tubo
eppendorf nuevo. Se adicionaron 500 pl de una solucién de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1) a cada muestra, se agitd en vortex, se centrifugdé por 10 min a 7500 g
(microcentrifuga Hettich, EBA 21), se tomaron 450 ul del sobrenadante y posteriormente
se adicionaron 500 ul de isopropanol absoluto. Se agitd y se llevo a incubar durante toda
la noche a -20°C para la precipitacion de los acidos nucléicos. Las muestras se
centrifugaron a 7500 g por 15 min (microcentrifuga Hettich, EBA 21) y el “pellet”
resultante se lavo con 500 pl de etanol al 70%. Las muestras fueron resuspendidas en 200
pl de tampon TE pH 7.7 y se mantuvieron en congelacion a -20°C (Sambrook et al.,
1989; Cook & Meyers, 2003).

4.3.2. Amplificacion y purificacion del ADNr 16S a partir de las
extracciones de ADN de los actinomicetos aislados

A partir del ADN extraido de cada una de las cepas de los actinomicetos, se
amplifico por PCR el gen codificante del ARNr 16S. Posteriormente se realizd la
reaccion de PCR para amplificar la region ADNr 16S. Lo anterior se llevo a cabo
utilizando los “primers”:

- F1 (5" AGAGTTTGATCITGGCTCAG-3")

- R5 (5"-ACGGITACCTTGTTACGACTT’3") (I=inosina).
La mezcla de reaccion se realizé en un volumen final de 50 pl asi:

2U de Taq ADN polimerasa (Promega)

2 mM de MgCl, (Promega)

150 mM de cada dANTP (Promega)

0.5 mM de los primers F1 y RS

2 ul de ADN total extraido
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El programa utilizado fue (Cook & Meyers, 2003):
denaturacion inicial de 96°C por 2 min
30 ciclos de denaturacion (96°C por 45s)
anillamiento (56°C por 30s)
extension (72°C por 2 min)
extension final (72°C por 5 min).

El volumen total de cada uno de los productos de PCR obtenido se separd en geles de
agarosa Seakem LE (Cambrex) al 1% en tampon TAE 1X (Anexo 2) con bromuro de
etidio en concentracion 1 pgml’. La electroforesis se llevd a cabo en camara de
electroforesis Termo Midicell primo EC 330 con una fuente de poder Power Pac Basic
(Biorad) a 90 voltios, 200 miliamperios. Las bandas correspondientes al tamafio del
ADNTr 16S, 1500 a 1540 pb se cortaron y se colocaron en tubos eppendorf nuevos de 1.5
ml. Se utilizé el Kit de limpieza para productos de PCR a partir de geles de agarosa
Wizard (Promega). Para verificar el tamafio de las bandas de los productos de PCR se
utilizé el marcador de peso molecular de 100 pb (Promega) (Anexo 2).

A partir de los productos de PCR purificado de cada una de las muestras se tomaron
alicuotas de 5 pl con 2 pl del tampon de carga Blue/Orange 6X (Promega) (Anexo 2) y se
realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1% en tampon TAE 1X (Anexo 2) y
bromuro de etidio en concentracion 1 pg-ml™ en las mismas condiciones que las usadas

en la verificacion de la calidad.

4.3.3. Analisis de restriccion de los productos de PCR de ADNr 16S de los

actinomicetos aislados

A partir de los productos de PCR limpios se tomaron 5 pl y se digirieron con 3U de
la enzima Sau3A1 en volumen final de 20 pl con el correspondiente tampon (Promega).
Se analizé el resultado de la digestion de cada uno de los productos de PCR y a
continuacion se realizaron las restricciones con las respectivas endonucleasas de
restriccion utilizadas para la identificacion del género segin las claves dicotomas
utilizadas por Cook y Meyers (2003) (Anexo 3). Se utilizdo como control el producto de
PCR de Streptomyces coelicolor, cepa identificada molecularmente y donada por el
Laboratorio de Ciencias Biomédicas de la Universidad de Sao Paulo (Brasil). Para todos
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los ensayos de cortes con las enzimas de restriccion se utilizoé un volumen final de 20 pl
con los respectivos tampones sugeridos por la casa comercial productora de las enzimas,
5 ul de los productos de PCR limpios y 3U de las enzimas de restriccion correspondiente.
Las condiciones de tiempo y temperatura de incubacion de las digestiones se hicieron en
bafio termostatado (Memmert WB 7) segtin la indicacion de la casa comercial para cada
enzima (Anexo 4). Todas las restricciones correspondientes para la identificacion se
realizaron por triplicado.

La separacion de los fragmentos obtenidos luego de realizar el corte con las enzimas
de restriccion se realizo por electroforesis en gel de agarosa al 1% en tampén TAE 1X y
bromuro de etidio en concentracién 10 pg'ml”. En los pozos iniciales de cada gel se
incluyeron 4 pl del marcador de peso molecular 100 pb (Promega) (Anexo 2) en
concentracion 100 ng-ul" y 4 ul de un producto de PCR de ADNr 168 sin digerir. El
analisis del tamafio de las bandas obtenidas en cada digestion se realizO en un
documentador de geles Gel Doc™ EQ System PC/Mac (BioRad) con el Software
Quantity One.

4.3.4. Secuenciacion del ADNr 16S de los actinomicetos seleccionados como

promotores de crecimiento

Los productos de PCR del ADNr 16S purificados con el Kit de limpieza para
productos de PCR Wizard (Promega) de las cepas de actinomicetos seleccionados como
promotores de crecimiento vegetal y el control de Streptomyces coelicolor se enviaron a

secuenciar a Macrogen (www.macrogen.com). Las secuencias fueron modificadas

manualmente basandose en la calidad del cromatograma utilizando el programa de acceso
libre por Internet ChromasPro version 1.41 (Figura 6). El resultado de las secuenciaciones
se analiz6 usando los servicios de la red informatica BLAST en NCBI (Altschul et al.,
1997) y se alinearon con otras secuencias reportadas en bancos de genes de NCBI por
medio del programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw).
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Figura 6. Cromatograma de la secuencia de S. coelicolor amplificado con el primer F1

4.4. Conservacion de las cepas de actinomicetos

Para la conservacion de los actinomicetos se utilizo 1 ml de glicerol a una
concentracion de 12% que se adiciond a tubos eppendorf de 1.5 ml, secos y estériles
(Bayona, 2003). De cada una de las cepas de actinomicetos se realizé un raspado de la
superficie con cuchillas quirirgicas estériles, el cual fue colocado dentro de los tubos

eppendorf homogenizandolo con el glicerol para su posterior almacenamiento a -20°C.

Para la conservacion a corto plazo (subcultivo) se realizaron siembras masivas de
cada una de las cepas aisladas en agar avena (tubos), se mantuvieron a temperatura de

refrigeracion (4°C) y se hicieron sub-cultivos cada 30 dias (Monroy, 2002).

5. Evaluacion in vitro de actividades de los actinomicetos
relacionadas con la promocion de crecimiento vegetal

5.1. Capacidad para la solubilizacién de fosforo

La capacidad de la solubilizacion de P por parte de los actinomicetos se realizoé segun
la técnica de Vasquez et al. (2000), partiendo de una suspension en solucion salina al

0.85% p/v de 10 ml con cada uno de los microorganismos determinando una
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concentracion de 3x10° células'ml™. En el medio Picovskaya suplementado con roca
fosforica y SRSM-1 (Anexo 1) (Atlas, 1995; Gunnarsson et al., 2004) se adicionaron 50
ul de las suspensiones de células de actinomicetos, se incubaron a 22°C y se evaluo la
formacion de halos de solubilizacion medidos en mm, expresado en términos de zonas de
aclaracion, a los 4, 6, 8, 10, 12 y 14 dias de crecimiento, con esta informacion se

seleccionaron las mejores cepas solubilizadoras de fosforo.

Posteriormente, se midi6 la actividad enzimatica de las fosfatasas mediante la técnica
del p-nitrofenilfosfato (Otalora & Patifio, 2003), el cual se prepard a una concentracion de
1 pmol'ml™". Con esta solucion se realiz6 la curva patron.

5.2. Capacidad para fijar nitrogeno

5.2.1. Crecimiento en medios solidos libres de nitrogeno

Los actinomicetos aislados se sembraron por medio de la técnica de agotamiento en
agar Ashby Nf y agar Nfb (Anexo 1) (Atlas, 1995; Gage, 2004; Valdés et al., 2005) y se
incubaron a 22°C observando su crecimiento durante 15 dias de incubacion. Pasado el
tiempo de incubacidn se evalu6 el desarrollo y crecimiento en la superficie del medio. Se
realizaron pases sucesivos de los actinomicetos que presentaron crecimiento en los
mismos medios de cultivo con el fin de asegurar que no existieran trazas de nitrogeno en
el medio utilizado para el aislamiento. Se consideraron como microorganismos con
capacidad de crecimiento en ausencia de nitrégeno a aquellos que crecieron sobre este
medio de cultivo.

5.2.2. Crecimiento en medio liquido libre de nitrogeno

A los actinomicetos que evidenciaron crecimiento en los medios solidos libres de
nitrogeno se les realizo una curva de crecimiento en medio mineral liquido, el cual se
preparo a partir de las soluciones stock: (1) K,HPO, y KH,PO, al 3%, (2) MgSO,7H20
al 1.5% y (3) CaCl,, FeCl; y NaCl a una concentracion de 0.5%, 0.6% y 0.5% (p/v)
respectivamente; no se emple6 ninguna fuente de nitrogeno, y la fuente de carbono fue
manitol al 2%. Se prepararon 15 erlenmeyer por cepa, manteniendo 1/3 de volumen de
medio y se llevaron a agitar en un agitador orbital a 120 rpm (Barnstead/Lab — line,
MAXQ 3000). Paralelamente se prepararon otros 15 erlenmeyer por cepa llenos a
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capacidad y se dejaron en incubaciéon a 22°C en estatico, con el fin de generar una

microaerofilia, ambiente propicio para el desarrollo de la actividad nitrogenasa.

5.2.3. Prueba de reduccion del acetileno (acronimo del inglés ARA)

Se realizo un recuento de propagulos de los actinomicetos en camara de Neubauer
hasta obtener una poblacion inicial aproximada de 10° células-ml”’. A continuacion se
sembraron por triplicado con esta concentracion en medio s6lido Nfb (Anexo 1). El pH
del medio de cultivo fue 6.8 que se ajustd con acido malico y KOH. Se incubaron los
viales, con capacidad de 25 ml, durante 10 dias a una temperatura de 22°C.

Cromatografia de gases. A cada vial inoculado se le extrajeron 25 pl de aire

utilizando una Aguja Hewlett Packard, que fueron remplazados por 25 ul de acetileno. La
toma de muestras se realizé a las 0, 2 y 5 horas después de inyectado el gas. Una vez
cumplido cada uno de estos tiempos, el volumen de la muestra tomada fue de 25 pl, los
cuales fueron inyectados en el cromatografo de gases Hewlett Packard Agilent 4890 D
con detector de ionizacion en llama FID y detector de conductividad térmica TCD, gas de
arrastre helio y software de adquisicion de datos Clarity Lite. De igual forma se realizaron
controles negativos a partir de viales con medio sin inocular a los mismos tiempos de
incubacion como viales sin medio de cultivo. La determinaciéon de etileno se calculd
interpolando el area del pico obtenido en una curva patréon que se prepard con etileno
puro (Anexo 8). Conociendo el volumen del frasco y la concentracion de células, se
establecio la actividad reductora de acetileno en pumoles de etileno producidos por hora.

5.2.4. Deteccion de genes nifH

Para la amplificacion del gen nifH se siguid la metodologia propuesta por Diallo et
al. (2004), que consiste en realizar una PCR anidada con una secuencia de “primers”
menos degenerada que la metodologia propuesta por Burgman et al. (2004), permitiendo
reducir el nimero de bandas producidas por el aislamiento. Durante esta primera reaccion

el objetivo fue amplificar un fragmento de 429 pb.

Para la nifH 1 6 PCR inicial se partié6 de 5 ul de ADN genomico, “primer forward”
FGPH19 (5’- TAC — GGC — AAR — GGT — GGN — ATH - G - 3") y “primer reverse”
PoIR (5°- ATS — GCC — ATC — ATY — NTCR — CCG - GA - 3") (INVITROGEN) a una
concentracion final de 0.5 uM, dNTP’s 0.2 mM (INVITROGEN), MgCl, 2 mM
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(INVITROGEN), Taq platinum 0.025 U (INVITROGEN), BSA 0.5% en un volumen
final de 50 pl.

La segunda reaccion amplificé un fragmento de 320 pb. Para la nifH 2 se partié de 3
ul del producto de la PCR nifH 1; primers PolF-GC (5'- TGC — GAY — CCS — AAR —
GCB - GAC -TC -3") y AQER (5'- G- ACG - ATG - TAG - ATY - TCC - TG - 37)
(INVITROGEN) a una concentracion final de 0.5 uM, dNTP’s 0.2 mM (INVITROGEN),
MgCl, 2 mM (INVITROGEN), Taq platinum 0.025 U (INVITROGEN), BSA
(INVITROGEN) al 0.03% en un volumen final de 50 pl. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes:

Denaturacion inicial a 94°C x 5 min
Para la nifH 1:

30 ciclos a 94°C x 1min

58.3°C x 1 min

72°C x 2 min

extension final a 72°C x 5 minutos.
Para la nifH 2:

25 ciclos a 94°C x 1 min

49.6°C x 1 min

72°C x 2 min.

Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa al 1.5%. El producto de
amplificacidon especifico para este gen fue evaluado en las 10 cepas que presentaron
actividad nitrogenasa.

En ambas reacciones se empled como control positivo Pseudomonas aeruginosa y

como control negativo agua MiliQ.

5.3. Produccién de Acido Indol Acético (AIA)

Para determinar el AIA, se adoptd la metodologia descrita por Celis y Gallardo
(2007). La prueba se hizo montando tres réplicas de las cepas que crecieron en medio
Nfb. De cada cepa se inoculd 7.5 ml a una concentracion de 10° UFC-ml™ en 75 ml de
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caldo B suplementado con triptona (Anexo 1). Se llevo a incubacion a 22°C y a 125 rpm
en un agitador orbital (Barnstead/Lab — line, MAXQ 3000) durante 15 dias. La toma de
muestras se realizd teniendo en cuenta los resultados que se obtuvieron de Ia
estandarizacion de la técnica para estos microorganismos, donde se determind que en los
dias 9, 10, 11 y 12, se tomarian 1.2 ml del cultivo y se centrifugarian a 3000 rpm
(microcentrifuga Jouan A14) durante 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente se
transfirio 1 ml del sobrenadante a un tubo y se le adicionaron 2 ml del reactivo de
Salkowsky (Anexo 2), se realizd una agitacion en vortex e incubacion a temperatura
ambiente (15°C—18°C) durante 30 min. Luego de la reaccidén se hizo la lectura de
absorbancia de cada muestra a 530 nm en un espectrofotometro (Genesys 20—
ThermoSpectronic). El blanco de lectura se prepard con medio de cultivo estéril y el
control positivo de reaccion con solucion patron de AIA. Cada dia de muestreo se realizod
coloracion de Gram para descartar cualquier tipo de contaminacion. La cepa control para
este ensayo fue Azotobacter vinelandii ATCC 12518. Para la determinacion de la
concentracion de AIA en caldo de cultivo, se hizo una curva de calibracion con patron de
acido indol acético (Sigma).

5.4. Produccién de Sider6foros

La prueba se efectu¢ utilizando tres réplicas de las cepas que crecieron en medio
Nfb. De cada cepa se inoculé 7.5 ml a una concentracion de 10° UFC'ml" en 75 ml de
medio descrito por Simon & Tessman (1963) modificado (Anexo 1). Se llevo a
incubacion a 22°C y a 250 rpm en un agitador orbital durante 15 dias (Barnstead/Lab -
line, MAXQ 3000). La toma de muestra se realizo en los dias 9, 10, 11 y 12, teniendo en
cuenta los resultados que se obtuvieron de la estandarizacion. En la toma de muestra se
tomaron 1.2 ml del cultivo y se centrifugaron a 4000 rpm durante 6 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se transfirié 1 ml del sobrenadante a un tubo de ensayo y se le
adicion6 1 ml de una solucion de 5 mM de perclorato férrico en 0.14 M de acido
perclorico. Luego de la reaccion se hizo la lectura de absorbancia de cada muestra a 480
nm (Atkin, 1970). El blanco de lectura se prepar6é con medio de cultivo estéril y el control
positivo de reaccion se realizé con solucion patron de sideroforos. Cada dia de muestreo
se realiz6 coloracion de Gram para descartar cualquier tipo de contaminacion. El control
utilizado fue Escherichia coli, una cepa aislada de un paciente con infeccion urinaria
(donada por el Dr. José F. Mikan, profesor de la Facultad de Medicina de la Universidad
Militar Nueva Granada (Bogotda — Colombia)). Para la determinacion de una
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concentracion aproximada de sideroforos producida por cada cepa, fue necesario realizar
una curva de calibracion partiendo de concentraciones conocidas de Desferal®
(deferroxamina — Novartis) (Anexo 10).

Con los datos de absorbancia en funcion de la concentracion se hizo una regresion
lineal para determinar la ecuacion de la recta. Se considerd una dispersion adecuada de
los valores sobre la recta, por lo tanto se empled dicha ecuacion como el patron de
referencia para el calculo de las concentraciones de sideroforos producidas por las cepas.

5.5. Produccion de quitinasas

5.5.1. Preparacion de la quitina coloidal

Se tomaron 10 g de quitina y se disolvieron en 100 ml de H;PO, concentrado (85%),
se dejaron en agitacion a 4°C durante 48 h. Posteriormente el liquido resultante se filtro
empleando fibra de vidrio y se adiciono etanol acuoso al 50%, la mezcla se puso en
agitacion hasta que se observo homogénea. Se realizaron lavados con agua destilada hasta
alcanzar un pH cercano a la neutralidad. Se dializ6 contra agua destilada por 48 h y se
diluy6 la suspension hasta 10 mg-ml™. Para prevenir la contaminacion se adicion6 cristal
de thymol y se almacen6 a 4°C (Skujins et al., 1965, modificado por Rodriguez, 2000).

5.5.2. Evaluacion cualitativa de la actividad quitinasa

Los actinomicetos se sembraron en medio minimo que se prepar6 a partir de
soluciones “stock” de: (1) K,HPO, y KH,PO, 30 g1', (2) MgSO,7H20 15 g1, (3)
CaCl,, FeCl; y NaCl a una concentracion de 5 gl', 0.6 gl' y 5 gl (p/v)
respectivamente, suplementado con quitina coloidal al 1%. Como control se utilizo el
medio minimo suplementado con glucosa a una concentraciéon de 10 g-I”', se incubaron a
22°C de 5 a 8 dias. Pasado el tiempo de incubacion se evaluaron los halos de hidrolisis
producidos en el medio sélido, permitiendo una seleccion primaria de las cepas de
actinomicetos, mediante la cuantificacion del tamafio del halo.

5.5.3. Evaluacion de la produccion de quitinasas

Los actinomicetos se sembraron en medio minimo que se prepar6 a partir de
soluciones “stock” de: (1) K,HPO, y KH,PO, 30 g1', (2) MgSO,7H20 15 g1, (3)
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CaCl,, FeCl; y NaCl a una concentracion de 5 g, 0.6 g1" y 5 g1" respectivamente,
suplementado con quitina coloidal al 1%. Como control se utilizé6 el medio minimo
suplementado con glucosa a una concentracién de 10 g-1", se incubaron a 22°C durante 8
dias. Posteriormente se realizo la cuantificacion de la actividad especifica de la enzima y
adicionalmente se realizaron pruebas de antagonismos contra hongos no formadores de
micorriza cuya composicion de pared principalmente era quitina para unos y celulosa
para otros.

5.5.4. Concentracion de quitinasas

Las cepas de actinomicetos que presentaron una produccion significativa de
quitinasas en medio minimo suplementado con quitina coloidal 1% (p/v), fueron
utilizadas para valorar la concentracion de la enzima, siguiendo el protocolo de Hoster et
al. (2005). Se tomo una asada de las colonias de actinomicetos crecidas en agar avena y
se inoculé en medio minimo liquido pH 6.8, suplementado con quitina coloidal 0.5%
(p/v), y se dejo en agitacion continua 180 rpm (Barnstead/Lab-line, MAXQ 3000) a
temperatura ambiente durante 4 dias. Las células fueron eliminadas por centrifugacion a
16 300 g durante 15 min (SORVALL-RC-5B), posteriormente la enzima fue concentrada
adicionando 561 g de sulfato de amonio so6lido por cada 1 000 ml de sobrenadante, las
proteinas precipitadas fueron recuperadas por centrifugacion a 16 300 g por 30 min
(SORVALL-RC-5B), posteriormente el “pellet” se resuspendié en una minima cantidad
de tampon fosfato de potasio 0.02 mM y se dializo a 4°C empleando la misma solucién
tampodn, el dializado se centrifugd a 13 000 g por 30 min (SORVALL-RC-5B) para
remover las particulas insolubles, el sobrenadante obtenido se empled para el ensayo de

actividad enzimatica.

5.5.5. Evaluacion de la actividad enzimatica de las quitinasas

El ensayo de actividad quitinolitica se llevd a cabo siguiendo el método propuesto
por Hoster et al. (2005). Para ello, se tomaron 0.5 ml de la solucién enzimatica y se
adicionaron a 1 ml de tampon fosfato de potasio 20 mM pH 6, suplementado con quitina
coloidal 0.3 % (p/v), posteriormente la mezcla fue incubada a 45°C por una hora. Se
realizo una centrifugacion a 16 300 g durante 15 min (SORVALL-RC-5B). Se determin6
la concentracidon de azicares reductores en el sobrenadante por la reaccion de Somogyi-
Nelson, utilizando una curva patron de N-acetilglucosamina (GlcNAc), siguiendo el
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protocolo de Rodriguez (2001). Igualmente se determind la concentracion de proteina en
el sobrenadante por el método de Bradford (1976), las absorbancias leidas fueron
convertidas a concentraciones de microgramos de proteina por microlitro en una curva de
calibracion de concentraciones conocidas de Albtiimina Sérica Bovina. Una unidad de
actividad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima que gener6 la liberacion de
1 umol de GlcNAc en un minuto (Gomes et al., 2000).

6. Inoculacion de los microorganismos

6.1. Caracteristicas del suelo empleado en los ensayos en maceta

Se utiliz6 un suelo proveniente de la Sabana de Bogota denominado planti-tierra
negra, proporcionado siempre por el mismo vivero. El suelo se utilizoé en la mayoria de
los ensayos en condiciones naturales, tamizado a través de una malla de 2 mm. Para la
elaboracion de los semilleros se mezcld con arena gruesa para mejorar la aireacion, evitar

la compactacion y no demorar la germinacion de las semillas.

En los ensayos en los que se necesitd eliminar los propagulos de los hongos
formadores de MA el suelo fue tindalizado mediante la inyeccion de vapor fluente
durante hora y media por tres dias continuos.

6.2. Indculo micorricico

6.2.1. Caracteristicas del inoculo MA empleado en el ensayo

El indculo utilizado proviene de la Sabana de Bogotad y fue obtenido a partir de
muestras de la rizosfera de plantas de trébol. El hongo de referencia procede de la
coleccion de hongos formadores de micorriza arbuscular de CORPOICA — Tibaitata
(Bogota — Colombia). Las esporas se obtuvieron mediante la técnica de tamizado humedo
y decantacion (Genderman & Nicholson, 1963). Posteriormente fueron identificados
morfologicamente y a partir de estos se produjeron los indculos puros utilizados.

6.2.2. Produccion de inoculo micorricico

Como planta hospedadora se utilizé igualmente Trifolium repens L. Las semillas se
esterilizaron, pre-germinaron y plantaron. Como sustrato de crecimiento se empled una
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mezcla de suelo: vermiculita (1:1) estéril. Las plantas se inocularon con las esporas de
cada uno de los morfotipos aislados y se dejaron crecer durante 6 meses bajo condiciones
de invernadero. Se evalu6é el nivel de colonizacion MA y el numero de esporas
producidas por gramo de suelo. A partir de estos cultivos se obtuvieron los indculos

micorricicos correspondientes y se escogio el hongo para los siguientes ensayos.

7. Preparacion del material vegetal y desarrollo de los ensayos
de inoculacién

7.1. Planta hospedadora

Como se ha indicado la planta seleccionada para la realizacion de los ensayos fue
trébol blanco (Trifolium repens L.). Como se sabe, es una planta leguminosa conocida por
establecer relaciones simbioticas con Rhizobium y hongos MA. Es una planta forrajera
cosmopolita, es decir que crece en todos los climas, praderas, bordes de caminos, entre
otros. La capacidad de crecer en diversos lugares le genera ventajas adicionales para las
evaluaciones realizadas en diversos ensayos. Por lo anterior se ha elegido en varias
ocasiones esta planta como modelo de estudios de invernadero al facilitar las condiciones
como: no requerir grandes concentraciones de agua, con una baja necesidad de
fertilizacion debido a su capacidad como fijadora de nitrogeno en condiciones
simbioticas; es una planta que tolera bien los cambios de temperatura extremos y
diferentes tipos de estreses.

7.2. Esterilizacion de las semillas

La esterilizacion de las semillas se realizd durante 15 minutos en hipoclorito
comercial al 10%, tras lo cual se lavaron tres veces con abundante agua destilada estéril y
se dejaron en imbibicion durante 60 min a 50 rpm en un agitador orbital (Barnstead/Lab-
line MAXQ 3000) (Kortemaa et al., 1994).

7.3. Germinaciéon de las semillas

7.3.1. Ensayo de germinacion in vitro

Para conocer el porcentaje de germinacion de las semillas de trébol blanco (7rifolium
repens L.) se tomaron 10 semillas, se desinfectaron y se colocaron en caja de petri con
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filtro de papel estéril al cual se le adiciond agua destilada estéril y se observo el desarrollo
de las semillas durante 6 dias (Figura 7). Los montajes de germinacion de las semillas se

realizaron por triplicado.

Figura 7. Montaje de germinacion
de las semillas de trébol blanco
desinfectadas

7.3.2. Ensayo de germinacion en maceta

Se prepard un semillero con semillas certificadas de Trifolium repens L., utilizando
suelo tamizado pasteurizado y humedecido a capacidad de campo. Se prepararon dos
tipos de semilleros, uno adicionado con las respectivas suspensiones de los actinomicetos
seleccionados en concentraciéon 10° células'ml” (Merzaeva & Shirokikh, 2006), y el otro
sin tratamiento con actinomicetos. La semillas de trébol blanco (7rifolium repens L.)
previamente desinfectadas e¢ hidratadas (Kortemaa et al., 1994) se sembraron en los
semilleros para los diferentes tratamientos, incluido el control con solucion salina estéril
(Abdel & Mohamedin, 2000).

7.3.3. Ensayos de inoculacion microbiana en maceta

Una vez germinadas estas semillas, las plantulas que presentaron una talla de 2 cm se
transplantaron a macetas con suelo inoculado con actinomicetos (10° células'ml™), con
inéculo de micorrizas (5 g/maceta) o con el de actinomicetos (10° células'ml™) y
micorrizas (5 g/maceta). El disefio experimental se basé en una metodologia de bloques
completos, con 8 repeticiones segun los tratamientos a evaluar: tratamiento con micorriza
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(Hongo MA aislado de plantas de trébol), y en conjunto con los actinomicetos, un testigo
comercial consistente de Glomus mosseae donado por CORPOICA — Tibaitata y un
testigo absoluto.

Finalizado el periodo de evaluacion del crecimiento (6 meses) se retiraron las
plantulas de las macetas y se lavaron los sistemas radicales con agua para retirar todas las
particulas de suelo adheridas a las raices. En todos los casos se separaron el sistema
radical y aéreo de cada una de las plantulas y se colocaron en bolsas de papel de forma
individual para secado en horno de conveccion (THERM 25EG) durante 24 horas a 60°C.
El material vegetal seco se pesd en balanza analitica precisa XT220A. Se analiz6 la
produccioén y distribucion de la biomasa, el crecimiento y desarrollo radical, area foliar,
absorcion de nutrientes (N, P, K, Ca. Mg, Mn). El analisis del contenido foliar y
disponibilidad en el suelo se realiz6 mediante técnicas de anélisis quimico como el
método de Kjendahl, técnicas himeda y absorcion atomica. Adicionalmente se determind
del porcentaje de colonizacion de los hongos MA en las raices de las plantas segun la
metodologia de Giovannetti & Mosse (1980).

Los datos obtenidos a partir del analisis del efecto de los tratamientos de inoculacion
sobre el crecimiento de Trifolium repens L. se analizaron para encontrar si la distribucion
era de caracter normal y se realizé una hipotesis de contraste de tratamientos por medio
de analisis de varianzas. La hipdtesis que se formuld para el analisis fue:

Hy: Todos los tratamientos son iguales
H,: Al menos uno de los tratamientos es distinto de otro

La comparacion de los tratamientos se realizd por medio de la prueba de
comparacion de medias de Tukey con un alfa de 0.05. Todos los analisis estadisticos se
realizaron con la ayuda del programa estadistico SAS.

8. Establecimiento de actinomicetos en larizosferay sus
interacciones con hongos MA

8.1. Pruebas de establecimiento a nivel rizosférico de los
actinomicetos seleccionados

La prueba de establecimiento de los actinomicetos seleccionados se realizo
observando el comportamiento de la concentracion de las bacterias inoculadas, tanto en
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suelo, como en rizosfera y rizoplana, durante 30 dias, realizando muestreos cada 5 dias.
Se realizaron tres repeticiones de cada tratamiento con cada una de las cepas
seleccionadas.

Para el montaje de la prueba se utilizaron tubos de ensayo de 20 mm de diametro y
200 mm de altura, se llenaron hasta la mitad con aproximadamente 40 g de suelo
tamizado estéril y se llevaron a capacidad de campo con las respectivas suspensiones de
los actinomicetos seleccionados en concentracién de 10° esporas y/o fragmentos de
micelio-ml” (Merzaeva & Shirokikh, 2006). El suelo se tamizé en un tamiz de 850 pm y
se esterilizd en bolsa de polipropileno calibre 2 con 3 ciclos de 20 libras por 20 minutos

en autoclave y se verifico la esterilidad en medio de cultivo de avena.

Figura 8. Montaje de los tubos inoculados con suspensiones de actinomicetos para la prueba
de establecimiento a nivel rizosférico de la cepa MCR24.

Las suspensiones de actinomicetos se realizaron tomando una muestra de micelio
aéreo esporulado resuspendiéndola en solucion salina estéril 0.85% y la concentracion de
los propagulos se estableci6 por medio de recuento en camara de Neubauer (Bergey et al.,
2000).

Posteriormente se sembraron 3 semillas de trébol blanco previamente desinfectadas e
hidratadas (Kortemaa et al., 1994) en cada uno de los tubos de ensayo y se mantuvieron
en condiciones controladas con ciclo luz dia y oscuridad 12h/12h a temperatura ambiente
con riego por aspersion cada 3 dias (Merzaeva & Shirokikh, 2006). En cada uno de los
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tiempos de muestreo se tomaron 4 tubos de ensayo por cada tratamiento incluyendo el
control y se retiraron asépticamente las plantas de los tubos de ensayo de cada uno de los
tratamientos para los analisis de concentracion de los actinomicetos en el suelo, la
rizosfera y el rizoplano (Figura 8).

8.1.1. Andlisis de poblacion en la rizosfera

En cada muestreo se separaron los sistemas radicales de las plantas de cada
tratamiento y se colocaron en frascos con 90 ml de solucion salina estéril 0.85% para
luego ser llevados a un agitador durante 5 min (Merzaeva & Shirokikh, 2006).
Posteriormente se realizaron diluciones seriadas decimales y siembras por triplicado en
agar avena suplementado con nistatina al 0.1%. Las siembras fueron incubadas a
temperatura ambiente durante 6 dias.

8.1.2. Analisis de la poblacion en rizoplana

Posterior a la agitacion, los sistemas radicales se maceraron en un mortero estéril con
10 ml se solucion salina estéril 0.85% (Merzaeva & Shirokikh, 2006). A partir del
macerado se realizaron diluciones seriadas decimales y siembras por triplicado en agar
avena suplementado con nistatina al 0.1% (Figura 9). Los medios de cultivo fueron
incubados a temperatura ambiente durante 6 dias.

Figura 9. Macerado de los sistemas radicales
en solucion salina estéril después del analisis
de poblacion en la rizosfera.

8.1.3. Andlisis de la poblacion en el suelo

Una vez retiradas de los tubos de ensayo las plantas utilizadas para los andlisis de
rizosfera y rizoplana, el suelo contenido en los 4 tubos de cada tratamiento se
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homogenizoé en condiciones de esterilidad y se tomaron 10 g de suelo para realizar
diluciones seriadas decimales y siembras por triplicado en agar avena suplementado con

nistatina al 0.1%. Los medios de cultivo fueron incubados a 22°C durante 6 dias.
8.2. Observacién microscépica de las raices

8.2.1. Microscopia de campo claro y oscuro

Se realizaron evaluaciones en un microcopio Leitz ORTOPLAN®, utilizando un
campo oscuro y contraste de fase a las muestras de raices frescas con los diferentes
tratamientos, se usaron longitudes focales entre 60 y 75 mm, abertura F/13 y F10, tiempo
de exposicion entre 4 a 60 seg, velocidad ISO-400, modo de medicion de foco y el origen
de luz fue de lampara de tungsteno. Se obtuvieron fotografias utilizando una camara
SONY® DSC-R1 adaptada al microscopio.

8.2.2. Microscopia confocal

Las muestras de raices con los diferentes tratamientos se evaluaron en fresco y la
observacion se realizd bajo autofluorescencia del material biologico utilizando un
microscopio confocal META 510 Kart Zeitz®, el modo de scan que se utilizé fue plano,
los filtros usados fueron Ch2: LP475, el objetivo fue LD Plan-Neofluar 40x/0.6 M27, con
unos Beam Splitters: MBS: HFT 405/4088/561, DBS1 de espejo y DBS2 de NFT490, las
longitudes de onda fueron: 405 nm (46.1%) y 408 nm (4.1%). Para la lectura de las
imagenes se utiliz6 un software examinador de imagenes LSM Image Examine y Axion
Vision LE.

8.3. Obtencion de esporas y esporocarpos de hongos MA
mediante la técnica de tamizado humedo y decantacién

El aislamiento de las esporas de los hongos MA se llevo a cabo siguiendo la
metodologia de tamizado y decantacion (Genderman & Nicolson, 1963), modificada por
Sieverding, (1983), con un reaislamiento de las esporas de los hongos MA para su
observacion microscopica, recuento y posterior identificacion por caracterizacion

morfologica de las esporas.
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8.4. Efectos de los actinomicetos sobre la germinacion de las
esporas y el crecimiento micelial de los hongos MA

El ensayo se realizé con los aislados seleccionados (MCR9, MCR24 y MCR26). Se
siguid la metodologia de Azcon-Aguilar ef al. (1986b). Las esporas de Glomus sp fueron
aisladas a partir de los esporocarpos que fueron obtenidos de las muestras rizosféricas de
T. repens L. donde se realizd la produccion de indculo de los hongos formadores de
micorriza, tanto para el aislamiento del hongo MA aislado en campo para este estudio
como el procedente de coleccion.

Las muestras de suelo rizosférico se guardaron en bolsas de polietileno a 4°C y los
esporocarpos fueron almacenados en papel de filtro humedecido a 4°C. Las esporas
fueron esterilizadas superficialmente con una solucién que contenia 20 g1 de cloramina
T, 200 mg-1" de estreptomicina y 1 gota-lI"' de Tween 80 (Mosse, 1962) durante 20 min y
posteriormente se lavaron 5 veces con agua destilada estéril.

