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1. INTERES DEL TRABAJO Y OBJETIVOS

Tanto los sistemas agricolas como los ecosistemas naturales pueden recibir el impacto
negativo de actividades, procesos o productos diversos, que inciden en la productividad
y calidad de las cosechas y/o en la estabilidad, diversidad y productividad de los
ecosistemas. La desertificacion y la contaminacién por metales pesados son ejemplos
significativos de procesos que llegan a provocar desajustes mas o menos severos en los
sistemas suelo-planta y que repercuten en la calidad medioambiental y/o en la
produccién de alimentos sanos. La desertificacién (desertizaciéon con intervencion
humana) es un proceso complejo cuyo origen esta ligado a unas condiciones de clima
especificas, exacerbadas por actividades humanas mal controladas, que tiene una
repercusion especial en el caso de los ecosistemas de la cuenca Mediterranea. La
contaminacién por metales pesados ocurre como consecuencia de actividades
industriales o de manejo de agrosistemas mal reguladas, que causan dafios ecolégicos y
econémicos de gran importancia. La remediacién de los dafios que estos dos tipos de
estrés causan a los sistemas suelo planta, ha sido objeto de varias investigaciones, pero
sigue siendo un tema con muchos aspectos aun por resolver, por lo que son necesarios
mads estudios. La presente Tesis Doctoral trata de contribuir con sus investigaciones a
elucidar algunos de esos aspectos.

Antes de precisar los Objetivos del Trabajo se hace una breve presentacién de la tematica
y propuesta de investigacién. Puesto que después, en este apartado (2), se lleva a cabo una
Revision Bibliografica sobre el tema de estudio, en esta presentacion del tema se evita
premeditadamente el uso de referencias bibliograficas, para dar fluidez a la lectura de la

misma.

La premisa de partida es proponer el uso de microorganismos beneficiosos para el
sistema suelo-planta, como componentes de una estrategia de revegetacion orientada a
paliar las problematicas desencadenadas por la desertificacién y contaminacién por
metales pesados. Es bien conocido que determinados microorganismos ayudan a las
plantas a establecerse y prosperar en las situaciones adversas que se trata de remediar, y
la propuesta es investigar esa posibilidad para los casos concretos que aqui se presentan.

En efecto, en los sistemas suelo-planta viven poblaciones diversas de
microorganismos beneficiosos que llevan a cabo diferentes acciones, fundamentales para
la calidad del suelo y el desarrollo de las plantas, lo que ayuda a la sostenibilidad de los
mismos. En este sentido, cabe destacar dos grupos de microorganismos: los hongos



4 Interés del trabajo y objetivos

formadores de micorrizas arbusculares (MA) y las rizobacterias promotoras del
crecimiento, conocidas en la literatura cientifica por su acrénimo en inglés: PGPR (de
Plant Growth Promoting Rhizobacteria), cuyos efectos beneficiosos en la recuperacion de
suelos se han puesto de manifiesto en diversos estudios. Los hongos MA forman dicha
simbiosis con las raices de la mayoria de las plantas, beneficidndose ambos (micro y
macrosimbiontes) de tal asociacion. La presencia del hongo en las raices de la planta hace
que esta mejore su capacidad para la adquisicién de nutrientes a partir del suelo, asi
como su nivel de tolerancia a situaciones de estrés, mientras que el hongo heter6trofo se
beneficia de los sustratos carbonados procedentes de la fotosintesis y del nicho ecoldgico
protegido que encuentra dentro de la raiz.

Las PGPRs desarrollan un amplio espectro de actividades, bien como antagonistas
de microorganismos patdgenos de plantas o bien como estimuladoras de los ciclos
biogeoquimicos de los nutrientes; sea como fijadores de N2 o como solubilizadores de P, o
como mineralizadoras de la materia orgénica. Los efectos mas apreciados de las PGPRs se
basan en la produccién de compuestos biolégicamente activos tales como fitohormonas,
sustancias quelantes, sideréforos, enzimas, vitaminas, antibidticos, etc.

Durante el proceso de desertificacién, como es bien conocido, la degradacién de la
cubierta vegetal suele ir acompafiada de la erosién del suelo. Sin embargo, es menos
obvio, aunque ampliamente demostrado, que la erosion del suelo afecta a la microbiota
que en ¢l reside. Este fendmeno es de suma importancia ya que el funcionamiento y
estabilidad de un sistema edafico depende, en gran medida, de la actividad microbiana
asociada a las raices de las plantas, particularmente de los hongos MA y de las PGPRs,
microorganismos que, a su vez, precisan de la presencia de la planta para desarrollarse, y
cuyas funciones son criticas para el establecimiento y la promocion del crecimiento de las
plantas, como se indicé anteriormente. La erosion de los sistemas suelo-planta no solo
afecta al nimero y actividad de los propagulos microbianos, sino también a su
diversidad, un factor clave en la fertilidad del suelo y en la estabilidad y funcionamiento
de los ecosistemas naturales y de los agroecosistemas. Es obvio que cuando se pretenda
reestablecer la diversidad de plantas en una comunidad degradada, mediante programas
de revegetacién, es preciso inocular las plantas con los microorganismos beneficiosos,
que representen la diversidad del sistema. Asi, cuando se restaura la biodiversidad, se
reestablecen diversas y complejas interacciones entre el suelo, plantas y microorganismos
que resultan beneficiosas para el binomio suelo-planta y, a su vez, para las poblaciones

de microorganismos.

Con respecto a la contaminacién por metales pesados, cuya concentracion en el suelo
puede incrementar de forma considerable como consecuencia de las actividades
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humanas, es obvio el impacto negativo que estos metales pueden provocar en los
agrosistemas o ecosistemas naturales. En efecto, dichos metales por su elevada toxicidad
para los seres vivos, cuando estdn en exceso, y por su caracter acumulativo pueden
causar problemas medioambientales muy graves. La mayor parte de los metales
contaminantes se acumulan en la capa superior del suelo, integrandose en los complejos
6rganos-minerales, o bien quedan absorbidos a coloides del suelo, integrados en el

complejo de cambio, o permanecen como iones libres en solucién.

Los metales pesados constituyen un grupo de unos 50 elementos. La toxicidad de los
metales en el suelo va a depender de su biodisponibilidad, definida como la capacidad de
ser transferido desde el suelo a un organismo viviente, estado que no solo depende de la
concentracion total del metal sino también de factores fisico-quimicos (pH, materia
organica, contenido de arcillas; potencial redox, presencia de fosfatos y carbonatos, etc.) y
bioldgicos (bioabsorcion, bioacumulacion y solubilizacion).

La presencia de metales pesados en suelos a concentraciones elevadas actia como
agente selectivo de la actividad biolégica, que da lugar a poblaciones resistentes a estos
elementos, si bien con una baja diversidad de especies. Por ello, es interesante estudiar la
capacidad de tolerancia de los microorganismos a los metales en el suelo no solo como
modelos de estudio para conocer los mecanismos de adaptaciéon de los organismos
vivientes a condiciones extremas del medio ambiente, sino también porque se ha
sugerido que los microorganismos resistentes puedan ser utilizados para reducir la
contaminacién originada por el exceso de metales pesados. Es por ello que el potencial de
algunos microorganismos para paliar el poder tdxico de metales pesados del suelo ha
atraido el interés de los investigadores para tratar de aplicar el fendmeno de resistencia
microbiana como herramienta de remediacion. Precisamente, se acuiié el término
“bioremediacién” para referirse a las técnicas de remediacién que utilizan seres vivos
para paliar los problemas de la contaminacion. Existen variantes de la bioremediacidn,
como es la “fitoremediacién”, basada en el uso de plantas para descontaminar. La
fitoextracciéon y la fitoestabilizaciéon son modalidades de la fitoremediacion. La
fitoextraccion utiliza plantas como acumuladores de metales. La fitoestabilizacion
consiste en promover el crecimiento vegetal para reducir la disponibilidad de los metales,
disminuir la erosién producida por el viento y el agua, y mejorar la calidad del suelo
evitando asf la filtracién de metales. Dado el efecto beneficioso de las micorrizas sobre el
desarrollo de las plantas, se pensé en utilizar hongos MA como un componente del
sistema de fitoremediacion, pensando como un potencial incrementando la capacidad de

tolerancia de la planta a los metales pesados, como una mera mejora de la nutricién
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vegetal, y en consecuencia del desarrollo de las plantas, ya que normalmente los suelos

contaminados son muy pobres en nutrientes.

El uso de MA o PGPR como componentes de la fitoremediacién es un tema de
investigacién abierto, en virtud de los resultados contradictorios hasta ahora obtenidos,
sin que se disponga informacion sobre el uso conjunto e interactivo de MA y PGPR.

De acuerdo con las premisas anteriores se propuso la presente Tesis Doctoral cuyo
Objetivo General fue: Estudiar la interaccion de hongos MA y PGPRs como una posible
herramienta biotecnolégica que permita a la planta mejorar su capacidad de resistencia frente a
dos tipos de estreses abidticos: la sequia, factor relacionado con la desertificacion, y la
contaminacion por metales pesados. Para llevar a cabo este estudio se eligieron como base de
investigacién suelos procedentes de tres localidades: (a) el Parque Natural “Sierra de
Baza”, situado en el extremo nororiental de la provincia de Granada; (b) determinadas
dreas de la provincia de Alicante. Ambos suelos como modelos en el caso de areas
degradadas por desertificacién; y (c) suelo de una parcela experimental contaminada
artificialmente ubicada en Nagyhorcsok (Hungria), a la que se le aplicaron en 1991
diferentes metales pesados entre ellos cadmio y cinc, a diferentes concentraciones, con

fines de investigacion.

Los Objetivos especificos del presente estudio fueron:

» Aislar y caracterizar hongos MA y PGPRs de los suelos objeto de estudio, y
seleccionarlos en base a su capacidad de resistencia a estrés inducido por
metales pesados o hidrico, caracteristicos de los suelos objeto de estudio.

» Estudiar las interacciones PGPR-hongo MA, tanto en relacion al
establecimiento de ambos microorganismos en la rizosfera como en lo
relativo a la proteccién de las plantas en las situaciones de estrés objeto de
estudio.

+ Investigar los mecanismos ecofisiolégicos y bioquimicos implicados tanto en
la adaptacién de las PGPRs al estrés como en el efecto de éstas sobre el

funcionalismo de la micorriza.
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2. REVISION DE LOS ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

De acuerdo con lo que antecede, se analizan los antecedentes bibliograficos de la
problematica de estudio, objeto de esta Tesis Doctoral. Para ello, la informacién

disponible, se sistematiza de la siguiente forma:
1. Conceptos generales sobre “calidad del suelo”.
2. Larizosfera.

3. Principales grupos de microorganismos rizosféricos, su significado y modo
de accion.

Rizobacterias beneficiosas para el sistema suelo planta (PGPRs).
Micorrizas Arbusculares (MA).

Interaccién PGPRs-hongos MA.

Microorganismos y degradacion del suelo en condiciones de aridez.

Estrés osmético, PGPRs y hongos MA.

0 o N U~

Microorganismos y contaminacién por metales pesados.
10. Metales pesados, PGPRs y hongos MA.

Es obvio que esos diversos aspectos se van a tratar con un nivel muy diferente de
intensidad, tanto desde el punto de vista cuantitativo como cualitativo.

2.1. Conceptos generales sobre “calidad del suelo”

La estabilidad y productividad tanto de los ecosistemas naturales como de los
sistemas agricolas depende en gran medida de lo que se conoce como “calidad del suelo”,
factor importante para la sostenibilidad de los sistemas suelo-planta (Altieri, 1994). Un
aspecto a tener en cuenta es que la calidad de suelo es fundamental no solo para producir
plantas sanas o para lograr la auto-sostenibilidad de los ecosistemas, sino también para
resistir la erosiéon y minimizar los impactos medio-ambientales adversos, como pueden
ser la sequia y la contaminacién por metales pesados. Se sabe que la calidad del suelo esta
determinada por diversos factores de indole fisica, quimica y bioldgica, y de las
interacciones entre ellos. Por tanto, para el manejo adecuado de los sistemas suelo-planta
es critico conocer como los componentes fisico-quimicos y bioldgicos del suelo funcionan
e interactiian (Kennedy & Smith, 1995)
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En los ultimos tiempos se estan acumulando evidencias experimentales que
demuestran que el mantenimiento de comunidades microbianas activas y diversas es
fundamental para propiciar y mantener la calidad del suelo (Kennedy & Smith, 1995;
Barea, 1997). Las actividades microbianas son particularmente relevantes en las interfaces
que ocurren entre suelo y raices de las plantas, conocidas como rizosfera, donde
microorganismos, raices y componentes del suelo interactiian (Lynch, 1990; Kennedy,
1998; Werner et al., 2002, 1998; Bowen & Rovira, 1999; Palomino, 2003).

2.2. Concepto y significado de la rizosfera

La poblacién de microorganismos del suelo esta en un equilibrio inestable. Cuando se
introduce una planta, ésta suministra sustratos energéticos al suelo y la situacién de los
microorganismos cambia drasticamente, ademas la raiz constituye un sistema dinamico
donde la formacién de nuevas raices y la muerte y descomposicion de otras viejas ocurre
de manera continua. A principios del siglo XX, Hiltner introdujo el término rizosfera para
describir la zona del suelo influenciada por el desarrollo de las raices, las cuales inducen
la proliferacién de microorganismos. Las actividades metabdlicas de tales poblaciones
estimuladas en la rizosfera tanto desde el punto de vista cualitativo como cuantitativo,
son de vital importancia para el desarrollo de las plantas (Barea & Azcén-Aguilar, 1982).
El incremento de actividad microbiana en la rizosfera, ejercido por el suministro de
compuestos organicos que aportan los exudados radicales y otros materiales, en general
residuos vegetales o microbianos, recibe el nombre de efecto rizosférico.

La rizosfera constituye un microcosmos donde proliferan los microorganismos
estimulados por el denominado efecto rizosférico. Generalmente se acepta que la causa
primaria de este efecto rizosférico es la presencia de compuestos solubles e insolubles
liberados (exudados) por células vivas o muertas de la raiz que son sustrato para la
microbiota. También constituiran sustrato para los microorganismos los detritus,
mucilagos, lisados y secreciones. Dentro de los exudados radicales se encuentran
compuestos difusibles solubles en agua, y otros volatiles, asi como compuestos no
difusibles. De todos ellos los que parecen mas importantes desde el punto de vista
funcional son los exudados solubles, pero las sustancias voldtiles pueden ejercer la
funcién de mensajeros, al ser capaz de moverse en considerables distancias (varios
centimetros en el suelo), y mas rapidamente de lo que lo hacen los compuestos solubles
en agua. Esto es de gran importancia ya que los microorganismos pueden ser
estimulados por sefiales de la planta lejos de la superficie radical. Tanto el sistema radical
de la planta como el suelo rizosférico a él asociado constituyen una zona de intensos



(

Antecedentes bibliogrdficos 11

cambios y actividades y va a ser en esta zona donde ocurra la mayor parte de ciclado de
nutrientes en suelo (Kennedy, 1998; Bowen & Rovira, 1999).