Los tres aislados de actinomicetos se colocaron a crecer en medio Czapeck-Dox
(Anexo 1) y se dejaron en crecimiento durante 8 dias a temperatura ambiente y 150 rpm
(agitador orbital Barnstead/Lab-line, MAXQ 3000). Los cultivos fueron centrifugados y
las células se lavaron 3 veces con solucion salina (0.1%). Las suspensiones de cada
actinomiceto se ajustaron a una concentracién de 10° células'ml™. Se tomaron 50 pl de
cada suspension y por separado, cada una fue sembrada homogéneamente en cajas de
petri con agar agua (Anexo 1) (Calvet et al., 1992).

Seis esporas estériles de Glomus sp. fueron transferidas de forma individual a cada
caja de petri inoculada con el actinomiceto correspondiente (MCR9, MCR24 6 MCR26).
Estas esporas fueron colocadas sobre los vértices de un hexagono imaginario a una
distancia de 3.5 cm aproximadamente. Se incubaron los cultivos duales a 25°C en
oscuridad. Cada ensayo consistio de 3 réplicas por cada tratamiento y 5 controles con
Glomus sp creciendo axénicamente. La germinacion de las esporas se evalud después de
32 dias luego de la inoculacion. Si se observaba un tubo germinal claramente se
determiné que habia germinacion de la espora. El crecimiento hifal de las esporas de los
hongos MA se midi6 por el método de intersectos en microscopia optica (Azcon-Aguilar
et al., 1986b).

Para examinar el efecto de los actinomicetos sobre la germinacion de las esporas de
hongos MA en suelo, se siguio la metodologia utilizada por Barea et al. (1998). Cada
unidad experimental consistié de una lamina que tenia dos membranas (didmetro 45 mm;
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tamaflo poro 0.45 pum) y se adicionaron entre las dos membranas 20 esporas estériles de
Glomus sp. Paralelamente se prepard una caja de petri con 25 g de suelo, la [amina que
contenia las dos membranas y el indculo del hongo MA, fue colocada encima del suelo. A
continuacion, a las membranas, se le adicioné 1 ml de la suspension de actinomiceto (10
células'ml™) que correspondia a cada ensayo (MCR9, MCR24 6 MCR26). Se adicionaron
otros 25 g de suelo para cubrir la placa de la lamina y las membranas. El suelo fue
humedecido con agua destilada estéril hasta capacidad de campo y las cajas fueron
selladas con parafilm. Las cajas (15 réplicas por cada tratamiento) fueron incubadas a

25°C durante dos semanas.

Tras la incubacion, se tomaron las ldminas con las membranas que contenian el
in6culo de los microorganismos, se abrieron los papeles de filtro y los tubos germinales
fueron coloreados con azul de tripan (Phillips & Hayman, 1970). Se calcul¢ el porcentaje
de esporas germinadas para cada tratamiento. Todos los experimentos se repitieron dos
veces y los datos para el nivel de germinacion de cada tratamiento fueron sujetos a una
prueba de hipdtesis contra los datos control. El estadistico z fue tabulado con un nivel de
significancia de 5%. Los datos del crecimiento micelial fueron procesados para un
analisis de varianza y una prueba de Duncan (P<0.05).

9. Disefio estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron mediante multifactor ANOVA y pruebas de
rangos multiples (método Duncan y LSD); por medio del sistema estadistico SAS. Asi
mismo para algunos casos se determiné si existia relacion entre las variables por medio
del coeficiente de correlacion lineal de Pearson.
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Capitulo 1: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LOS
MICROORGANISMOS

En el presente capitulo se describen los experimentos disefiados para el aislamiento,
caracterizacion e identificacion de los microorganismos utilizados en este trabajo de
investigacion. Los resultados se agrupan en sub-capitulos sistematizados de la siguiente

forma:

1.1. Localizacion geografica del muestreo

1.2. Aislamiento e identificacion de los actinomicetos
1.3. Aislamiento y caracterizacion de los hongos MA

En cada sub-capitulo se expondran su correspondiente Introduccion y Parte experimental
especifica de cada sub-capitulo, no expuesta con anterioridad en los Capitulos Generales
de Introduccion, Materiales y Métodos, y Discusion.

1.1 Localizacién geografica del muestreo

1.1.1. Introduccion

En un pais como Colombia (Suramérica), con una ubicacion geografica singular la
posibilidad de poseer una alta diversidad microbiologica es bastante alta. Dado que en
este pais se tiene registrada poca informacion a nivel microbioldgico, se hace importante
realizar una georeferenciacion detallada de los aislamientos debido a que muchos de estos
microorganismos pueden ser utilizados por la industria farmacéutica o agricola en un

futuro, y se hace necesario conocer con exactitud la localizacion de estos aislamientos.

En Colombia, donde la legislacion en relacion al acceso de recursos genéticos es
muy estricta, se necesita tener un Sistema de Informacion Geografica (GIS) bien
implementado para que el Ministerio del Interior pueda mantener control sobre todos los
recursos bioldgicos que el pais posee, al conocer la informacion exacta del origen del

material biologico.

El Instituto Alexander von Humboldt (2004), entidad encargada de colectar la
informacion dada por las diferentes colecciones de organismos en Colombia, define un
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sistema de informacion geografica (SIG) como un conjunto de métodos, herramientas y
datos que estan disefiados para actuar de forma coordinada y para capturar, almacenar,
analizar, transformar y presentar toda la informacion geografica y de sus atributos con el
fin de satisfacer multiples propositos.

Cuando se elaboran los sistemas de informacion geografica (SIG) se puede obtener
una variedad de funciones que permiten el analisis de datos de distribucion bioldgica, el
cual puede ser empleado para situar en un mapa las ubicaciones en donde se tomaron los
datos/muestras con el fin de desarrollar planes y estrategias para actividades futuras. Esta
operacion permite generar un analisis profundo del objetivo que se quiere cumplir en el
desarrollo de un método cientifico. También permite identificar areas de elevada
diversidad biologica, predecir la posibilidad de encontrar especies en areas que ain no
han sido exploradas, y estudiar la distribucion de ciertos rasgos de interés a nivel
bioldgico o geoldgico (Salem, 2003), especificamente en este caso, los datos de
distribucion microbioldgica de actinomicetos en la region Andina Oriental Colombiana

en el area de Cundinamarca y Boyaca.

1.1.2. Parte Experimental

1.1.2.1. Metodologia

Incorporaciéon de datos y construccidn de matriz de informacidén. Se procedid a

organizar una matriz de datos, en la cual se utilizd una hoja de célculo Excel®
Microsoft® donde se incorporaron todos los datos pertenecientes a cada uno de los
aislamientos de actinomicetos.

Manejo vy estandarizacion de las coordenadas. Debido a que las colecciones

cientificas en afios anteriores no disponian de acceso a herramientas como los GPS, gran
cantidad de registros no poseen las coordenadas geograficas del lugar de su coleccion.
Por tal razdn, se incorporaron los siguientes criterios de clasificacion y estandarizacion de

los datos:

- Coordenadas de campo: Definidas por las coordenadas obtenidas directamente de las
diferentes libretas de campo y para las cuales se tienen datos de localidades exactas.
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- Coordenadas de busqueda: Definidas por las coordenadas tomadas directamente de
bibliografia especializada, en este caso, el Diccionario Geografico del Instituto Agustin
Codazzi (IGAC).

Criterios de transformacion. Para la transformacion de las coordenadas se utilizé un

archivo en Excel® que incluye una serie de macros para la conversion de las
coordenadas, archivo proporcionado por el Laboratorio de Herpetologia de la Pontificia
Universidad Javeriana (Colombia). Una vez realizada la transformacion, las coordenadas
se analizaron en el programa ArcView GIS version 3.1® para Windows®. Esta
conversion fue implementada en la matriz de datos de la siguiente manera: X (oeste), Y
(norte) (Figura 10).

& Microsoft Excel - Julio 23

#& Coordenadas bisqueda
—

Coordenadas busqueda X (Oeste) Y (Norte) B

7]

17

W 4 » MMbD/ regstros f Hojad € | |

Figura 10. Conversion de coordenadas en X y Y en base a las coordenadas de blisqueda.
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Posteriormente, se realizo la trasformacion de la matriz digitalizando los datos en el
programa ArcView GIS version 3.1® para Windows® mediante una conversion de la
extension de Excel (.xIs) a una extension del archivo (.dbs); esta tltima es reconocida por
ArcView para la incorporacion de datos y posterior graficacion de los puntos en los
diferentes mapas.

1.1.2.2. Resultados

A partir de las muestras de suelo tomadas de los diferentes puntos de muestreo
demarcados por el sistema de informacion geografica se realizé el mapa en el que se
observan claramente los puntos donde fueron aisladas cada una de las cepas en la zona de
Cundinamarca y Boyaca (Colombia) (Figura 11).

Figura 11. Localizacion de cada uno de los puntos de muestreo. Los triangulos presentan
el lugar exacto de la toma de muestra
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El muestreo se localizd a lo largo de la cordillera de los Andes Orientales que pasa
sobre las provincias de Cundinamarca y Boyaca, determinando un rango de altitud entre
los 2 000 y 2 600 msnm. Los muestreos de suelo se realizaron a una profundidad maxima
de 20 cm en lugares donde no habia laboreo del suelo, presentaba un parche coetaneo de
vegetacion de trébol sin otra vegetacion cercana a mas de 2 m, solo pastura.

1.2. Aislamiento e identificacion de los actinomicetos
1.2.1. Introduccion

Como se indico anteriormente, los actinomicetos son de crecimiento lento y
requieren de una o dos semanas de incubacion para permitir la diferenciacion de sus
colonias que difieren de las de otras bacterias. Una colonia tipica de actinomiceto
constituye una masa de filamentos ramificados que se originan de un propagulo o de un
micelio. Las colonias de algunos géneros que se desarrollan sobre la superficie del agar
pueden tener una consistencia firme y se adhieren fuertemente al sustrato solidificado; en
alguno de estos géneros la superficie es pulverulenta (Figura 12).

Figura 12. Macroscopia de
actinomiceto
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Los géneros predominantes de este grupo son Nocardia sp, Streptomyces sp y
Micromonospora sp. Los actinomicetos estan ubicados en el volumen IV del Manual de
Bergey de la segunda edicion (Stanier, 1996; Prescott, 2002).

Adicional al valor taxondémico de la identificacion de actinomicetos por medio de la
observacion macro y microscopica, también hay que considerar los trabajos de
identificacion quimica, cromatografia (Hetch, 1976) y los estudios moleculares y
genéticos (Takizawa, 1993; Patel, 2004).

1.2.1.1. Identificacién microscopica

Los actinomicetos son bacterias que producen filamentos delgados y ramificados que
se desarrollan en micelios o filamentos individuales, asemejandose morfologicamente a
las hifas de los hongos. Dichos filamentos pueden ser estables o fragmentarse en células
cocoides o bacilares. Muchos de los actinomicetos del suelo producen sobre sus
filamentos esporas asexuales, conocidas como conidios moéviles o inméviles, los cuales
pueden desarrollarse de forma aislada, en pares, formando cadenas cortas o largas, o en

una estructura especializada como esporangios (Bergey et al., 2000)

Para la determinacion de los géneros se utilizan criterios fisicos, fisiologicos,
morfologicos, quimicos y moleculares. El principal caracter fisico considerado es la
sensibilidad de las esporas al calor. Los caracteres morfologicos principales involucran el
modo de septacion de los filamentos, la presencia y la disposicion del micelio inmerso en
el sustrato o del micelio aéreo. Asi mismo debe considerarse la presencia de esporangios,
de esclerocios o sinemas, la presencia de conidios teniendo en cuenta su numero, su
movilidad, la disposicion que tienen en los filamentos, y su forma y color. Igualmente la
visualizacion de caracteristicas como la ornamentacion y/o disposicion de las conidias es
un criterio de clasificacion a nivel de género y de especies. El Manual de Determinacion
Bacterioldgica de Bergey agrupa a los actinomicetos segun su crecimiento en 8 grupos
como se muestran en la Figura 13 (Bergey et al., 2000).
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Group 22 (continued)
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Figura 13. Diagramas esquematicos del crecimiento de micelio aéreo y de sustrato de

géneros de Actinomicetos. (a) grupos 20 y 22. (b). grupos 26 y 29. (c). grupos 22, 23 y 24.
Tomado de Bergey et al. (2000).

1.2.1.2. Identificacion quimica

Para la identificacion quimica de los actinomicetos se utilizan dos caracteristicas
bésicas; la primera de ellas trata de dilucidar los componentes que se encuentran

presentes en las paredes del microorganismo desconocido y la segunda es realizar un
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diagndstico de hidrdlisis de azucares que realice la célula. Es de vital importancia conocer
los azucares involucrados en el metabolismo de cada una de las especies de estos
microorganismos. Este tipo de identificacion, aunque no asegura de ninguna manera un
estudio profundo del metabolismo bacteriano, si puede ayudar a dilucidar la actividad de
una via metabolica. Por esta razon, por ejemplo, es que algunos microorganismos son

reconocidos por fermentar o no algtin sustrato.

1.2.1.3. Identificacién Molecular

La hibridacion ADN-ADN del cromosoma bacteriano se ha utilizado para la
determinacion de la identidad de las especies principalmente en el género Streptomyces
(Cook & Meyers, 2003). Tanto las técnicas basadas en el analisis de restriccion
enzimatico sobre el ADN cromosomal total como el analisis de fragmentos de restriccion
de baja frecuencia (LFRFA del inglés “low-frequency restriction fragment analysis™),
suministran un patréon de restriccion que es util para la clasificacion (Anderson &
Wellington, 2001). En el caso de LFRFA se digiere el ADN cromosomal total con
endonucleasas de restriccion y luego se corre en una electroforesis en gel de campo
pulsado (PFEG). Aunque esta técnica ha sido util para reflejar la heterogeneidad de
algunos géneros no resuelve las relaciones interespecificas y se cuestiona por los errores
que se pueden generar por largas amplificaciones cromosomales o deleciones en el
cromosoma (Rauland et al., 1995). La restriccion de ADN gendmico en los actinomicetos
no muestra una resolucion suficiente para determinar las relaciones taxondmicas a nivel
de especie (Crameri ef al., 1983; Atalan, 2001).

Otra técnica utilizable para la caracterizacion de actinomicetos es la basada en el
analisis de polimorfismos de ADN amplificados al azar (RAPD del inglés “Randomly
Amplified Polymorphic DNA”). Esta técnica de “fingerprinting” utiliza para su analisis por
PCR previo un “primer” sencillo con una secuencia arbitraria de nucleotidos que amplifica
ADN usando una baja temperatura de anillamiento para que los polimorfismos sean
detectados. El patron de productos de PCR amplificados provee las caracteristicas de
“fingerprinting” que permiten ver las diferencias cromosomales entre diferentes
aislamientos pero se debe conocer la secuencia cromosomal previamente (Williams et al.,
1990). Sin embargo, esta técnica muestra algunas deficiencias como la variabilidad de los
perfiles obtenidos al cambiar la concentracion de ADN y/o la mezcla de reaccion por lo
cual se debe ser riguroso en la estandarizacion de este tipo de técnica. E1 RAPD ha sido
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utilizado principalmente para la identificacion de algunas especies, principalmente del
género Streptomyces (Wellington & Anderson, 2001).

La secuenciacion de ADNr 16S también ha sido utilizada para la caracterizacion de
los actinomicetos ya que esta molécula es ubicua, altamente conservada en secuencia
entre las bacterias y genéticamente estable. Esta técnica ha sido un parametro de
identificacion diferencial entre el género Streptomyces principalmente, sin embargo la
secuenciacion de genes de ADNr 16S no ha sido eficiente en la definicion de relaciones
filogenéticas entre especies pertenecientes al mismo género (Woese, 1987).

El analisis de restriccion de amplificados de ADN ribosomal (ARDRA del inglés
“Amplified rDNA Restriction Analysis”) es una técnica basada en la amplificacion por
PCR de las regiones variables de los genes codificantes de la subunidad 16S 6 18S del
ADN ribosomal, usando “primers” homoélogos que hibridizan con regiones conservadas
del gen. Los amplificados son digeridos con enzimas de restriccion en sitios de
reconocimiento de 4 pares de bases y separados por electroforesis en agarosa de alta
resolucion o poliacrilamida. La disimilitud en los patrones de corrida permite identificar
diferencias en la estructura de las comunidades microbianas (Rosado et al., 1997). El
ARDRA ha sido utilizado ampliamente en la diferenciacion de especies bacterianas
dentro de géneros, como Clostridium (Gurtler et al., 1991), y la diferenciacion de cepas
bacterianas entre especies, por ejemplo Lactococcus (Kohler et al., 1991), Campylobacter
y en grupos de levaduras (Laaser et al., 1989). En el caso de los actinomicetos ha sido
utilizada identificando especies aerobias de importancia médica como Actinomadura,
Gordonia,  Nocardia, = Rhodococcus,  Saccharomonospora, Saccharopolispora,
Streptomyces 'y Tsukamurella. Esta técnica es de eleccion para la identificacion de
actinomicetos a nivel de género y tiene la ventaja de ser econémica y de poder ser
realizada con equipos de biologia molecular basicos (Cook & Meyers, 2003).

1.2.2. Parte Experimental

1.2.2.1. Metodologia

Aislamiento de los actinomicetos. Se realizé el aislamiento de los actinomicetos por

medio de la técnica de diluciones seriadas, como se explico en el Capitulo General de
Materiales y Métodos.
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Identificacién de los actinomicetos. Para la identificacion de los actinomicetos se

realizé una caracterizacion primaria a nivel macroscopico y microscéopico, con lo cual se
logré determinar algunos de los géneros predominantes. A continuacién se realizd la
caracterizacion bioquimica del metabolismo de los actinomicetos. Para el desarrollo de la

técnica fueron utilizados los kits de identificacion BBL Crystal ™

Enteric/Nonfermenter y
BBL Crystal™ Gram-Positive fabricados por la casa comercial Becton, Dickinson and
Company®. Se utilizaron los dos tipos de kits (para Gram positivos y Gram negativos)
debido a que en conjunto se amplia la variedad de azlcares que pueden ser tenidos en

cuenta en la conformacion de los perfiles metabolicos de cada una de las cepas escogidas.

Mediante la caracterizacion morfologica y bioquimica se lograron 30 aislados
diferentes que fueron sometidos a pruebas de identificacion molecular. Para ello, se
hicieron crecer en caldo ISP1 para realizar la extraccion de ADN de acuerdo al protocolo
de Cook y Meyers (2003). Para evitar que la melanina producida por algunos
actinomicetos, ocasione interferencia en la PCR, se realizO una modificacion del
protocolo de extraccion adicionando limpieza con cloroformo/alcohol isoamilico
(proporcion 24:1), precipitacion con isopropanol absoluto y un lavado con etanol al 70%
(Sambrook et al., 1989). Luego se realiz6 la identificacion molecular segun la
metodologia de Cook y Meyers (2003).

Para la amplificacion del gen ADNr 16S de los actinomicetos se utilizaron los
primers F1 y RS los cuales son modificaciones de los primers fD1 y rP2 (Weisburg et al.,
1991). El primer F1 se une a la posicién 7-26 y el primer RS a la posicion 1496-1476 del
gen ARNr 16S de Streptomyces ambofaciens ATCC 23877T (rrnD operon; GenBank
accession No. M27245). Los primers utilizados se disefiaron para amplificar casi toda la
secuencia del gen ARNr 16S (Cook & Meyers, 2003). Estos autores crearon claves
dicotomas para la identificacion de géneros de actinomicetos por medio de los patrones
de fragmentos de restriccion del gen ARNr 168 utilizando las secuencias publicadas para
actinomicetos en la base de datos del GenBank y realizando restricciones in silico con
enzimas de restriccion comercialmente conocidas y con reconocimiento especifico de
secuencia de 4, 6 u 8 pares de bases. Para la construccion de las claves dicotomas se
utilizaron 13 endonucleasas que reconocen secuencias de corte por fuera de las regiones
variables a, B, y v del ARNr 16S de Streptomyces. La primera enzima de restriccion que
se usa en las claves dicotomas es Sau3Al ya que esta divide en 3 grandes grupos los
géneros de actinomicetos. Cada grupo formado tiene a su vez diferentes endonucleasas de
restriccion para definir el género (Anexo 3).
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1.2.2.2. Resultados y Discusién

Caracterizacion morfologica a nivel macroscopico y microscopico. Pasado el tiempo

de incubacion, las colonias presuntivas de actinomicetos fueron identificadas teniendo en
cuenta las caracteristicas microscOpicas y macroscopicas que los diferencian de las
bacterias no filamentosas y los hongos. La microscopia confirm6 que el 100% de los
actinomicetos aislados fueron Gram positivos, presentaron filamentos delgados,
ramificados, algunos largos otros cortos que se fragmentaban en unidades mas pequefias.
Se tuvo en cuenta el tipo de micelio, vegetativo (fragmentado, no fragmentado) o aéreo
(conidias simples, dobles o en cadenas largas o cortas), asi mismo si éste era o no
tortuoso.

La caracterizacion macroscopica de los 30 aislados de actinomicetos se realizo
teniendo en cuenta la textura de las colonias, la coloracion del micelio aéreo y de sustrato,
la forma, el tamafio y/o la produccion de pigmentos difusibles en el medio de cultivo. Las
colonias presentaron un olor a suelo himedo, caracteristica representativa de éste grupo
microbiano por la capacidad de produccion de geosmina; estas caracteristicas fueron
determinantes para su identificacion (Stanier, 1996; Sylvia, 2005).

A continuacion se presenta una tabla resumen (Tabla 3) de las caracteristicas

microscopicas y macroscopicas de los actinomicetos aislados.
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Tabla 3. Descripcion macroscopica, microscopica e identificacion presuntiva de géneros de los aislamientos
de los actinomicetos (Crecimiento en Agar Avena; Coloracion de Gram, Aumento 100X).

CEPA CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS
MACROSCOPICAS MICROSCOPICAS
Colonia seca, pulverulenta, reverso de la Micelio vegetativo ramificado no fragmentado,
colonia color naranja claro, anverso color café aéreo, cadenas largas de conidios, formando
claro. espirales. Posible género: Streptomyces sp
MCR
1
Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto 100x
Colonia seca, pulverulenta, reverso de la Micelio vegetativo no fragmentado, micelio
colonia violeta, anverso de color inicial café, aéreo fragmentado presentando cadenas de
esporulacion blanca. conidios largos en espiral. Posible género:
Streptomyces sp.
MCR
2
Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto 100x
Colonia seca, pulverulenta, reverso color café, =~ Micelio vegetativo sin fragmentacion cadena de
color inicial crema que al pasar el tiempo se conidias (sencillas) formando espirales. Posible
torna marrén y blanco. género: Streptomyces sp.
MCR
3

Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto 100x
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Colonia seca, pulverulenta, reverso de la Micelio vegetativo no fragmentado, micelio
colonia color café oscuro, color inicial verde aéreo fragmentado, cadenas largas de conidios
oscuro, al pasar el tiempo de incubacion se ovalados.

torna café con blanco.

MCR
4
Colonias sobre agar avena con Nistatina. Actinomiceto. 100x
Colonia seca, pulverulenta, reverso color Conidios sencillos y dobles, pocos filamentos
naranja, al inicio textura cremosa, color inicial no ramificados.
del anverso: rojo fucsia que a medida que pasa
el tiempo se torna blanco a gris sin pigmento.
MCR
5
Colonias sobre agar avena con Nisatina Actinomiceto. 100x
Colonia seca, pulverulenta, colonia color Micelio vegetativo no fragmentado, cadena de
plateado en el anverso, bordes blancos que al conidias cortas, micelio aéreo tortuoso. Posible
pasar el tiempo se torna blanca (puntos blancos) género: Streptomyces sp
con reverso verde oscuro
MCR
6

Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
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Colonia seca pulverulenta, en el anverso la Micelio vegetativo sin fragmentar, cadena larga
colonia toma un color rosado palido que se de conidios sin espirales
torna blanco al pasar el tiempo

MCR
7
Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
Colonia seca, pulverulenta, color del anverso Micelio no fragmentado, tortuoso, y con
rosado tenue, reverso de la colonia presenta una espirales. Pocas conidias. Posible género:
coloracion café claro. Streptomyces sp.
MCR
8
Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
Colonia seca, pulverulenta, color del anverso Cadena larga de conidios, micelio no
gris plateado, el reverso toma un color café fragmentado, tortuoso y en espiral. Posible
oscuro, la colonia es pequeiia. género: Streptomyces sp.
MCR
9

Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
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Colonia seca, pulverulenta, el anverso de color Micelio no fragmentado, tortuoso con
blanco gris que al pasar el tiempo se torna café, formacion de entramadas. Conidios sencillos,
el reverso con color verde. no en cadena.

MCR
10
Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
Colonia seca, pulverulenta, anverso color Micelio vegetativo no fragmentado, micelio
marro6n oscuro, bordes de blanco a crema con  aéreo fragmentado con formacion de espirales y
puntos blancos sobre el micelio, el reverso forma tortuosa. Posible género: Streptomyces
presenta color café. sp.
MCR
11
Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
Colonia seca, el anverso color gris con bordes Filamentos largos, micelio no fragmentado,
blancos, reverso color gris oscuro. cadena corta de conidias.
MCR
12

Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
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Colonia seca, pulverulenta, el anverso color
naranja claro, el reverso color naranja oscuro
que con el paso del tiempo las colonias se
tornan plateadas con blanco.

MCR
13
Colonias sobre agar avena con Nistatina
Colonia seca pulverulenta, sin pigmento
difusible al medio de cultivo, el reverso color
café claro, el anverso color gris y borde blanco;
puntos negros sobre la colonia.
MCR
14
Colonias sobre agar avena con Nistatina
Colonia seca, pulverulenta, el anverso color
café, sin pigmentacion en el reverso.
MCR
16

Colonias sobre agar avena con Nistatina

101

Poco micelio fragmentado, no tortuoso. Cadena
larga de conidias (curvas).

Actinomiceto. 100x

Micelio no fragmentado, de forma tortuosa y
formacion de espirales. Forma entramada.
Cadenas cortas de conidias.

Actinomiceto. 100x

Micelio no fragmentado, no tortuoso,
formacion de entramada. Cadenas largas de
conidias. Posible género: Streptomyces sp.

Actinomiceto. 100x
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Colonia seca, pulverulenta, con presencia de Micelio vegetativo no fragmentado y micelio
pigmento difusible al medio de color vino tinto, aéreo fragmentado, cadena lagas de conidias.
el reverso color vino tinto, el anverso con color Presencia de espirales. Posible género:

inicial gris que se torna blanco. Streptomyces sp.

MCR
17
Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
Colonia seca pulverulenta, sin pigmento en el Conidios en cadena larga, micelio no
reverso, el anverso de color gris plateado y fragmentado, tortuoso. Posible género:
pasado el tiempo de incubacion se torna blanco. Streptomyces sp.
MCR
18
Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
Colonia seca, pulverulenta, el anverso de color Micelio vegetativo no fragmentado, micelio
blanco a grisaceo, el reverso de color naranja. aéreo fragmentado con espirales, tortuoso.
Posible género: Streptomyces sp.
MCR
19

Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x

Colonia seca, pequeila, pulverulenta, anverso Micelio vegetativo no fragmentado, cadenas de
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grisaceo a blanco, reverso se torna a color conidios largos, micelio aéreo fragmentado.
amarillo quemado. Posible género: Streptomyces sp

MCR
20
Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
Colonia pequeiia, anverso café, sin color en el Micelio aéreo fragmentado, micelio vegetativo
reverso. Puntos blancos en la superficie con fragmentacion, conidios en cadena o en
(esporulacion). espiral. Posible género: Streptomyces sp
MCR
21
Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
Colonias pequefas, secas, el anverso de color Micelio vegetativo no fragmentado, micelio
blanco que con el tiempo se torna gris, sin aéreo fragmentado, cadenas de conidios largos.
pigmento en reverso. Posible género: Streptomyces sp.
MCR
22

Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x

Colonia pequefia, anverso blanco con puntos Micelio aéreo fragmentado, micelio vegetativo
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negros y grises. Reverso con pigmento color no fragmentado, cadena de conidios largos en
naranja difusible en el medio. espiral. Posible género: Streptomyces sp.

MCR
23
Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
Colonia seca, pulverulenta, el anverso color Filamentos, ramificados, pocos conidios, en su
gris, sin pigmentacion en el reverso, sin mayoria simples. No hay presencia de cadenas.
pigmento difusible en el medio.
MCR
24
Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
Colonia seca, pulverulenta, consistencia dura, Micelio aéreo, filamentos fragmentados,
anverso de color blanco tornandose con el tortuoso, con cadenas largas de conidios.
tiempo a gris con borde blanco, el reverso con
color naranja.
:‘
MCR
25

Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
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Colonia pequeiia, seca, pulverulenta, anverso de Filamentos largos y fragmentados, micelio
color gris a morado, el reverso de color gris tortuoso, cadena de conidios cortas, sin espiral.
oscuro

MCR
26
Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
Colonia puntiforme, seca, pulverulenta, anverso Micelio aéreo no fragmentado; micelio
de color verde con un halo delgado color verde  vegetativo no fragmentado, no tortuoso, cadena
claro, sin pigmento en el reverso. de conidios cortos.
MCR
27
Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
Colonia grande, seca, pulverulenta anverso Micelio aéreo tortuoso, filamentos largos,
blanco inicialmente tornandose con el tiempo cadenas de conidios cortos, con espirales.
de color gris. Reverso con pigmento verde
oscuro.
MCR
30

Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
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Colonias secas, pulverulentas. Anverso Filamentos largos, pocos conidios sencillos,
inicialmente de color gris tornandose con el micelio tortuoso.
tiempo a un color blanco, el reverso de color
gris.

MCR
31
Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
Colonias color naranja, aspecto aspero, el Filamentos largos, pocos conidios simples,
anverso color naranja, el reverso de color micelio tortuoso.
naranja.
MCR
32
Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
Colonias de aspecto cremoso, el anverso color Filamentos largos, cadena de conidios simples,
gris oscuro, el reverso color gris oscuro. micelio tortuoso.
MCR
33

Colonias sobre agar avena con Nistatina Actinomiceto. 100x
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Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los actinomicetos descritas en
la Tabla 3 fueron comparadas con las caracteristicas descritas por el Manual de
determinacion bacterioldgica de Bergey (Bergey et al., 2000). Los resultados de la
microscopia muestran que solo las cepas MCR1, MCR2, MCR3, MCR6, MCR9,
MCR11, MCR16, MCR17, MCR18, MCR19, MCR20, MCR21, MCR22 y MCR23 se
pueden identificar con claridad como pertenecientes al género Streptomyces, el cual
presenta caracteristicas como la no fragmentacion del micelio de sustrato, la
fragmentacion del micelio aéreo y la formacion de cadenas de conidias en forma de cocos
o bacilos en disposicion de espiral. El resto de las cepas muestran las caracteristicas
microscopicas de actinomicetos mas no permiten identificar claramente el género
especifico por la ausencia de estructuras caracteristicas o porque las observadas estan

presentes en mas de un género.

La caracterizacion microscopica de las cepas MCR24 y MCR26 se relacionan con
varios grupos taxonomicos, debido a que no se observo un rasgo particular que permitio
clasificarlas en un grupo especifico. La cepa MCR24 presenta filamentos ramificados con
pocas conidias, morfologia asociable a grupos como Nocardia, Actinopolyspora,

Amycolata o Nocardioides.

Caracterizacion de la actividad metabodlica de los actinomicetos. En la Tabla 4 se

exponen los resultados obtenidos a partir de la lectura de las baterias bioquimicas; no se
observa uniformidad alguna en los resultados y por el contrario se evidencia que los
microorganismos objeto de estudio utilizan diversas fuentes azucaradas.

Tabla 4. Resultados obtenidos con respecto a las lecturas de los patrones de azlcares en kits de
identificacion BBL Crystal™ Enteric/Nonfermenter y BBL Crystal™ Gram-Positive. (+:
Fermenta; -: No Fermenta). Ad (adonitol), Ara (arabinosa), Fruc (fructosa), Gal (galactosa), Gli
(glicerol), Inos (Inositol), Lac (lactosa), Mani (manitol), Mano (manosa), Ram (ramnosa), Sac
(sacarosa), Sor (sorbitol), Esc (esculina), Cit (citrato).

/C:fl,j‘_ MCR | MCR | MCRI | MCRI | MCR1 | MCR2 | MCR2 | MCR2 | MCR2 | MCR3 | MCR3
3 9 0 4 6 1 4 6 7 0 2
car
Ad i ] N - - - N - - " :
Ara + + + ] _ ] N i N N -
Fruc _ _ + ] ) ) N i N N ]
Gal + _ N ] i N N _ N N -
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/C:fl,i‘_ MCR | MCR | MCRI | MCRI | MCR1 | MCR2 | MCR2 | MCR2 | MCR2 | MCR3 | MCR3
3 9 0 4 6 1 4 6 7 0 2
car
Gli + ) j j ] ) i i i - -
Inos _ _ _ ] 4 ) N i i N -
Lac + _ _ ] _ ) i i _ i N
Mani _ _ N _ j j . _ i N -
Man + _ n j ] ] N i N N -
[0
Ram + _ I ] j j N i i N -
Sac + } N _ _ i 4 _ i N -
Sor + + N + ] j 4 N i N -
Urea + + n N + N ] N N i -
Esc + + + N 4 4 N 4 N i N

Para realizar una aproximacion al género de cada una de las especies se realizé una

comparacion entre la morfologia y el patron de azlcares obtenido para cada cepa; los
datos de comportamiento bioquimico de cada grupo perteneciente a los actinomicetos
fueron obtenidos a partir de Stanley (1994) en el libro Bergey’'s Manual of Systematic
Bacteriology.

La cepa MCR3 presenta una morfologia microscopica similar a Streptomyces
caracterizada por la presencia de las espirales que forma; adicional a esto el
comportamiento del patron de azicares observado en la Tabla 5 muestra similitud del
71,4% con microorganismos de la especie Streptomyces tanashiensis. La cepa MCR9
presenta una microscopia propia del género de Streptomyces, y su patron de azucares una
similitud del 85,7% con cepas de la especie Streptomyces nojiriensis. La cepa MCR14
también evidencia algunos espirales en su conformacion microscépica, lo que permite
que sea agrupada en el género Streptomyces y asociada con la especie Streptomyces

sannanensis, como consecuencia de su similitud del 85,7% en el patron de azucares
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(Tabla 5); no es considerado un 100% debido a que la tabla de referencia no muestra
resultado alguno sobre la galactosa (Stanley, 1994).

Otra cepa que presenta similitud morfologica con Streptomyces es la cepa MCR21.
Su patron de azlcares es igual a la ya citada especie S. tanashiensis, pero con la
diferencia en que su variacion se presenta en el resultado frente a la arabinosa (Tabla 5).
La similitud obtenida fue del 85,7%. Finalmente se obtuvo el resultado de la cepa
MCR30, que al igual que las anteriores también presenta una morfologia similar a la del
género Streptomyces. El patron de azlcares evidencia un 100% de concordancia con

cepas de tipo Streptomyces cuspidosporus (Stanley, 1994).

El comportamiento bioquimico de las cepas evidencia una uniformidad particular;
solo exhiben la utilizacion de un tipo de azicar. La cepa MCR9 metaboliza arabinosa, la
cepa MCRI14 el sorbitol (resultado no expresado en la tabla, ya que no hay patron de
comparacion) y la cepa MCR21 la galactosa.