En la rizosfera existe una considerable densidad poblacional de microorganismos,
pudiendo alcanzar valores superiores a 10° células por cm?, dando los valores maximos
por lo general en la rizoplana o superficie radical, existiendo un gradiente poblacional de
pendiente regular que se extiende a unos pocos milimetros de la raiz, llegando a
densidades del orden de 10-100 veces inferiores a la encontrada en la rizosfera. Por lo
general entre un 7-15% de la rizoplana esta cubierta por microorganismos (Weller &
Thomasshow, 1994; Kennedy, 1998), los cuales se encuentran agrupados en microcolonias
en sitios donde los nutrientes son mds abundantes. Esta proporcion puede ser modificada

en el caso de raices por asociaciones simbidticas tales como las micorrizas.

Las actividades que llevan a cabo los microorganismos en la rizosfera son
extremadamente diversas e importantes, como después se comenta. En este momento, y
enlazando con el apartado anterior: calidad del suelo, se introducen unos conceptos-
resumen de ciertas actividades que tienen lugar en la rizosfera y que globalmente se
conocen por “actividades enzimaticas”. En efecto, en los microhabitats rizosféricos
ocurren diversos procesos controlados por determinadas enzimas. El estudio de
diferentes actividades enzimaticas del suelo rizosférico ha sido utilizado para la
diagnosis y el seguimiento de procesos que causan algtin tipo de perturbacién en el suelo,
asi como para la prediccién del éxito en la recuperacion de un suelo alterado (Dick &
Tabatabai, 1993). Concretamente, se han investigado los cambios en las actividades
enzimaticas del suelo provocados por la acumulacién de metales pesados, pesticidas y
otros productos quimicos industriales o agricolas (Maccari et al., 1994). La determinacién
de determinadas actividades enzimaticas, junto con el uso de pardmetros agroquimicos
tradicionales, parece ser uno de los mejores métodos para evaluar el estado de actividad
microbiana del suelo y para comprender la respuesta del mismo a diferentes practicas de
cultivo, enmiendas orgénicas o cambios ambientales (Nannipieri et al., 1990).

Es evidente que el andlisis de actividades enzimdaticas concretas no refleja el nivel de
actividad microbiolégica del suelo, ya que las enzimas son especificas de un determinado
sustrato y estdn relacionadas con determinadas reacciones. Por tanto, la medida
simultanea de varias actividades enzimaticas en el suelo puede ser mucho mas valido
que la determinacién de una sola actividad para estimar la actividad microbioldgica total
del mismo y dinamica de nutrientes, asi como la respuesta a practicas de cultivo, estrés
ambiental y cambios en las condiciones climaticas (Nannipieri ef al., 1990).

En este sentido, Ceccanti et al., (1994), proponen el uso de una oxido-reductasa
(deshidrogenasa) y de una serie de hidrolasas (proteasa, fosfatasa, 8-glucosidasa) para

11
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evaluar los efectos de diferentes practicas de cultivo (agricultura intensiva o periodos de
barbecho). Los resultados del estudio de este grupo enzimatico se relacionaron con
diferentes propiedades del suelo: nivel de fertilidad biolégica en el suelo, transformacion
metabdlica de macrocompuestos en compuestos minerales simples y presencia de

nutrientes disponibles para la planta.

2.3. Principales grupos de microorganismos rizosféricos, su significado y modo
de accién

Aunque entre los componentes microbianos del suelo hay que considerar bacterias,
hongos, algas, neméatodos, protozoos y virus, la inmensa mayoria de los estudios sobre
microbios del suelo se refieren, principalmente, a hongos y bacterias (Lynch, 1990;
Kennedy, 1998; Bowen & Rovira, 1999).

Desde el punto de vista de sus relaciones con la planta, los microorganismos del
suelo se dividen en tres grandes grupos (Barea & Azcén-Aguilar, 1982):

* Saprofitos, que utilizan compuestos organicos procedentes de residuos animales,

vegetales o microbianos.
* Simbiontes parasiticos o patégenos, causantes de enfermedades en plantas.

¢ Simbiontes mutualistas o simplemente simbiontes, como se les denomina en la

literatura cientifica, los cuales benefician el desarrollo y nutricién vegetal.

En resumen, las acciones que desarrollan los microorganismos en la rizosfera son
muy diversas, y serdn tratadas en mas detalle al hablar de las funciones propias de
hongos MA y de PGPRs. Sin embargo, se adelanta una breve sintesis de la informacion
disponible de aquellas actividades que resultan beneficiosos en los sistemas suelo-planta,
que pueden concretarse en las siguientes:

*  Estimulacién de la germinacién de las semillas y del enraizamiento. Las comunidades
microbianas de los suelos, especialmente las de la rizosfera, producen una amplia
variedad de metabolitos, entre los que se encuentran fitohormonas que pueden
afectar directa o indirectamente al crecimiento de las plantas (fitoestimuladores).

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

e Mejora de la estructura del suelo. Consecuencia de la contribucién microbiana en la

formacién de agregados estables (mejoradores de agroecosistemas).
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*  Proteccién de la planta frente a estreses biéticos y abidticos. Actividad microbiana que
emana de fendmenos de antagonismo microbio-microbio (agentes de control
biolégico de patdgenos) o de eliminacién de productos xenobidticos
(biorremediadores) o incremento de la resistencia/tolerancia a salinidad, sequia
(mejoradores eco fisioldgicos).

*  Benefician el desarrollo y la productividad vegetal. Efecto consecuencia global de los
anteriores.

La presente memoria se va a centrar, de forma directa, en el estudio de dos grupos de
microorganismos beneficiosos: las rizobacterias promotoras del crecimiento y los hongos
que forman micorrizas arbusculares. De forma indirecta, dado que se van a usar
leguminosas, este estudio también incluye la aplicacion de bacterias que colectivamente
se conocen como Rhizobium. Aunque mas adelante se profundiza en los conceptos y
funciones de hongos micorricicos y rizobacterias saprofitas, se adelanta un resumen de
las principales actividades de dichos hongos y bacterias.

Las bacterias rizosféricas saprofitas, conocidas en la literatura cientifica (Kloepper,
1992; Glick, 1995) con el acrénimo PGPR (del ingles Plant Growth Promoting
Rhizobacteria), desempefian funciones importantes para la planta: control bioldgico de
patdgenos, solubilizacion de elementos minerales (en general), movilizacién de fosfatos
(en particular), fijaciéon de nitrégeno, o fitoestimulacién, al facilitar la emergencia o el
enraizamiento. El atributo de rizobacteria refiere Ila capacidad de dichos
microorganismos para colonizar extensamente las interfases suelo-raiz, donde mantienen
poblaciones de individuos a un nivel que permite su efectividad (Kloepper et al., 1991;
Linderman, 1992).

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (MA) y las bacterias fijadoras de
Nz son los componentes mas destacados entre los simbiontes mutualistas.

Los hongos MA, una vez que colonizan de forma biotréfica la corteza de la raiz,
desarrollan un micelio externo que la conecta con los microhdbitats del suelo tanto
rizosférico como, fundamentalmente, el no-rizosférico (Barea, 1991), lo que les permite
desarrollar actividades tales como ciclado de nutrientes (P y N fundamentalmente),
proteccién frente a estreses bidticos y abidticos, conservacion del suelo (formacién de
agregados), establecimiento de plantulas, reguladores de la sucesion vegetal, etc.

Las bacterias simbioticas fijadoras de N: (Rhizobium, Frankia y cianobacterias)
efectian su relevante funcién en la rizosfera de plantas de interés tanto en agrosistemas
como en ecosistemas naturales perturbados (Cervantes & Rodriguez-Barrueco, 1992;
Postgate, 1998; Barea & Olivares, 1998; Jeffries & Barea, 2001). Las simbiosis en

13



14 Antecedentes bibliogrdficos

leguminosas son extremadamente importantes tanto en sistemas agricolas como en
ecosistemas naturales y representan una fuente fundamental de N para la biosfera
(Postgate, 1998; Vance, 2001). Las bacterias responsables de la formacién de nédulos en
las raices, en los que se desencadena la actividad nitrogenasa, se conocen colectivamente
como Rhizobium, aunque se reconoce que pertenecen a diversos géneros, que se han ido
escindiendo del primitivo: Rhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium y
Azorhizobium.

Junto a las actividades de los microorganismos que resultan beneficiosas para el
sistema suelo-planta, se sabe también que determinadas bacterias del suelo llevan a cabo
actividades negativas en la rizosfera, entre ellas estan las denominadas DRB, acréonimo
del inglés “deleterious rhizobacteria“(Nehl et al., 1996). Esas bacterias resultan ser
patogénicas para la planta. Sin embargo, la mayoria de las enfermedades de los vegetales,
que tienen importantes repercusiones agrondmicas, son causadas por hongos,
fundamentalmente especies pertenecientes a los géneros: Fusarium, Phytophthora,
Gaeumanomyces, Thielaviopsis, Sclerotium, Verticillium, Aphanomyces, Pythium y Rhizoctonia,
o por neméatodos tales como Rotylenchus, Pratylenchus, Meloidogyne, etc. Estos organismos
producen graves dafios en las plantas cultivadas que se deben principalmente a una
sustraccién de materia, originada por la secrecién de enzimas que degradan paredes
celulares, y muy especialmente, a la produccién de metabolitos toxicos.

2.4. Rizobacterias beneficiosas para el sistema suelo-planta (PGPR)

2.4.1. Conceptos generales sobre microorganismos saprofitos beneficiosos

Microorganismos saprofitos beneficiosos de los sistemas suelo planta son aquellos
que utilizan compuestos orgénicos procedentes de residuos animales, vegetales o
microbianos como fuente de energia y esqueletos carbonados, y que realizan actividades
que benefician al sistema suelo-planta (Bowen & Rovira, 1999). Dentro de este grupo se
encuentran fundamentalmente bacterias y hongos que intervienen en procesos tan
importantes como la descomposicién de materia orgénica procedentes de restos vegetales
o animales, constituyendo un eslabén importante en el ciclo de la materia, de aqui que
sean muy utiles en la purificacién del agua en las llamadas “fosas sépticas”, y en la
preparacién de “compost”, para usarlo posteriormente como enmienda agricola
(Vassileva et al, 1998). También desempefian un papel importante en los procesos

implicados en la formacién de humus, carbén y petroleo.
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Como se indic6é anteriormente, el termino PGPR (Kloepper et al., 1989; Kloepper,
1994; Bashan, 1999; Dobbelaere et al., 2001; Probanza et al.,, 2002), se usa para describir
bacterias colonizadoras “agresivas” de la raiz, que pueden resultar beneficiosas para las
plantas. Se trata de bacterias que aunque viven de forma libre en el suelo, colonizan
masivamente la rizosfera donde mantienen poblaciones de individuos a un nivel elevado,
durante el tiempo preciso en el que deben expresar su efectividad en el proceso que las
caracteriza (Kloepper et al., 1991; Linderman, 1991). En el proceso de colonizacién la
bacteria es atraida quimiotacticamente a la rizosfera por los exudados radicales para
posteriormente unirse a la superficie radical. Algunas bacterias, como es el caso de
Azospirillum spp., pueden incluso a llegar a penetrar en la raiz y colonizar los espacios
intercelulares, aunque no forman estructuras especializadas como ocurre en le caso de la
asociacién Rhizobium-leguminosa. Dentro de este grupo se encuentran especies
pertenecientes a los géneros Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacteria, Hafnia, Klebsiella, Serratia, Xhantomonas, Azotobacter, Azospirillum, Clostridium,
Pseudomonas, Acetobacter, Burkholderia y Bacillus. (Kloepper et al, 1989; Bashan &
Levanony, 1990., Okon & Labandera, 1994; Probanza et al., 2002; Palomino, 2003). Las
bacterias conocidas colectivamente como Rhizobium se podrian considerar dentro de este
grupo, entendiéndose, ademads, que éstas pueden actuar como PGPR cuando no forman
simbiosis con leguminosas (Galleguillos et al., 2000). Dadas sus importantes funciones, se
aplican como inoculantes de las semillas, algunos de ellos comercializados, bien como
“agentes de control bioldgico” o como “promotores directos del crecimiento de las
plantas”.

De todos los microorganismos que colonizan la rizoplana (superficie de la raiz) y el
suelo rizosférico, los mas comunes son las bacterias Gram negativas, y de todas ellas
parece que Pseudomonas son las dominantes, probablemente debido a su gran versatilidad
metabdlica, que contribuye a su competitividad. También es de destacar la capacidad de
quimiotaxis y adherencia a raices (de los cereales) en el caso de Azospirillum (Vande Broek
& Vanderleyden, 1995).

Con respecto a los hongos saprofitos beneficiosos, componentes comunes e
importantes en la rizosfera, que aportan una cantidad considerable de biomasa
microbiana, hay que resaltar el papel que desempefian en la descomposicién de la
materia organica, y que en algunos casos estan implicados en complejas interacciones
tales como la antibiosis, la fungistasis y el micoparasitismo (Jeffries, 1995). Trichoderma y
Gliocladium son hongos saprofitos frecuentemente encontrados en suelos que han
mostrado capacidad como agentes de control biolégico frente a otros hongos capaces de
causar enfermedades en raices (Baker, 1989; Datnoff et al., 1995). La inhibicion de la

15
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colonizacién o del ataque por patdgenos puede ser ejercida bien de forma directa, lo que

implica la interaccion entre los dos hongos, (micoparasitismo o por la produccién de

compuestos antimicrobianos), o bien de forma indirecta mediante la induccion de

mecanismos de defensa de la planta (Wyss et al., 1992; Jeffries, 1995).

2.4.2. Modo de accion de las PGPR en control bioldgico de patégenos

Una de las principales funciones de las PGPR es la relacionada con el control

bioldgico de patdgenos, actividad que benefician el crecimiento y desarrollo de las

plantas de forma indirecta. Los mecanismos descritos por los cuales ocurre el control

biologico de patégenos por PGPR son los siguientes:

v

Produccién de Sideréforos. Determinados microorganismos, fundamentalmente
Pseudomonas, secretan compuestos de bajo peso molecular con gran afinidad por
el Fe 3 (sideréforos), lo quelan, lo transportan dentro de sus estructuras celulares
y lo utilizan para su propio crecimiento (Briat, 1992), de esta forma el nutriente
no estd disponible, para otros microorganismos lo que puede resultar efectivo
para prevenir la actividad de los patégenos que dependan de la presencia de Fe.

Produccién de antibiéticos. Es el mecanismo mas comun de biocontrol. El
principal grupo de productores de antibi6ticos en la rizosfera lo constituyen las
Pseudomonas, considerandose estas bacterias, como agentes altamente efectivas en
la supresién de enfermedad por fitopatégenos (Weller, 1988).

Sintesis del 4cido cianhidrico. La propia bacteria productora es resistente a este
producto, aunque el papel de este compuesto en la supresién de la enfermedad
no parece estar firmemente establecido (Kloepper, 1993).

Hidrdlisis del 4cido fusarico. Compuesto causante de los dafios producidos por el
ataque de Fusarium (Toyoda & Utsami, 1991).