Tabla 5. Tabla comparativa entre las cepas MCR3, MCR9, MCR14, MCR21 y MCR30 con cepas del género
Streptomyces, quienes presentan un patrén de azucares superior al 70% de similitud. Ara (arabinosa), Fruc
(fructosa), Gal (galactosa), Ino (Inositol), Mani (manitol), Ra (ramnosa), Sac (sacarosa)

cepa S

= | mcr | e ) yer S MCR | cuspidos | MCR 5. MCR S

, shien- nojirien- sanna- tana-
azl- 3 ) 9 . 30 -porus 14 . 21 C
Sis Sis nensis shiensis
car

Ara |y + + - + + - - - +
Fruc _ _ _ _ + + _ _ _ _
Gal + + _ - =+ + - NA + +
Ino _ _ _ _ + + _ _ _ _
Man _ _ _ _ + + _ _ _ _
i
Ra + ; - ; + + - - - -
Sac + _ _ _ + 4 _ _ - -

Las cepas MCR10, MCR16 y MCR32 presentan una morfologia diferente; no
muestran bucles lo que los descarta como microorganismos pertenecientes al género

Streptomyces y por el contrario son micelios tortuosos y entramados. Esto permite que
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sean asociados con microorganismos del género Nocardia. La cepa MCR10 presenta una
similitud del 75% con respecto a Nocardia rugosa, la cepa MCR16 presenta una similitud
del 87,5% con respecto a Nocardia sulphurea y la cepa MCR32 presenta una similitud

del 87,5% con respecto a Nocardia brevicatena (Tabla 6).

Tabla 6. Tabla comparativa de las cepas MCR10, MCR16 y MCR32 con especies propias del
género Nocardia.

CEPA/ MCRI10 | M. rugosa | MCR16 | N. CEPA/ MCR32 | N
AZUCAR sulphurea | AZUCAR brevicatena
Adonitol + + _ _ Adonitol _ _
Arabinosa + + _ _ Arabinosa _ _
Inositol _ _ + + Inositol _ _
Lactosa _ _ _ _ Ramnosa _ _
Ramnosa + + . _ Sorbitol _ _
Sorbitol + _ _ _ Urea _ _

Urea + + + _ Citrato + _
Citrato + _ + +

La cepa MCR10 presenta la particularidad de ser lactosa negativa, comportamiento
propio del 90% del grupo; adicionalmente muestra un resultado positivo en el glicerol que
no esta presente en ninguna de las 9 especies citadas por Stanley (1994), lo que podria
presumirse como una posible nueva especie 0 una especie con una variabilidad
bioquimica frente a este sustrato, lo que indicaria la necesidad de realizar en futuros
estudios una caracterizaciéon molecular de los genes involucrados en el metabolismo del

glicerol o su uso como fuente de carbono.

La cepa MCR26 presenta un micelio tortuoso y fragmentado con pocas conidias. Su
mecanismo metabolico solamente utiliza el sorbitol, que es un alcohol de azicar. Estas
particularidades, sumadas a su morfologia hacen que pueda ser ubicado en el grupo de
Rhodococcus, Promicromonospora o Amycolaptosis. Finalmente la cepa MCR27 que no
presenta micelio tortuoso ni fragmentado, exhibe desarrollo de micelio aéreo y una

pigmentacion amarilla tenue junto a la colonia; si se tienen en cuenta tanto las
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caracteristicas macro y microscopicas obtenidas y se comparan con las presentadas por
Stanley (1994), se puede presumir que esta cepa estd asociada con el grupo
Pseudonocardia. Con esta identificacion preliminar se logréd establecer el porcentaje de
los diferentes géneros presentes en los suelos muestreados (Figural4).

Porcentaje de géneros presentes luego del
aislamiento

09,1%

018,2%

0 45,5%

| 27,3%

@ Streptomyces m Nocardia O Otros géneros 0O Pseudonocardia

Figura 14. Porcentaje de microorganismos identificados de forma preliminar de acuerdo a
los resultados obtenidos en su patron de azticares.

Identificacién de los actinomicetos mediante el uso de herramientas moleculares. La

amplificacion del ADNr 16S generd fragmentos cuyos tamafios oscilaban entre 1500 pb y
1540 pb aproximadamente (Figura 15).

Los productos de amplificacion del gen ARNr 16S de las cepas de actinomicetos
aislados fueron digeridos con la endonucleasa de restriccion Sau3Al y se agruparon de
acuerdo a las claves dicotomas. Los amplificados digeridos que presentaron fragmentos
de ADN inferiores a 750 pb se agruparon en el grupo 1 de identificacion de género del
tratamiento realizado con la enzima Sau3Al (Tabla 7) (Figura 16, linea 7) y aquellos que
presentaron dos fragmentos distintos de ADN inferiores a 980 pb entre 980-760 pb y 350-
300 pb se agruparon en el grupo 2 de identificacion de género del tratamiento realizado
con la enzima Sau3Al (Tabla 8) (Figura 16, linea 3). Ninguno de los aislamientos
pertenece al grupo 3 de identificacion de género del tratamiento realizado con la enzima

Sau3 Al que corresponderia a fragmentos entre 980 pb y 1350 pb.
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Figura 15. Amplificacion del gen ADNr 16S.

(a) Lineas 1 y 10: patron de peso molecular de 100bp (Promega), Linea 2: MCR1, Linea 3:
MCR4, Linea 4. MCRS, Linea 5: MCR7, Linea 6: MCRY, Linea 7. MCRI13, Linea §:
MCRI14, Linea 9: MCR24. (b) Linea 10: patron de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen)
Linea 1: MCR3, Linea 2: MCRY, Linea 3: MCRI10, Linea 4: MCR14, Linea 5: MCR21,
Linea 6: MCR24, Linea 7: MCR26, Linea 8: MCR27, Linea 9: MCR30, Linea 10: MCR31

De acuerdo con las claves dicotomas (Cook & Meyers, 2003) hay que considerar el
corte y no corte por las enzimas de restriccion, asi como el tamafio esperado de las bandas
formadas en el caso de que la enzima de restriccion tuviese la capacidad de cortar el
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amplificado. Los resultados de las restricciones obtenidos en el presente estudio
demuestran que aunque la correspondiente enzima de restriccion digirié el amplificado no
se produjeron los tamafios de bandas especificados por Cook & Meyers (2003) en sus
claves dicotomas. Esto puede ser debido a mutaciones que alteran el tamafio de las bandas
formadas. El analisis de tamafio de las bandas con el software Quantity One o que los
genes ARNr 16S utilizados para la construccion de las claves dicétomas presentan
diferencias pequefias con los de las cepas aisladas. Un ejemplo de este caso es la cepa
MCRY, la cual produjo bandas de 1119 pb y 510 pb con la enzima de restriccion Kpnl y
segun las claves dicotomas estas bandas deberian presentar tamafos entre 1000-1100 pb y
410-470 pb.

1500pb

1000pb

500pb

Figura 16. Digestiones del producto de PCR del gen ARNr 16S de las cepas MCR4 y
MCR14. Linea 1: ADNr 16S sin digerir, Linea 2: Patron de peso molecular de 100 pb,
Linea 3: MCR4 + Sau3Al. Linea 4: MCR4 + Vspl, Linea 5: MCR4 + Kpnl. Linea 6:
MCR4 +Sphl, Linea 7: MCR14 + Sau3Al. Linea 8: MCR14 + Vspl. Linea 9: MCR14 +
Kpnl.

Para cada uno de los grupos obtenidos se realizaron las digestiones correspondientes
siguiendo las claves dicdtomas hasta identificar el género del aislamiento (Anexo 3). En

este estudio se utilizé la endonucleasa de restriccion Vspl, la cual es un isosquizomero de
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la enzima Asnl que se utiliza en las claves dicotomas. Los resultados de corte de los
amplificados del ADNr 16S se muestran en las Tablas 7 y 8 en donde se especifica el
tamafio de las bandas formadas.

Tabla 7. Caracterizacion de actinomicetos pertenecientes al grupo 1 de identificacion de género
por corte con de Sau3Al. NA: No Aplica; NI: No se identifica; CA; Streptomyces coelicolor; CB;
Bacillus cereus

Cepa | Sau3Al Vspl Kpnl SpH1 Pstl Género
MCR | 2 Bandas No corte 2 Bandas 2 Bandas NA Streptomyces
1 669 y 533pb 1113 y 462pb 1232y 394 pb
MCR | 2 Bandas No corte No corte NA No corte | Microbispora
3 613y 277pb
MCR | 2 Bandas No corte 2 Bandas No corte NA Streptomyces
5 700 y 300 pb 1100y 520 pb
MCR | Banda 684 pb | No corte Banda 1079pb 2 Bandas NA Streptomyces
6 1141 y 400 pb
MCR | Banda 718 pb | No corte 2 Bandas No corte NA Streptomyces
9 1119y 510 pb
MCR | 2 Bandas No corte 2 Bandas 2 Bandas NA Streptomyces
10 652y 162 pb 1100 y 478 pb 1141 y 406 pb
MCR | 3 Bandas No corte Banda 1080 pb No corte NA Streptomyces
11 636,357y

260 pb
MCR | Banda 655 pb | No corte 2 Bandas No corte NA Streptomyces
12 1100 y 526 pb
MCR | Banda 673 pb | No corte 2 Bandas No corte NA Streptomyces
13 1100y 510 pb
MCR | Banda 718 pb | No corte 2 Bandas No corte NA Streptomyces
14 1070 y 525 pb
MCR | Banda 673pb | No corte Banda 1185 pb Banda 1086 NA Streptomyces
16 pb
MCR | Banda 690 pb | No corte 2 Bandas No corte NA Streptomyces
17 1048 y 492 pb
MCR | 2 Bandas No corte Banda 1080 pb No corte NA Streptomyces
18 680 y 168 pb
MCR | 2 Bandas No corte 2 Bandas 2 Bandas NA Streptomyces
19 652y 162 pb 1158 y 531 pb 1165y 415 pb
MCR | Banda 770 pb | No corte 2 Bandas No corte NA Streptomyces
20 1138 587pb
MCR | Banda 664 pb | No corte Banda 1080 pb No corte NA Streptomyces
21
MCR | 2 Bandas No corte 2 Bandas No corte NA Streptomyces
23 654y 316 pb 1009 y 485pb
MCR | Banda 587 pb | No corte Banda 1026 pb 2 Bandas NA Streptomyces
26 1024 y 440pb
MCR | 2 Bandas No corte 2 Bandas No corte NA Streptomyces
27 600 y 389 pb 853y 768pb
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Cepa | Sau3Al Vspl Kpnl SpHI1 Pstl Género
MCR | 2 Bandas No corte 2 Bandas 2 Bandas NA Streptomyces
30 644 y 249 pb 1068 y 450 pb 1143 y 400pb
MCR | 2 Bandas No corte 2 Bandas 2 Bandas NA Streptomyces
31 610y 391pb 1019 y 437 pb 1100 333pb
MCR | Banda 700pb | No corte 2 Bandas 2 Bandas NA Kitasatospora
32 1010 y 468 pb 1349 y 130pb
CA Banda 715 pb | No corte 2 Bandas No corte NA Streptomyces
988 y 421pb

CB Banda 1574 NA NA NA NA N.I

pb

Tabla 8. Caracterizacion de actinomicetos pertenecientes al grupo 2 de identificacion de género
por corte con de Sau3Al. NA: No aplica

Cepa Sau3Al Vspl Kpnl Hindlll | Sphl Pstl Género
MCR2 | 2 Bandas Banda No NA No corte | NA Actinoalloteichus
970y 218pb 1141 corte Actinopolyspora
pb Saccharopolyspora
Thermocrispum
MCR4 | 2 Bandas No NA No corte | No corte | No corte Thermobifida
913y 283 pb | corte
MCR?7 | 3 Bandas No NA No corte | Nocorte | 2 Bandas Thermomonospora
900, 655y corte 915y 660
300 pb pb
MCRS8 | Banda 919 pb | No NA No corte | No corte | No corte Thermobifida
corte
MCR22 | Banda 900 pb | No NA No corte | No corte | No corte
corte Thermobifida
MCR24 | Banda 892 pb | No NA No corte | No corte | No corte Thermobifida
corte
MCR25 | 2 Bandas Banda No NA Nocorte | NA Actinoalloteichus
919y 544pb | 1086 corte Actinopolyspora
pb Saccharopolyspora
Thermocrispum

Como controles para el andlisis ARDRA se utilizaron amplificaciones de ADNr 16S

de Streptomyces coelicolor y Bacillus cereus (Tabla 9). En el caso del Streptomyces

coelicolor el patron de corte con las diferentes enzimas de restriccion clasifica esta cepa

como perteneciente al género Streptomyces confirmando la validez de la identificacion de

este género por esta metodologia. Bacillus cereus se utilizd como control en este estudio

por ser una bacteria perteneciente al grupo de bacterias Gram positivas con bajo

contenido de %G-C, lo cual lo hace relativamente distante al grupo de los actinomicetos
(Chater & Hopwood, 1993). La amplificacion del gen ARNr 16S de B. cereus se realizo
igualmente con los primers F1 y R5, ya que estos primers son modificaciones de los

primers universales para el dominio Bacteria disefiados por Weisburg et al. (1991). El
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patron de corte con las enzimas de restriccion para B. cereus dio como resultado que no
se presenta corte con la enzima Sau3Al y cortes diferentes en tamafio a las claves
dicétomas con otras enzimas, por lo cual no se puede analizar con estas claves, y se

confirma su uso preferiblemente para la identificacion de géneros de actinomicetos.

Los resultados de la técnica de restriccion enzimatica, muestran que de los 30
actinomicetos aislados, 21 pertenecen al género Streptomyces, 1 pertenece al género
Microbispora, 1 al género Kitasatospora, 4 al género Thermobifida, 1 al género
Thermomonospora, y 2 aislamientos no se identifican completamente pero pueden ser
pertenecientes a los géneros Actinoalloteichus, Actinopolyspora, Saccharopolyspora o
Thermocrispum, 6.9% de los aislamientos (Tabla 9 y 10).

Para comparar los patrones de bandas obtenidos a partir de las restricciones sugeridas
por Cook y Meyers, en sus claves dicotomas, se utilizaron secuencias de genes ADNr 16S
obtenidas a partir del Gen Bank. La longitud de las secuencias utilizadas para los cortes
se muestra en la Tabla 9 y se escogieron ya que estos géneros pertenecen cada uno a los
tres grupos que se forman al realizar la digestion con la enzima Sau3Al. Los analisis de la
restriccion virtual se realizaron utilizando el programa CLC DNA Workbench 3.0.2 de
acceso libre por Internet.

Tabla 9. Genes ARNr 16S de los microorganismos utilizados para la restriccion virtual

Microorganismo Numero acceso en el Gen Bank | Secuencias (longitud en pares de bases)
Kitasatospora sp. EU139032 Gen 16S ARN ribosomal (1374 bp)
Thermobifida fusca AB006171 Gen 16S ARN ribosomal (1488 bp)
Micromonospora sp. AY561829 Gen 16S ARN ribosomal (1475pb)

Los resultados de las restricciones virtuales para la secuencia de los géneros
Kitasatospora, Thermobifida y Micromonospora se observan en la Tabla 10 y su mapa de

restriccion en el Anexo 5.

Comparando los resultados de las restricciones virtuales con las claves dicotomas se
puede observar que para el género Kitasatospora el corte con la enzima Sau3Al generd
bandas inferiores a 750 pb, por lo cual se clasificod en el grupo 1, no presenta corte con la
enzima Asnl y se presentan cortes con las enzimas Kpnl y Sphl formando bandas de 453 y
921 pb, y 1001, 273 y 36 pb respectivamente. Las claves dicétomas reportan que el corte
con la enzima Kpnl debe generar bandas entre 1000 a 1100 pb y 410 a 470 pb y el corte
con la enzima Sphl bandas entre 1010 a 1350 pb y 170 a 260 pb. Los resultados de las
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restricciones virtuales no coinciden en su totalidad con los resultados obtenidos ya que
para la formulacion de estas claves se utilizaron secuencias superiores a 1400 pb y la
secuencia utilizada para la restriccion virtual tiene una longitud de 1374 pb. Lo cual
indica que para confirmar las claves dicétomas de estos autores con la restriccion virtual

de secuencias de ARNr 16S se necesita que estas secuencias sean superiores a 1400 pb.

Tabla 10. Resultados de las restricciones virtuales del gen ARNr 16S de secuencias obtenidas a
partir del Gen Bank. NC: No corte, NA: No aplica

Género Sau3Al Asnl Kpnl Sphl Hindlll | Psid SnaBl | Sall
Kitasatospora sp. | Bandas NC Banda | Bandas NA NA NA NA
7,71, 572, s 1001,
65,627, 45 453, 273,36
pb 921 pb | pb
Thermobifida Bandas NC NC NC NC NC NA NA
fusca 994, 320,
172 pb
Micromonospora | Bandas Bandas NA Bandas NA NA NC Bandas
sp. 7, 1260, 52, | 554,921 916, 279, 561,
156 pb pb 838 pb 914 pb

Los resultados de la restriccion virtual de la secuencia de Thermobifida fusca
muestran que el corte con la enzima Sau3Al genera bandas de 994, 320 y 172 pb, y que
no presentan restriccion con las enzimas Asnl, Kpnl, Sphl, Hindlll y Pstl. Las claves
dicotomas reportan que para este género no se presenta restriccion con ninguna de las
enzimas mencionadas anteriormente y que para el corte con la enzima Sau3Al se deben
generar bandas entre 980 a 780 pb y 350 a 300 pb. Comparando los resultados de la
restriccion virtual con las claves dicotomas no coinciden exactamente ya que la banda de
mas tamafio es de 994 pb y no de 980 pb como se esperaba. La razén por la cual se puede
dar este resultado es que la secuencia de Thermobifida fusca (No. acceso en el Gen Bank
AB006171) fue publicada en Septiembre del afio 2007 y las claves dicétomas realizadas
por Cook y Meyers son del afio 2003.

Los resultados de la restriccion virtual de la secuencia de Micromonospora sp
muestran que el corte con la enzima Sau3Al genera bandas de 7, 1260, 52 y 156 pb, lo
cual coincide con las claves dicotomas que clasifican a este género en el grupo 3 de corte
con la enzima Sau3 Al por presentar la banda mas grande entre 980 y 1350 pb. El corte de
la secuencia con la enzima Asnl genera dos bandas de 554 y 921 pb, con la enzima Sphl
tres bandas de 916, 279 y 838 pb, con la enzima Sa/l bandas de 914 y 561 pb, y con la
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enzima SnaBl no presenta restriccion. Estos resultados coinciden con las claves
dicotomas que reportan bandas entre 960 a 900 pb y 590 a 470 pb para la enzima Asnl,
bandas de 920 a 890 pb y 310 a 280 pb para la enzima Sphl, bandas de 1040 a 900 pb y
560 a 540 pb para la enzima Sall, y no corte para la enzima SraBl (Anexo 5).

La identificacion a género se realizo para todos los aislamientos de actinomicetos por
microscopia, bioquimicas y ARDRA, y solo para algunos de los aislamientos por

secuenciacion.

Los resultados de identificacion de género de las cepas MCR1, MCR6, MCRI11,
MCR17, MCR18, MCR19, MCR20 y MCR23 (Tabla 11) utilizando solamente las
caracteristicas microscopicas y el analisis ARDRA coinciden en que pertenecen al género
Streptomyces pues presentan micelio vegetativo ramificado no fragmentado y un micelio
aéreo formando cadenas de conidias en espiral claramente visibles. En el caso de la
identificacion de género de la cepa MCRY la microscopia, el analisis del ARDRA vy las
pruebas bioquimicas coinciden que pertenece al género Streptomyces.

Las cepas MCRS5, MCR12, MCR13 y MCR31 se identificaron como pertenecientes
al género Streptomyces (Tabla 11) solamente por el analisis ARDRA ya que no se realizo
identificacion bioquimica ni secuenciacion del gen ARNr 16S y los resultados de la
microscopia muestran un micelio vegetativo sin fragmentacién, micelio aéreo
fragmentado con produccion de cadenas de conidias no formando espirales. Este tipo de
microscopia no identifica completamente el género Streptomyces, sin embargo tampoco
descarta que estas cepas pertenezcan a este género pues puede ocurrir que en el momento
de la visualizacion microscopica las colonias de los montajes no estuviesen formando
conidias o que las colonias no hubiesen tenido el tiempo necesario para diferenciar las
cadenas de conidias producidas en forma de espiral. El género Streptomyces puede
presentar una diferenciacion de las cadenas de conidias que produce no solo espirales sino

también cadenas de conidias con una disposicion mas lineal.

Las cepas MCR14, MCR26 y MCR30 se identifican como pertenecientes al género
Streptomyces por los resultados obtenidos del analisis ARDRA y la identificacion
bioquimica. Las caracteristicas microscopicas de estas cepas muestran la produccion de
un micelio vegetativo sin fragmentar, micelio aéreo fragmentado y produccion de
conidias de forma bacilar. Estas caracteristicas microscopicas no descartan la posibilidad
de que pertenezca al género Streptomyces por las mismas razones consideradas en el

parrafo anterior.
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La identificacion de género para las cepas MCR7, MCR8 y MCR25 se realizé solo
con las técnicas de microscopia y analisis ARDRA. Sin embargo solo se considera la
identificaciéon por el analisis ARDRA como géneros Thermomonospora, Thermobifida y
Saccharopolyspora respectivamente. La microscopia muestra para el caso de la cepa
MCR?7 la formacion de micelio vegetativo sin fragmentacion, micelio aéreo fragmentado
con conidias formando cadenas sin espirales, lo que no permite identificar
microscOpicamente al aislamiento pues las caracteristicas microscopicas de este género
deben mostrar la produccion de esporas sencillas en el micelio aéreo, en algunos casos en
el micelio de sustrato y fragmentacion no visible de los dos micelios (Bergey &

Hendricks, 1984).

La microscopia muestra para el caso de la cepa MCRS micelio vegetativo sin
fragmentacion y micelio aéreo ligeramente fragmentado lo que no permite identificar
microscOpicamente al aislamiento debido a que las caracteristicas microscopicas de este
género son las mismas descritas para el género Thermomonospora, adicionalmente el
género Thermobifida es relativamente nuevo y esta formado por dos especies que antes
eran clasificadas como Thermomonospora. La cepa MCR25 microscOpicamente muestra
micelio vegetativo sin fragmentar, micelio aéreo fragmentado y formacion de conidias de
forma bacilar lo que no permite identificar al aislamiento, pues las caracteristicas
microscopicas del género Thermobifida son diferentes (Bergey & Hendricks, 1984).

Tabla 11. Identificacion a nivel de género de los diferentes aislamientos de Actinomicetos con las
diferentes técnicas utilizadas N.R: No se realizd; NI: No es posible la identificacion; CA,;
Streptomyces coelicolor

Cepa | Identificacion | ARDRA Identificacion | Analisis BLAST | Analisis BLAST
Microscopica Bioquimica directo delimitado

(max % identidad)
MCR | Streptomyces | Streptomyces N.R N.R N.R
1
MCR | Streptomyces | Saccharopolyspora | N.R Pseudomonas Saccharopolyspora
2 (84%)

Streptomyces (87%)
MCR | N.I Microbispora Streptomyces | Serratia Microbispora (83%)
3
MCR | N.I Thermobifida N.R Pseudomonas Thermobifida (83%)
4
MCR | N.I Streptomyces N.R N.R N.R
5
MCR | Streptomyces | Streptomyces N.R N.R N.R
6
MCR | N.I Thermomonospora | N.R N.R N.R
7
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Cepa | Identificacion | ARDRA Identificacion | Analisis BLAST | Analisis BLAST
Microscopica Bioquimica directo delimitado
(max % identidad)
MCR | N.I Thermobifida N.R N.R N.R
i&CR Streptomyces | Streptomyces Streptomyces | N.R N.R
I?/ICR N.I Streptomyces Nocardia Streptomyces Streptomyces (99%)
11\/(I)CR Streptomyces | Streptomyces N.R N.R N.R
ll\/}CR N.I Streptomyces N.R N.R N.R
Il\/fCR N.I Streptomyces N.R N.R N.R
II\ZCR N.I Streptomyces Streptomyces | N.R N.R
ll\j[tCR N.I Streptomyces Nocardia N.R N.R
II\ZCR Streptomyces | Streptomyces N.R N.R N.R
11\/ZCR Streptomyces | Streptomyces N.R N.R N.R
ll\/i;CR Streptomyces | Streptomyces N.R N.R N.R
11\/?CR Streptomyces | Streptomyces N.R N.R N.R
i/(I)CR Streptomyces | Streptomyces Streptomyces | Streptomyces Streptomyces (96%)
lz\/}CR Streptomyces | Thermobifida N.R N.R N.R
I%/fCR Streptomyces | Streptomyces N.R N.R N.R
ﬁCR N.I Thermobifida Streptomyces | N.R N.R
12\2CR N.I Saccharopolyspora | N.R N.R N.R
I%/fCR N.I Streptomyces Streptomyces | N.R N.R
i/?CR N.I Streptomyces Streptomyces | No cultivable Streptomyces (96%)
lz\ZCR N.I Streptomyces Streptomyces | N.R N.R
I%/(I)CR N.I Streptomyces N.R N.R N.R
13\'/}CR N.I Kitasatospora Nocardia B. subtilis Nocardia (85%)
32 Kitasatospora (86%)
Streptomyces (97%)
CA Streptomyces | Streptomyces Streptomyces | Streptomyces S. coelicolor(99%)
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A la cepa MCRI16 se le realizaron analisis microscopicos, ARDRA y bioquimicos los
cuales no muestran una identificacion clara de género ya que los resultados del analisis
ARDRA la clasifican como Streptomyces, la identificacion bioquimica como Nocardia y
la microscopia no muestra caracteristicas suficientes para identificar el género.
Igualmente en el caso de la cepa MCR24 se realizaron los 3 analisis y los resultados
clasifican a esta cepa como Thermobifida segin el ARDRA, como Streptomyces segiin
los resultados de las pruebas bioquimicas y sin resolver el género por la microscopia ya
que esta no muestra caracteristicas suficientes para ser clasificada. Las caracteristicas
microscopicas son micelio vegetativo sin fragmentar, micelio aéreo poco fragmentado y
produccion de conidias sencillos de forma redonda. Estas caracteristicas microscopicas

son mas cercanas al género Streptomyces o Nocardia que al género Thermobifida.

Para poder determinar cual de los diferentes analisis de identificacion presentd el
resultado mas preciso se alinearon las secuencias del gen ARNr 16S de la cepa MCR32
obtenidas a partir de los primers F1 y RS con secuencias de este gen reportadas en el Gen
Bank pertenecientes a los géneros Kitasatospora, Nocardia y Streptomyces. Los
resultados de estos analisis muestran que las secuencias del gen ARNr 16S de la cepa
MCR32 obtenidas a partir de los primers F1 y R5 tienen un porcentaje de identidad del 80
y 85% para el género Nocardia, del 86% y 89% para el género Kitasatospora'y del 96 y
97% para el género Streptomyces respectivamente. Estos resultados muestran que la cepa
MCR32 es posiblemente perteneciente al género Streptomyces basandose en el analisis
BLAST de las secuencias obtenidas a partir de los primers F1 y RS como la técnica mas
acertada para la identificacion del género de esta cepa.

Una comparacion detallada permite concluir que los resultados obtenidos son muy
similares a los de varias especies de Streptomyces. Con la identificacion preliminar de
estas once especies de actinomicetos queda confirmada la predominancia de Streptomyces
durante los screening en suelo rizosférico reportados por Zaitlin et al. (2004).

1.3. Aislamiento y caracterizacion de los hongos MA

1.3.1. Introduccion

Los hongos formadores de micorriza arbuscular (MA) pertenecen al phylum
Glomeromycota; este phylum fue creado hace unos afios basandose en la secuencia de la
subunidad pequefia del ARNr (Schiipler ef al., 2001a; Schiiler et al., 2001b; Rosendahl,

121



Resultados

2008). Incluye una sola clase, los Glomeromycetes y cuatro o6rdenes: Glomerales,
Diversisporales, Paraglomales y Archaesporales (Figura 17). Un aspecto clave de esta
nueva clasificacion es que el género Glomus, antes clasificado en base a criterios
morfologicos y estructurales, se ha escindido en tres grupos distintos: Glomus A, By C.
Los dos primeros estan englobados en el orden Glomerales, mientras que Glomus C
pertenece a los Diversisporales. Lo anterior permite intuir que bajo la aparente
uniformidad de morfotipos de hongos micorricicos se esconde una gran diversidad
genética donde pueden quedar grupos atn por describir. Actualmente los Glomeromycota
no presentan una afinidad a grupos filogenéticos en el Reino Hongos (James et al., 2006).
La interpretacion de las homologias entre esporas de Glomeromycota y otras estructuras
fingicas es bastante compleja debido a que las esporas de Glomeromycota pueden
representar diferentes caracteristicas y estructuras morfologicas y funcionales (Rosendahl,
2008).

Ascomycota
Basidiomycota
. | ) Glomeromycota

Endogone & Moriierella

Chysridiales,
including Basidiobolus

Blastocladiales

Entomophthorales

Kickxellales &
Harpellales

Mucorales

(@
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Archaeosporales

Archaeosporaceae

Geosiphonaceae

Acaulosporaceae
Paraglomeraceae

Diversisporales
Paraglomerales

Diversisporaceae fam. ined.
Gigasporaceae

Basidiemycetes

& Ascomycetes
Y Glomeraceae

Glomeraceae (Glomus-group A)

(Glomus-group B)
Glomerales

)

Figura 17 (a) Filogenia propuesta para los hongos formadores de micorrizas arbusculares
basadas en las secuencias de la subunidad pequena (SSU) del ARNr. (b) Estructura
taxonomica propuesta del phylum Glomeromycota en base a las secuencias de la SSU del
ARNTr. Tomado de Schiifler et al. (2001b).

Con base en la morfologia de las esporas, existen dos grupos: los géneros

azigosporicos y los géneros que producen clamidosporas (Gonzalez, 1996).
a) Generos azigosporicos:

1. Acaulospora. El nombre proviene del Griego a (sin), caulos (tronco), y spora
(espora), esto hace referencia a la formacion de la espora sentada sobre la hifa
(Sieverding & Toro 1988). Acaulospora fue descrita por Gerdemann & Nicolson
en 1963 y revisado por Berch en 1985. Las esporas correspondientes a éste
género son producidas individualmente en el suelo o en esporocarpos de varios
centimetros de longitud, presentan formas globosas, subglobosas, elipsoides o
ampliamente fusiformes, con contenido aceitoso. Nacen lateralmente de una hifa
que sostiene un saco esporifero a donde es trasferida la espora. La pared tiene dos
grupos separables: una parte del grupo externo es parte de la hifa, la pared externa
puede ser coloreada, laminada o compuesta de diferentes paredes, también puede
ser ornamentada. El grupo interno tiene una pared que normalmente es

membranosa, hialina, pueden ser laminadas, ornamentadas, tifien de rosado, rojo
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o purpura con el reactivo Mezler (Sanchez de P., 1995). Acaulospora mellea fue
descrita por Spain & Schenck en 1984. El color de las esporas va desde naranja
palido a café, con formas globosas, subglobosas y ocasionalmente irregulares. Su
tamafio oscila entre 90 y 140 um, con un promedio de 120 um. Las estructuras
subcelulares de las esporas, la pared, estd conformada por tres laminas, la primera
hialina, de forma rugosa; la segunda muy consistente de subcapas adherentes y
superficie lisa, y la tercera, flexible de color amarillo palido (INVAM 2008).

2. Gigaspora. Las esporas que forman parte de este género han sido llamadas
Zigosporas (Nicolson & Gerdemann, 1968). La pared de las esporas de
Gigaspora son continuas excepto por un poro ocluido. La espora nace de un
suspensor bulboso unida a una estructura la cual generalmente tiene una delgada
hifa que se extiende a la espora. No tiene fusion sexual y uno o mas tubos
germinales son producidos directamente a través de la pared de la espora cerca de
la parte basal. Especies incluidas: G. gigantes, G. margarita, G. candida, G.
rusca (Gerdemann & Trappe, 1974, citado por Schenck & Perez, 1990).

3. Scutellospora. Esporas producidas individualmente (o raramente en células
corticales de la raiz) son largas y de forma variable, usualmente de forma globosa
o subglobosa, ovoide, obovoide, piriforme o irregular, especialmente cuando se
contrae durante su formacion nacen de un suspensor bulboso unido a la célula
como una hifa estrecha que se extiende en una o mas proyecciones fijas unidas a
esporas. La estructura de la pared de la espora es de dos tipos: con una o mas
membranas flexibles o con una pared caridcea en el interior de la espora. La
germinacion por medio de uno o mas tubos germinativos forman cerca de la base
de la espora un escudo de germinacion, con una pared interna flexible, las células
auxiliares nacen del suelo sobre una hifa. Etimologia: Scutellum (pequefio
escudo) spora (espora), haciendo referencia a la produccion de un escudo de
germinacion en esporas miembros del género.

4. Entrophospora. La etimologia corresponde al Griego En (dentro), tropho (que
nutre o cria), spora (espora), haciendo referencia a la espora formada dentro de la
hifa. Este género fue descrito por Ames & Schneider en 1979. Las esporas
pertenecientes a este género son formadas dentro de una hifa que sostiene cerca
un saculo esporifero; la espora crece por flujo del contenido citoplasmatico de
dicho cuerpo hacia la misma, luego dilata la hifa y posteriormente, el saculo
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puede colapsarse y separarse de la espora (Sanchez de P., 1995). Entrophospora
colombiana fue descrita por Spain & Schenck en 1984, presenta esporas de color
salmon en estado inmaduro, y gradualmente toman una coloracion blancuzca a
hialina y su contenido es hidrolizado o desintegrado. Posee de tres a cuatro
grupos de laminas conformando la pared esporal. Presentan formas subglobosas a
ovoides, y su tamafio oscila entre 100-110 pm (INVAM 2008).

b) Géneros clamidosporicos

1. Glomus. La etimologia corresponde al latin Glomus (bola de hielo), y hace
referencia a la posible forma de un esporocarpo. Glomus fue descrito por Tulasne
& Tulasne en 1845. Las especies de este género se encuentran en la mayoria de
los habitats de la naturaleza. Las clamidosporas nacen terminalmente en una hifa
no diferenciada (raras veces dos o mas), esporas no gametangiales en
esporocarpos o individualmente en el suelo. El poro de la hifa conectada es
cerrado por un septo o por el engrosamiento de la pared (Sanchez de P., 1995). El
género posee un tamafio de esporas que oscila entre 60 y 260 um, la mayoria de
las especies presenta tres laminas, con caracteristicas especificas para cada
especie, al igual que su color, que estd entre amarillo, beige, café y naranja
(Sieverging & Toro 1988).

2. Sclerocystis. Posee clamidosporas ordenadas cara a cara en una sola capa
elongada, radiada alrededor de un plexo central de la hifa. Etimologia: Sclero
(duro) kystis (vejiga) refiriéndose a un pequeno, duro y redondeado esporocarpo.
Sclerocystis difiere de Glomus s6lo en el ordenamiento de las esporas alrededor
de plexo central. Esta diferencia es de cuestionable valor en la separacion del
género, ademas de que ésta puede llegar a ser un estado evolutivo en la
morfologia de los esporocarpos de Glomus.