Sintesis de enzimas que hidrolizan las paredes celulares de hongos patdgenos.
Cabe destacar la quitinasa, la laminarinasa (Lim, 1991) y la 8-1,3-glucanasa
(Fridlender et al., 1993).

Competicién por nutrientes y sitios de infeccién en la superficie de la raiz. Al
parecer es el mecanismo responsable de un pequefio o moderado grado de
supresion de la enfermedad por muchas PGPRs (O’Sullivan & O’Gara, 1992).

Induccién de Resistencia Sistémica en la planta. Esta basado en la activacién de la
sintesis de algunos metabolitos antipatogénicos en la planta, que se expresan a
distancia del sitio de induccién y de forma generalizada. Es un mecanismo que
no implica interaccién directa entre patégeno y PGPR (Tuzun & Kloepper, 1994).
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v

2.4.3.

v

|

Cambios en las poblaciones rizosféricas. Ello puede estimular el nimero de
antagonistas frente a un patégeno (Linderman, 1991).

Modo de accion de las PGPRs en promocion directa del crecimiento

Dentro de los mecanismos directos de promocién del crecimiento vegetal, se han
descrito:

Fijacién de N: atmosférico por bacterias de vida libre. Fue el primer mecanismo
propuesto para explicar los beneficios de la inoculacién de ciertas bacterias
rizosféricas. Posteriormente se ha visto que el aporte de N es limitado, e
insuficiente para paliar las propias necesidades de las bacterias y el suministro
posterior a la planta (Hong et al. 1991). La eficiencia de la fijacién de esta
asociacién no es muy grande a menos que existan suficientes sustratos
carbonados disponibles para obtener energia, (en el caso de Azotobacter, se
requieren 100 Kg de glucosa/Kg de N fijado). Pero en el mejor de los casos no se
llegan a superar unos cientos de gramos de N fijado por ha y afio, frente a
300g/ha/afio atribuidos a la simbiosis Rhizobium-leguminosa. Por otra parte el
nitrégeno fijado por via libre no es directamente utilizable por la planta, ya que
forma parte de la célula fijadora y s6lo a su muerte y lisis entrara dentro del
proceso de mineralizacién correspondiente. Tal complejidad sugieren que deben
existir mecanismos adicionales que permitan explicar los incrementos en cosecha
observados tras una inoculacién con bacterias diazoétrofas, grupo en el que se
encuentran especies pertenecientes a los géneros: Enterobacter, Klebsiella,
Azotobacter, Azospirillum, Clostridium, Pseudomonas y Bacillus.

Produccién de fitohormonas. Sustancias que pueden estimular el crecimiento en
distintos estadios del desarrollo vegetal, este es el mecanismo mas usado para
explicar los efectos de las PGPRs, sobre la planta. De todas las fitohormonas las
auxinas, y mas concretamente el acido indol acético (AIA) es el mas comun y
mejor caracterizado, siendo el principal responsable del mayor desarrollo\de las
plantas inoculadas (Patten & Glick, 1996). Estas sustancias son sintetizadas
también por la planta, por lo que es necesario distinguir entre éstas y las
producidas por la bacteria. En este sentido, para evaluar los efectos de una PGPR
sera util realizar estudios comparativos entre cepas silvestres y otras modificadas
genéticamente que, o bien hayan perdido la capacidad de produccién de la
fitohormona, o bien sean, sobreproductoras. El crecimiento de la planta puede
afectarse por la cantidad de AIA que la PGPR secrete y la respuesta puede variar
de una planta a otra (Dubeikovsky et al., 1993). A veces los efectos observados no
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se deben a la produccion de hormonas por la bacteria en si misma, sino que es la
propia planta la que los produce en respuesta a la colonizacién radical por la
bacteria (Zimmer et al., 1988). En cualquiera de los casos, la produccién de
fitohormonas va a conducir a un mayor desarrollo de la raiz, lo que a su vez
puede facilitar la captacion de nutrientes minerales, lo que redunda en beneficio
de la planta. Un beneficio especial que la produccién de AIA puede tener sobre el
desarrollo de la planta se manifiesta en las leguminosas, ya que las fitohormonas
producidas por Azospirillum promueven la diferenciacién de las células
epidérmicas de los pelos radicales, con lo que se aumenta el nimero de sitios
susceptibles de infeccién por Rhizobium (Yahalom et al., 1990; Andreeva et al.,
1993). La auxina AIA no parece ejercer ningun papel significativo en la fisiologia
de la bacteria, sugiriéndose que la produccién y excrecién de AIA al medio es
una forma de reducir niveles toxicos de triptéfano precursor inmediato en la
biosintesis de AIA (Bar & Okon, 1992).

Solubilizacién de minerales. Especialmente estudiada en el caso de compuestos
insolubles de P (Toro et al., 1997; 1998). Es un mecanismo que hace a los
nutrientes accesibles para su captacion por las raices. Dentro de este grupo se
encuentran especies pertenecientes a los géneros: Enterobacter, Pseudomonas,

Bacillus y otros.

Sintesis de compuestos de bajo peso molecular o enzimas que modulen el crecimiento y
desarrollo de la planta. Estas sustancias son secretadas por las bacterias
trasfiriéndolas a las plantas y una vez que cruzan la pared celular y son
reconocidas por las membranas de las planta, se desencadenan una serie de
procesos que en definitiva conllevaran a una alteracion del metabolismo de la
planta, pudiendo actuar a nivel metabdlico disminuyendo los niveles de
respiracién en plantas inoculadas, o aumentando actividades enzimaticas
relacionadas con el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Michielis et al., 1989), la
glicdlisis, la sintesis de aminoacidos aromaticos, etc. Por otro lado, pueden
producir una mejora del nivel hidrico en la planta, probablemente debido a que
mejora la extraccién de humedad del suelo, muy importante en condiciones de
sequia, por lo que las plantas inoculadas presentan mayor potencial hidrico en
hoja y mayor conductancia estomdtica y transpiracién (Saring et al., 1988;
Michiels et al., 1989).

2.5. Micorrizas Arbusculares (MA)
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2.5.1. Conceptos generales sobre micorrizas

Las micorrizas (del griego hongo-raiz) son asociaciones simbidticas mutualistas que
se establecen entre determinados hongos y mas del 90% de las plantas que crecen en la
corteza terrestre (Smith & Read, 1997).

Se sabe que las hifas del hongo que se desarrollan en la raiz y emergen de ella poseen
un papel importante en la translocacién de nutrientes minerales a la planta. Este hecho
convierte en esencial la actividad micorricica, sobretodo en aquellos suelos con niveles
bajos de fésforo asimilable. Por su parte, la planta suministra al hongo fuentes de carbono
procedentes de la fotosintesis, ademas de un nicho ecolégico protegido, al resguardo de
fendmenos de antagonismos microbiano propias de la rizosfera. Salvo escasas
excepciones de familias de plantas no micorrizables, puede afirmarse que las plantas
cuando se desarrollan en condiciones naturales son organismos dobles, si entendemos
que la raiz (6rgano de absorcién de agua y nutrientes), estd constituido por la raiz
propiamente dicha y el hongo que convive simbiéticamente en ella (Barea & Honrubia,
1993).

Durante el establecimiento de la simbiosis el hongo coloniza biotréficamente la
corteza de la raiz, llegando a ser parte integrante de dicho 6rgano. Desarrolla un extenso
micelio externo que, a modo de sistema radical complementario y altamente efectivo,
ayuda a la planta a adquirir nutrientes minerales y agua del suelo. De hecho esta
simbiosis se considera la parte metabolicamente mas activa de los 6rganos de absorcion
de nutrientes de las plantas. A su vez, la planta hospedadora proporciona nutrientes
organicos y un nicho ecolégico protegido al hongo (Smith & Read, 1997).