1.3.2. Parte Experimental

1.3.2.1. Metodologia

El aislamiento de los hongos MA se realizo mediante la técnica de tamizado hiimedo
y decantacion (Walker et al.,, 1982). Para la caracterizacion de las esporas extraidas de
suelo, se sigui6 la metodologia de Koske & Tessier (1983) y la de Morton (1990).
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1.3.2.2. Resultados

Dentro de las 9 zonas muestreadas el mayor niumero de esporas extraidas del suelo lo
presentd Pacho (Cundinamarca), mientras en Tunja y Maripi (los dos municipios
pertenecientes al Departamento de Boyaca) presentaron menos esporas pero conservaron

valores similares entre ellas (Figura 18).

Los géneros predominantes fueron caracterizados y se determind que los géneros
pertenecientes fueron: Glomus sp, Entrophospora sp, Acaulospora sp y Sclerocystis sp.
(Figura 19).

@ TUNJA
11% 4% 5% @ MARIPI
14% O SOPO

0 TOCANCIPA
m BOGOTA
8% @O LA CALERA
@ PACHO
14% O TAUSA

m MEDINA

Figura 18. Porcentaje de esporas de hongos MA/100g de suelo en cada una de las regiones
muestreadas de la zona Cundiboyacense.

En el municipio de Maripi se observé la presencia de hongos MA con presencia de
hifas extramatricales, las cuales en asociacion con la planta, le permiten a estas aumentar
en varios centimetros la longitud de su area de absorcion y por tanto contribuyen a la
explotacion del suelo en la busqueda de agua y nutrientes, dado que estos suelos
presentan en su gran mayoria baja concentracion de materia organica y se encuentran en
proceso de desertificacion. Se ha sugerido que las micorrizas pueden tener un
comportamiento benéfico en los horizontes superficiales del suelo, principalmente en
especies que desarrollan necromasa; favoreciendo los procesos de ciclado de nutrientes

procedentes de la descomposicion de la materia organica por microorganismos saprofitos,
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lo cual estimula el crecimiento de las plantas (Bethlenfalvay & Schiiepp, 1994; Barea et
al., 1995; Barea et al., 2002).

En los municipios ubicados en el departamento de Boyacd se pudo observar una
relacion entre el tipo de suelo muestreado y el numero de esporas/100 g de suelo,
indicando que estos suelos presentan una baja concentracion de hongos MA en relacion
con el departamento de Cundinamarca, donde zonas como en el municipio de Pacho se
registro el mayor valor, este comportamiento tal vez se debe a la respuesta del hongo
frente a condiciones ambientales que favorecen su propagacion y desarrollo.

(@) (b)

© (d)

Figura 19. Esporas caracteristicas de los hongos MA en Mezler. a) E. colombiana b) Glomus
sp. ¢) Sclerocystis sp. d) Acaulospora sp.
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La identificacion se bas6 en las caracteristicas morfologicas de las esporas, por tal

razoén se lleg6 a género unicamente.

Tabla 12. Caracterizacion de los géneros de hongos MA aislados.

Género

Glomus sp

Entrophospora
sp

Acaulospora sp

Sclerocystis sp

Micorrizacion

Presencia de arbusculos con
ramificaciones cilindricas. Presencia
de vesiculas de forma elipsoide y

pared delgada

Arbusculos similares a los de
Glomus sp. Vesiculas intraradicales
Hifas

rectas y en espiral

polimorficas. intraradicales

Arbusculos similares a los de
Glomus sp. Vesiculas intraradicales

polimorficas.

Formacion de clamidosporas

arregladas en una capa simple
alrededor de un plexo de la espora
libre.
blasticamente en el extremo de la

hifa.

Forman clamidosporas

Esporas

Terminales o intercalares.

Capas de la pared continuas, delimitadas por un peridio
hifal externo.

Una sola pared, todas las capas se originan de la misma
pared, capas variables entre 1 y 4, la capa mas externa se
colorea de rosado palido con reactivo de mezler.

El tubo germinal se origina de una estructura de oclusion
desde la capa mas delgada de la hifa.

Las esporas salen dentro de la hifa del saculo esporifero.
Dos capas de pared.

Esporas formadas en una hifa sustentora a partir de un
saculo esporifero. Salen lateralmente de la hifa del
saculo esporifero.

La pared de la espora tiene 3 capas: una capa externa
laminar frecuentemente pigmentada, una capa delgada
de grosor variable, y una tercera.

Las esporas germinan unicamente por la penetracion
directa del tubo germinal a través de la pared de la
espora.

La presencia de hongos MA indica la razén de como este tipo de asociacion puede

ser una de las estrategias de adaptacion a las dificiles condiciones medioambientales

presentes en los ecosistemas de bosque alto andino.

128



Resultados

Capitulo 2: DETERMINACION IN VITRO DE CARACTERISTICAS
PGPR DE LOS ACTINOMICETOS AISLADOS

En Ia literatura cientifica se han descrito actividades, propias de las PGPR, llevadas a
cabo por actinomicetos. Entre otras, se ha observado la produccion de sideréforos que
secuestran el hierro necesario para el crecimiento de los patégenos (El-Tarabily, 2008), la
producciéon de reguladores de crecimiento vegetal como el AIA (Zahir et al., 2004) u
otros reguladores hormonales y poliaminas (El-Tarabily et al., 2003; Nassar et al., 2003;
Kurklinsky-Sobra et al., 2004), o metabolitos antifingicos (El-Tarabily, 2006). En este
Capitulo se propone evaluar la capacidad de los actinomicetos objeto de estudio para
llevar a cabo dichas actividades, junto con otras descritas para otras PGPR, tales como
solubilizacién de P (Rodriguez & Fraga, 1999; El-Tarabily et al., 2008; Barea et al.,
2008), fijacion de N (Dobbelaere et al., 2003, Valdés et al., 2005) y la estimulacion en la
toma de hierro (Bertrand et al., 2000; Mantelin & Touraine, 2004). La evaluacion in vitro
de dichas actividades que permitan catalogar a los actinomicetos en estudio como PGPR

se exponen de forma sistematizada como se indica a continuacion:

2.1. Evaluacion de la capacidad solubilizadora de fosforo

2.2. Caracterizacion de los actinomicetos como fijadores libres de nitrogeno
2.3. Produccion de acido indol acético

2.4. Produccion de siderdforos

2.5. Produccion de quitinasas
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2.1. Evaluacion de la capacidad solubilizadora de fésforo

2.1.1. Introduccion

Muchas bacterias y hongos son capaces de liberar &cidos organicos (oxalico, malico,
succinico) procedentes de su metabolismo hidrocarbonato que solubilizan fosfatos
insolubles y ponen a disposicion de las plantas a dicho nutriente. Por lo tanto se
considera, que la solubilizacion de distintas fuentes fosfatadas de origen inorgéanico u
organico por parte de los microorganismos del suelo es una alternativa fundamental en
agricultura sostenible y preservacion del medio ambiente (Alexander, 1980; Atlas, 2002;
Barea et al., 2007).

Krishna et al. (1982), describen la interaccion entre una cepa de actinomicetos
aislado de suelo, identificado como Streptomyces cinnamomeous, y hongos micorrizicos

en la que se alude a efectos relacionados con la solubilizacion de P.

Existen diferentes métodos para seleccionar microorganismos del suelo
solubilizadores de compuestos de fosforo insoluble, aunque se sabe que algunos
microorganismos que solubilizan fosforo en condiciones de laboratorio no son capaces de
hacerlo en el suelo, particularmente en los de pH alcalino. Este hecho podria explicarse
por la baja secrecion de acidos organicos que producen los microorganismos en €sos
ambientes. Lo anterior es de considerar ya que so6lo los ensayos de campo establecen si la
capacidad solubilizadora de fosforo inorganico de los organismos seleccionados in vitro
realmente tiene efecto sobre plantas de interés comercial (Nautiyal, 1999).

2.1.2. Parte Experimental

2.1.2.1. Metodologia

Evaluacion cualitativa de la solubilizacidn de fosforo in vitro. Para la determinacion

cualitativa de la actividad solubilizadora de fosfato fueron utilizados dos medios de
cultivo que en su composicion presentaban, ademas de sales, soluciones tampon y azucar,
fosfato tricalcico como fosfato inorganico insoluble y un indicador de pH (purpura de
bromocresol) para evidenciar la produccion de acidos que se utilizarian en esta posible
actividad (Picovskaya y SRSM-1) (Anexo 1) (Atlas, 1995; El-Tarabily & Nassar, 2006).
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Los distintos microorganismos se sembraron el mismo dia por triplicado en los dos
medios con el fin de brindar las mismas condiciones (incubacion, almacenamiento y
tiempo) a cada una de las cepas.

Cuantificacion de la actividad fosfatasa: La cuantificacion de la solubilizacion de

fosfatos se llevo a cabo utilizando erlenmeyer (150 ml) que contenian 45 ml de medio
Picovskaya (Anexo 1) en el caso de las cepas de actinomicetos y en Erlenmeyer de 250
ml se adicionaron 120 ml de medio de cultivo para el caso de Azotobacter sp (cepa de
referencia, control positivo). En el caso de los actinomicetos se realizo una suspension de
conidios (10° conidiossml™) de cada una de las cepas en solucién salina al 0.85% (p/v)
(recuento en camara de Neubauer), a partir de la cual se inocularon 4.5 ml
correspondientes al 10% VET (volumen efectivo de trabajo) por erlenmeyer. En el caso
de Azotobacter sp. se realiz6 una suspension de células en solucion salina al 0.85% (p/v)
con una concentracion de 10° célulaseml™; a partir de la cual se inocularon 12 ml

correspondientes al 10% del VET por erlenmeyer.

Los cultivos con las cepas de actinomicetos fueron incubados a temperatura ambiente
(15°C-18°C) a 100 rpm (Barnstead/Lab — line, MAXQ 3000), durante 8 dias. Cada 24
horas se hizo un muestreo de 250 ul del cultivo, al cual se le adiciono 321.5 ul de p-
nitrofenilfosfato al 0.08% (p/v) (Merck) preparado en tampédn fosfato pH 7 (Anexo 2)
como sustrato cromédgeno. La reaccion fue mantenida durante una hora a 35°C (Bafio
termostatado Elmasonic E30H). Se detuvo con 562.5 pl de NaOH y se centrifugd a 8 000
rpm durante 10 min (Hettich, EBA 21). Finalmente se tomo el sobrenadante y se le midio
la absorbancia a 450 nm (Thermo Cientific, Genesis Thermo) utilizando como blanco
para la lectura el tampodn fosfato. En el caso del cultivo de Azotobacter sp. la metodologia
utilizada para la incubaciéon y muestreo fue la misma, pero el tiempo de incubacion fue de
3 dias y el muestreo fue realizado cada 4 horas segiin el procedimiento indicado
anteriormente, por la tasa de crecimiento del microorganismo (Tabatai & Brenmer, 1969).
Los resultados obtenidos fueron comparados con la curva patrén obtenida a partir de
diferentes concentraciones de p-nitrofenilfosfato (Merck).

Analisis Estadistico. Los resultados, que se expusieron mediante graficas en barras,

se compararon entre si, mediante el analisis realizado con la prueba del rango multiple de
Duncan para establecer la presencia o no de diferencias significativas entre las cepas de

actinomicetos y el control.
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2.1.2.2. Resultados y Discusion

Evaluacién cualitativa de la solubilizacion de fésforo. En el medio Pikovskaya se

observaron halos de solubilizacion en torno a la colonia; detectandose como una zona de
“aclaramiento” (halo de solubilizacion) de facil diferenciacion con el medio de cultivo
(Figura 20a). Por otra parte, el medio SRSM-1 hace notoria la produccion de acidos como
mecanismo de solubilizacion gracias al viraje del indicador de pH, purpura de
bromocresol, y al halo de solubilizacion contiguo a la colonia (Figura 20b).

SRSM-1 CONTROL

(a) (b)
Figura 20. Medios de cultivo que evidencian la solubilizacion de fosfato.
a) Medio Pikovskaya. b) Medio SRSM-1

Pasado el tiempo de incubacion se observo que algunos actinomicetos provocaron un
descenso del pH evidenciable en el medio SRSM-1 (Tabla 13). Este que es un hecho
esperado gracias a la presencia de glucosa, ya que en su metabolizacion, a través de la
ruta de Embden-Meyerhof-Parnas, se producen moléculas de H', ademas de piruvato y
ATP (Gunnarsson et al., 2004).

El comportamiento de las cepas en el medio Pikovskaya resultod ser un poco diferente
al obtenido en el medio SRSM-1. El ponderado de cepas que presentaron actividad
solubilizadora no fue tan alto como el presentado en SRSM-1, ya que solo 21 cepas
presentaron halos de solubilizacion en torno a las colonias (Tabla 13). Nautiyal (1999)
ensayo diferentes concentraciones de los sustratos presentes con el fin de optimizar este
medio de cultivo para bacterias aisladas de suelo alcalino; encontrando que algunos
nutrientes presentan una alta relevancia para la solubilizacion (Glucosa y Caz(POy),) y
otros no tanto (extracto de levadura, (NH4),SO,), lo que llevaria a pensar que
posiblemente puedan variar las demandas de nutrientes para cada uno de los

microorganismos que se estudiaron.
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Tabla 13. Deteccion de actividad solubilizadora de fosfatos en medios SRSM-1 y Pikovskaya
Solubilizacion  Acidificacion

Cepa

MCRI
MCR2
MCR3
MCR4
MCR5
MCR6

MCR7
MCRS
MCR9
MCRI0
MCRII
MCRI2
MCRI3
MCRI4
MCRI6
MCRI7

Solubilizacion  Acidificacion
Pikovskaya SRSM-1
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
= +
+ +
+ +
+ +
= +
- +
- +
+ +

Cepa

MCRI8
MCRI9
MCR20
MCR21
MCR22
MCR23

MCR24
MCR25
MCR26
MCR27
MCR28
MCR29
MCR30
MCR31
MCR32
MCR33

Pikovskaya

+ + o+

+

+ + o+

31 cepas produjeron acidificacion en SRSM-1 (96,88%)

21 cepas generaron halos de solubilizacion en Pikovskaya (65,63%)

1 cepa no gener6 halos de solubilizacién ni acidificacién en ninguno de los

dos medios (3,12%)

SRSM-1
+

+ + + o+ o+

+ + + + + + o+ A+ o+ o+

Existe un unico aislado que no presentd ni solubilizacion ni acidificacion: la cepa

MCR6. Hipotéticamente puede tratarse de un microorganismo que posiblemente posee un

sistema diferente de solubilizacion de fosfato o que simplemente se trata de un

microorganismo que se centra en la liberacion del fosforo necesario para su

supervivencia. Esta misma cepa no generd hidrogeniones en el medio que ocasionaran un

descenso de pH; su crecimiento se logra posiblemente por trazas de elementos que fueron

arrastradas al momento de la siembra.
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Por otra parte, las cepas MCR1, MCR2, MCR3, MCR4, MCR6, MCR7, MCRS,
MCR10, MCR11, MCR12, MCR17, MCR21, MCR22, MCR23, MCR24, MCR25,
MCR27, MCR28, MCR31, MCR32 y MCR33 (66% del total de actinomicetos aislados)
tuvieron actividad en los dos medios (Figura 21), y demostraron que la formacion de
acido puede ser el mecanismo utilizado para lograr la solubilizacion del fosforo, pues el
acido actia como agente quelante para el calcio, aumentando la disponibilidad del
fosforo; todo esto ocurre en rangos de pH que se encuentran dentro de la neutralidad
(Nautiyal, 1999; Sylvia, 2005).

Por ultimo, las cepas MCR9, MCR13, MCR 14, MCR16, MCR18, MCR19, MCR20,
MCR26, MCR29 y MCR30 (31% del total), fueron las que produjeron acido, pero no
lograron solubilizacion; esto puede deberse al tipo de fosfato que se esta utilizando, pues
no todos los microorganismos tienen la capacidad de solubilizar el foésforo desde fuentes
inorgénicas (Nautiyal, 1999).

B cepas con caracteristicas de acidificacion sin solubilizacién

O cepas que no presentan acidificacién ni solubilizacion
O cepas con caracteristicas de acidificacion y solubilizacién

Figura 21. Cantidad de cepas que presentaron solubilizacion por presunta accion de acidos
organicos (63%), por accion enzimatica (34%) o no presentan (3%).

Autores como Dick et al. (2000) y Ohtani et al. (2005), mencionan mecanismos
adicionales de solubilizacion de fosforo y Chen et al. (2006) concluyen que aunque la
produccion de acidos organicos quelantes es el factor mas estudiado de solubilizacion de
fosforo, no es el tnico responsable de esta labor, por esta razoén se ensayaron los dos

mecanismos: produccion de acidos y enzimaticos.

134



Resultados

Cuantificacion de la actividad de las fosfatasas. Entre las cepas evaluadas se

encontraron diferencias significativas y solapamientos entre los grupos formados.

Concentracion de p-nitrofenol (umol/ml)

Los grupos formados segun las diferencias estadisticas son:

G1: Cepa control

G2: MCR1 y MCR2

G3: MCR5, MCR7, MCR12, MCR16, MCR27 y MCR30

G4: MCR19

G5: MCR4, MCRS, MCRY9, MCR22, MCR23, MCR25, MCR26
G6: MCR11, MCR24 y MCR31

0,5

—+— MCRS5
— % — MCR7
——&—— MCR12

Tiempo (dias)

Figura 22. Cepas de actinomicetos que expresan fosfatasas en altas concentraciones (G3 y

G4)
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En cuanto a la produccién se observa claramente que de los aislamientos que
producen mayor concentracion de enzima fosfatasa fue la cepa MCR27, seguida de
MCRS agrupados en el G2 y G3, y los actinomicetos que presentaban una produccion
mas estable fueron los agrupados en el G5. Los que presentaron baja produccion se
encuentran agrupados en el G6.

Claramente se puede concluir (sin tener en cuenta los solapamientos) que existen
diferencias significativas entre la cepa 0 (que es el control), las (MCR1 — MCR2),
(MCR12 — MCRS5 — MCR27 — MCR30 — MCR20 — MCR7), (MCR19), (MCR22 —
MCRS8 — MCR23 — MCR26 — MCR4 — MCR25 — MCR9), (MCR18 —-MCR3- MCR6 —
MCRI16) y finalmente (MCR31 — MCR11 — MCR24 — MCR21 — MCR10).

0,25

Concentracion de p-nitrofenol (umol/ml)

0,00 : :

0 2 4 6 8
Tiempo (dias)
Figura 23. Cepas de actinomicetos que expresan fosfatasa en una concentracion media.

Entre los grupos formados se encuentran las diferencias significativas, y dentro de
cada uno de los grupos no existen diferencias significativas.
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Los andlisis estadisticos evidencian una actividad solubilizadora de fosfato inferior
por las cepas de actinomicetos que por Azotobacter sp. (control) (Anexo 6). También se
encontrd que no existe diferencia significativa entre las actividades de las cepas MCR9 y
MCR26 (cepas utilizadas posteriormente en ensayos en maceta), lo cual permite asumir
que tienen una actividad solubilizadora de fosfato similar, mientras que la cepa MCR24
presenta una actividad significativamente inferior a la de éstas (Figura 24).
Adicionalmente, se observa que existen diferencias significativas entre la actividad
solubilizadora en los diferentes tiempos del muestreo, encontrando que el dia 7 reflejo el
mayor nivel de actividad fosfatasa para la cepa MCR9, mientras que las cepas MCR24 y
MCR26 lo evidenciaron al sexto dia, demostrando una actividad solubilizadora maés
rapida que la de la cepa MCRY. Lo anterior sucede porque los aislamientos presentan
diferentes tasas de crecimiento y cuando estan en la fase exponencial es cuando se

requiere un mayor consumo de nutrientes esenciales.

——e— Streptomyces MCR9 sp.
~~~~~~ ®-----  Thermobifida MCR24 sp
— —-A& —  Streptomyces MCR26 sp
0,18

0,16

0,14

0,12

0,10 A

0,08 -

0,06

Concentracion de p-nitrofenol (umol/ml)

0,04

0,02

0,00 T T T T

Tiempo (dias)

Figura 24. Solubilizacion de fosfato por parte de las 3 cepas de actinomicetos ensayados in
planta a través de los tiempos de muestreo (cada dia), expresado en cantidades de p-
nitrofenolfosfato

137



Resultados

Si se observa el comportamiento a lo largo del tiempo de la actividad de la enzima
fosfatasa, se aprecian diferencias entre cada punto de muestreo. Se visualiza claramente el
aumento del p-nitrofenolfosfato desde el dia 0 hasta el dia final 7 en forma creciente, para
todos los ensayos realizados, demostrando una actividad constante y creciente, siendo
mas lenta que el control, por la diferencia de tasas de crecimiento que tienen estos dos
grupos bacterianos: bacterias filamentosas y bacterias no filamentosas.

Las graficas del comportamiento se pueden observar en el Anexo 7 al igual que el

analisis estadistico realizado.

Un método alternativo, utilizado por diferentes microorganismos es la produccion de
fosfatasas con el fin de aumentar la disponibilidad del nutriente. Existe una afirmacioén
planteada por Dick et al. (2000) y Ohtani et al. (2005), donde mencionan que la actividad
de un grupo enzimatico puede estar ligado al pH presente en el medio; es por esto que
solamente las fosfatasas acidas tienen accion en medios acidos, con presencia de materia
organica, y las fosfatasas alcalinas presentan actividad en medios neutros o alcalinos. Si
se tiene en cuenta el comportamiento regular de las demas cepas y la acidificacion del
medio evidenciada en el viraje del indicador de pH (SRSM-1, pH inicial 7,2), se podria
sugerir que esta afirmacion confirma de alguna manera el hecho de que la cepa MCR6
podria poseer una fosfatasa acida en su equipo enzimatico que no pudo ser expresada a
razén del medio donde se desarrolld y que las cepas evaluadas presentaron solubilizacion
por acidos y baja por fosfatasas. Esto también esta relacionado con el origen del fosfato,
donde el inorganico es solubilizado comtiinmente por la produccion de acidos orgénicos.

2.2. Caracterizaciéon de los actinomicetos como fijadores libres de
nitrégeno

2.2.1. Introduccion

Algunos actinomicetos rizosféricos han sido definidos por su habilidad para formar
simbiosis con las raices de ciertas plantas, generar nodulos y fijar N,, como es el caso de
Frankia. Esta simbiosis ayuda a la planta a obtener su propio nitrogeno.
Consecuentemente, las plantas y sus simbiontes se han difundido en una variedad notable
de lugares, incluyendo suelos tropicales secos, lugares templados, bosques himedos, las
dunas, chaparrales, pantanos, la tundra, la zona subartica y hasta el glacial, observando
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por medio del estudio del ARNr 16S la presencia del género Frankia (Clawson et al.,
1998).

Un estudio del afio 2005 (Valdés et al., 2005) mostré que cepas aisladas en suelo
Mexicano (Irapuato y Veracruz) presentaron actividad como bacterias filamentosas
fijadoras de nitrégeno. La morfologia encontrada evidencié filamentos y de alguna
manera similitud con ciertas especies de Frankia sp. Analisis posteriores de la secuencia
del ARNr 168, anularon dicha especulacion. Las colonias presentaron una coloracion
amarillenta en agar DGM y pigmentacion naranja en agar ISP2. La investigacion
concluy6 que las cepas obtenidas en el “screening” presentan en su ADN Ia codificacion
de los genes nifH, precursores de la nitrogenasa (Valdés et al., 2005). No se conoce
ninglin otro estudio de actinomicetos-no Frankia, diferente a Streptomyces o

Micromonospora como fijadores libres de nitrogeno atmosférico.

2.2.2. Parte experimental

2.2.2.1. Metodologia

Crecimiento _en medios libres de nitrogeno. Las técnicas desarrolladas con esta

finalidad buscan un aislamiento totalmente puro del microorganismo donde se tenga la
certeza que el crecimiento presentado en los medios no sufriera interferencia alguna por
trazas de nitrogeno presentes en los pases. Por este procedimiento, a medida que se
practicaba un sub-cultivo permitia tomar determinaciones acerca de las cepas que debian

seguir en evaluacion. Los parametros establecidos para tales lecturas fueron:
- Medio so6lido (Ashby): Crecimiento de colonias definidas y puras

- Medio semiso6lido (Nfb y Nfb + agar purificado): Crecimiento, profundidad y

extension en el tubo.

Este tipo de evaluacion permitido presumir sobre las posibles fuentes de nitrégeno
alternativo que pueden ser tomadas por los microorganismos, ya que al no tenerlo
presente en el medio deben buscar la manera de poder obtenerlo, posiblemente porque las
bacterias en estudio, en este caso actinomicetos, posean actividad nitrogenasa que les
permite captar el nitrogeno atmosférico (Gauthier er al., 1981; Clawson et al., 1998;
Clawson et al., 1999; Tjepkema et al., 2002; Valdés et al., 2005).
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Ashby es un medio que en su composicion no presenta fuente de nitrégeno, pero si
estd dotado de un elemento fundamental para la formacion de las dos proteinas del
complejo nitrogenasa: el hierro (Atlas, 2002; Gage, 2004; Valdés et al., 2005).
Posteriormente fue utilizado el medio Nfb (también libre de nitrégeno) que es de
consistencia semisolida y permite ver el crecimiento en longitud y extension sobre el
tubo, hacia zonas de microaerofilia, ambiente necesario para la actividad de Ia

nitrogenasa.

Al iniciar la técnica se realizé un pase directo desde el medio Avena al Ashby. De
este mismo medio se realizé un nuevo pase a otro medio Ashby con lo que se pretendia

evitar interferencia de nitrégeno proveniente del medio inicial.

Una vez seleccionadas las cepas, se procedid a evaluar el crecimiento en medio
mineral liquido sin fuente de nitrogeno. Esta evaluacion se realizé para determinar la fase

de crecimiento exponencial en el microorganismo.

Analisis de la reduccion del acetileno (ARA). Se realiz6 la preparacion del indculo a

una concentracion de 10° célulaseml™.

a) Crecimiento en Medio libre de Nitrogeno (Nfb). Los actinomicetos se sembraron
por triplicado en medio semisolido Nfb (pH 6.8). Los viales se incubaron durante 10 dias
a una temperatura de 22 °C.

b) Cromatografia de Gases. Se realizd segin la metodologia descrita en el numeral
5.2.3.1. del Capitulo General de Materiales y Métodos.

Las variables experimentales del ensayo fueron:
- Crecimiento en Ashby: 22°C por 7 dias
- Concentracién de indculo: 10° conidioseml™
- Crecimiento en medio semisélido Ntb: 22°C por 10 dias
- Acetileno: 0.2%
- Hora de incubacion en acetileno: 0,2y 5

- Condiciones de lectura en el cromatografo: Temperatura de horno: 150°C,
velocidad de flujo: 25 mlemin’, temperatura del inyector: 100°C, temperatura del
detector: 250°C, presion: 25 psi.
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Detecciéon de los genes nifH. Se realizdo segin la metodologia descrita de forma
detallada en el Capitulo General de Materiales y Métodos, numeral 5.2.4.

2.2.2.2. Resultados y discusién

Crecimiento en medios libres de nitrégeno. Las cepas MCR1, MCRS5, MCRG6,
MCR13, MCR17, MCR18, MCR19 y MCR20 no superaron las pruebas de seleccion,
pues su crecimiento fue nulo en el pase de Ashby a Ashby, luego de 15 dias de

incubacion. Estas cepas no presentaron actividad alguna en ausencia de N mientras que
mostraron crecimiento en el primer medio Ashby gracias a trazas de nutrientes

provenientes del medio Avena (Tabla 14).

Figura 25. Cepas MCR9 y MCR 14 evaluadas en medio NFB modificado

Las cepas restantes fueron evaluadas en medio Nfb tras un nuevo periodo de
incubacion de 15 dias. Los parametros de evaluacion, mencionados anteriormente,
mostraron que las cepas MCR2, MCR4, MCR7, MCRS, MCR11, MCR12, MCR22,
MCR23, MCR25 y MCR33 no crecieron y fueron descartadas para el siguiente paso. Este
consistia en hacer un pase desde el primer medio Nfb a un nuevo medio Nfb; aqui las 12
cepas restantes tuvieron el mismo comportamiento que en el medio anterior y fueron
evaluadas en medio Nfb solidificado con agar purificado (Figura 25). Por tanto, las cepas
MCR3, MCR9, MCR10, MCR14, MCR21, MCR24, MCR26, MCR27, MCR30 y
MCR31 pueden considerarse como microorganismos capaces de crecer en medio libre de

nitrégeno (Tabla 14).

Existen evidencias de que los organismos diazétrofos son capaces de realizar la

fijacion bioldgica de nitrogeno en un rango de pH mas o menos amplio. Por esta razon,
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aunque el pH del medio Nfb llegase a la neutralidad, el metabolismo de la fuente de
carbono a partir de su hidrolisis generara productos que ocasionaran cambios en el pH,
alterando su valor e interfiriendo en la fijacion de nitrogeno, lo que no permitira la
alcalinizacion del medio y por ende su viraje a azul, comportamiento evidenciado por la

mayoria de los aislamientos de actinomicetos (Figura 25).

Tabla 14. Secuencia de evaluacion en el proceso de seleccion de cepas con capacidad de crecer en
medios carentes de nitrogeno. Las filas que presentan un signo + hasta la tltima columna fueron
las cepas que evidenciaron crecimiento en los medios hasta la evaluacion final.

Medios de Cultivo

NFB — NFB

- Ashby Ashby — Sabih Ashby — NFB  NFB — NFB e

<
‘%
+

+
+
+

+ + + + + +
+
+

=
S
=
~
LN
+ + + 4+ 4+ +F++ A+ + A FE A+
+
+

+ + + 4+ 4+ +++++++ A+
+
+
+

+ + + + + + + +
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Medios de Cultivo
- . NFB — NFB
Ashby Ashby — Sabih Ashby — NFB  NFB — NFB e
MCR31 + + + + +
MCR32 + + + +
MCR33 + + +

Microscopicamente, Frankia sp. es una bacteria filamentosa que presenta como
rasgo sobresaliente vesiculas especializadas en la fijacion de nitrogeno que se encargan
de la proteccion del complejo nitrogenasa. Este actinomiceto ha sido reportado
ampliamente por diversos autores (Clawson, 1999; Tjepkema et al., 2002; Khan et al.,
2007), al presentar caracteristicas de fijacion que ya han sido confirmadas por el método
de reduccion de acetileno (Grove, 1987; Gage, 2004; Valdés et al., 2005). Las
morfologias de los actinomicetos estudiados en este trabajo en medio Nfb (segundo pase)
no mostraron similitud alguna con este actinomiceto, ya que las cepas investigadas
mostraron diferentes descripciones microscopicas entre las que se encontraron filamentos
largos, cortos, tortuosos o en espiral, lo que puede llegar a ser una evidencia sobre nuevas
especies con capacidad de crecer en medio libre de nitrégeno.

Para la realizacion de las curvas de crecimiento de cada uno de los 10 morfotipos en
medio mineral sin fuente de nitrégeno, se tomd como parametro de referencia el aumento
de biomasa visto en valores de biomasa seca (g) y niimero de conidios (conidioseml™),
con el fin de encontrar la fase exponencial de los actinomicetos y realizar el andlisis de la

reduccion del acetileno.

De acuerdo con los resultados de las curvas de crecimiento en medio mineral para
cada morfotipo (Figura 26), la fase exponencial de los 10 aislamientos se encontrd
alrededor de los dias 9 y 12 escogiéndose el dia 10 como el mas apropiado para realizar el
ARA, ya que para este tiempo el metabolismo microbiano de estas cepas, en medio

mineral minimo, esta en su maxima actividad lo que indica tasas de fijacion més certeras.

El valor del tiempo promedio de la fase exponencial es un indicador del crecimiento
microbiano en relaciéon con el metabolismo, ya que en esta fase la asimilacion de
nutrientes como carbono y nitrégeno se hace imprescindible, los cuales haran parte
integral de la biomasa celular. Cuando alguno de estos macronutrientes se encuentra en

bajas concentraciones, el microorganismo como respuesta a este estrés provoca cambios
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enzimaticos y metabdlicos, acelerandose su crecimiento, lo que le permite generar en
algunas ocasiones mayor biomasa y obtener, mediante diferentes mecanismos, las fuentes
nutricionales, como por ejemplo, mediante la fijacion biologica de nitrégeno (Rodriguez
et al., 2005), cuando las condiciones medioambientales son las apropiadas para el

correcto funcionamiento de la enzima nitrogenasa (Martinez-Romero, 2006).
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Figura 26. Curvas de crecimiento en medio mineral liquido sin fuente de nitrogeno
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Por lo general, tanto para el aislamiento como para el crecimiento de
microorganismos con caracteristicas especiales, se recurre al empleo de medios de cultivo
selectivos que favorecen el desarrollo microbiano e inhiben cualquier tipo de microbiota
acompafiante. Para el ARA, el medio semisélido Nfb es el mas utilizado. Este medio tiene
la caracteristica de delimitar la microbiota acompafante y permitir el enriquecimiento
selectivo de microorganismos diazétrofos, basandose en la capacidad de tomar el
nitrégeno molecular como Unica fuente de nitrogeno bajo condiciones de microaerofilia
(Hartman & Bardani, 2006), ademas de la presencia de algunos elementos menores como
el molibdeno, hierro y azufre, participantes en el funcionamiento de la enzima
nitrogenasa. El crecimiento microbiano se puede evidenciar por la formacion de una
pelicula capaz de ocasionar el viraje de color del azul de bromotimol, desde verde a azul
como signo de alcalinizacién por la utilizacion del dcido malico y su transformacién en

malato.

De las 10 cepas evaluadas, MCR14, MCR27 y MCR31 presentaron viraje en el
indicador de pH del medio Nfb, hecho que no ocurrié en el resto de los aislamientos. En
los viales donde se observd el viraje de color se esperaron altas tasas de fijacion de
nitrogeno, lo cual fue comprobado en el ARA. De los Santos et al. (2001) describen un
comportamiento similar donde el medio semisélido inoculado con Ila bacteria
Burkholderia no presentdé cambio de pH en todos los viales, sin embargo en algunos el
crecimiento del microorganismo ligeramente elevo el pH visualizandose un color azul
verdoso en el medio, lo que confirma la necesidad de realizar el ARA para garantizar la

caracteristica diazotréfica de los microorganismos.

En el medio semis6lido Nfb, el crecimiento de los actinomicetos se presentd en
forma de una pelicula blanca delgada ubicada a unos cuantos milimetros debajo de la
superficie del agar. Gracias a su consistencia, el medio Nfb le permitid a los
microorganismos desplazarse a través de €l hasta encontrar el sitio 6ptimo donde la tasa
de respiracion se encuentra en equilibrio con la tasa de difusion del oxigeno (Gryndler &
Hrselova, 1998).

La alcalinizacion observada en los viales con medio Nfb de los aislados MCR14,
MCR27 y MCR31, donde se presento el viraje de color del indicador de pH Azul de
Bromotimol, desde verde a azul, es atribuida a la actividad metabolica de la pelicula. La
utilizacion del acido malico y su transformacion en malato (Mantilla, 2008) permite que

este pueda ser oxidado en el ciclo de Krebs por via aerdbica. Se asume que la
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alcalinizacion se deba a la pérdida de hidrogeniones los cuales son captados por el
oxigeno en el medio Nfb (Rodriguez et al., 2005).

En relacion al pH, la actividad del sistema nitrogenasa tiene una funciéon importante
en su regulacion, ya que al exportar amonio, evita la acidificacion letal del espacio
peribacteroideo, contrarrestando la accion de la bomba de protones con actividad ATPasa
(H"ATPasa) en la membrana peribacteroidea (Rodriguez et al., 2005).

Analisis de la Reduccién del acetileno (ARA). La fijacion de nitrogeno se puede

medir in vitro mediante el ARA, ya que partiendo de la fase exponencial en un medio sin
fuente de nitrogeno el microorganismo a evaluar tiene la necesidad de asimilar cualquier
compuesto que actie como fuente inicial de nitrégeno, induciendo el crecimiento
bacteriano y la fijacion de nitréogeno en presencia de baja concentracion de oxigeno
(Roazgycki et al., 1999).

El ARA se basa en determinar la actividad de la enzima nitrogenasa que cataliza la
reduccion de acetileno a etileno y de forma indirecta, medir la presencia de esta enzima
que tiene la funcién bioldgica de reducir el nitrégeno (N,) a amonio (Aranibar et al.,
2003). En este ensayo, gracias a la inespecifidad de la enzima nitrogenasa, es posible
catalizar la reduccion de andlogos estéricos del N, como el acetileno que sera reducido a
etileno, actuando como una medida indirecta de la capacidad fijadora de un
microorganismo (Park et al., 2005).

Partiendo de colonias aisladas de cada uno de las diez cepas sembradas en agar
Ahsby, se determiné la concentracion inicial de conidios a inocular mediante recuento en
camara de Neubauer, al igual que el tiempo optimo de crecimiento de los actinomicetos,
con base en los datos de la fase exponencial obtenida en el medio mineral. Respecto a la
concentracion de acetileno adecuada para reemplazar la atmosfera gaseosa y las
condiciones de lectura apropiadas para establecer directamente la produccion de etileno,
se siguio la metodologia mencionada por Mantilla (2008).

Con el fin de observar el comportamiento de las cepas de actinomicetos durante el
ARA se presenta la Figura 27, donde se observa que la hora 0 resulto ser el tiempo de
incubacién que presentd una mayor concentracion de pumoles de etileno. Se empled como
control positivo el aislamiento B28c correspondiente a la bacteria Bacillus megaterium
citada por Mantilla (2008). Como control negativo se utilizaron viales con medio Nfb sin

inocular y viales sin medio de cultivo.
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Como se puede observar en la Figura 27 el tiempo 0 resulto ser la hora de incubacion
donde se mostré mayor concentracion de etileno. El hecho de presentarse altos valores en
el tiempo 0, es decir, inmediatamente después de haber inyectado el acetileno,
contrarresta los resultados obtenidos por Aranibar et al. (2003) que al emplear el tiempo 0
se observo una disminucién en la cantidad de etileno con respecto a los demas tiempos

evaluados, donde la actividad nitrogenasa fue en aumento.

Las pmoles de etileno para la hora 2 disminuyeron notablemente en todos los
aislados excepto en MCR24. Para la hora 5 también se evidencié una disminucion del
etileno, probablemente debido a estrés por abundancia de acetileno lo que conllevaria a la
inhibicion por sustrato de la enzima nitrogenasa. Welsh et al. (2000) atribuye este
comportamiento al hecho de que probablemente el etileno pudo ser consumido por los
mismos actinomicetos evidenciandose su reduccion en pumoles de etileno producidos.

Otra posible razon para justificar esa disminucion de umoles de etileno a la hora 5 en
comparacion con las horas 0 y 2 de incubacion, podria ser el agotamiento de la fuente de
carbono presente en el medio Nfb indispensable para que se pueda llevar a cabo
indirectamente la fijacion de nitrogeno (Marin ef al., 1998). Rodriguez et al. (2005)
mencionan que el proceso de fijacion bioldgica del nitrégeno depende del aporte de
sustrato energético, donde la fuente carbonada presente en el medio de cultivo influye en
la capacidad fijadora de los aislamientos, inferida a través de la reduccion del acetileno.

Si bien el acido malico resulto ser la fuente de carbono del medio Nfb utilizada por
los actinomicetos, su asimilacion fue diferente entre los aislados evaluados. Esto puede
explicarse por el rendimiento de ATP obtenido por cada molécula de carbohidrato
utilizada, por lo que un mayor rendimiento favorece tanto el crecimiento como la
actividad nitrogenasa de los diazétrofos estudiados (Saito & Minamisawa., 2006).

En la Figura 27 se puede apreciar que los aislados MCR24, MCR26 y MCR31,
destacan por sus elevadas tasas de produccion de etileno en los 3 tiempos de incubacion,
sin presentar una diferencia estadisticamente significativa. Como se habia mencionado
anteriormente, durante el crecimiento en medio semisélido Nfb, MCR31 fue uno de los
aislados que evidenci6 viraje en el indicador de pH, azul de bromotimol, presumiendo
que la alcalinizaciéon del medio arrojaria altos valores de pumoles de etileno, siendo

efectivamente la que mas actividad nitrogenasa manifesto.
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Figura 27. Tasas de fijacion de nitrégeno de los actinomicetos diazdtrofos

En relacion con el control positivo, Bacillus megaterium, se encontr6 que la
produccion de etileno fue muy baja en las horas de incubacion evaluadas con los
aislamientos de actinomicetos (por lo cual no se colocod en la figura: 3.20 pmoles de
etileno/hora/ml de medio de cultivo), presentando diferencias significativas con respecto
a todos los actinomicetos evaluados. Son de destacar las altas tasas de fijacion in vitro de

los actinomicetos en comparacion con el control positivo.

Los actinomicetos son microorganismos heterotrofos, requieren de fuentes de
carbono para obtener la energia necesaria que demanda la fijacion del nitrégeno. Por esta
razén cada una de las bacterias difieren en el metabolismo del carbono y en su capacidad
intrinseca en cuanto a la fijacion del nitrégeno, mostrando diferentes tasas de reduccion
del acetileno. Asi se observa una elevada actividad nitrogenasa en los aislamientos
MCR24, MCR26 y MCR31, sin presentar diferencias estadisticamente significativas entre
ellos, pero si las presentan con el resto de los aislados diazétrofos. Es de destacar la
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importancia del hallazgo de actividad nitrogenasa en actinomicetos diazétrofos de vida
libre, evidenciada por medio del ARA, siendo una de las primeras referencias para cepas
como Thermobifida sp. La alta diversidad que se presenta en los suelos del bosque alto
andino de la zona cundiboyacense colombiana, se ve reflejada en la capacidad de fijacion
de nitrégeno reportada por los aislados.

Como se observa en la Figura 27, las tasas de fijacion de nitrogeno de las bacterias
diazdtrofas aerobias son altas con respecto al control positivo (Bacillus megaterium)
referido por Mantilla (2008) como una de las cepas colombianas que tenian alta fijacion
de nitrogeno atmosférico. Es importante resaltar que aunque no se tienen referencias de
literatura para la zona cundiboyacense colombiana, en los cuales se haya evaluado la
actividad nitrogenasa de actinomicetos diazotrofos, si es valido comparar la capacidad
para fijar nitrogeno de estos aislamientos per se con lo descrito por otros autores como
Mantilla (2008), quien evalué la capacidad fijadora de nitrogeno de diferentes
aislamientos de bacterias diazotrofas del Amazonas colombiano, encontrando tasas de
fijacion entre 200—-8000 nmoles de etileno/h/ml de medio de cultivo. Asi mismo, Aranibar
et al. (2003) evaluaron la capacidad fijadora de nitrogeno entre aislamientos de
cianobacterias provenientes de suelos aridos y semiaridos encontrando tasas de fijacion
entre 88—535 nmoles de etileno/h. Igualmente, Park ef al. (2005) encontraron fijacion de
nitrégeno en bacterias aisladas de la rizosfera de plantas de sésamo, maiz, avena, soya,
lechuga, pimienta y arroz, con tasas de fijacion entre 19-280.94 nmoles de etileno/h/mg
de proteina.

Deteccioén de los genes nifH. El gen nifH, el cual codifica para la enzima nitrogenasa,

se ha convertido en el marcador molecular mas empleado para la deteccion de
microorganismos fijadores de nitrégeno evolucionando a la par con los genes ARNr 168S,
empleandose también como marcador molecular a nivel de estudios de filogenia
(Hamelin et al., 2002).

La técnica de la PCR anidada ha sido descrita como una herramienta muy ttil para
verificar la presencia del gen nifH en microorganismos fijadores de nitrogeno. Consiste
en dos pasos: en el primero se produce tanto el amplificado del gen de interés como
amplificados inespecificos; el segundo paso se lleva a cabo usando uno de los primers
previos y otro interno lo que resulta en productos de PCR mas especificos (Diallo et al.,
2004).
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Como resultado del protocolo descrito por Biirgmann et al. (2004) se esperaba
obtener un fragmento de aproximadamente 371 pb, sin embargo no se logro la
amplificacion del gen nifH en ninguno de los aislamientos. De acuerdo a Marusina ef al.
(2001), la razédn por la cual resulta problematica la amplificacion del gen nifH se debe
principalmente a los primers ya que debido a la amplia diversidad filogenética, genes tan
conservados como el nifH pueden variar considerablemente. El disefio de primers
universales para el gen nifH requiere de secuencias de ADN altamente degeneradas lo que
conlleva a una reduccion en la especificidad durante la amplificacion de la PCR. Por esto
la mayoria de los primers han sido disefiados para amplificar el gen nifH de grupos

taxondmicos individuales de procariotas o para un microorganismo en particular.

Como consecuencia de este resultado se decidio ensayar los primers propuestos por
Diallo et al. (2004), “primers” muy similares a los que utilizdé Valdés et al. (2005) para
cepas de actinomicetos-no Frankia sp. en la amplificacion del gen nifH. Mediante este
protocolo fue posible la amplificacion del gen en todos los aislamientos.

En la Figura 28 se puede visualizar una banda correspondiente al fragmento del gen
con un tamano esperado de 320 pb. Estos amplificados fueron purificados por medio del
Minielute PCR Purification Kit de QiaGEN para luego ser enviados a secuenciacion. Las
bandas observadas presentan un tamafio muy similar a lo descrito por Valdés et al.,
(2005) para el gen nifH. También se puede visualizar “background”. Soares et al. (2006)
en su estudio le atribuye la presencia de “background” o “smearing” al empleo de primers
degenerados como PolR y PolF durante la PCR anidada.
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Figura 28. Amplificacion por PCR de un fragmento interno del gen nifH de 320pb, en los 10
aislamientos de actinomicetos diazotrofos. MP (100 pb Invitrogen).

Es de destacar que los resultados de Valdés et al. (2005) son uno de los primeros
estudios en el cual se detecta mediante el uso de primers degenerados la presencia del gen
nifH en actinomicetos de vida libre, diferentes a Frankia, aislados en la raiz de Casuarina

equisetifolia.

Al igual que el gen nifH puede actuar como marcador molecular, existen otros genes
del complejo nitrogenasa capaces de indicar tal actividad en microorganismos fijadores.
Como sefiala Fedorov et al. (2008) en un estudio sobre un nuevo sistema de primers para
detectar y amplificar la porcion del gen nifDK, se esta considerando la posibilidad de
emplear el gen estructural nifD como marcador molecular.

Cabe mencionar que aunque en la actualidad se conocen muy pocos primers
disefiados para su amplificacion, el gen nifD es menos conservado que el gen nifH lo que
conlleva a la seleccion de oligonucledtidos degenerados para su deteccion y amplificacion

acarreando ciertas dificultades durante el proceso (Fedorov ef al., 2008).

Los avances en el desarrollo de nuevos sistemas de “primers” dirigidos a diferentes
sitios del operon nif pueden ser usados eficientemente en la busqueda de actinobacterias
fijadoras de nitrogeno, a las cuales la actividad nitrogenasa no ha sido detectada. Sin
embargo la presencia del gen nifH por si mismo no indica una fijacion de nitroégeno activa
ya que la enzima nitrogenasa se encuentra regulada a nivel pre y postranscripcional (Ueda

et al., 1995), ademas su funcionamiento es dependiente de las condiciones
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medioambientales siendo la presencia del ARNm del #nifH un indicador mas adecuado de
la actividad del complejo nitrogenasa (Burgmann et al., 2004).

El alto grado de degeneracion de las secuencias de nucledtidos del gen nifH
proporciona la existencia de sitios invariantes (Marusina et al., 2001). Esto explica la
repetida presencia del nucledtido N en las secuencias del gen nifH disminuyendo su
especificidad

Se realizé la busqueda BLAST por medio de GenBank para encontrar las secuencias
del gen nifH mas cercanamente relacionadas con las obtenidas en este estudio. Se
encontrdé que eran muy similares a las descritas para Frankia sp., con un porcentaje de
similaridad entre el 96% y 98%, seglin los nimeros de acceso arrojados por el GenBank,
para algunas de las cepas (MCR 3 y MCR24). Las otras cepas presentaron los
alineamientos del gen nifH con similitudes en los genes encontrados en bacterias fijadoras
como Rhizobium y Bradyrhizobium, entre otras, indicando que posiblemente los
fragmentos de PCR efectivamente corresponden al gen nifH. Es comprensible que dentro
de las secuencias anotadas, en la gran mayoria de las cepas, no exista, quienes compartan
similitudes con algun actinomiceto diazétrofo, ya que practicamente la Unica

representante fijadora de nitrogeno es Frankia pero via simbiosis actinorrizica.

Streptomyces thermoautotrophicus UBT1 fija nitrégeno atmosférico y crece en
medios libres de nitrogeno, pero no reduce el acetileno; este tipo de reduccion del
nitrogeno es inusual y parece estar acoplada a la reduccion de monoxido de carbono y es
dependiente del oxigeno (Ribbe et al., 1997), este tipo de microorganismos no se
encuentran asociados a plantas ni presentan otras caracteristica en suelos de importancia
agronomica. En contraste, la fijacion de nitrogeno atmosférico por parte de los
actinomicetos investigados en el presente estudio puede influir en el crecimiento vegetal,
pues se confirmoé la actividad nitrogenasa al analizar la capacidad de reducir acetileno a
etileno y la presencia de genes nifH por amplificaciéon con PCR (Gauthier et al., 1981;
Valdés et al., 2005).
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2.3. Produccion de acido indol acético

2.3.1. Introduccion

Entre los mecanismos por los cuales las rizobacterias pueden manifestar su accion
promotora del crecimiento de las plantas, destaca la produccion de reguladores de
crecimiento vegetal (Ahmad et al., 2005).

Las auxinas son uno de tales reguladores (fitohormonas). El nombre auxina significa
en griego "crecer" y es dado a un grupo de compuestos que estimulan la elongacion de
tallos y raices. Es un grupo de hormonas muy importantes pues tienen la capacidad de
inducir la diferenciacion de filamentos vasculares de las plantas, en las cuales el flujo de
auxinas es esencial para dar inicio a la formacioén de tejidos finos vasculares. Por otra
parte, estudios realizados en coniferas y angiospermas, han demostrado que la sintesis de
este tipo de hormonas puede afectar la mayoria de aspectos en el crecimiento secundario
de las mismas, incluyendo la division celular, el grosor de la pared celular y el tamafio
final de las células del xilema (Uggla et al., 1996). La microbiota rizosférica también
juega un papel importante mediante la produccion endoégena de un conjunto de hormonas
vegetales, entre los que se encuentra la auxina: acido indol acético (AIA) (Patten & Glick,
2002).

2.3.2. Parte experimental

2.3.2.1. Metodologia

La produccion del AIA se detectd por reacciones colorimétricas utilizando el reactivo
de Van Urk Salkowsky, especifico para la deteccion de compuestos derivados del indol,
como se describe en el Capitulo General de Materiales y Métodos (Numeral 5.3)

2.3.2.2. Resultados y Discusion

La produccion de auxinas como el AIA por parte de las cepas seleccionadas, fue
cuantificada con el reactivo de Salkowsky, basandose en una curva de calibracion (Anexo
9) que se elabord a partir de patrones de AIA (Sigma) diluidos en agua destilada en
concentraciones conocidas. Con los datos de absorbancia en funcion de la concentracion
se hizo una regresion lineal para determinar la ecuacion de la recta: y=0.0212x+0.0333,
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con un valor de r’=0.9929. Se consider6 una dispersion adecuada de los valores sobre la
recta, por lo tanto se empled dicha ecuacion como el patrén de referencia para el calculo
de las concentraciones de AIA producidas por las cepas evaluadas.

Figura 29. Reaccion colorimétrica de
Salkowski, (a) negativo, (b) positivo

Dado que el AIA es sintetizado a partir de diversas vias metabolicas que dependen o
no del triptéfano (Salkowski, 1889; Bric et al., 1991) es légico que la presencia de indol
en el medio es directamente proporcional a la intensidad del color rojo que se produce
(Figura 29). Los resultados de la produccion de AIA por las cepas de actinomicetos
seleccionadas, en comparacion y de la cepa control positivo (Azotobacter vinelandii
ATCC 12518) se muestran en la Figura 30. En el ensayo colorimétrico utilizado se
evidencio, en algunos casos, un cambio en la coloracion, esto es consecuencia de una
reaccion oxidativa a partir del acido sulfurico donde por medio de una transaminacion se
sustituye un grupo amino por el cloro que proviene del cloruro férrico (Bric et al., 1991;
Ahmad et al., 2005).
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Fi%ura 30. Produccion de AIA (Reaccion de Salkowsky) por las cepas de actinomicetos
seleccionadas

Con base en lo anterior, se observoé que las cepas, durante el periodo estudiado,
tuvieron una produccion minima de AIA respecto al control (Anexo 9), cuyo
comportamiento concuerda con los estudios de Celis y Gallardo (2007). Para efectuar el
analisis estadistico, no se tuvo en cuenta el dato del control positivo (Azotobacter
vinelandii) para hacer las agrupaciones por comparacion de medias (Figura 30). Los datos
corroboran la capacidad de actinomicetos del género Streptomyces como posibles
productores de AIA (Miiller & Raymond, 1984; Miiller ef al., 1984).

Se realizO un analisis de varianza, cuya variable fue “AIA”. A continuacion se

presenta la hipotesis planteada para las pruebas realizadas:
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H,:=0 Donde g corresponde a la variable de interés.

H :p#0

Teniendo en cuenta la variable AIA, el analisis de varianza permitié ver si las

variables Cepa y Dia influian representativamente en los resultados (Anexo 9).

De acuerdo a los resultados, fue evidente que ambas variables eran representativas en
el estudio, sobre todo la referente a Cepa, es decir que ésta explicd el comportamiento y
las diferencias en las mediciones de AIA. Lo anterior se dedujo teniendo en cuenta el p-
valor (<.0001) el cual sirvid para verificar la hipotesis alterna al compararlo con un valor
limite de 0.05.

La hipotesis consistid en probar si la variable Cepa y la variable Dia eran
representativas en el modelo, para que de esta manera se explicara el comportamiento de
los datos. Para la variable Cepa el p-valor fue menor a 0.0001, es decir que en este caso se
rechazd la hipdtesis nula (Ho), la cual hacia referencia a que no habia diferencias
representativas entre las cepas, lo que se interpreté como que no es significativa en el
modelo. Por tanto, como se rechazod, era significativa. Para la variable DIA el p-valor fue
de 0.0344 (menor a 0.05), por lo tanto la variable fue significativa por lo mencionado

anteriormente.

Para determinar las diferencias entre las variables, se compararon las medias
utilizando dos pruebas para tener mayor exactitud en los resultados, la prueba de Duncan
y la prueba LDS de Fisher, ambas agrupaban los promedios de AIA medidos respecto a
las Cepas o los Dias. Las dos pruebas arrojaron los mismos datos, por tal motivo se
reportaron los correspondientes a Duncan (Anexo 9).

Se evidencio tras la prueba que la cepa MCR 14 fue significativamente diferente a las
otras cepas evaluadas en cuanto a la produccion de AIA. Con relacion a los promedios
evaluados de la variable Dia, se observd que tras el paso del tiempo hubo produccion de
AIA. Se hizo una comparacion de los resultados que se obtuvieron frente a las cepas
evaluadas en cada uno de los cuatro dias de interés (Anexo 9).

La variable réplica (Rep) no es importante dentro del estudio ya que frente a las
hipotesis planteadas, la hipotesis nula se acepta, puesto que el p-valor de la variable
auxinas fue mayor de 0.05. Sin embargo éste analisis permitié eliminar la variable del

modelo y confirmar que a nivel de réplica el estudio funcioné.
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Se realizo la consolidacion de los resultados arrojados del analisis por dias para la
variable AIA (Tabla 15) con el fin de identificar dia a dia cudles cepas tenian
comportamientos similares y cuales cepas tenian comportamientos diferentes. Asi mismo