El establecimiento de la simbiosis micorricica implica cambios cualitativos y
cuantitativos de las poblaciones microbianas en la zona préxima a la raiz. En el caso de
las plantas micorrizadas se emplea también el término de micorrizosfera (Linderman,
2000; Barea 1997, 2000; Gryndler, 2000; Barea et al., 2002b,c). A pesar de que este segundo
término no puede considerarse conceptualmente igual al primero, en la préctica resulta
muy dificil establecer las diferencias entre ambos (Bowen & Rovira, 1999). Precisando
mas aun, los microambientes derivados de la proliferacién del propio micelio micorricico
permitiria hablar de la denominada hifosfera (Gryndler, 2000).

Las micorrizas se encuentran practicamente en todos los habitats de la tierra y las
establecen una gran cantidad de especies vegetales. Solo algunas familias botanicas entre
ellas como las Cruciferas, Ciperdceas y Quenopodiaceas, no forman micorrizas. Esta
universalidad de la simbiosis sugiere una gran diversidad en lo que a morfologia y a

fisiologia de las asociaciones micorricicas se refiere, lo que permite reconocer unos cinco
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tipos principales entre ellas: ectotréficas, endotrdficas arbusculares, orquidoides y
ericoides, y ectendotrdficas (Harley & Smith, 1983). Todas ellas se caracterizan porque el
hongo no penetra nunca la endodermis de la raiz, ni produce reacciones tipicas de
defensa, limitdindose el hongo a la colonizacién del cortex radical (Alvarez, 1991). De
todos estos tipos, las micorrizas arbusculares (MA) son el grupo mas extendido en la
naturaleza formando esta asociaciéon plantas pertenecientes al 80-90% de las familias
botanicas. Los hongos formadores de MA, son simbiontes biotrofos obligados puesto que
s6lo pueden completar su ciclo de vida en presencia de la planta hospedadora.

TIPOS DE MICORRIZAS

ARBUSCULARES

{Endomicoriza)

Fagacese
Piraceas
#0.90% especies vegetales Betuincese

+ +
Basidiomicetes
Ascomicetes
y (Zigomicetes)

Zigomicetes
(microscépicos)

Qrebidacese
+

Basidiomiceles

FORMADORAS
OROUIDCIDES DE MANTO

{Endomicorriza) / < 3 {Ectomicorriza}

Erics
Wactindunm
Ericacear  Rbadodendron
+ Lafuna

Pyioia ARBUTOIDES
Ascomicetes ERICOIDES | -

{Ectendomicormizal

#onotropaceas
+

{Endomicorriza)l

Tipos de micorriza (Barea, 1998).

2.5.2. Taxonomia de los hongos MA

La sistemética de estos hongos ha sufrido diversas modificaciones en la medida en
que se han ido intensificando su estudio. El niimero de especies aumenta y las revisiones
de taxones son frecuentes. Hasta no hace mucho los trabajos de taxonomia se
desarrollaban sobre la morfologia de esporas sexuales, lo que acarreaba mucho tiempo en
trabajo descriptivo y aunque el uso de criterios morfolégicos sigue vigente, se progresa
en el uso de criterios basados en técnicas moleculares. A partir del 2001 se ha propuesto
la creacién de un nuevo phylum Glomeromycota que engloba los hongos MA, que hasta
entonces estaban ubicados en los Zygomycetes (Morton & Benny, 1990). La nueva
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clasificacién se promueve el hecho de que un género clave: Glomus, no es monofilético y
se basa en el empleo de técnicas moleculares para el analisis filogenético usando el ADNr
18S del ARNrr (Schiipler et al., 2001a, b).

La nueva clasificacién distingue 9 familias: Paraglomaceae, Archaeosporaceae,
Familia inédita aun sin denominaciéon, Geosiphonaceae, Acaulosporaceae,
Diversisporaceae, Gigasporaceae, Glomeraceae grupo A y Glomeracea grupo B. Estas
nueve familias contienen los siguientes géneros: Paraglomus, Archaeospora, Scutellospora,
Geosiphon, Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora y Glomus que engloban mas de 100
especies distintas. En alglin caso, un mismo género se encuentra repartido entre dos o
mas familias como ocurre con Glomus (Glomeraceae grupo A y B y Diversisporaceae) y
Scutellospora (Gigasporaceae y Familia inédita) (Schiifler et al., 2001a, b).

2.5.3. Formacion y Morfologia de las MA

La colonizacién flngica no produce alteraciones morfolégicas distinguibles
resefiables, por lo que las técnicas microscdpicas juegan un papel importante en el
analisis de la colonizacién micorricica. La colonizacién solo tiene lugar en la epidermis y
en el parénquima cortical de las raices. El hongo MA no penetra nunca en el cilindro
vascular, ni en las regiones meristematicas (Bonfante-Fasolo et al.; 2001).

En una micorriza activa se considera que existe una fase extraradical del hongo, el
micelio externo, que incluye micelio, esporas y células auxiliares en su caso y una fase
intrarradical del mismo, con hifas intra e intercelulares, arbisculos y a veces vesiculas. La
colonizacién por el hongo sigue un proceso de desarrollo con distintas etapas.
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Precolonizacién

La colonizacién micorricica puede iniciarse a partir de tres tipos de propagulos:
esporas, raices previamente colonizadas e hifas. De todos ellos las esporas son los
propagulos que pueden ser clasificados taxondmicamente, siguiendo criterios
morfologicos. Tienen una cierta capacidad para dispersarse a través del agua y del viento
y constituyen las estructuras de resistencia de estos hongos (Koske & Gemma, 1990).

A partir de las esporas se produce el desarrollo del tubo de germinacién, el cual esta
determinado fundamentalmente por las condiciones fisicas, quimicas y fisicoquimicas del
suelo (CO, temperatura, pH, etc.). Cuando las hifas producidas no encuentran una raiz
susceptible de ser colonizada comienzan a tabicarse por sus extremos y retraen el
citoplasma hacia la espora madre entrando de nuevo en reposo y asi sucesivamente hasta
que encuentre una raiz que pueda colonizar con éxito o degenere para siempre. Sin
embargo, cuando alguna hifa llega a la rizosfera de una planta hospedadora, se ramifica
lateralmente cerca de la superficie de la raiz dando lugar a una estructura de preinfeccién
con forma de abanico, y finalmente alguna hifa contacta con la raiz, forma el apresorio y a
partir de esta estructura se produce la colonizacién de la raiz (Barea et al., 1991;
Giovannetti et al., 1993; 2000). Aqui termina la tnica etapa independiente del desarrollo
del hongo. Una vez que se ha producido el contacto, la adhesién de la hifa con la raiz y el

apresorio el hongo penetra en la epidermis e inicia la colonizacién después de 2 o 3 dias
(Becard &Fortin, 1988).
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Desarrollo de unidades de colonizacion

La hifa de penetracion atraviesa la epidermis y en la zona mas externa de la corteza
da lugar a unas estructuras intercelulares tipicas, que se denominan ovillos o “coils”. Se
forman mediante circunvoluciones de hifas intracelulares y aunque no se conoce su
funcion se ha propuesto que pueden estar implicados en una toma inicial de compuestos
hidrocarbonados por el hongo (Smith, 1997).