se pudo evidenciar la produccion de los metabolitos secundarios.

Tabla 15. Analisis de produccion de AIA por dias de las cepas evaluadas (resultados a partir de las
pruebas de Duncan y LSD)

ACIDO INDOL ACETICO

DIA 8 DIA 9 DIA 10

Agrupamiento Media | Cepa|Agrupamiento| Media| Cepa| Agrupamiento| Media

A 13.193| 14
A 12.895| 16
10.725 B B
B 9.954 | 27 B ]6.621| 26 C B 9.577 | 14
C| B 5379 | 21 C [7.706]| 16 B |5.772] 16 C D | 7.140| 24
C| B 5.175| 26 C 16857 21 B |5.677] 24

CcC| D 4.058 | 3 D |4.420]| 26 B |5.457] 27 E D |4.907| 26
C| D| E[2517] 30 E D |3.634] 24 C ]3.790| 21 E D |4325| 27
D | E [2281] 32 E D 4215 21
E 10992 24 E D |2486] 32 D C |3.051] 32 E 2.536 | 32
E 1.841| 30 D 2.029| 30 E 2.360 | 30

De acuerdo a las determinaciones realizadas, los mayores niveles en la produccion de
AIA se obtuvieron con la cepa MCR 14 (Streptomyces sp) excepto en el dia 11, los niveles
mas bajos se presentaron en la cepa MCR30 (Streptomyces sp) excepto el dia 8, cuya
produccion fue superior a los demas dias. Se presume que las concentraciones obtenidas
en algunas cepas pueden ser suficientes para tener una influencia directa en
fitoestimulacion, si se tiene en cuenta que los reguladores de crecimiento vegetal actiian

en pequefias concentraciones para esta funcion.

La habilidad de producir hormonas de crecimiento por parte de microorganismos esta
ampliamente citada por varios autores. Asi, hongos micorricicos, Pseudomonas sp.,
Azospirilum brasilense, Azotobacter paspali y Xanthomonas sp. producen esta hormona
(Fett et al., 1987; Torres-Rubio 2000; Patten & Glick 2002). En cuanto a la produccion de
AIA por parte de los actinomicetos cabe mencionar que la literatura es muy poca y no se
observa continuidad en estos estudios al hacer revisiones de los mismos autores (Miiller
& Raymond, 1984; Miiller er al., 1984) por lo que no existen patrones validos de
comparacion para los resultados que se obtuvieron.

Las cepas MCR3, MCR10, MCR21, MCR27 y MCR32 produjeron como valores
maximos de AIA: 11.1, 11.9, 6.86, 10.72 y 3.05 pg/ml respectivamente, los cuales son
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valores bajos comparados con los estudios de Matsukawa et al. (2007) quienes
encuentran que Streptomyces purpurascens NBRC 13077, S. coelicolor A3, S. olivaceus
NBRC 12805 y S. kasugaensis NBRC 13851 producen AIA en concentraciones de 28.4,
21.8, 14.2 y 51.5 pg/ml respectivamente.

2.4. Produccién de sider6foros

2.4.1. Introduccion

La produccion de sideroforos por rizobacterias y su papel en el biocontrol de
enfermedades de las plantas ha sido informada por varios autores (Barona-Gomez ef al.,
2006). Los sider6foros son pigmentos extracelulares fluorescentes con alta afinidad por el
hierro 111, solubles en agua y de bajo peso molecular (500-1000 Da); producidos por una
gran variedad de microorganismos que han crecido en condiciones limitantes de hierro
(Sanchez & Cantero, 2001; Neilands, 1995).

Todos los microorganismos requieren de hierro para satisfacer sus necesidades
vitales, pues este compuesto participa en procesos bioldgicos tan importantes como el
transporte de oxigeno, sintesis del ADN, fijacion del nitrégeno, fotosintesis y respiracion
(Sanchez & Cantero, 2001). Por otra parte, han sido asociados como sustancias
antagonistas de ciertos microorganismos (Miiller & Raymond, 1984) y como mecanismo
de virulencia de microorganismos patogenos (Neilands, 1995). Mycobacterium
tuberculosis es un actinomiceto que presenta sideroforos con finalidad patégena; los
utiliza como factor de virulencia, pues de estos depende su vida y acoplamiento dentro de
los macrofagos alveolares humanos (De Voss et al., 1999).

2.4.2. Parte experimental

2.4.2.1. Metodologia

Para la deteccion y determinacion de los sideréforos producidos por los
actinomicetos se adoptd la metodologia descrita por Atkin (1970), como se describe en el
Capitulo General de Materiales y Métodos (Numeral 5.4).
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2.4.2.2. Resultados y discusion

La presencia de sideroforos en el sobrenadante de los cultivos de las cepas evaluadas
se determind tras la adicion del reactivo de perclorato férrico. Se evidencio presencia de
sideroforos en la mayoria de las cepas a excepcion de la cepa MCR30 (Streptomyces sp.).
La deteccion de sideroforos, se evidencia experimentalmente por un cambio de color; el
color amarillo claro, del caldo de cultivo, cambia a café rojizo (Figura 31), dicho cambio
revela la quelacion del cation férrico por el sideréforo y la tonalidad puede indicar que
probablemente se trata de siderdforos de tipo desferrioxaminas (Leong & Wikelmann,
1998).

Figura 31. Reaccion colorimétrica de
produccion de sider6foros de tipo

hidroxamato, (a) negativo, (b) positivo

159



Resultados

120
100 - \/’/

(2]

9

O

:§ 80 -

[}

e —e— MCR3
D~ 60 MCR9
3E —A— MCR10
c & —v— MCR14
e3> —@— MCR16
S 40 ~ —&— MCR21
5 —+— MCR24
S MCR26
3. 20 - ® MCR27
o) —— MCR32
O —2— Control

0 -
T T T T T T T
7,5 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0 10,5 11,0 11,5

Tiempo (dias)

Figura 32. Produccion de Sideréforos de hidroxamato por las cepas de actinomicetos
seleccionadas

Con base en lo anterior, se observé (Figura 32) que durante el periodo evaluado las
cepas tuvieron una produccion minima de sideréforos respecto al control (Anexo 10),
excepto Thermobifida MCR24.

Se realizo un analisis de varianza, cuya variable fue “sider6foros”. A continuacion se

presenta la hipotesis planteada para las pruebas realizadas:

H,:=0 Donde S corresponde a la variable de interés.
H :p+#0

Teniendo en cuenta la variable sideroforos, el analisis de varianza permitio ver si las

variables Cepa y Dia influian representativamente en los resultados (Anexo 10).
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De acuerdo a los resultados, fue evidente que ambas variables influian
representativamente en el estudio, sobre todo la referente a Cepa, es decir que ésta
explicéd el comportamiento y las diferencias en las mediciones de sideroforos. Lo anterior
se dedujo teniendo en cuenta el p-valor (<.0001) el cual sirvid para verificar la hipotesis

al compararlo con un valor limite de 0.05.

La hipdtesis consistid en probar si la variable Cepa y la variable Dia eran
representativas en el modelo, para que de esta manera se explicara el comportamiento de
los datos. Para la variable Cepa el p-valor fue menor a 0.0001, es decir que en este caso se
rechazé la hipdtesis nula (Ho), la cual hacia referencia a que no habia diferencias entre
cepas o dias en la produccion de siderdforos, lo que se interpretd como que no es
significativa en el modelo. Por tanto, como se rechazo, era significativa. Para la variable
DIA el p-valor fue de 0.0254 (menor a 0.05), por lo tanto la variable fue significativa por

lo mencionado anteriormente.

Para determinar las diferencias entre las variables, se compararon las medias
utilizando dos pruebas para tener mayor exactitud en los resultados, la prueba de Duncan
y la prueba LDS de Fisher, ambas agruparon los promedios de sider6foros medidos
respecto a las Cepas o los Dias. Las dos pruebas arrojaron los mismos datos, por tal
motivo se reportaron los correspondientes a Duncan (Anexo 10). La cepa 0 corresponde
al control.

Se evidencid que algunos de los resultados obtenidos para las cepas MCR16, MCR27
y MCR14 fueron similares en los 4 dias evaluados, por tal razén se agruparon en un
mismo conjunto. Cabe resaltar la alta produccion de la cepa MCR24, donde se demostrd
que fue la Unica cepa diferente significativamente a nivel estadistico con respecto a las
otras, incluso al control.

En relacion con los promedios evaluados de la variable Dia, se observd que tras el
paso del tiempo hubo aumento en la produccion de sideréforos. Se hizo una comparacion
de los resultados que se obtuvieron frente a las cepas evaluadas en cada uno de los cuatro
dias de interés (Anexo 10).

La variable réplica (Rep) no es importante dentro del estudio ya que frente a las
hipétesis planteadas, la hipotesis nula se acepta, puesto que el p-valor de la variable
sideroforos fue de 0.8637, por lo tanto no hay diferencias significativas. Sin embargo éste
analisis permitié a parte de eliminar la variable del modelo, confirmar que a nivel de
réplica el estudio funciono.
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Se realizo la consolidacion de los resultados arrojados del analisis por dias para la
variable Sideroforos (Tabla 17) con el fin de identificar dia a dia cuales cepas tenian
comportamientos similares y cuales cepas tenian comportamientos diferentes, asi mismo
evidenciar la produccion de los metabolitos secundarios.

Tabla 16. Analisis de produccion de sider6foros por dias de las cepas evaluadas (resultados a
partir de las pruebas de Duncan y LSD)

SIDEROFOROS

DIA 8 DIA 9 DIA 10 DIA 11

Agrupamiento Cepa Cepa Cepa
A _|144.194] 24 A _|125.028] 24 A |136.139] 24 A 142.944| 24
B_|118.361] 0 B [112.111] 0 B_|96.972] 0 B 98.639 | 0
C |37.944] 27 C 44472 16 C 44194 16

D | C [30722] 16 D [32389] 3 |[D|C 37.111 | 14
D 22806 3 | D | C |29.333] 27 D |31694] 14 | D | C | E | 30.028] 27
D 22667 14 | D 25.167 | 3 D |29472] 27 | D E | 27667 3
D 22250 16 | D 24.472 | 14
E_| 4750 | 26 E_| 11000 32 E [21.417] 32
E | 4194 [ 21| F | E [ 3778 | 21 E | 13639 32
E | 1000 | 32 F | E [10306] 26 E [ 18.083] 26
F 0306 | 26 | F | G | 1972 | 21 F 1556 | 21

De acuerdo a las determinaciones realizadas, los mayores niveles en la produccion de
sideroforos se obtuvieron con Thermobifida MCR24 manteniéndose en el tiempo, los

niveles mas bajos se presentaron en Streptomyces MCR30.

Aunque los actinomicetos estudiados no producian concentraciones altas de
sideroforos de hidroxamato se puede asumir que algunas cepas manifiestan una posible

ventaja como mecanismo PGPR.

Carson et al. (2000) mencionan la relacion existente entre la produccion de
sideroforos y el incremento de la capacidad de fijar nitrogeno. Microorganismos como
Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium leguminosarum, Sinorhizobium meliloti han sido
mencionados como productores de sider6foros. En este estudio las cepas evaluadas para
produccion de sideroforos de hidroxamato pueden crecer en medios de cultivo sin adicion
de nitrégeno, lo que corroboraria en parte los hallazgos de Carson et al. (2000). Asi
mismo se confirmaria que las cepas que se seleccionaron poseian dicha capacidad, y
todas de una u otra forma (alta o baja) produjeron sider6foros.

La literatura menciona estudios (Carson et al., 2000) sobre distintos tipos de

sider6foros (Rhizobactina, Vicibactina, Catecol). Sin embargo en estos no involucran
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sideroforos de tipo hidroxamato en actinomicetos, el cual fue objeto de esta investigacion;
como consecuencia de esto no fue posible establecer patrones de comparacion con los

resultados obtenidos en el presente estudio y le confieren originalidad a estos hallazgos.
2.5. Produccion de quitinasas

2.5.1. Introduccion

Di Pietro et al. (1993) describieron la produccion de enzimas quitinoliticas del tipo
endoquitinasas, glucosaminidasas y quitiobiosidasas, indicando la existencia de un
complejo patrén funcional y regulatorio para éstas enzimas, involucradas en funciones
como la liberacion de nutrientes a partir de sustratos de quitina, micoparasitismo,
competencia y funciones reguladoras en el desarrollo fingico.

Las enzimas de tipo quitinasas han recibido especial interés por el control que
ejercen sobre los hongos patéogenos del suelo. Concretamente, se ha descrito la
purificacion y caracterizacion de enzimas hidroliticas quitinasas y B-1,3-glucanasas
producida por Trichoderma sp. y Talaromyces flavus, microorganismos que ejercen
efecto antagdnico por micoparasitismo sobre Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani y
Fusarium sp. Singh et al. (1999), describieron una fuerte accidon antagénica de
Streptomyces sp. 385 sobre Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum, por secrecion de
enzimas quitinasas y otras sustancias antifiungicas, demostrando asi la represion que
ejerce Streptomyces sp. 385 sobre el fitopatogeno causante del marchitamiento de plantas
de pepino.

2.5.2. Parte experimental

2.5.2.1. Metodologia

La quitina coloidal se prepar6d siguiendo el protocolo de Skujins et al. (1965)
modificado por Rodriguez et al. (2000). Con la quitina preparada se procedi6 a realizar la
deteccion cualitativa de la produccion de quitinasas y las cepas que dieron positivo se les
realizé la cuantificacion de la actividad, segin la metodologia descrita en el Capitulo
General de Materiales y Métodos, Numeral 5.5.1., 5.5.2 y 5.5.3.
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Para investigar la produccion por parte de los actinomicetos en estudio de

metabolitos que pueden generar antagonismo en hongos no micorricicos comunes del

suelo, se realizaron unas pruebas de enfrentamiento en cultivos duales in vitro. Las

pruebas se realizaron en agar avena y PDA en donde se traz6 una division del borde de la

caja al centro de 3 cm de didmetro, donde se sembré masivamente el actinomiceto. Este

se incubo hasta evidenciar la produccion de propagulos en donde se esperaba la

generacion de metabolitos con actividad antimicrobiana en el medio (amensalismo). El

hongo a investigar se sembro6 a los lados de la division y también en una caja que sirvid

como control de crecimiento para el mismo (Figura 33). Los hongos a evaluar fueron:

Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Phytophthora infestans y Verticillium dahliae.

Biembra masiva
lel Actinomycete,

Jem

® icm

Control

Siembra por punciéon
del Hongo

Figura 33. Técnica de enfrentamiento de cultivo dual

Las cajas se incubaron a 25°C por 5 dias y los resultados de crecimiento radial se

compararon con los controles del hongo sembrado por puncion central en medio avena

incubado bajo las mismas condiciones (Cafaro & Currie, 2005).

Se determind el porcentaje de inhibicion micelial, tomando la siguiente ecuacion:

Donde:

% IM=Mb-Ma x 100
Mb

a. Mb = Media basal (Crecimiento libre del hongo)

b. Ma = Media Antagonica (Crecimiento influenciado del fitopatégeno).
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2.5.2.2. Resultados y Discusién

Evaluacion cualitativa de la produccién de quitinasas. Una vez sembradas las cepas

de los actinomicetos en el medio mineral suplementado con quitina coloidal al 0.2%, se
procedié a evaluar la formacion de halos de hidrolisis (Figura 34). Cada halo de hidrolisis

se midid y se realiz6 un analisis semicuantitativo a partir de los halos formados (Tabla
17).

Figura 34. Halos de hidrdlisis formados por la produccion de quitinasas en cepas de
actinomicetos

De los 30 aislados de actinomicetos, 20 fueron capaces de hidrolizar la quitina
después de 3 dias de crecimiento sobre el agar mineral suplementado con quitina como
unica fuente de carbono. Las zonas de aclaramiento fueron observadas alrededor de la
colonia de la bacteria hasta 9 dias de crecimiento (Figura 34), sugiriendo la presencia de
actividad quitinolitica dentro de las proteinas secretadas al medio de cultivo.

Los diametros de los halos iban incrementando a través del tiempo de incubacion
encontrandose el tamafio mas grande y medible luego de 9 dias de incubacion. Se
observan claramente las diferencias estadisticamente significativas al ser comparadas con
la cepa control (Streptomyces sp.) donada por el laboratorio de Biotecnologia de la
Pontificia Universidad Javeriana. Por encima del rango de la cepa control, 4 cepas
presentaron una mayor hidrolisis de la quitina coloidal en el medio mineral y 15 de las

cepas presentaron diferencias significativas al ser comparadas con el control (Tabla 17).

Tabla 17. Tamafio de los halos de hidrdlisis producidos por las cepas de actinomicetos. Se
presentan los promedios de 3 réplicas realizadas, luego de 9 dias de evaluacion. Las mismas letras
acompafando a un valor dado significan que no hay una diferencia significativa entre los valores
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CEPA

MCRI1
MCR2
MCR3
MCR4
MCRS5
MCR6
MCR7
MCR8
MCR9
MCR10
MCRI11
MCR12
MCR14
MCR16

HALO DE
HIDROLISIS
(cm)

0
6.00°
0
3.33°
3.92°
0
3.70°
2.08*

0
2.53%
0.5
2.67°
8.42¢
2.13*

CEPA

MCR17
MCR18
MCR19
MCR20
MCR21
MCR22
MCR23
MCR24
MCR25
MCR26
MCR27
MCR30
MCR31
MCR32

CONTROL

HALO DE
HIDROLISIS
(cm)

0
2.53%®
0
1.50°
3.58°
11.42¢
0
11.17¢
5.00°
8.50¢
4.08°
0
3.85°
1.75*

225

Cuantificacién de la actividad quitinolitica por los actinomicetos. Las cepas que

dieron positivo en la evaluacion semicuantitativa, fueron investigados posteriormente

para determinar la actividad quitinolitica de forma cuantitativa. La actividad exoquitinasa

fue detectada utilizando p-NP-N-acetil-glucosamina.

Tabla 18. Determinacion de la actividad quitinasa en el extracto crudo enzimatico de los
actinomicetos seleccionados en la prueba cualitativa. Valores del promedio = SD (Desviacion estdndar).
Las mismas letras acompaiiando a un valor dado significan que no hay una diferencia significativa

entre los valores.
CEPA

MCR2
MCR4
MCRS5
MCR7
MCR8
MCR10
MCRI11
MCR12
MCR14
MCR16
MCRI18

ACTIVIDAD

ESPECIFICA (U/mg de

proteina)
0.20+1.1a
0
1.83£1Db

S © O O

0
2.85+2.3 ¢
0
0
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CEPA

MCR20
MCR21
MCR22
MCR24
MCR25
MCR26
MCR27
MCR31
MCR32
CONTROL

ACTIVIDAD
ESPECIFICA
(U/mg de proteina)
0
0
2.05£2.2b
4.6x1.4d
7.37+1.80 e
5.25+1.4d
1.01+2.3 ab
0
0
1.77£1.4 b
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La quitinolisis es un proceso muy comun en los actinomicetos del suelo (Gupta et al.,
1995), aunque estudios en suelos tropicales los han encontrado escasos (Gomes et al.,
1999). Los datos obtenidos demuestran que la concentracion de actinomicetos
quitinoliticos es alta en suelos tropicales de alta montafia andina.

Evaluacion de actividad antagonista in vitro contra hongos no micorricicos comunes

en suelo. El antagonismo es definido como un mecanismo que se basa principalmente en
la actividad inhibitoria directa entre dos microorganismos (Ochoa, 1998) los cuales
presentan acciones opuestas en un mismo sistema. Las pruebas que se realizaron lo
fueron con el fin de evaluar la interaccion o inhibicidén de 7 cepas de actinomicetos, que
presentaron o no actividad quitinolitica y tienen un comportamiento como regulador de
crecimiento vegetal, contra los hongos Fusarium oxysporum, Phytophthora infestans,

Rhizoctonia solani 'y Verticillium dahliae.

En las pruebas de antagonismo contra los hongos fitopatdgenos se observd que las
cepas presentaban una inhibicion generalizada, alta, media o baja, pero que la cepa
fingica mas resistente fue F. oxysporum. Diversos actinomicetos pueden ejercer su
accion antagonista sobre F. oxysporum mediante la produccion de antibidticos
(antibiosis). Estos difunden por el medio inhibiendo el crecimiento del hongo
fitopatdgeno. Molano et al. (2000) determinaron la inhibicion in vitro del crecimiento de
Fusarium oxysporum a partir de la actinomicina, un antibidtico producido por Nocardia
sp., cepa aislada de una muestra de suelo rizosférico de liquen (Mosquera-Colombia). La
produccién de dicho metabolito secundario resultd toxico para el hongo fitopatdégeno. Los
resultados presentados a continuacion (Tabla 19) son los correspondientes a aquellas
cepas que crecieron en el medio Nfb y presentaron actividad quitinolitica, esto como
forma de ir seleccionando aquellas cepas a las que se les iba a realizar la prueba de

antagonismo:

Tabla 19. Porcentaje de inhibiciéon mycelial de hongos patégenos por parte de los actinomicetos
en estudio (Media y Desviacion Estdndar con tres repeticiones). Las mismas letras acompaiiando a
un valor dado significan que no hay una diferencia significativa entre los valores.

Porcentaje de Inhibicion Micelial (%)

(CLAL e Fusarium Rhizoctonia Phytophthora Verticillium

oxysporum solani infestans dahliae
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CEPA

Porcentaje de Inhibicion Micelial (%)

Fusarium Rhizoctonia Phytophthora Verticillium

oxysporum solani infestans dahliae
MCRI10 0 37.7+6.89b 773+2.8d 2425+3.7b
MCR14 0 622+1.1c 0 30+£2.7b
MCR21 0 55.5+44c¢ 0 0
MCR24 0 66.6 +0.56 ¢ 40.12+23b 0
MCR26 0 555+0.25¢ 17.7+4.35a 488+ 1.7¢
MCR27 0 0 0 11.1 +045a
MCR31 6532+2.1c¢ 488+13¢ 0 0

Resulta evidente que la cepa MCR31, presento una clara inhibicion contra Fusarium

oxysporum a los 8 dias de incubacion (Figura 35).

MCR31  Control Fitopatégeno

Figura 35. Técnica de enfrentamiento en cultivo dual con 68% de inhibicion micelial sobre
Fusarium oxysporum.

No se observé efecto antagonico de otros actinomicetos capaz de inhibir parcial o

totalmente a Fusarium oxysporum.

MCR26 MCR10 MCR24
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Figura 36. Técnica de enfrentamiento en cultivo dual. MCR26 vs Verticillium dahliae.
MCRI10 vs Phytophthora infestans. MCR14 vs Rhizoctonia solani

Las cepas MCR26, MCR10 y MCR24 resultaron las mejores antagonistas de los
hongos evaluados (Figura 36). Se puede inferir con estos resultados que la inhibicion del
crecimiento micelial se da por productos antifiingicos y no por la produccion de la enzima
quitinasa, ya que cepas con actividad quitinolitica no produjeron una inhibicion del
crecimiento micelial. Con este resultado se continu6 la fase de interaccion frente al hongo
formador de micorriza, al observar que la produccion de la enzima quitinasa no afecta

directamente a los hongos.

Una evaluacion frente a Phytophthora infestans permitié determinar que los
actinomicetos no presentaban una inhibicion del crecimiento micelial por la enzima
quitinasa sino por otros metabolitos. Esto podria explicarse por las caracteristicas de su
pared celulésica. Este hecho se confirma porque algunos de los hongos evaluados no se
inhibieron frente a las cepas quitinoliticas.

Es importante mencionar que el tiempo de crecimiento del antagonista (el
actinomiceto) fue mayor que el del fitopatdgeno. Este hecho concuerda con la realidad de
que lo que se busca es que se prevenga la enfermedad causada por el hongo a las plantas,
antes que atacar la enfermedad cuando ya esta establecida y exista una penetracion de
tejido por parte del patdgeno, ya que la accion del actinomiceto estd cefiida a la
produccion de sustancias en la rizosfera (Thomas et al., 1991; Sanchez & Cantero, 2001).
Adicionalmente decir que estos resultados pueden de alguna forma correlacionarse con
los obtenidos en la interaccion frente a hongos formadores de micorriza que se exponen
en el capitulo de la interaccion de actinomicetos y los hongos MA y sus efectos sobre las
plantas de trébol.

Es importante tener en cuenta que no todos los antibidticos que posiblemente
producen los actinomicetos que se aislaron pueden inhibir o afectar el desarrollo de los
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hongos evaluados. Es valido tener presente que algunos hongos poseen pequeias células
que contienen genes de resistencia a cierto tipo de antibidticos producidos por los
actinomicetos (Davies, 1994).

La curva de crecimiento de los actinomicetos, presenta las mismas fases que los
microorganismos fungicos, es decir, la fase que corresponde a la fase logaritmica
perteneciente a la tropofase y la fase de muerte, que se caracteriza por la lisis celular que
corresponde a la idiofase (Watson, 1984). Es claro que la produccion de antibioticos esta
directamente relacionada con la idiofase. Segin Demain & Piret (1983), los antibidticos
forman parte en la transicion de las células vegetativas a propagulos en actinomicetos
como Streptomyces, donde existe la posibilidad que el antibidtico se encuentre en el
interior de las esporas y la funcién se enfoque en autoinhibir la germinacion hasta que se
presenten condiciones favorables. Pasado el tiempo de germinacion de las conidias, se
presenta un rapido desarrollo seguido de la segunda fase de crecimiento la cual se

relaciona con la sintesis de antibioticos.

Por otro lado, se debe hacer mencion al hecho de que algunos actinomicetos no
esporularon en su totalidad, y atn asi se realizo el ensayo de antagonismo. Se conoce que
la esporulacion se relaciona directamente con la produccion de los antibidticos

(metabolito secundario) como se menciond anteriormente (Silver et al., 1993).

Cabe resaltar que otro posible motivo por el que no todas las cepas evaluadas hayan
presentado inhibicién frente al hongo, puede justificarse teniendo en cuenta la influencia
que ejerce el cambio de las condiciones naturales en las cuales normalmente los dos
microorganismos se desarrollan, generalmente en condiciones de laboratorio el

crecimiento de los actinomicetos se hace mas lento al igual que su esporulacion.

Actualmente es distribuido en Europa un bioplaguicida denominado Mycostop® que
contiene micelio y esporas de Streptomyces griseoviride para proteger cultivos frente a
Fusarium sp y Alternaria sp. La accion de este plaguicida se basa en una compleja
interaccion biologica, después que el producto ha sido introducido dentro del sustrato de
crecimiento, el organismo coloniza la rizosfera y empieza a secretar metabolitos

secundarios (Sanchez & Cantero, 2001).

Posiblemente el antagonismo no se dé exclusivamente por la presencia de las
enzimas quitinasas sino la presencia de otros compuestos genera un sinergismo operativo
en el antagonismo (Schirmbock et al., 1994), afirmacion que se confirma con los

resultados de antagonismo obtenidos. Cuando la actividad antifungica analizada con los
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actinomicetos ya crecidos, todos los géneros fueron activos en su mayoria contra los
hongos evaluados excepto contra F. oxysporum, dato similar encontrado por Gomes et al.
(2000), y que prueba que posiblemente son otros compuestos los que presentan actividad
antifiingica y no la produccion de quitinasas.

En el siguiente capitulo se evalua si se presenta o no antagonismo de los
actinomicetos frente a hongos benéficos como son los hongos formadores de MA, hecho
importante en ecologia de la rizosfera.
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Capitulo 3: INTERACCIONES DE ACTINOMICETOS Y HONGOS
MA, Y SUS EFECTOS SOBRE EL DESARROLLO DE PLANTAS
DE TREBOL

3.1. Introduccién

Como se indico con anterioridad, los microorganismos rizosféricos pueden
influenciar la formacién y el funcionamiento de las simbiosis MA mediante actividades
de distinta indole como son la activacion de propagulos infectivos del hongo en estadios
presimbidticos (Azcon-Aguilar & Barea, 1996; Giovannetti e al.,, 2002), facilitando la
formacion de puntos de entrada en la raiz (Azcén-Aguilar et al., 1986; Linderman, 1988;
Vivas et al., 2003) o incrementando el desarrollo del hongo en la raiz (Mayo et al., 1986;
Carpenter-Boggs et al., 1995).

Asi mismo, los cambios fisiologicos inducidos por la colonizacion MA en la planta o
las alteraciones que induce el micelio externo en el medio fisico de la rizosfera, afectan a
las poblaciones de otros organismos que habitan en la rizosfera y/o rizoplana, lo que da
lugar a la llamada micorizosfera (Linderman, 1988; Azcon-Aguilar & Barea, 1992;
Barea, 1997; Gryndler, 2000; Barea et al., 2005).

En virtud de las repercusiones en ecologia de la rizosfera es muy importante conocer
las interacciones de rizobacterias y hongos MA, debido a que pueden beneficiar el
crecimiento de las plantas inoculadas (Filippi ef al., 1998; Budi ef al, 1999). En este
sentido, se han realizado diversos estudios que han permitido evidenciar la capacidad
colonizadora y las interacciones a nivel rizosférico de diferentes tipos de hongos y
bacterias que benefician el crecimiento y la salud vegetal, asi como la calidad del suelo.
Se sabe que el manejo adecuado de las actividades cooperativas microbianas puede
reducir el uso de quimicos y energia, incrementando el interés de la aplicacién de
consorcios microbianos seleccionados como inoculantes vegetales (Barea et al., 2005).

La simbiosis MA ocupa una posicion central en el desarrollo de la rizosfera y
posterior micorizosfera habiéndose descrito diversos tipos de interacciones asociadas a
esta simbiosis microbiana (Jeffries et al, 2003). Sin embargo las informaciones en
relacion con la interaccion de los actinomicetos con la simbiosis MA son muy escasas.
Tampoco hay mucha informacion sobre estudios que describan a estas bacterias
filamentosas con caracteristicas de PGPR asociadas al micelio de las MA, como sucede
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con otro tipo de bacterias en las cuales se ha corroborado los efectos positivos de las
interacciones con las MA (Barea ef al., 2005).

Durante el establecimiento de las MA se reconoce como efecto primario el
incremento en la capacidad de absorcion de P, N y otros nutrientes por parte de las
plantas siendo el micelio externo de los hongos MA el que actia como puente entre las
raices y los microhabitantes del suelo que rodean la raiz (Barea et al, 2005). De esta
forma, los hongos pueden contribuir a la captura y aporte de P, ya que pueden acceder a
porciones bidticas o geoquimicas del ecosistema del suelo-planta, lo que afecta el ciclado
de P en los ecosistemas naturales y agricolas (Jeffries & Barea, 2001).

Como se indico en el Capitulo de Introduccion General, las MA pueden reducir el
dafio causado por fitopatogenos radicales mediante diferentes mecanismos (Azcon-
Aguilar & Barea, 1992 y 1996; Linderman, 1994, 2000; Elmer, 2002; Azcon-Aguilar et
al., 2002; Whipps, 2004). Uno de tales mecanismos se basa en los cambios que suceden
en la micorizosfera (Azcon-Aguilar & Barea, 1992 y 1996; Linderman, 1994 y 2000). Se
ha evidenciado que muchos actinomicetos pueden actuar como controladores de hongos
fitopatogenos por lo que, al igual que ocurre con PGPR, es de interés verificar si las
actividades antifungicas pueden afectar negativamente a hongos beneficiosos, como los
formadores de las MA. Esto es critico para poder explotar las posibilidades de utilizar
cultivos mixtos (hongos MA y PGPR) como inoculantes de las plantas, y servir de
defensa contra los hongos fitopatogenos (Calvet et al., 1993; Barea ef al., 1998; Edwards
et al., 1998; Vasquez et al., 2000).

3.2. Parte Experimental

3.2.1. Metodologia

3.2.1.1. Elaboracién del semillero y disefio experimental

Se utilizaron semillas de trébol blanco (Trifolium repens L.) de la variedad carreton
blanco gigante- Agropaz. Estas fueron desinfectadas en una solucién de hipoclorito de
sodio al 10%, durante 15 min, en agitaciéon constante a 50 rpm, empleando un agitador
orbital (Barnstead/Lab — line, MAXQ 3000). A continuaciéon se lavaron 3 veces con
abundante agua destilada estéril para finalmente ser sometidas a hidratacion en agua

destilada estéril durante 1h, en agitacion a 50 rpm. Una vez desinfectadas e hidratadas, las
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semillas de trébol fueron sembradas en un semillero elaborado con suelo abono
“plantitierra”, previamente pasado por tamiz con un tamafio de poro de 4750 um , 2000
pumy 1700 um (Jardineros Ltda.) y arena.

Las plantulas crecieron en semilleros bajo condiciones de invernadero a una
temperatura promedio de 18°C durante 2 meses, al cabo de los cuales se transplantaron a
macetas, ubicando cuatro plantulas de manera equidistante por maceta.

Con objeto de proceder a la inoculacion con MA de dichas plantulas, se evaluaron
previamente los cuatro aislados de MA encontrados en el muestreo primario para
seleccionar el mas adecuado para hacerlo interaccionar con los actinomicetos, asi como
por sus efectos sobre las plantas de trébol.

Luego de la evaluacion y seleccion del aislado de MA, se aplicaron a las plantas de
trébol 9 tratamientos, que consistieron en: Streptomyces MCRY, Thermobifida MCR24,
Streptomyces MCR26, Glomus FC8 sp, Streptomyces MCR9 + Glomus FC8 sp,
Thermobifida MCR24 + Glomus FC8 sp., Streptomyces MCR26 + Glomus FC8 sp,
Control no inoculado, y Glomus mosseae (inoculante comercial). Estos 9 tratamientos
fueron replicados 8 veces para un total de 72 macetas que fueron distribuidas
aleatoriamente en el invernadero. El riego siempre fue establecido y controlado con el

proposito de mantener la humedad cercana a la capacidad de campo.

3.2.1.2. Preparacion de inoculos e inoculacion de plantulas con
cepas de Actinomicetos y Micorrizas

Streptomyces MCRY, Thermobifida MCR24 y Streptomyces MCR26, fueron
cultivados en erlenmeyer (250ml) que contenian 120 ml de caldo ISP2 (Merzaeva &
Shirokikh, 2006). Los actinomicetos se inocularon directamente al suelo aplicandose 5 ml
de células lavadas, obtenidas a partir del cultivo en caldo ISP2, a una concentracion de
10° células'ml™. El inéculo de micorriza empleado para los tratamientos fue Glomus FC8
sp, correspondiente al género que se encontrdé con una frecuencia mayor durante la toma
de muestra primaria y que mostré mas eficacia en ensayos previos. Se utilizd también
como control un hongo MA comercial de referencia perteneciente al género Glomus
mosseae, inoculo donado por la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(CORPOICA-Tibaitata, Bogota-Colombia). El indculo de micorriza consisti6 en una
mezcla de suelo, raices colonizadas, hifas y esporas. Diez gramos de este indculo se

mezclaron con el suelo inoculado con los actinomicetos correspondientes en aquellos
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tratamientos que incluian la variable micorriza. Esta mezcla inoculada constituy6 el
substrato de crecimiento en macetas a las que se transplantaron las plantulas cuando

tenian dos meses de crecimiento en semillero.

3.2.1.3. Evaluacion de los efectos de lainoculacioén.

Se evalud el establecimiento de las poblaciones de actinomicetos a nivel de rizosfera
y rizoplana, asi como se evalud la colonizacion de las MA en las plantas. Las
determinaciones en suelo y planta se efectuaron tal como se describe en Materiales y
Métodos Generales (Numeral 7.3.3)

3.2.2. Resultados y Discusion

3.2.2.1. Efectos de los actinomicetos sobre la germinacién de las
esporas y el crecimiento del micelio de Glomus FC8 sp.

En los resultados expuestos en la Tabla 20 se puede observar que las dos cepas de
Streptomyces (MCR9 y MCR26) provocan una estimulacion de la germinacion de las
esporas del hongo MA, mientras Thermobifida MCR24 disminuye notablemente la
germinacion de las esporas.

Se observa también que los aislados de Streptomyces y Thermobifida mejoran el
desarrollo del micelio de Glomus FC8 sp.

Tabla 20 Efecto de los actinomicetos sobre la germinacion de las esporas de Glomus FC8 sp in
vitro 'y en suelo y sobre el crecimiento micelial in vitro. Los valores corresponden a la media de los
valores de 20 réplicas realizadas para evaluar la germinacion de las esporas in vitro, 50 réplicas
para la germinacion de las esporas en suelo y 15 réplicas para el desarrollo micelial in vitro. Los
valores por columna que no presentan la misma letra corresponden a las diferencias significativas
anivel de P=0.05

Cepa de actinomiceto % germinacion de esporas Desarrollo micelial
In vitro In soil (mm/espora germinada)
Control 71° 62" 13
Streptomyces MCR9 sp 81¢ 76° 48°
Streptomyces MCR26 sp 85¢ 80" 32¢
Thermobifida MCR24 sp 25¢ 18¢ 28¢

Carpenter-Boggs et al. (1995) demostraron el efecto estimulador de actinomicetos

como Streptomyces orientalis sobre esporas de Gigaspora margarita y encontraron que

175



Resultados

las cantidades de compuestos volatiles producidos por los aislamientos correlacionan bien
con la germinacion de las esporas MA. Dicha investigacion puede explicar la
estimulacion de la germinacion de las esporas de Glomus FC8 sp. por algunas cepas de
actinomicetos en el presente trabajo. También Mosse (1959) y Azcon-Aguilar & Barea
(1985) describieron como algunas bacterias micorrizosferas fueron capaces de promover

el establecimiento de MA, mejorando la germinacion de las esporas.

3.2.2.2. Interaccién de los actinomicetos con plantas de trébol

Germinacion de las semillas de trébol blanco. De acuerdo con los resultados que se

presentan en la Tabla 21 se aprecia que en las tres réplicas analizadas se obtuvo un 100%
de germinaciéon de las semillas, lo que asegura que la desinfeccion con etanol e
hipoclorito no influye en la germinacion de las semillas utilizadas en este estudio, lo cual

concuerda con las descripciones de Varma et al. (2004).

Tabla 21. Resultados de las pruebas de germinacion de semilla de trébol blanco a los 10 dias de
desarrollo

Repeticién Semillas germinadas Semillas no germinadas
1 10 0
2 10 0
3 10 0

Pruebas de establecimiento rizosférico de los actinomicetos seleccionados. Las cepas

evaluadas fueron las seleccionadas por su actividad como promotoras de crecimiento

vegetal in vitro.

Los datos de UFC-g" resultado del analisis del establecimiento de los actinomicetos
a nivel del suelo, rizosfera y rizoplana, se convirtieron en funcion de sus logaritmos en
base diez para la elaboracion de graficas que permitieron describir su comportamiento
durante el presente estudio. Se realizé el anélisis estadistico por medio de la prueba de
agrupamiento de medias de Tukey a los intervalos de tiempo para cada una de las cepas

en los diferentes analisis (Anexo 12).

Para verificar la esterilizacion del suelo tamizado se realizaron diluciones seriadas
que se sembraron sobre agar avena y no se observé el crecimiento de ningun tipo de

colonia en este medio, comprobando que el suelo quedo6 sin microorganismos.
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La cantidad de actinomicetos inoculados, durante los 30 dias del experimento,
muestra un aumento pequefio durante los 10 primeros dias, aunque las cifras se
estabilizan durante el resto del ensayo (Figura 37).
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Figura 37. Establecimiento en el suelo de las cepas inoculadas durante el crecimiento de
trébol blanco

En el caso de Streptomyces MCR9 la concentracion inicial en el suelo fue 70x10°
UFC-g" de suelo o su equivalente en unidades logaritmicas 7.85. Al dia 5 de iniciado el
ensayo la concentracion increment6d casi un orden de magnitud y se mantuvo estable
durante los 30 dias del estudio. El analisis estadistico muestra que el mayor aumento de
concentracion se da durante el intervalo del dia 0 al dia 5 (Anexo 12).

Thermobifida MCR24 con una concentracion inicial en el suelo de 21x10° UFC g
de suelo (es decir, 7.32 equivalente en unidades logaritmicas) increment6 dicha
concentracion en casi un orden de magnitud durante los 30 dias del estudio. El anélisis
estadistico muestra que el mayor aumento de concentracién se presenta durante el
intervalo del dia 0 al dia 5 (Anexo 12).

Streptomyces MCR26 presentd una concentracion inicial en el suelo de 31x10°
UFC-g" de suelo (6.49 en su equivalente en unidades logaritmicas) concentracion que
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incrementd casi un orden de magnitud durante los 30 dias del estudio. El analisis
estadistico muestra que el mayor aumento de concentracion se observa durante el
intervalo del dia 0 al dia 5 (Anexo 12).

1. Establecimiento de los actinomicetos en rizoplana. Se realizd el analisis de la
poblacion de actinomicetos a nivel de rizoplana a partir del dia 10 debido a que antes de
este tiempo no habia un desarrollo radicular para poder realizar el ensayo.

La concentracion de Streptomyces MCR9 y Thermobifida MCR24 increment6 en dos
ordenes de magnitud durante el transcurso del dia 10 al dia 30 (Figura 38). De acuerdo
con el analisis estadistico, el mayor aumento de concentracion ocurre en el intervalo de
los dias 15 al 20. La concentracion de Streptomyces MCR26 aumenta en un orden de
magnitud en el transcurso del dia 10 al dia 30 y segtin el analisis estadistico muestra que
los intervalos en donde se presenta un mayor incremento de la concentracion son del dia
10 al 15 y 15 al 20. Concretamente, la concentracion de las cepas Streptomyces MCR9 y
Thermobifida MCR24 incrementan desde una concentracion inicial de 10’ UFC-ml™ para
el dia 10 que se mantiene estable a la concentracién de 10° UFC-ml™ hasta el final del
estudio. En el caso de Streptomyces MCR26 parte de una concentracion de 10° UFC-ml™
para el dia 10 que aumenta y se mantiene estable hasta 10° UFC-ml" (Figura 38).
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Figura 38. Establecimiento de los actinomicetos en la rizoplana durante el crecimiento de 7.
repens
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El comportamiento de los actinomicetos evaluados en este estudio corroboran los
resultados obtenidos con Streptomyces globisporus 1-K-4 (Merzaeva & Shirokikh, 2006)
que muestran que la concentracién de esta bacteria aumenta en la rizoplana de las

plantulas de arroz casi inmediato después de la inoculacion.

En resumen se puede decir que la tendencia de todas las cepas es establecerse
rapidamente en rizoplana, ya que los mayores aumentos de las concentraciones se dan
entre los intervalos de 10 a 15 dias 6 15 a 20 dias.

2. Analisis de la concentracion de los actinomicetos en rizosfera. El establecimiento
de los actinomicetos a nivel de la rizosfera experimenta un aumento significativo durante
los 30 dias evaluados, aunque, en el caso de Strepromyces MCR9 se evidencidé un
aumento leve de concentracion, menor de un orden de magnitud, entre los dias 10 al 25 y
una caida posterior de un orden de magnitud entre los dias 25 al 30 hecho dificil de
explicar teniendo en cuenta el comportamiento de las demas cepas. Las mayores cifras de
UFC-ml™ se registraron en el intervalo del dia 15 al 20 (Anexo 12).

La concentracion de Thermobifida MCR24 aumentd levemente entre el dia 10 y 30
de 7.93 a 7.99 unidades logaritmicas respectivamente. El intervalo de tiempo en el cual se
produjo el mayor aumento ocurrié entre los dias 20 al 25.
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Figura 39. Establecimiento de los actinomicetos seleccionados en rizosfera de trébol blanco
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La concentracion de Streptomyces MCR26 aumentdé de 7.18 a 7.77 unidades
logaritmicas entre el dia 10 y 30, particularmente entre los dias del 10 al 15 y del 15 al 20.

Los resultados obtenidos difieren de los encontrados por Merzaeva & Shirokikh
(2006) en cuanto al establecimiento de Streptomyces globisporus 1-K-4 en la rizosfera de
plantulas de arroz crecidas en arena estéril, donde las cifras de establecimiento de la
bacteria incrementan en dos Ordenes de magnitud durante los 30 dias de la
experimentacion de 10° a 10° UFC'ml”. Esta discrepancia puede ser debida a que los
actinomicetos posiblemente se encontraban en un punto fisioldogico de equilibrio

dinamico diferente en su curva de crecimiento.

Efecto de los actinomicetos seleccionados como promotores de crecimiento vegetal

en Trifolium repens L. Los datos se presentan en las Figuras 40 y 41. Las variables que se

analizaron fueron la longitud y peso de parte aérea y raiz.
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Figura 40. Efecto de la inoculacion de actinomicetos en el desarrollo (longitud) del sistema
radicular y aéreo de trébol blanco

La inoculacion de los actinomicetos seleccionados increment6 la longitud (Figura
40) y el peso (Figura 41) de parte aérea y raiz, siendo Streptomyces MCR26 el que mostro

una mejor actividad promotora del crecimiento vegetal.
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Figura 41. Peso seco del sistema radicular y aéreo de trébol blanco con los diferentes
actinomicetos evaluados

Los datos obtenidos se transformaron por el procedimiento Box Cox para su

posterior analisis por medio de analisis de varianza.

El analisis de varianza permiten validar la hipotesis alterna “Al menos uno de los
tratamientos es distinto de otro” para todas las variables analizadas (Anexo 12). Las
probabilidades que se generaron para las variables de longitud de raiz y del sistema aéreo
fueron p<0.0001. La probabilidad para el caso de las variables de peso seco del sistema
radicular y aéreo son p<0.0069 y p< 0.0001 respectivamente. Los tratamientos se
compararon por medio de la prueba de comparacion de medias de Tukey para cada una de

las variables.

El agrupamiento para la variable longitud del sistema radicular muestra que los
tratamientos Control y Streptomyces MCR9 sp. son similares pues se retnen en un solo
grupo. Thermobifida MCR24 sp. y Streptomyces MCR26 sp. se agrupan en un mismo

grupo
El agrupamiento para la variable longitud del sistema aéreo muestra que el
tratamiento mas efectivo fue Streptomyces MCR26 sp. mientras que Thermobifida

MCR24 sp. es similar estadisticamente al Control, siendo Streptomyces MCR9 sp. el

menos efectivo.
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El agrupamiento para la variable peso seco del sistema radicular confirma que
Streptomyces MCR26 sp. fue el mas efectivo mientras que Streptomyces MCRO sp. fue el
menos efectivo, y Thermobifida MCR24 muestra una influencia positiva sobre la

acumulacion de biomasa en la raiz.

El agrupamiento para la variable peso seco del sistema aéreo muestra que
Streptomyces MCR26 sp. es el tratamiento mas efectivo aunque Thermobifida MCR24
sp. evidencia una influencia positiva para la acumulacion de biomasa en el sistema aéreo.
Se puede concluir que Streptomyces MCR26 sp fue el mas efectivo en cuanto a las
variables peso seco del sistema radicular y peso seco del sistema aéreo y para la variable
longitud del sistema radicular.

3.2.2.3. Interacciodn de los actinomicetos con los hongos MA y sus
efectos sobre el crecimiento y nutricién de las plantas de trébol

Seleccién _de hongos MA de acuerdo con su capacidad de colonizacidén y

esporulacion, y efectos sobre las plantas. Se disefiaron ensayos en microcosmos, tal como

se describe en Materiales y Métodos Generales (Numeral 7.3.3).

En la evaluacion realizada a los noventa dias después del transplante (90 ddt), no
hubo diferencias significativas en cuanto a efectos sobre la longitud de raiz, produccion
de esporas y colonizacion (Tabla 22).

Tabla 22. Evaluacion de los efectos de la inoculacion de los hongos en la planta 90 ddt ** p
<0.01: Diferencias altamente significativas; * p < 0.05: Diferencias significativas; ns: No
diferencias significativas, de acuerdo a ANOVA, procedimiento GLM (Programa SAS) (n) 20 (gl)
12. Letras diferentes: Diferencias significativas (p < 0.05); Letras iguales: No diferencias
significativas, segin la prueba de Tukey.

Fuente de Peso Seco Peso Seco Longitud Longitud de Esporas Colonizacion
Variacion/ raiz (g) foliar (g) foliar (cm) la raiz (cm) totales (esp/g) (%)
Tratamiento
Glomus FCS 0.10° 0.11° 2.1° 1.34° 18.25° 575
sp
Acaulospora 0.013* 0.14° 2.0° 1.59° 15.50° 2.00°
mellea
Entrophospora () ()13 0.13* 1.45° 1.43° 11.0° 2.75°
colombiana
Testigobajo P () 157 0.17° 2.0° 1.56" 8.00° -
Testigo alto P 0.69° 1.52° 2.5% 1.35% 8.50" =
Cocficientede 27 53 25.94 10.93 24.32 25.53 71.16

variacion
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El testigo fertilizado con concentracion alta de P mostr6 valores significativamente
mayores (p<0.05) para las variables peso fresco y seco de parte aérea y de raiz, longitud de
parte aérea, aérea, area foliar, nimero de foliolos, volumen foliar y de raiz, segun la prueba
de Tukey (Tabla 22).

En la evaluacion realizada a los 180 ddt, para longitud de raiz, el tratamiento
fertilizado con concentracion alta de P mostrd diferencias significativas con los tratamientos
inoculados con Glomus FC8 sp. y Entrophospora colombiana, presentando mayor longitud
de raiz el tratamiento con baja concentracion de P (Tabla 23).

Tabla 23. Evaluacion de los efectos de la inoculacion de los hongos en la planta 180 ddt ** p
<0.01: Diferencias altamente significativas; * p < 0.05: Diferencias significativas; ns: No
diferencias significativas, de acuerdo a ANOVA, procedimiento GLM (Programa SAS) (n) 20 (gl)
12. Letras diferentes: Diferencias significativas (p < 0.05); Letras iguales: No diferencias
significativas, segun la prueba de Tukey

Fuente de Peso Peso Long. Long. de Area Vol Vol. Esporas Coloniza-
Variacion/ Seco Seco foliar la raiz Foliar Foliar Raiz totales cion (%)
Tratamiento raiz foliar (cm) (cm) (cm) (ml) (ml) (esp/g)

) ()

Glomus FC8 (0.69° 1.75°  5.68° 1.50°  43.82* 2.69* 1.82® 1825  27.75°

sp

A. mellea 0.51°> 1.80° 4.73° 1.65°  35.66° 229 1.62° 15.50°  23.00°

E. colombiana  0.48° 1.64* 3.91° 1.66° 32.07*° 2.15* 1.68° 12.75°  26.50°

TestigobajoP  0.67° 2.32°  4.05°  2.18% 39.52* 2.17°  1.64° = -

TestigoaltoP  0.62° 1.46°  5.22° 1.12°  3523* 2.08 1.34* - =

Coeficiente de  33.75  31.87 13.65 22.26 41.77 43.76 34.10 37.77 52.76

variacion

Segtin la prueba de Tukey, para la variable nimero de esporas totales no se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos, sin embargo, Glomus FC8 (18.25 esporas-g”
suelo) produce mas esporas, seguidos por A. mellea (15.50 esporas-g™ suelo) (Tabla 22).

Con el transcurso del tiempo del ensayo, entre los 90 y 180 ddt, se pudo observar el
desarrollo de la fase mutualista, la cual se traduce en un desarrollo muy rapido de la
plantula, como consecuencia del aumento del volumen radical y a un incremento en la

eficiencia para la absorcion de nutrientes y agua (Tabla 23, Figura 42). Estos datos
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demuestran una respuesta favorable de la planta a cualquiera de los indculos micorricicos,

en comparacion con los fertilizantes quimicos (P).

(b)

(@)
Figura. 42. Colonizacion por hongos MA. a) vesiculas; b) vesicula en mayor detalle, c)
vesiculas y micelio intraradicular, d) micelio intraradicular

Es evidente que E. colombiana producia un efecto menor en todas las variables de
respuesta estudiadas que el resto de los inoculos, aunque todos ellos superaron al testigo
fertilizado con alta concentracion de P en cuanto al desarrollo de la planta a los 180 ddt
(Tabla 23).

De acuerdo con estos resultados se determind seleccionar a Glomus sp FC8 como
inoculante micorricico por sus efectos sobre el desarrollo vegetal, por su nivel de
colonizacion y mayor frecuencia asociado a las raices de las plantas y zonas de estudio
seleccionadas.

Dindmica de la poblaciéon de los actinomicetos en co-inoculacién con Glomus FC8

sp. Las poblaciones rizosféricas de actinomicetos fueron afectadas de forma significativa
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por la micorrizacion. Particularmente, el establecimiento de Streptomyces MCRY sp.
experimentd un aumento significativo en co-inoculaciéon con Glomus FC8 sp. mientras

que la bacteria no afecté negativamente la colonizacion MA (Figura 43).

350x10°

300x10°

250x10°

200x10°

150x10°

100x10°

CFU /g dry rhizospheric soil

50x103

—e— MCR9 Time (month)
—O— MCR9 + Glomus

—— MCR24

—O— MCR24 + Glomus

—&— MCR26

—— MCR26 + Glomus

Figure 43. Dinamica de la poblacion de los actinomicetos inoculados solos o en conjunto con
Glomus.

Como muestra la Figura 43, Glomus FC8 sp. mejora el establecimiento de
Streptomyces MCR9 sp., mientras que la micorrizacion con este indculo disminuye
significativamente la concentracion de las poblaciones de Streptomyces MCR26 sp. y
Thermobifida MCR24 sp.

El andlisis de varianza entre tratamientos y segun la prueba de Tukey, muestra
diferencias significativas del porcentaje de colonizacion de plantas de trébol entre Glomus
FC8 sp inoculado solo (34.25%) o en co-inoculacion con MCR24 (47.25%), con MCR9
(44.75%) o con MCR26 (15.75%).
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En la Figura 44, se observan las raices colonizadas correspondientes a unos de los
tratamientos inoculados y evaluados 180 ddt, destacandose la presencia de areas de

colonizacion.

)

Figura 44. Raices colonizadas tefiidas
(Philips & Hayman 1970). a) Indculo
Glomus FC8 sp. + MCR24 (100x) b)
Glomus FC8 sp + MCR9 (100x) c¢) Glomus
mosseae.(400x).

©

Es conocido que diferentes factores agro-ecoldogicos pueden afectar el
establecimiento, desarrollo y extension de la colonizacion micorricica, entre los que se
encuentran los factores abidticos, la fisiologia de la planta y/o microorganismos
rizosféricos. Lingua et al. (2008) afirman que bacterias como Pseudomonas promueven la
micorrizacion manteniendo una alta densidad en su poblacion, y que esta bacteria se le
conoce que presenta una actividad antagonista contra hongos saprofiticos, pero que en
inoculaciéon con las MA no les producen un efecto antimicrobiano. Este efecto es muy

similar al comportamiento que presentan los actinomicetos aqui investigados.

Efectos de la co-inoculaciéon de actinomicetos con Glomus FC8 sp. sobre el

crecimiento y nutricién de las plantas. En la Tabla 24 se observa que la inoculacion de

actinomicetos en plantas no-MA o de Glomus como unico bioinoculante, benefician el
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crecimiento de la planta. La co-inoculaciéon de actinomicetos interactuando con el hongo
MA produce un efecto sinérgico, aunque este se manifiesta mas patente a través del
tiempo.

Tabla 24. Efecto de los actinomicetos sobre la formacion de las micorrizas y la produccion de
biomasa de plantas de Trifolium repens L.. Evaluacion realizada durante 6 meses bajo condiciones
de invernadero. Test de Duncan para cada variable. Medias con igual letra no presentan diferencias
significativas. *P<0.05, **P<(.001

Produccion de Biomasa Produccion de Biomasa Longitud de la raiz
foliar radicular micorrizada
(mg [peso seco] )* (mg [peso seco])* (%)
(mes) (mes) (mes)**
2 4 6 2 4 6 2 4 6

Control (none) 22¢ 45¢ 96 5¢ 10 22¢ 5¢ 8¢ 15°
Glomus sp 98¢ 146° 185° 8 24P 36” 35° 46" 58¢
Glomus mosseae 74° 133¢ 168° 74 25? 32° 42° 47° 61¢
(testigo comercial)
MCR9 45" 90” 189° 74 21° 46" 3¢ 5 0°
MCR9+ Glomus sp 123¢ 257 605¢ 74 26° 47° 47° 68° 65¢
MCR24 65” 132¢ 252° 6° 17 35P 0° 7 44
MCR24+ Glomus sp 135¢ 2837 5847 10° 27° 54¢ 37° 52° 73¢
MCR26 324 85? 210° 8 20° 41° 3¢ 5 34
MCR26+ Glomus sp 1066 2387  506° 12¢ 35¢ 68° 40° 74¢ 68°

Tabla 25. Concentraciones de N y P (%) en planta (tallos y raices) de 7. repens inoculado con
cepas de actinomicetos y Glomus sp. después de 6 meses de crecimiento vegetal. P<0.001

Control Glomus G. MCR MCR MCR Glomus Glomus Glomus
0o mosseae 9 24 26 FC8+ FC8+ FC8+
(testigo MCR MCR MCR
comer- 9 24 26
cial)
N 1,7 2,8° 2.6° 2,5" 2,7 2,34 2,6 2,8° 2,5"
(ppm)
P 0,19 0,31° 0.22¢ 0,18 033> 0,15 0,44¢ 0,48¢ 0,27°
(ppm)

Los resultados que se recogen en la Tabla 25 muestran el efecto beneficioso de todos
los tratamientos sobre la nutricion vegetal. En cuanto al N no hay variacion entre
tratamientos, pero con respecto al P, la co-inoculacion de hongos MA con Thermobifida
MCR24 sp o Streptomyces MCR9 sp produce resultados estadisticamente superiores.
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(e) ®
Figura 45. Fotografias de microscopia de campo oscuro y contraste de fase de las raices de
trébol con los diferentes tratamientos evaluados en maceta. a) Control, b) MCR9 + Glomus
FCS8, ¢) Glomus FC8, d) MCR9Y, e) MCR24, f) Glomus mosseae.
Magnificacion: 1. Longitud focal 69mm, abertura F/13, tiempo de exposicion 4 seg, velocidad ISO ISO-400, modo de medicién
foco, origen de luz: tungsteno. 2. Longitud focal 69mm, abertura F/10, tiempo de exposicion 30 seg, velocidad ISO ISO-400,
modo de medicion foco, origen de luz: tungsteno. 3.
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La Figura 45 permite observar como la MA se establecio al igual que el
actinomiceto. Streptomyces MCR9 sp. exhibe una mejor colonizacion de la raiz no-MA.

Figura 46. Fotografia de microscopia confocal de la interaccion MCR24 + Glomus FC8 en
raices de trébol. Longitud de los filamentos de MCR24: 2um. Longitud de las hifas de Glomus sp: 5 pm
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Mediante microscopia confocal se observo que cepas quitinoliticas y que presentaban
antagonismo contra hongos no micorriza con pared de quitina, no provocaban una
degradacion de la pared del micelio de Glomus FCS8 sp. ni del testigo comercial. Estos
resultados concuerdan con otros trabajos donde han visualizado bacterias dentro de las
MA y como colonias colonizando sobre las hifas fungicas (Foster & Marks, 1966;
Nurmiaho-Lassila et al., 1997; Bonfante 2001). Diferentes estudios han indicado que los
antagonistas microbianos de los patdogenos fingicos no presentan un efecto inhibitorio
contra las AM (Barea et al., 1998; Edwards et al., 1998; Vazquéz et al., 2000; Barea et
al., 2002).
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IV. DISCUSION GENERAL

“No tenia miedo a las dificultades:
lo que la asustaba era la obligacion
de tener que escoger un camino.
Escoger un camino significaba
abandonar otro”

Paulo Coelho






Discusion General

El trabajo de investigacion que se resume en la presente Memoria de Tesis Doctoral, ha
tenido como objetivo principal contribuir al conocimiento de los actinomicetos y sus
interacciones con las raices de las plantas en interaccion con hongos formadores de
micorrizas arbusculares (MA). La idea era analizar diferentes actividades metabdlicas de
aislados de actinomicetos autoctonos de suelos colombianos, que permitan fundamentar
la catalogacion de estos microorganismos como rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal. Para esta investigacion, se ha utilizado el trébol blanco como planta modelo, ya
que se ha usado en estudios basicos de interacciones microbianas. Ademas presenta
numerosas ventajas al tener un ciclo de vida corto, ser facil de crecer y micorrizar. Por
otra parte es una planta cosmopolita que sirve de modelo para ensayos similares o

complementarios.

Las bacterias filamentosas como los actinomicetos son microorganismos que han
sido poco explorados en los procesos de interacciones a nivel rizosférico, aunque en los
ultimos afios se ha generado interés en caracterizarlos como PGPR (El Tarabily &
Sivasithamparam, 2006). Son muy pocas las investigaciones realizadas en este contexto y
no hay estudios recientes que presenten resultados sobre los efectos que se pueden
presentar en las interacciones de estos microorganismos con los hongos y/o la simbiosis
MA. Los actinomicetos tienen la caracteristica de sobrevivir a ambientes extremos, hecho
que no es comun para la mayoria de las bacterias. Por ello, es importante entender las
relaciones rizosféricas que puedan ocurrir, maxime cuando a los actinomicetos se les
reconoce un potencial metabolico alto. Ademas, muchos microorganismos utilizados
como biofertilizantes presentan una inestabilidad en cuanto a viabilidad e infectividad
generados por estreses medioambientales, mientras que los actinomicetos se propagan

mejor bajo condiciones de estrés.

En el presente estudio se encontraron 30 aislados diferentes de actinomicetos en
suelos de la zona central de alta montafia en Colombia. Estos fueron identificados por
técnicas morfoldgicas y moleculares, e investigados para conocer su fisiologia y
morfologia. Algunos de los géneros que se pudieron identificar en las claves dicotomas
utilizadas no existen en los Manuales para identificacion de género, incluidos los mas
usados como el Manual de Sistematica Bacteriologica de Bergey (Bergey & Hendricks,
1984), el Manual de Determinativa Bacteriologica de Bergey (Bergey et al., 2000), ni
tampoco en Prokaryotes (Kroppenstedt & Goodfellow, 1992). Esto se debe basicamente a
que algunos géneros de actinomicetos han sido clasificados, reclasificados o agrupados en
“clusters” o grupos diferentes basandose en los estudios genotipicos. Estos Manuales de
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clasificacion estan basados en caracteristicas morfologicas, quimiotaxonomicas,
relaciones de habitat e historia natural, que en algunos casos son parcialmente

congruentes con los estudios filogenéticos (Penny & Haldeman, 1997).

Los resultados del ARDRA clasifican a algunos de los actinomicetos como
pertenecientes al género Thermobifida el cual no se encuentra en los Manuales de
clasificaciéon mencionados, este género es propuesto por Zhenshui et al. (1998). Se
propone la formacion del género Thermobifida basandose en estudios filogenéticos,
quimiotaxonémicos y evidencia fenotipica con las bacterias no filamentosas
Thermomonospora fusca y Thermomonospora alba las cuales se reclasifican como
Thermobifida fusca y Thermobifida alba respectivamente. Igualmente Thermomonospora
mesophila se reclasifica como Microbispora mesophila. El género Actinoalloteichus
tampoco se encuentra en los libros de clasificacion dado que se propone la formacion de
éste en el afio 2000 basandose en analisis filogenéticos (Tomohiko et al., 2000). Lo
mismo ocurre con el género Thermocrispum, el cual fue propuesto en 1995 y esta
compuesto por dos especies Thermocrispum municipale y Thermocrispum agreste (Korn
et al., 1995). Otras cepas son clasificadas como pertenecientes a alguno de los géneros
Actinoalloteichus, Actinopolyspora, Saccharopolyspora o Thermocrispum. Sin embargo,
observando las caracteristicas de estos géneros se puede llegar a inferir que pertenecen al
género Saccharopolyspora, los demas géneros se descartan pues el género
Actinopolyspora solo contiene una especie halofila que no corresponde al habitat de
crecimiento de los aislamientos de este estudio. El género Thermocrispum exhibe
produccion de micelio aéreo blanco y micelio vegetativo amarillo, caracteristicas que no
se presentan en estas cepas y el género Actinoalloteichus, constituido por una sola
especie, presenta fragmentacion en el micelio aéreo y de sustrato, lo cual no se presenta
en los aislamientos (Cook & Meyers, 2003).

Es un hecho comprobado que los metabolitos microbianos son fundamentales en las
relaciones ecoldgicas entre microorganismos, y que ello es importante en el caso de los
actinomicetos (Lehr et al., 2008). En este trabajo se encontraron cepas de actinomicetos
fijadores libres de nitrogeno, actividad solo reportada por Valdés et al. (2005) para una
cepa de Streptomyces thermoautotrophicus, que no estaba asociada a las plantas. Esta
cepa crecia en medio libre de nitrogeno pero no reducia acetileno aunque poseia la
secuencia del gen nifH. Los 10 aislados de actinomicetos que se evidenciaron en el
presente estudio con capacidad para crecer en medios libres de nitrogeno, procedian de la
rizosfera y mostraron actividad nitrogenasa. Adicionalmente, Valdés et al. (2005)
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detectaron que los aislados que se encontraban asociados a las plantas como endofitos si
que mostraban actividad nitrogenasa. El potencial de los aislados nativos de
actinomicetos para la fijacion no simbidtica de nitrogeno, se contrasta con los datos de
Mantilla (2008) que encuentra tasas de fijacion en bacterias nativas del amazonas

colombiano inferiores a las encontradas para los actinomicetos estudiados.

Adicionalmente, es de destacar la obtencion de secuencias de ADNr que alinean con
las de clones de bacterias no cultivables, a los cuales se les ha secuenciado parcialmente
los genes nifH que codifican para la dinitrogenasa y la proteina H ligada al hierro. La
homologia de muchos de los aislamientos con estas secuencias permite suponer que las
cepas estudiadas en el presente trabajo, no corresponden con especies actualmente
encontradas en las bases de datos; de modo que podria sugerirse que las bacterias
diazotrofas encontradas en los suelos de bosque alto andino de la zona central colombiana
constituyen una fuente de nuevas especies, mas cuando no existen siquiera datos de
actinomicetos fijadores no simbiodticos de nitrogeno en las bases de datos como el Gen
Bank. Martinez-Romero (2006) menciona que la capacidad fijadora de nitrégeno esta
desigualmente distribuida dentro de los taxas procaridticos y las bacterias que fijan
nitrogeno se encuentran restringidas a “clusters” cercanos a especies de bacterias no
fijadoras, por ejemplo, la autora menciona a Firmicutes formadores de endosporas
aerobios (bacterias gram positivas), en donde los fijadores se encuentran principalmente
en un grupo discreto que corresponde a Paenibacillus, esto puede explicar porque se
encuentran registros de bacterias diferentes a Frankia en las secuencias del gen nifH para

los actinomicetos evaluados.

Como se conoce, la mayoria del nitréogeno fijado por rizobacterias no simbioticas
suele ser retenido dentro de sus células en forma organica lo cual evita, al menos en parte,
que sea directamente transferido a la planta, aunque finalmente pueda ser mineralizado
por la microbiota del suelo (Mukerji et al., 2006). Sin embargo, los efectos positivos de la
inoculacion de los actinomicetos seleccionados, incrementando la concentracion de N en
planta, permiten vislumbrar los beneficios basados en la capacidad de fijar N, de estas

bacterias.

Los resultados beneficiosos de la inoculacién de cepas de actinomicetos
seleccionados sobre la promociéon del crecimiento de las plantas (generando un
sinergismo con Glomus FCS8 sp) hacen pensar en la intervencion de procesos tales como

la fijacion de N, solubilizacidon de P, produccion de sideréforos y de AIA, siendo los
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mecanismos determinantes para evaluar la actividad PGPR. Concretamente el efecto
PGPR de la produccion bacteriana de AIA habia sido reconocido previamente (Igarashi et
al., 2002; Schrey et al., 2005). Es evidente que el AIA producido por los actinomicetos
puede cooperar a dicha actividad beneficiosa para la planta. Como se indico
anteriormente, el AIA regula una gran variedad de procesos fisiologicos entre los cuales
se encuentra la extension celular, la division celular, la diferenciacion vascular, la
formacion de raices laterales, la dominancia apical y el fototropismo (Matsukawa et al.,
2007). Sin embargo se ha considerado que el AIA producido por la planta también puede
influenciar el crecimiento de los actinomicetos asociados a su rizosfera. En los estudios
de Matsukawa et al. (2007) se evaluo el efecto exdgeno del AIA en la morfogénesis y la
produccion de metabolitos secundarios en Streptomyces purpurascens NBRC 13077.
Concretamente, en dicho estudio se encuentra que el AIA en concentraciones entre 1 y 50
pgml’ estimula la formacion de micelio aéreo y la produccion de metabolitos
secundarios en esta bacteria con respecto a cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Candida albicans y Aspergillus niger. De ahi, que los actinomicetos durante la
estimulacion para la produccion de AIA, produjeran una alta concentracion de biomasa,
aunque los valores de produccion de la hormona no fueran altos, si hubo produccion.
Estos resultados sugieren que el AIA puede actuar como un regulador comun en la
morfogénesis y la produccion de metabolitos secundarios de la bacteria, dos factores que

participan en las interacciones microbiologicas.

Los mecanismos que se han descrito para la solubilizaciéon de fosfatos por
microorganismos, es decir, la produccion de acidos organicos y la de fosfatasas dependen
de la naturaleza del P en el suelo (Whitelaw, 2000; Gyaneshwar et al., 2002; Tiesen
2008) y han quedado patentes para los actinomicetos evaluados en el presente estudio.
Los actinomicetos pueden actuar por cualquiera de estas vias. Por ejemplo, Thermobifida
sp. MCR24 que no evidencio actividad fosfatasa, beneficia la captacion de P por la
planta, lo que puede sugerir que Thermobifida sp. MCR24 expresa mecanismos diferentes
para la solubilizacion de este elemento, como lo pueden ser los acidos organicos
quelantes, mientras que las cepas de Streptomyces (MCR9 y MCR26) actuan mediante la
produccion de fosfatasas para la solubilizacion de fosfatos organicos.

La correlacion de la reduccion de acetileno y solubilizacion de fosforo para las 30
cepas indico un indice de coeficiente de correlacion de Pearson de -0.198, un valor muy
bajo que indicé que no existe una relacion entre las variables. Teniendo en cuenta que la
determinacion de AIA y sider6foros de hidroxamato se llevo a cabo solamente en las
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cepas que presentaron reduccion de acetileno, esta variable no se tuvo en cuenta para el
analisis de correlacion, pues su valor es positivo para todas las cepas. En general las
correlaciones determinadas son muy bajas, aunque una excepcion fue la de AIA y
Sider6foros con un valor de 0.833.

Para correlacionar los datos obtenidos de la produccion de AIA y sideroforos por los
actinomicetos utilizados sobre las variables longitud del sistema radicular y aéreo y peso
seco del sistema radicular y aéreo se utilizo el método de correlacion de Pearson. Para
ninguna de las variables se encuentra una correlacion significativa, sin embargo para
poder verificar esto, se necesitaria realizar pruebas determinando la presencia de estas
moléculas producidas por estas bacterias filamentosas en las raices de las plantas. Los
estudios de Crowley ef al. (1987) muestran la capacidad de promocion de crecimiento de
plantas de avena con la adiciéon de Ferrioxamina B, sideréforo tipo hidroxamato, en
concentraciones de 5 umol y confirman el sistema de transporte de hierro que funciona
entre las plantas y los microorganismos. La produccién in vitro de sideroforos de tipo
hidroxamato de las cepas evaluadas determind que se produjeron cantidades elevadas, por

lo cual se infiere que pudo ser un factor que influy6 en el crecimiento vegetal.

Mas de 10 especies distintas de Streptomyces han sido investigadas como
productoras de sideroforos de tipo desferrioxamina y solo en los ultimos afios se ha
estudiado la produccion de sideroforos de otro tipo de estructura como hidroxamatos,
catecolatos, hidroxicarboxilatos y tiazolinas por parte de especies de este género. Los
analisis in silico del genoma de S. coelicolor sugiere que la biosintesis de sideroforos de
diversos tipos es posible a partir de este microorganismo (El Tarabily &
Sivasithamparam, 2006).

Segiin Whipps (2001), Nawani et al. (2002) y El-Tarabily (2003) la resistencia a
sustancias antagdnicas, tales como las quitinasas, puede ser una caracteristica importante
para microorganismos que colonizan la rizosfera. Este hecho puede explicar algunos de
los resultados obtenidos en cuanto a establecimiento de ciertas cepas en la rizosfera,
como es el caso de Streptomyces MCRY sp. Esta bacteria antagoniza hongos patdgenos
pero produce una interaccion beneficiosa con Glomus FCS8 sp. tanto in vitro como en co-

inoculacion, con lo cual se mejora el crecimiento de las plantas y su estado nutricional.

El hecho de que algunos actinomicetos antagonistas de patdgenos sean también
productores de sustancias promotoras del crecimiento vegetal y MHB, es importante para
ayudar a las plantas a sobrellevar las condiciones adveras y el ataque de los patdégenos
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con beneficios para la planta y para la micorrizacion (Igarashi et al, 2002).
Concretamente, se ha descrito que Streptomyces spp. actuan mejorando el estado
fisiologico de la planta, su micorrizacion y controlando el desarrollo de las enfermedades
de las plantas (Yuan et al., 1995; Tokala et al., 2002; Schrey et al., 2005; Riedlinger et
al., 2006; Lehr et al., 2007). La influencia positiva de Streptomyces sp GB 4-2 sobre el
crecimiento de hongos MA y la colonizacion temprana de las raices de las plantas
justifica que se pudieran catalogar estas bacterias como MHB (Garbaye, 1994, Frey-Klett
et al. 2007), aunque esta actividad se ha estudiado muy poco. De hecho se ha visto que
uno de los factores que afectan la germinacion y establecimiento de las MA es la
interaccion con otros microorganismos del suelo como bacterias y hongos (Walley &
Germida, 1996; Azcon-Aguilar & Barea, 1992).

Se ha descrito que la habilidad de las bacterias para estimular el crecimiento del
micelio de los hongos MA esta correlacionado con el efecto MHB (Schrey et al., 2005),
como sucede en ectomicorrizas (Richter et al., 1989). Tal caracteristica de MHB podria
adjudicarse a Thermobifida MCR24 sp, que aunque mostrd in vitro un efecto negativo en
cuanto a la germinacion de las esporas de Glomus FC8 sp., beneficio de forma
significativa el desarrollo hifal por espora germinada, y evidencid un efecto positivo
sobre la formacion de la MA y el desarrollo vegetal, reflejado en la produccion de
biomasa y en la nutricion. Por el contrario Streptomyces MCR26 que mostrd efectos
positivos en relacion a la germinacion de las esporas de Glomus sp, en los ensayos in

planta no mostré efecto sinérgico con el hongo MA.

Las fotografias de microscopia presentadas demuestran que los actinomicetos se
adhieren mas a las estructuras fungicas que a las plantas. Lehr et al. (2008) observaron la
colonizacion de raices de Picea abis (Picea Noruega) y la adherencia de Streptomyces sp
GB 4-2 caracterizando esta bacteria como un microorganismo endofitico.
Adicionalmente, estudios previos (Lehr et al., 2007) habian demostrado que la misma
cepa de Streptomyces promueve la extension del micelio de ectomicorrizas.

Los resultados encontrados en la presente investigacion apoyan, por tanto,