A continuacién la hifa colonizadora se ramifica y extiende a través del cortex medio e
interno; finalmente las hifas intracelulares se ramifican repetidamente en forma
dicotomica, para dar lugar a la estructura tipica de la simbiosis: el arbuisculo. Los
arbussculos, se forman poco después de la penetracién inicial del hongo en la raiz (2-5
dias). El hongo cuando coloniza una célula, no perfora el plasmalema de la célula
hospedadora, aunque si induce su invaginacién. Esta interfase hongo-planta es de gran
importancia para el funcionamiento de la simbiosis y es donde se presupone que tiene
lugar el flujo bidireccional de nutrientes (Smith & Gianinazzi-Pearson, 1990).
Normalmente los arbuisculos tienen un tiempo de vida corto, de 4 a 10 dias, después de
los cuales degeneran y son digeridos por la célula hospedadora que vuelve a su funcién
normal.

Al mismo tiempo, o poco después que se produce la formacion de los arbusculos,
algunas especies de hongos MA forman vesiculas intra y/o intercelulares (Abbott, 1982).
Las vesiculas, son estructuras de forma diversa segin la especie (redondeadas, ovoides,
etc.) y de paredes finas, que se producen por el hinchamiento terminal o intercalar de las
hifas. Estas estructuras almacenan gran cantidad de lipidos y actian como érgano de
reserva del hongo durante situaciones de estrés, como es la falta de carbohidratos.
Ninguna de las especies pertenecientes a los géneros Gigaspora y Scutellospora forman
vesiculas dentro de la raiz, aunque si producen células auxiliares en el micelio externo.

El conjunto de colonizacién originado a partir de un tnico punto de entrada se
denomina unidad de colonizacién (Wilson, 1984), a partir de ella se produce una fase de
colonizacion exponencial, en la que el hongo se desarrollo mas rapido que la raiz. Esto se
debe a que el establecimiento de las primeras unidades de colonizacién vigoriza el
micelio externo del hongo, que contintia produciendo unidades de colonizacién de forma
especial. Después se produce una fase de estabilizacion de la colonizacién, durante la
cual la raiz y el hongo crecen al mismo ritmo. En ambas fases el proceso de formacién y
degradacion de arbusculos se produce de forma continuada.
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Crecimiento del hongo en el suelo

Simultdneamente a la colonizacién intraradical del hongo, se produce el desarrollo
del micelio externo en el suelo que rodea la raiz. Este micelio externo funciona como un
sistema radical complementario que se extiende mas alld de la zona de agotamiento en
nutrientes cercana a la raiz. Su funcién es la buisqueda, absorcién y transporte de
nutrientes a la planta, especialmente aquellos de lenta difusién en la solucién del suelo
como son el fésforo, zinc, cobre y amonio (Sieverding, 1991; Burkert & Robson, 1994).
Ademas como ya se ha indicado anteriormente, el micelio juega un papel importante
como fuente de indculo para continuar la colonizacién en el mismo sistema radical o en

algtin otro préximo (Barea et al., 1991).

2.5.4. FEfecto de las MA sobre el desarrollo de las plantas

El efecto de la formacién de MA sobre las plantas abarca desde la mejora del
crecimiento, potenciacién de captaciéon de nutrientes, proteccion frente a estreses
ambientales y culturales y mejora de la estructura del suelo (Barea et al., 1997; 2002b,c).

Incremento en el aporte de nutrientes a las plantas

El efecto mejor y mas estudiado que ejercen las MA sobre las plantas es, sin duda, el
que conduce a una mejora del crecimiento, asi como de su estado nutricional. Las MA
han demostrado su efectividad contribuyendo en un mejor aprovechamiento y absorcién
de los nutrientes disponibles en el suelo. Esta mejora en la absorcién se observa en
elementos de movilidad baja como P, Zn y Cu. Las plantas micorrizadas presentan una
mayor eficiencia en la absorcién de estos micronutrientes que las plantas no colonizadas.
La absorcién de estos elementos por las hifas es independiente de la nutricién fosforada
(Tinker, 1980; Weissenhorn et al., 1995; Chen et al., 2001). Este fenémeno se observa
claramente en plantas que crecen en suelos poco fértiles en donde la disponibilidad y
movilidad de elementos es escasa (Barea, 1991). La estimulacién de captacion de
nutrientes y la subsiguiente traslocacién de éstos a la parte aérea, ocasiona que se
transfieran a la raiz relativamente menos productos de la fotosintesis y que una mayor
proporcién de los mismos sea retenida en la parte aérea, para su utilizacién en la
produccién de materia verde. La relacidn de peso seco de parte aérea: peso seco raiz, es

normalmente mayor en las plantas MA (Smith, 1980).

Se ha confirmado que el micelio externo de los hongos MA, pueden absorber P, NOs
y NHz: de microhdbitats distantes en mas de 25 cm de la superficie de la raiz (mucho mas
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alld de la zona de agotamiento que la rodea) y transferirselos a las plantas con las que se
asocian (Biirker & Robson, 1994; Tobar et al., 1994; Smith et al., 2001).

Como se indic6 anteriormente, el efecto micorriza mds caracteristico en plantas es el
incremento en la captacién de P. Para explicarlo hay que recordar que entre un 95-99%
del P en suelo se encuentra en forma no disponible para las plantas (Bieleski, 1973). Los
iones fosfato, ademas de encontrarse en muy baja concentracién, difunden muy
lentamente al estar formando parte de compuestos insolubles ligados a Ca, Fe 6 Al, o
absorbidos a coloides del suelo. Una vez que el ion fosfato llega a la superficie de la raiz,
las plantas lo toman mucho mas rapido de lo que estos iones pueden difundir hacia la
superficie radical. Consecuentemente, se desarrollan zonas de agotamiento alrededor de
los 6rganos de absorcion de P, gracias a la capacidad del hongo para (a) incrementar los
sitios de absorcién de P, al explorar la red de micelio externo mucho mas volumen del
suelo; (b) transportar los iones fosfato a través del micelio externo a partir de distancias
relativamente grandes y (c) transferir el nutriente a la planta en las células corticales de la
raiz a través de los arbusculos (Gianinazzi & Azcén-Aguilar, 1991). E1 P es transportado a
las estructuras internas en forma de granulos de polifosfato contenidos en el interior de
vacuolas, contribuyendo al almacenamiento de este elemento (Gianinazzi-Pearson &
Azcon-Aguilar, 1991; Barea & Honrubia, 1993). También se ha descrito actividad fosfatasa
alcalina especifica del hongo MA, sugiriéndose que estas fosfatasas pueden jugar un
papel clave en la traslocaciéon activa y/o mecanismos de transferencia de P en las MA
(Gianinazzi-Pearson et al., 1995). Hoy dia existen evidencias genéticas de la existencia de
transportadores de P en hongos MA (Harrison & van Buuren, 1995; Maldonado-Mendoza
et al., 2001), asi como de la implicacién de ATPasas de membrana (Ferrol et al., 2002).

La presencia de determinadas actividades enzimdticas en el micelio externo o interno
del hongo se propuso como marcador de la funcionalidad de las MA (Gianninazi-Pearson
et al, 1995). Estas actividades se ponen de manifiesto por medio de las llamadas
“tinciones vitales”. Dos de las mas utilizadas son la succinato deshidrogenasa (SDH),
implicada en el ciclo de los acidos tricarboxilicos, y que indica que el hongo MA esta vivo
y activo y la fosfatasa alcalina (ALP), que indica que el hongo esta transfiriendo P a la
planta (Tisserant et al., 1993; Guillemin et al., 1995).

Algunas especies de plantas son mas dependientes del P que otras para su desarrollo,
este hecho junto a dificultades de las especies inherentes a las caracteristicas del sistema
radical, hacen que la respuesta a la MA varie en funcién de la planta, lo que condiciona el
concepto de “dependencia de la planta a la micorriza”. Es decir, el grado en el que una
planta depende de la micorriza para producir su maximo nivel de crecimiento o cosecha
a un nivel dado de fertilidad del suelo. En general, las plantas con un sistema radical con
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raices tréficas de didmetro inferior a 0.5 mm y carentes de pelos radicales seran las mas

dependientes de las micorrizas (Baylis, 1972).