interacciones tanto entre planta-microorganismo, ya sean actinomicetos o hongos MA,
(rizosfera), como MA-actinomicetos (micosfera), para desarrollar una auténtica
micorrizosfera (Barea et al., 2005) que promueve el crecimiento y nutricion de las

plantas.
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Conclusiones

1. Se han aislado (en suelos de Colombia) e identificado 30 cepas de actinomicetos,
el 68% de las cuales corresponden al género Streptomyces.

2. El 36.6% de los actinomicetos aislados son fijadores de nitrogeno, ya que son
capaces de utilizar el N, atmosférico como tnica fuente de N para su crecimiento.

3. El 65.63% de los actinomicetos aislados solubilizan fosfatos por medio de la
generacion de acidos caracteristicos de su metabolismo; el 31.25% de ellos también
solubiliza P por medio de actividades enzimaticas.

4. La mayor parte de las cepas evaluadas producen AIA y sideroforos siendo las mas
representativas Streptomyces MCR14 sp, maxima productora de AIA, y Thermobifida
MCR24 sp, maxima productora de sider6foros de tipo hidroxamato.

5. Se evidenci6 la capacidad de los actinomicetos de inhibir in vitro el crecimiento
micelial de los hongos fitopatdgenos por mecanismos diferentes a la produccion de

quitinasas.

6. Como consecuencia de las actividades resenadas en Conclusiones anteriores, las
cepas de actinomicetos seleccionadas promueven el crecimiento vegetal por lo que
pueden ser consideradas PGPR.

7. La inoculacion de Glomus FC8 sp. tiene un efecto variable sobre el
establecimiento de los actinomicetos, dependiendo de la cepa de estas bacterias aunque
no del hongo.
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8. Las cepas de actinomicetos seleccionados mejoran la germinacion de esporas de
hongos MA y/o el desarrollo del micelio emergente de esas esporas, asi como la

colonizacion MA en plantas de trébol.

9. La co-inoculacion de los actinomicetos y Glomus sp. seleccionados produjo un
efecto beneficioso sinérgico sobre el crecimiento y nutricion de las plantas de trébol.
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ANEXO 1. MEDIOS DE CULTIVO

1. Agar Avena

COMPONENTES g/l
Avena 60.0
Agar-Agar 15

Agregar los componentes al agua destilada, calentar al fuego durante 5 minutos. Autoclavar
(15Ib y 121°C). Servir en cajas de petri estériles. Nota: Cuando se utilice la nistatina (1%) se debe
agregar antes de la esterilizacion del medio de cultivo.

2. Medio Pikovskaya

COMPONENTES g/l
Glucosa 10

Ca; (POy), 5
NaCl 0.2
(NH,4),SOy4 0.5
MgSO, 0.1
Extracto de Levadura 0.5
MnSO, 0.1
Agar-Agar 20
Agua destilada 1L

Agregar los componentes al agua destilada (excepto el fosfato tricalcico, éste se autoclava en
seco y se adiciona al finalizar la esterilizacion,). Autoclavar (15 1b y 121°C). Servir en cajas de
petri estériles. Nota: Cuando se utilice la nistatina (1%) se debe agregar antes de la esterilizacion
del medio de cultivo.

3. Medio Ashby

COMPONENTES g/l

Manitol 20

CaCl, 0.2

KH,PO, 1

MgSO, 0.2
Extracto de suelo 100ml
FeSO, 0.005

NaCl 0.2

Agar-Agar 15
Agua destilada 900ml
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Agregar los componentes al agua destilada. Autoclavar (151b y 121°C). Servir en cajas de
petri estériles. Nota: Cuando se utilice la nistatina (1%) se debe agregar antes de la esterilizacion
del medio de cultivo.

4. Medio SRSM -1

COMPONENTES g/l

(NH4),SO,4 0.5

KCl 0.2

MgSO, 0.3
FeSO4 0.004

NaCl 0.2

Glucosa 10

Extracto de levadura 0.5

Purpura de Bromocresol 0.1

Ca; (PO4), 5
Agar-Agar 15

Agregar los componentes al agua destilada (excepto el fosfato tricalcico, éste se autoclava en
seco y se adiciona al finalizar la esterilizacion,). Autoclavar (15Ib y 121°C). Servir en cajas de
petri estériles. Nota: Cuando se utilice la nistatina (1%) se debe agregar antes de la esterilizacion
del medio de cultivo.

5. Medio Ashby -Nfb y Medio Nfb + Agar purificado

COMPONENTES g/l
Acido D-malico 5
Solucién 10% K,HPO, 5
Solucién 10% MgSO, 2
Soluciéon 10% NaCl 1
Solucién 1% CaCl,* H,O 2
Solucion 5% Azul de bromotimol en 2
0.2 N KOH
Solucion de Micronutrientes 2
(semisolido)
Solucién 1.64% de EDTA 4
KOH 4.5
SOLUCION DE g/200ml
MICRONUTRIENTES
Molibdato de Sodio Dihidratado 0,2
Sulfato de manganeso 0,235
Acido borico 0,280
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Sulfato de cobre pentahidratado 0,008
Sulfato de zinc heptahidratado 0,024
Mezclar los componentes, ajustar el pH a 6.8 con acido malico y KOH. Calentar hasta
ebullicién con agitacion constante. Autoclavar (151b y 121°C). Servir en tunos Kant. Nota: la
preparacion del medio NFB + Agar purificado, es el mismo procedimiento y componentes
mencionados anteriormente, con la diferencia que el agar-agar es reemplazado con el agar
purificado.

6. Caldo Simon y Tessman

COMPONENTES g/l
Succinato de sodio 10
Cloruro de Sodio 5.8
Cloruro de Potasio 3.7
Cloruro de Calcio dihidratado 0.15
Tris 12.1
Cloruro de Magnesio hexahidratado 0.10
Cloruro de Amonio 1.1
Sulfato de Sodio bibasico 0.142
Fosfato de Potasio 0.272

Mezclar los componentes, ajustar el pH a 6.8 con HCL. Agitar y autoclavar (151b y 121°C).
Servir asépticamente.

7. Caldo B suplementado con triptona

COMPONENTES g/l
Glucosa 5
K,HPO, 4ml
MgSO, 2ml

NH4NO3 2ml

NaCl 2ml

Triptona 20g
FeCls 0,1ml

Mezclar los componentes, en el siguiente orden: K,HPO,, MgSO,, NH;NO;, NaCl, Glucosa,
Triptona y por Gltimo FeCl;. Ajustar el pH a 7.0 con NaOH. Agitar y autoclavar (151b y 121°C).
Servir asépticamente

8. Medio ISP1 o Middlebrook 7HY

Componentes g/l
Triptona 5
Extracto de levadura 3

Mezclar los componentes, ajustar el pH a 6.8 con HCL. Agitar y autoclavar (151b y 121°C).
Servir asépticamente.
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9. Caldo ISP2

Componentes g/l
extracto de levadura 4
Glucosa 8
extracto de malta 10

Mezclar los componentes, ajustar el pH a 6.8 con HCL. Agitar y autoclavar (15 1b y 121°C).
Servir asépticamente.

10. Medio Czapeck-Dox
Solucion 1

Componentes g/l
K,HPO, 20
NaCl 10
Solucion 2
Componentes g/l
Na,EDTA 0.1339
FeSO, . 7TH20 0.1
MgSO, . 7H,0 5
Solucion 3
Componentes g/l
NH4NO; 40

Se mezclan las tres soluciones donde se agrega de la solucion 1: 50 ml/l, de la solucion 2: 100
ml/l y de la solucion 3: 50 ml/L. Se adicionan 20g/l de glucosa. Se mezclan muy bien, ajustar el
pH a 6.8 con HCL. Agitar y autoclavar (15 1b y 121°C). Servir asépticamente.

11. Agar agua
Componentes g/l
Agar 8
Mezclar el agua con el agar y tamponar con 10 mM Mes (2-(N-morpholino) ethane sulfonic
acid) pH final 7.0, después de esterilizar a 120°C por 20 min.
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ANEXO 2. REACTIVOS Y SOLUCIONES

1. Polivinil-acido lactico-glicerol (PLVG)

Componentes en 10 ml de agua
alcohol de polivinilo 1.66g
acido lactico 10 ml
glicerina 1 ml

Mezclar todos los componentes y envasar.

2. Tampon TE pH 7.7

Componentes Concentraciéon
Tris-HCl 10 mM
EDTA 1 mM

Mezclar todos los componentes y envasar. Ajustar el pH en 7.7 y completar el volumen con agua
destilada.

3. Tampon TAE 50 X

Componentes Para un litro
Tris Base 242¢g
Acido acético glacial 57.1ml
EDTA (0.5M) pH 8.0 100ml

Disolver el Tris Base y el EDTA en 400ml de agua destilada, ajustar el pH y completar con
agua destilada a 1000ml. Para preparar 1 litro de Buffer TAE 1X se debe tomar 20ml de Buffer
TAE 50X y llevar hasta 1000ml con agua destilada.

4. Tampon de carga BLUE/ORANGE 6X Loading Dye (G190A) (Promega)

Componentes Concentracion
Ficol 15%
Azul de bromofenol 0,03%
Xileno de cianol 0,03%
Colorante naranja G 0,4%
Tris-HCL (pH 7,5) 10mM

Mezclar todos los componentes, envasar y reservar en el congelador de -20°C.

5. Reactivo de Salkowsky

Componentes Concentracion
FeCl; 12g/1
H,SO, 7.9M

Mezclar todos los componentes, envasar y reservar en el refrigerador a 4°C.
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6. Marcador de Peso Molecular de ADN de 100bp - 100ug (Promega)

xl

Consiste de 40 bandas de DNA mostrando rangos de 100 a 4000 pb. No debe ser usado para
analisis de cuantificacion.

7. Tampon Fosfato pH 7

Componentes Concentracion en 100
ml de agua destilada
estéril
Na,HPO, 1M
NaHPO, M

Mezclar todos los componentes, envasar y reservar en el refrigerador a 4°C
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ANEXO 3. CLAVES DICOTOMAS UTILIZADAS POR COOK & MEYERS
(2003)

IDENTIFICACION DEL GENERO CON Sau3Al

Grupo 1.

Digested with Relevant feature(s) Go to:
{la) San3Al Largest DNA fragment < 750 bp Sau3Al (Group 1) 2
(1b) San3Al Largest DNA fragment =950 bp Sau3Al (Groups 2 and 3) Table 2
(2a) Asnl Not cut 3
(2b) Asnl Cut (470-590 bp and 900-960 bp) @
{3a) Kpnl Cut (410-470 bp and 1000-1100 bp) 4
(3b) Kpnl Mot cut ]
{4a) Sphl Cut 5
(4b) Sphl Mot cutL(SGF](BJ: Sporichthya (2/2)
(5a) Sphl Cut (170-260 bp and 1010-1350 bp): Kitasatospora (12/12)
(5b) Sphl Cut (390-450 bp and 10501110 l}p}:(d?."]ﬂS}
(6a) Scal Not cut 7
{6b) Scal Cut (570-630 bp and 850-900 bp): Gordonia (3/15);

Nocardia (20/25); Skermania (1/1)
(7a) Sphl Cut (280-310 bp and 890-920 bp): Glycomyces (3/3);

Nocardioides (1/5)
(7b) Sphl Not cut: Psendonocardia (4/17)
(8a) Psf Cut (400-430 bp and 1000-1050 bp): Nonomuraca (10/15)
(8h) Pstl Not cut: Microbispora (1/3)

Grupo 2.

Digested with Relevant feature(s) Go to:
(la) Sau3Al Cut (300-350 bp and 760-980 bp): Group 2 2
(1b} Sau3Al Cut (990-1300 bp): Group 3 Table 3
{2a) Asnl Cut (470-590 bp and 900-960 bp) 3
(2b) Asnl Not cut [
(3a) Kpnl Cut (410470 bp and 1000-1100 bp) 4
(3b) Kpnl Not cut 5
(d4a) HindIII Cut (440 bp and 1070 bp): Pseudonocardia (1/17)
(4b) HindIII Not cut: Nocardiotdes (1/5); Prauserella (1/1);

Saccharomonospora (4/6)
(5a) Sphl Cut (270-280 bp and 900 bp): Nocardioides (2/5)
(5b) Sphl Not cut: Actinoalloteichus (1/1); Actinopolyspora (1/1)

Saccharapolyspora (3/7); Thermacrispum (1/1)
(6a) HindIIT Cut (400-550 bp and 900-920 bp): Streptosporangiun (3/12)
(6by HindIII Not cut T
(7a) Sphl Cut (595-615 bp and 860-900 bp): Nocardiopsis (2/13)
(7b) Sphl Not cut 8
(Ba) Psil Not cut: Thermobifida (3/3)
(8b) Pstl Cut (415460 bp and 995-1100 bp): Thermomonospora (1/2)
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Grupo 3. E1 ADNr 16S de estos géneros es cortado con Asnl y Sphl.

(9a) Pspl40al
(9b) Pspl406l
(10a) Pspl406l
(10b) Pspl4nal

(11a) Pspl406l
(11b) Pspl4nal

Cut (440 bp and 1030 bp): Streptoalloteichus (171)

Not cut: Kutzneria (2/2)

Cut

Not cut: Actinokineospora (5/5); Lechevalieria (2/2); Lentzea (1/4);
Pseudonocandia (4/17); Sacdharothrix (7/7)

Produces one band of 780 bp: Saccharomonospora (1/6)

600 bp and 800 bp: Amyrolatopsis (11/12); Pseudonocardia (4/17);
Saccharapolyspora (1/7)

Digested with Relevant feature(s) Go to:
(1a) Asnl Cut (470-590 bp and 900-960 bp) 2
(1b) Asnl Not cut Table 5
(2a) Sphl Cut (280-310 bp and 890-920 bp) 3
(2b) Sphl Not cut Table 4
(3a) SnaBl Not cut 4
(3b) SnaBI Cut (470-510 bp and 970-1000 bp) [
(4a) Sall Not cut 5
(4b) Sall Cut (540-560 bp and 900-1040 bp): Actinoplanes (7/21);

Micromongspora (12/12); Couchioplanes (1/1); Pilimelia

(2/2); Spinlliplanes (1/1); Verrucosispara (1/1);

Virgisporangium (2/2)
(3a) Pvull Cut (560 bp and 970-980 bp): Dactylosporangium (6/6)
(5b) Pvull Mot cut: Actinoplanes (14/21); Asanoa (1/1); Catellatospora

(3/3); Catenuloplanes (2/2)
(6a) Sall Cut (235-265 bp and 1215-1245 bp) 7
(6b) Sall Not cut 9
(7a) Agel Cut (660-680 bp and 910-930 bp) 3
(7b) Agel Not cut: Promicromonospora (2(2)
(&a) S Cut (585 bp and 930 bp): Hongia (1/1)
(&b) Ssi Not cut: Kribbella (1/1); Nocardioides (1/5)
(9a) Agel Cut 10
(9b) Age Mot cut: Oerskovia (3/3); Saccharopolyspora (1/7)
(10a) Agel Produces two bands between 660 bp and 910 bp 11
(10b) Agel Cut (230 bp and 1240 bp): Intrasporangium (1/1)
(11a) Agel 670680 bp and 750-830 bp: Kineosporia (4/4)
(11b) Agel 660 bp and 910 bp: Nocardioides (1/5)
Digested with Relevant feature(s) Go to:
(la) Kpnl Cut (410470 bp and 990-1100 bp) 5
(1b) Kpnl Not cut 2
(2a) HindIll Cut 3
(2b) HindIll Not cut: Actinosynnema  (2/2);  Psendonocardia  (3/17);  Saccharo-

polyspora (2(7)

(3a) HindIll 170-200 bp and 1270-1290 bp: Gordonia (1/15)
(3b) HindIll Two bands (460-570 bp, doublet) OR (460-570 bp and 890-990 bp) 4
(4a) HindIl 460 bp and 990 bp: Kibdelosporangium (1/1)
(4b) HindIIl 550-570 bp and 890-990 bp: Nocardia (5/25)
(5a) HindIll Cut 6
(5b) HindIIl Not cut 8
(6ay HindIll Produces at least one band =250 bp 7
(6b) HindIIl 470-600 bp and 910-970 bp: Lentzea (3/4)
(7a) Scal Cut (570-630 bp and 850-900 bp): Gordonia (8/15)
(7b) Seal Not cut: Psendonocardia (1/17); Saccharomonospora (1/6)
(8a) Sall Cut (540-560 bp and 950-990 bp) 9
(8b) Sall Not cut n
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ANEXO 4. ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION UTILIZADAS EN EL
ESTUDIO

Enzima Sitio de restriccion
Sau3Al 57 |GATC 3’
3> CTAG| S’
Asnl o Vspl 5> AT|TA AT 3
3> TAAT|TA 5
Kpnl 5> G GTAC| C 3’
3> C|CATG G 5
Sphl 5> G CATG| C 3’
3> C|GTAC C &’
Hindlll 57 Al AGCTT 3’
3> TTCGAJA 5°
Pstl 5’ CTGCA|G 3’
3° GJ/ACGTC 5’
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ANEXO 5. MAPAS DE RESTRICCION DE LAS SECUENCIAS DE ADNr
16S UTILIZADAS PARA LAS RESTRICCIONES VIRTUALES

Restriction Map with kitasatospora sp.

Sequence Name Number of cut sites
kitasatospora sp. | Asnl 0
kitasatospora sp. Kpnl 1

kitasatospora sp. | SaudAl

on

kitasatospora sp. | Sphl 2

Restriction Map with Micromonospora sp

Sequence Name Number of cut sites
Micromonospara sp Asnl

Micromonospara sp Sall

Micremonospora sp Sau3Al

Micromonospora sp SnaBl

Pl S| W] = —

Micromonospora sp Sphl

Restriction Map with Thermobifida fusca

Sequence Name Number of cut sites
Thermobifida fusca | Asnl 0
Thermobifida fusca Hindlll 0
Thermobifida fusca Kpnl 0
Thermobifida fusca Pstl 0
Thermobifida fusca Sau3Al 2
Thermobifida fusca Sphl 0
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ANEXO 6. CURVA PATRON de p-nitrofenil-fosfato

Concentracion Abs Abs2 Abs3 Promedio Desviacion
(pmol/ml) 1 estandar
0,1 0,082 0,084 0,089 0,085 0,00360555
0,2 0,181 0,198 0,188 0,189 0,008544
0,3 0,262 0,284 0,290 0,279 0,01474223
0,4 0,353 0,356 0,381 0,363 0,01537314
0,5 0,451 0,463 0,453 0,456 0,0064291
0,6 0,532 0,551 0,540 0,541 0,00953939
0,7 0,631 0,665 0,635 0,644 0,01858315
0,8 0,723 0,721 0,725 0,723 0,002
0,9 0,794 0,814 0,806 0,805 0,01006645
1 0,928 0,929 0,928 0,928 0,00057735
10
05 -
g 06 - /
e
E ol
= 04
: /
=
02 /
0.0 T T T T T
0,0 02 04 05 0,5 1,0 1,2

Concentracion p-nitrofenol {umol/ml)

y = 0.912x — 0.0004

r’ = 0,9989
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4,5206369
5,29027378
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1,41092184
1,76328873
2,8870761
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1,25100819
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ANEXO 7. DATOS ANEXOS DE LA SOLUBILIZACION DE FOSFATO

1. Solubilizacion de fosfato por parte de la cepa control a través de los tiempos de muestreo
(cada 4 horas), expresado en cantidades de p-nitrofenil liberado

0,50

0,45

0,40

0,35 A

0,30 A

0,25

0,20

0,15 o

0,10 A

Concentracion p-nitrofenol (umol/ml)

0,05

0,00 — T T T T T T T T T T T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76

Tiempo (horas)

—e— Azotobacter sp.

2. Analisis estadistico de la solubilizacion de fosforo por fosfatasas.
Inicialmente se ajusta el modelo que explicara la informacién recolectada.

Variable dependiente: FOSF

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-valor Pr > F
Modelo 32 3.55376009 0.11105500 26.33 <.0001
Error 590 2.48871380 0.00421816
Total correcto 622 6.04247389
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE FOSF Media
0.588130 52.43912 0.064947 0.123853
Cuadrado de
Fuente DF Tipo I SS la media F-valor Pr > F
CEPA 25 1.90010993 0.07600440 18.02 <.0001
TIME 7 1.65365016 0.23623574 56.00 <.0001

El R cuadrado aunque no es muy alto, es bueno ya que como se consideran 25 tratamientos y
el control, tener un modelo que ajuste perfecto a tantos datos y explique la variabilidad de los
mismos es un poco complicado. Si se incluye en el modelo la variable réplica, el R cuadrado
aumenta pero esta variable no aporta al modelo, entonces no es bueno incluirla.
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Procedimiento GLM
Prueba del rango maltiple de Duncan para FOSF
Alfa 0.05
Media arménica de tamafio de celdas 23.95993

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Duncan Agrupamiento

A 0

B 0

C B 0

C B D 0

C E B D 0

C E B D 0

C E F D 0

C E F D 0

G E F D 0

G E F 0

G F H 0

G I F H 0

J G I F H 0
J G I F H 0
J G 1 K H 0
J G 1 K H 0
J G I K H 0
J I K H 0
J I K H 0
J 1 K H 0
J L 1 K 0
J L K M 0
L K M 0

L M 0

M 0

M 0

Procedimiento GLM
Prueba del rango multiple de Duncan para FOSF
Alfa 0.05
Media arménica de tamafio de celdas 77.87358

Media

27177
-20964
.18872
-18600
.18122
-17199
-15765
-15500
.14582
-13969
-12663
.12177
.11744
-11566
-11073
-10680
-10410
-09620
-08546
.08514
.08044
-07509
.06911
-04197
-03927
-03679

N
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
23
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24

CEPA
0
2
1
12
5
27
30
20
-
19
22
8
23
26
4
25
9
18
6
3
16
31
11
24
21
10

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Duncan Agrupamiento

A
B A
B
B
C
C
D
E
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Media

.18220
17201
.15704
.15192
.12563
11123
.07104
.02050

N

77
78
78
78
78
78
78
78

TIME

OFRLrNWUOA~MON
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ANEXO 8. DATOS ANEXOS DE LA FIJACION DE NITROGENO

1. Curvas medio mineral sin N

MCR3

MCR9

. P Curva Medio Minimo Cepa 9
Curva Medio Minimo Cepa 3 P
0,04 2500000
0,045 [ 1600000 0035
0,04 [ 1400000 2000000
» 0035 1200000 = 003
g 003 L 1000000 g 0025 1500000
g oo - 800000 i oo
é 0,02 ey —8—Biomasa seca (g) g 4 1000000 —m— Biomasa seca (g)
B 0,015 "
§ 0,015 / —o—Biomasa (con/ml) 2 -/- PN 1] —&—Biomasa (con/mL)
0,01 F 400000 0,01 \ <0000
0,005 .‘_\4{ - 200000 0005 .
0 0
] o
0 5 10 15 o s 1o 1
Tiempo (Dias) Tiempo (Dias)
. .. i ini 21
Curva Medio Minimo Cepa 10 Curva Medio Minimo Cepa
0,06 160000
0,06 [ 250000 r—‘
0,05 140000
0,05 .\A 200000 \ / 120000
2 00 5 o 100000
E [ 150000 9 }
g 0o | 1ooon |~ Blomasa seca (@ E o0 / l/ 0900 —m—piomasa seca (g
~§ 0,02 \ —e—Biomasa (con/ml) | | & 002 60000 —¢—Biomasa (con/ml)
0,01 [ o000 0,01 \/ foone
. - 20000
0 0 0 0
0 5 10 15 20 o 5 10 15 20
Tiempo (Dias) Tiempo (Dias)
Curva Medio Minimo Cepa 24 Curva Medio Minimo Cepa 26
0,018 900000
0016 ﬂ\/.//l 800000 0035 160000
0014 ./\ \ 700000 0,03 F 140000
® 0012 600000 B 0025 [ 120000
g \ . \ S L { 100000
g o001 ¥/\ \ 500000 2 002 \ ./ \
4 L
& o008 400000 " Biomasa seca (g) a 0,015 80000 g Biomasa seca (@
g >\ —+—Biomasa (con/mt) | | E \ d \, 50000 )
0,006 300000 2 001 ——B; on/mL)
0,004 \ 200000 = ’ | 40000
X »
0,005 F 20000
0,002 100000
0 ¥ 0
° ° 0 5 10 15 20
0 5 10 15
Tiempo (Dias) Tiempo (Dias)
rva Medio Minim . -
Curva Medio o Cepa 30 Curva Medio Minimo Cepa 31
005 800000 0,04 [ 250000
0,045 X 700000 0,035 \ /\
= 0.04 —_7 \ 600000 0,03 R, r 200000
B 0035 rd \ s ©
$ om 500000 g 0,025 t 150000
0,025 400000 :
g 002 —#—Biomas seca (g) g 0,02 —m—Biomasa seca (g)
g O 300000 ) 0,015 I 100000
2 0015 —4&— Biomasa (con/mL) 2 —&— Biomasa (con/mL)
200000 0,01
001 . F 50000
0,005 100000 0,005
0 0 o o
0 5 10 15 20 5 10 15 20
Tiempo (Dias) Tiempo (Dias)
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2. Curva calibracion del etileno

[mV .s]
1000~
B00—
600
@
2
5
&
a
x
400
200
0 :'2 T | T T T
o 200 400 600 800 1000
Amount [ma]
Etileno - Signal 1 - 11.517 min
Response Amount Rec Used Deviation
No k
Peak Type - Ordnr 1 911.0670§ 1036.0000 1
2 897.2303; 1036.0000 1
Left Window : 05 min 3 926.3947¢ 1036.0000 1
4 919.0650¢ 1036.0000 1
Right Window : 0.5 min 5 21.4089 10.0000 1
5 17.9521 10.0000 1
Response Base . Area 7 0.0000 0.0000 0 b
8 0.0000 0.0000 0
Curve Fit Type . Linear g 0.0000 0.0000 i
10 0.0000 0.0000 0
Zero Type . Curve from Zero 11 0.0000 0.0000 0
12 0.0000 0.0000 0
Weighting Method None 13 0.0000 0.0000 0
14 0.0000 0.0000 0
Subst Equation 1Y =088175% 15 0.0000 0.0000 ]
16 0.0000 0.0000 0
Correlation Coef. : 0.9997306 17 0.0000 0.0000 0
18 0.0000 0.0000 0
Residuum : 10.07007 [mV 5] 19 0.0000 0.0000 0
20 0.0000 0.0000 0
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3. Cromatogramas del ARA

Se exponen algunos de los cromatogramas que se usaron para el analisis de la reduccion del
acetileno.

Control negativo:

CADOCUMENTS AND SETTINGSMC, DOCUME UMENTOS 20061 DE BROTECNOLOGUMICAROLINA JAVERIMANADEFINITVOSICERA JTELANCO

MCR24 a las 0 horas de exposicion frente al acetileno

CADOCUMENTS AND SETTINGSIMCARRILLOIMIS DOCUMENTOS!MI§ DOCUMENTOS 20081 ABORATORIO DE BIOTECNOLOGIAICAROLINA JAVERIANA\DEFINITIVOSICEPA 24170 24 A
~
B0 [
3
E
50
o 40
L4 “
s 0
3] _ H
I «
g "
20 o 3 &
o =
AN |
f I
104
T T T
0 5 10 15
Time min]
Resulf Table (ESTD - C:\ N AND SETTI OSIMIS
DOCUMENTOS 2008\ L ABORATORIQ DE BIGTEGNOLOGIAICARGLINA
JAVERIANA\DEFINITIVOS\CEPA 24iT0 24 A)
Relen Time | Response ‘Amount Amount Cempound
Tin] [opm] [0} Name
1 2603 L-oiid] 0.000 00
2 BT 136971 0.000 00
3 T T 17848 000 jEtieno
4 14977 26.531 0.000 oo
Total 17846 1000
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MCR26 a las 0 horas de exposicion frente al acetileno

CADOCUMENTS AND SETTINGSIMCARRILLOWIS DOCUMENTOS'MIS DOCUMENTOS 200\ ABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA\CAROLINA JAVERIANA\DEFINITIVOSICEPA 26170 26 B
o
iy Q
]
g
st
o 4t
7 ®
o 5
s g
3t . g
ci @ o
2 8
\-
1
1ol | I I
;
0 5 10 15
Time

Result Table (ESTD -

CADOCUMENTS AND SETTINGSIMCARRILLOWNS DOCUMENTOSIMIS

DOCUMENTOS 2008\LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIAICAROLINA

LANA\DEFINTIVOSICEPA 26170 26 B)

[min]

Reten. Time Emount | Amount Compaund
min] oo [ Name
2790 0,000 0
2 8.500 0.000 oo
7 FEET I TEX < R 3eiT 0
q 14783 G 0.000 [l
Total 195220 100.0

MCR24 a las 2 horas de exposicion frente al acetileno.

C:ADOCUMENTS AND SETTINGSIMCARRILLOWWIS DOCUMENTOS ML

cltage

e

DOCUMENTOS 2008\LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA\CAROLINA JAVERIANA\DEFINITIVOSICEPA 241224 C
60
“
501
N
5
:
3
40 ®
3 . m
&
20 f
¢ Al y
104
: :
0 5 10 15

Time

Resulf Table (ESTD - C\DOCUMENTS AND SETTINGSWMCARRILLOWIS DOCUMENTOSIMIS
DOCUMENTOS 2008\l ABORATORIO DE BIOTECNOLOGIAICAROLINA
JAVERIANA\DEFINITIVOS\CEPA 24\T2 24 C)

Reten. Time | Response Amount Amount Compound
[min] [ppm] [%] Name
2773 128526 0000 (]
2 8467 861450 0000 (]
3 11.300 279547 100.0 {Esilene
3 iAEdT 7e b4 o
Totsl 100.0
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MCR26 a las 2 horas de exposicion frente al acetileno

C:DOCUMENTS AND SETTINGSIMCARRILLOMIS DOCUMENTOSIMIS| DOCUMENTOS 2008ILABORATORIC DE BIOTECNOLOGIA\CAROLINA JAVERIANA\DEFINITIVOS\CEPA 2617 226 8
60
w4
B -
5
ki
=
o 4
2
5 @
>
3
i o
fi S , B
T hd
| |
1o f [
T T T
0 5 0 5
Time

Fesuit Table (ESTD -

CADOCUMENTS AND SETTINGS\WMCARRILLOWAS DOCUMENTOSMIS
&)

DOCUMENTOS 2008 ABORATORID DE BIOTECHOLOGIICAROLINA
JAVERIANAIDEFINITIVOS\CEPA 2617 2 26 8)
Reten. Time | Response | Amount | Amount Compound
[opr] 1] Name
1 08 0.000 00
2 893269 0.000 00
H 9775 000 §Etieno
§ 060 00
93TE 1000

MCR24 a las 5 horas de exposicién frente al acetileno

C:\DOCUMENTS AND SETTINGS\IMCARRILLOWIS DOCUMENTOSIMIS| DOCUMENTOS 2008iLABORATCRIO DE BIOTECNOLOGIA\CAROLINA JAVERIANAIDEFINITIVOS\CEPA 24T 524 C

20

3

a

:
5
9 i
i
N 3

14.763

[min.]

o

Time

Result Table (ESTD - CDOCUMENTS AND SETTINGSWCARRILLOWIS DOCUMENTOSIMIS
DOCUMENTOS 20081 ABORATORIC DE SIOTECNOLOGIAICAROLINA
JAVERIANADEFINITIVOS\CEPA 24T 5 24 C)

Reten. Time | Response | Amount Amount Compound
[in] [eem] [ Name

1 2763 0.000 00

2 8530 0000 00

] 1347 8801 100.0 JEtieno

i i [
Total 18301 1000
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MCR26 a las 5 horas de exposicion frente al acetileno

C:\DOCUMENTS AND SETTINGS\MCARRILLOMIS DOCUMENTOSIMIS| DOCUMENTOS 20081ILABORATORIO DE BIOTECNOLOGIAICAROLINA JAVERIANAIDEFINITIVOSICEPA 26\T 526 B
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o o
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r~ 5
o i
° 4
&
2 0
M : R
’
| |
r T T
0 5 10 15
Time

Resut Table [ESTD - C\DOCUMENTS AND SETTINGSIMCARRILLOWIS DOCUMENTOSIMIS
DOCUMENTOS 2008\ ABORATORIC DE BIOTECNOLOGIA\CARGLINA
JAVERIANADEFINITIVOSICEPA 261T 5 26 B)

Relen. Time | Ressonse | Amount | Amounl Compound
[ [opm] %] Name
1 2790 0.000 00
2 8563 .00 00
3 11370 2712786 100.0 §Etdeno
i T it} [l
Total 7278 1000
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[min]
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ANEXO 9. DATOS DE ANEXOS DE AIA.

1. Curva de produccion de AIA para la estandarizacion de los dias de muestreo

Valores correspondientes al promedio de tres réplicas.

4,50

CEPA RAPIDA (AIA)

CEPA LENTA (AIA)

30,00

z 4,00 - 25,00
g I
:é ggg o \ §15.oo A \
% i’gg // \ gm,oo /{\ /{\\ / "i\l/ \
g ’ i / 8 5,00 A
3 ggg ﬁ/T\:fz e P ¥ T
-0,50 7 7 510 12 M 16 0,00
-1,00 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dias) N )
Tiempo (dias)
2. Curva calibracion AIA
[1 ADS 5300m  Desvest
pg/ml
0 0,0013 0,0015
5 s " f y=0,0212x + 0,0333
2 0’0470 0,0026 . Curvade Calibracion AlA Ri= 09920
5 0,1257 0,0055 ' P
1
8 0,1920 0,0098 . /
10 02617 0,0085 g 08 o
15 0,3857  0,0040 s 08 o
20 0,4857 0,0067 § o
25 0,5907  0,0049 8 2 o
30 0,6920  0,0106 < Padl
35 0’7787 0’0081 0 10 20 30 0 50 60
40 0.8883 0.0061 Concentracion AIA pg/ml
50 1,0347 0,0055
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3. Curva de produccion de AIA por la cepa control (4zotobacter vinelandii)

Control Positivo Azotobacter vinelandii

120,00

100,00 ¢
£ A T
Z oo Py
<
< 60,00
3 y N
T 40,00 T
hel
g 20,00 A
=
g 000 T . . \
8 20.00 2 4 6 8 10 12 14 16

-40,00

Tiempo (dias)

4. Analisis de la variable AIA por ANOVA

Procedimiento ANOVA Variable dependiente: AIA

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 13 1577.551969 121.350151 17.45 <.0001
Error 118 820.485411 6.953266
Total correcto 131 2398.037380

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE  AIA Media
0.657851 40.13093 2.636905 6.570755
Cuadrado de

Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr=>F
CEPA 10 1515.466729 151.546673 21.80 <.0001
DIA 3 62.085240 20.695080 2.98 0.0344
Procedimiento ANOVA Nivel de -AlA

DIA N Media Dev std

8 33 5.95211549 4.60035845

9 33 7.32861635 5.04512592

10 33 5.82489994 2.66761750

11 33 7.17738708 4.38927418

Prueba de Duncan para la variable AIA

Prueba del rango multiple de Duncan para AlA

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
Duncan Agrupamiento Media N CEPA

A 12.710 12 14
B A 10.650 12 16
B C 9.833 12 10
B C 8.795 12 3
C 7.616 12 27
D 5.281 12 26
D 5.061 12 21
E D 4.361 12 24
E D 3.197 12 9
E 2,589 12 32
E 2.187 12 30

Prueba del rango multiple de Duncan para AIA
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 118
Error de cuadrado medio 6.953266
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Numero de medias 2 3 4
Rango critico 1.286 1.353 1.398
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
Duncan Agrupamiento Media N DIA
A 7.3286 33 9
B A 7.1774 33 11
B 5.9521 33 8
B 5.8249 33 10
Analisis general de AIA Variable dependiente: AlA
Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 10 614.1915327 61.4191533 21.44 <.0001
Error 22 63.0339979 2.8651817
Total correcto 32 677.2255307

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE AIA Media
0.906923 28.43837 1.692685 5.952115
Cuadrado de
Fuente DF Tipo | SS la media F-Valor Pr>F
CEPA 10 614.1915327 61.4191533 21.44 <.0001

5. Curva de produccion de AIA de todas las cepas incluyendo el control

120

100 - [ - e —

80 -
60 |
40 4

20 +

Concentracion de AIA ug/ml

L X XoX Jul IR JeX )

MCR3
MCR9
MCR10
MCR14
MCR16
MCR21
MCR24
MCR26
MCR27
MCR32
Control+

7,5 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0 10,5 11,0

Tiempo (dias)
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ANEXO 10. DATOS ANEXOS DE SIDEROFOROS

1. Curva de produccion de siderdéforos para la estandarizacion de los dias de muestreo

Valores correspondientes al promedio de tres réplicas.

60,000

CEPA RAPIDA (Sider6foros)

50,000

40,000

30,000

20,000

)=
N/

Concentracion ug/ml
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4 6 8
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16
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CEPA LENTA (Sideréforos)

120,000

100,000
80,000 / \L
50,000 //}\;\1 ¥ \{\{_4
40,000 /l
20,000
] /
0,000 T
2 4 6 8 10 12 14 16
-20,000
Tiempo (dias)

2. Curva calibracion Sideroforos de hidroxamato
Valores correspondientes al promedio de tres réplicas

[ 1 png/ml
500
400
300
200
150
100
80
50
30
20
10

5

AbS 4g0nm

1,199
0,9817
0,7463
0,4980
0,3947
0,2663
0,2063
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0,0777
0,0523
0,0270
0,0140

Desvest
0,0130
0,0023
0,0006
0,0036
0,0195
0,0106
0,0038
0,0006
0,0006
0,0012
0,0000
0,0000

Absorbancia480nm
o o o o

[ENEN

o N B o ™k N

Cuevade Calibracién Sidergforos ¥ 70.002¢+ 0,011

R2=0,999
/
/
ad
-
,.a:/
0 100 200 300 400 500 600

Concentracion Desferal ug/ml
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3. Curva de produccion de Sideréforos de hidroxamato por la cepa control (Escherichia coli)

Control Positivo Escherichia coli
140,000
2 120,000
g 100,000
2 80000 i’ N ——
é_ 60,000 / T —
§\§a 40,000
'§ 20,000
£ 0000
E 20,000 2 4 6 8 10 12 14 16
© Tiempo (dias)
4. Analisis de la variable Sider6foros por ANOVA
Procedimiento ANOVA Variable dependiente: SIDEROFOROS
Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-vValor Pr>F
Modelo 14 241474.0066 17248.1433 231.92 <.0001
Error 129 9593.9284 74.3715
Total correcto 143 251067.9350

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE SIDE Media
0.961788 24.43045 8.623893 35.29977
Cuadrado de

Fuente DF Anova SS la media F-Valor Pr>F
CEPA 11 240758.4153 21887.1287 294.29 <.0001
DIA 3 715.5912 238.5304 3.21 0.0254
Procedimiento ANOVA Nivel de -SIDE-

DIA N Media Dev std

8 36 33.6273148 46.6760003

9 36 32.8518519 41.2336361

10 36 36.2199074 39.8634184

11 36 38.5000000 41.0483890

Prueba de Duncan para la variable Sider6foros Prueba del rango multiple de Duncan para SIDE
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Duncan Agrupamiento Media N CEPA
A 137.076 12 24
B 106.521 12 0
C 35.410 12 16
Cc 31.694 12 27
c 28986 12 14

27.354 12 10
27.007 12 3

OO0OC0OO0

E 11.764 12 32
F E 8.986 12 9
F E 8.361 12 26

G F 2875 12 21
G -2.437 12 30

Prueba del rango multiple de Duncan para SIDE
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 129
Error de cuadrado medio  74.37154
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Total correcto

Numero de medias 2 3 4
Rango critico 4.022 4.233 4.373

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Duncan Agrupamiento Media N DIA
A 38.500 36 11
B A 36.220 36 10
B 33.627 36 8
B 32.852 36 9
Analisis general de Siderd6foros Variable dependiente: SIDE
Suma de Cuadrado de
DF cuadrados la media F-vValor Pr>F
13  75008.85900 5769.91223 102.05 <.0001
22 1243.85610 56.53891

35 76252.71510

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE SIDE Media
0.983688 22.36050 7.519236 33.62731
Cuadrado de

DF Tipo | SS la media F-vValor Pr>F
11 74992.18269 6817.47115 120.58 <.0001
2 16.67631 8.33816 0.15 0.8637
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ANEXO 11. CORRELACION DE DATOS DE LAS ACTIVIDADES PGPR
in vitro

1. Tabla resumen de resultados de fijacién de nitrégeno, solubilizacion de fosforo, AIA y
siderdforos en términos cualitativos

B N
9 + +
R
11 + +
9 - -

B
11 = o

I I
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9 o -

11 = -

n + +
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11 -
MCR27 + + +
+
10 aF
11 +
MCR30 + - -
10 -
11 -
MCR31 s - -
10 -
11 +
2. Matriz con todas las correlaciones entre las variables
Nitrégeno Fosforo Sideroforos
Nitrogeno 1
Fosforo NA 1
Sideroforos NA 0,149 1
ATA NA 0,261 0,833

ATA

1

3. Cuadro de correlaciéon de Pearson para las variables longitud del sistema radicular,
longitud del aéreo, peso seco del sistema radicular, peso seco del sistema aéreo, produccion
de sideréforos, produccion de AIA con todas las cepas.

LR LT MSR
LR 1,00000 -0,81317 -0,02009
LT -0,81317  1,00000  0,14266
MSR -0,02009  0,14266  1,00000
MST -0,48520  0,64170  0,67464
Side -0,08073 -0,11859 -0,64229
AIA -0,21463  0,13672 -0,43858

MST
-0,48520
0,64170
0,67464
1,00000
-0,23858
-0,04577

Side
-0,08073
-0,11859
-0,64229
-0,23858

1,00000
0,57975

AIA
-0,21463
0,13672
-0,43858
-0,04577
0,57975
1,00000

LR: Longitud del sistema radicular, LT: Longitud del sistema aéreo, MSR: Peso seco del sistema
radicular, MST: Peso seco del sistema aéreo, Side: Sider6foros, AIA: Acido Indol Acético. Los
datos son del dia 10 al ser el dia en el que se registro una mayor variabilidad de los datos
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ANEXO 12. ESTADISTICA PARA LOS DATOS DE SUELO, RIZOSFERA
Y RIZOPLANO

1. Analisis estadistico del establecimiento de los actinomicetos.
Cepa MCR9

Rizoplana
Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tiempo
A 1.21776 2 15a20
B 0.66435 2 10a1l5
© 0.14023 2 25a30
C 0.02382 2 20a25
Rizosfera

Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tiempo
A 0.2587 2 20a25
A 0.0367 2 25a30
A -0.0013 2 15a20
A -0.7277 2 10a15
Suelo

Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tiempo
A 0.8334 2 0Oa5
B 0.1961 2 20a25
B -0.0074 2 25a30
B -0.0220 2 10al5
B -0.0622 2 5al0
B -0.2973 2 15a20
Cepa MCR24
Rizoplana

Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tiempo
A 1.36838 2 15a20
B 1.12036 2 10a1il5
© 0.04357 2 25a30
C - 2 20a25
0.03183
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Rizosfera
Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tiempo
A 1.06882 2 25a30
B 0.00870 2 20a?25
B -0.04595 2 15a20
© -2.04789 2 10al5
Suelo

Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tiempo
A 0.78597 2 0 a5
B 0.31314 2 10alil5
C 0.01946 2 25a30
C 0.00000 2 20a?25
C -0.07403 2 15a20
© -0.19402 2 5a10

Cepa MCR26

Rizoplana

Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tiempo
A 1.40585 2 10ali15
B 1.00911 2 20a25
C 0.53929 2 15a20
D 0.01392 2 25a30
Rizosfera

Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tiempo
A 0.15024 2 15a20
A 0.07079 2 25a30
A 0.01637 2 20a25
B -2.24178 2 10al5
Suelo

Medias con la misma letra no
son significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N Tiempo
A 0.7970 2 Oa 5

B A 0.3477 2 10a1l5
B C 0.1288 2 25a30
B C 0.0161 2 20a25
B C -0.0161 2 15a20
C -0.2284 2 5a1l0
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2. Analisis de varianzas de los tratamientos
Analisis de varianzas para la variable longitud de raiz transformada

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor
Tratamiento 5 0,29936881 0,05987376 20,76
Error 414 1,19421181 0,00288457

Total correcto 419 1,49358062

Analisis de varianzas para la variable longitud de tallo transformada

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor
Tratamiento 5 0,38887291 0,07777458 31,27
Error 414 1,02969474 0,00248719

Total correcto 419 1,41856764

Analisis de varianzas para la variable peso seco de raiz transformada

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor
Tratamiento 5 41,608165 8,321633 3,24
Error 414 1062,052100 2,565343

Total correcto 419 1103,660266

Analisis de varianzas para la variable peso seco de tallo transformada

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor
Tratamiento 5 5,13793193 1,02758639 6,88
Error 414 61,79616989 0,14926611

Total correcto 419 66,93410183

Coeficientes de correlaciéon Pearson
Coeficientes de correlacion Pearson
Prob > |r] suponiendo HO: Rho=0
NUumero de observaciones

LR LT MSR MSF Side

LR 1,00000 -0,81317 -0,02009 -0,48520 -0,08073

<,0001 0,8670 <,0001 0,5398

72 72 72 72 60

LT -0,81317 1,00000 0,14266 0,64170 -0,11859

<,0001 0,2319 <,0001 0,3668

72 72 72 72 60

MSR  -0,02009 0,14266 1,00000 0,67464 -0,64229

0,8670 0,2319 <,0001 <,0001

72 72 72 72 60

MSF -0,48520 0,64170 0,67464 1,00000 -0,23858

<,0001 <,0001 <,0001 0,0664

72 72 72 72 60

Side  -0,08073 -0,11859 -0,64229 -0,23858 1,00000
0,5398 0,3668 <,0001 0,0664

60 60 60 60 60

AlA -0,21463 0,13672 -0,43858 -0,04577 0,57975

0,0996 0,2976 0,0005 0,7284 <,0001

60 60 60 60 60

Pr>F
<,0001

Pr>F
<,0001

Pr>F
0,0069

Pr>=F
<,0001

AlA

-0,21463
0,0996
60
0,13672
0,2976
60
-0,43858
0,0005
60
-0,04577
0,7284
60
0,57975
<,0001
60

1,00000

60

LR: longitud de raiz, LT: longitud de tallo, MSR: masa seca radicular, MSF: masa seca foliar,

Side: Sideroforos, AIA: acido indol acético.
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