Anélogamente las hifas del micelio externo son capaces de absorber y traslocar otros
nutrientes como el N en forma de amonio o nitrato (Tobar et al., 1994; Bago et al., 1996),
habiéndose demostrado la expresién genética de transportadores especificos de N (Bothe
& Hildebrandt, 2002), asi como de genes que codifican para la nitrato reductasa.

El amonio, i6n de muy baja movilidad, puede dar lugar a zonas de agotamiento
cuando es absorbido por la planta al igual que ocurre con el P. el micelio extraradical
puede alcanzar zonas no accesibles a las raices de las plantas y contribuir asi a la
nutricién nitrogenada de la misma. Con iones de mayor movilidad, como es el caso del
nitrato o sulfato, es menos probable que se agoten las zonas préximas a las raices y
posiblemente estos iones no se muevan mas rapidamente a través de las hifas que por la
solucién del suelo (Gianinazzi-Pearson, 1991). Sin embargo, se ha evidenciado la
capacidad del micelio externo de absorber nitrato del medio (Tobar et al., 1994; Bago et al.,
1996), aunque los mecanismos de cesién de elementos nitrogenados a la planta no estan
totalmente establecidos (Bago et al., 2001).

Aprovechamiento de recursos hidricos y respuesta a la salinidad

Diversos estudios han comprobado como las MA mejoran la relaciones hidricas de las
plantas en condiciones de sequia por lo que las plantas micorrizadas responden mejor
que sus controles a condiciones de sequia (Augé et al., 1987; Faber et al., 199i; Augé, 2001;
Ruiz-Lozano, 2003).

La aplicacién de fertilizantes puede interferir en la absorcién de nitratos, fosfatos y
otros nutrientes debido al exceso de iones Na*y Cl- en el suelo. Se ha comprobado que las
MA ayudan a las plantas a superar el estrés salino causado (Tsang y Maun, 1999; Al-
Karaki, 2001; Ruiz-Lozano & Azcén, 2000; Cantrell & Linderman, 2001; Ruiz-Lozano,
2003).

Dado que en la presente Tesis Doctoral se ha seleccionado el impacto de salinidad y
sequia (tipico en suelos de la Cuenca Mediterrénea) como modelos de estrés abiotico a
investigar, se le dedica més adelante un estudio mas amplio al efecto de este tipo de

estrés sobre los microorganismos, con especial referencia a los hongos MA.

Presencia de metales pesados

En general se puede generalizar que cuando se acumulan metales en el suelo, a
concentraciones supraéptimas para el desarrollo de la planta, los hongos micorricicos lo
absorbe lo que resulta de interés en la fitoestabilizacion de suelos contaminados con
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metales (Entry et al, 1999). Las distintas especies de hongos micorricicos, y
fundamentalmente, los distintos ecotipos difieren en el grado de resistencia que muestran
frente a metales y en el nivel de adaptacién a los mismos (del Val et al.,, 1999). Es
conveniente por lo tanto la utilizacién de hongos micorricicos adaptados a la presencia de
metales, con vistas a mejorar el establecimiento de la cubierta vegetal en zonas
contaminadas (Diaz et al., 1996; Leyval et al., 2002; Vivas et al., 2003).

Dado que en la presente Tesis Doctoral se ha seleccionado el impacto de los metales
pesados como modelo de estrés también abidtico a investigar, se le dedica mas adelante
un estudio més amplio al efecto de tal estrés sobre los microorganismos en general, y
sobre las MA y PGPRs, en particular.

Mejora en la estructura del suelo, participando en la formacion de agregados estables

En este proceso, como en otros que ocurren en la naturaleza, todos los componentes
bidticos interactiian en la formacion de su matriz bidtica. Mientras que cada
microorganismo del suelo tiene un papel en la formacién de la estructura del mismo, los
hongos y los actinomicetos filamentosos desempefian un papel importante en la
formacién de agregados. La contribucién de las hifas de la MA a la formacion de
agregados puede quedar resumida de la siguiente forma (Miller & Jastrow, 1997; 2000):
(a) crecimiento de las hifas en el suelo, creando un esqueleto al cual se unen las primeras
particulas. (b) las raices e hifas crean la condiciones fisicas y quimicas para la produccién
de un material organico amorfo al cual se unirdn las particulas (c) este material favorece
la unién de microagregados para terminar formando macroagregados, merced a la
cooperacién de las hifas de la micorriza y a la accién cementante de los productos de
origen microbiano (mucilagos, polisacaridos) o vegetal. Estos agregados, almacén de C y
nutrientes, constituyen un microhdbitat para otros microorganismos del suelo. La
formacién de estos agregados es un proceso importante para la estabilizacién de la

estructura del suelo, factor clave en la recuperacion de suelos degradados y erosionados.

Cambios en el estado fisiolégico y hormonal de la planta

Se ha descrito la capacidad de los hongos MA para sintetizar fitohormonas tales
como auxinas, citoquininas y giberalinas “in vitro” y otras sustancias que pueden alterar
la morfologia y fisiologia de la raiz (Azcén-Aguilar & Barea, 1992). Como resultado se
produce una modificacién en la composicion de los exudados radicales. Lo que da a lugar
a la llamada “micorrizosfera” o zona de la rizosfera bajo la influencia de la micorriza,

donde la poblacién microbiana difiere de la que se desarrolla en la propia rizosfera, no
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solo cuantitativa sino cualitativamente (Azcén-Aguilar y Barea, 1992; Linderman, 1992;
Barea, 1997; Barea et al., 2002 b, c).

De otro lado, y dado que las MA representan un drenaje de fotosintetizados, la
simbiosis desarrolla la llamada “compensacion fotosintética” que se traduce en un
incremento de la eficacia de dicho proceso (Gianinazzi-Pearson & Azcén-Aguilar, 1991).

Cambios en la diversidad de las comunidades de planta y la sucesion vegetal

Se ha demostrado que cada planta muestra un nivel de compatibilidad mayor con
determinados ecotipos de hongos MA, por lo que la conservacién de la diversidad de
estos hongos beneficia la diversidad y sucesion de las plantas (Requena et al., 2001).

Control biolégico de patégenos

Los microorganismos patdgenos son componentes habituales de los ecosistemas
naturales y agronémicos, que pueden causar importantes pérdidas en el rendimiento
agricola como consecuencia de su ataque y el consiguiente desarrollo de enfermedades.
En los dltimos tiempos despierta un elevado interés el papel que las MA ejercen
confiriendo una mayor resistencia/tolerancia a las plantas frente al ataque de patogenos
que causan enfermedades a los cultivos. Tales efectos son dificiles de generalizar y
dependen en gran medida de la especie vegetal implicada, del hongo MA, el patogeno y
su nivel de virulencia y de las condiciones medioambientales (Hooker et al., 1994; Azcén-
Aguilar & Barea, 1996, 2002). En general se ha descrito que las MA reducen los dafios de
la enfermedad producida por los patégenos que infectan el sistema radical (Slezack et al.,
2000). Una condicién imprescindible para que se manifieste esta proteccién es que la
simbiosis esté establecida antes de que se produzca el ataque del patdgeno (Azcon-
Aguilar & Barea, 1996; Azcon-Aguilar et al., 2002).

2.6. Interaccion hongos MA-PGPRs

Como se ha indicado anteriormente, los cambios fisiolégicos inducidos por la
colonizacién MA en la planta afectan a las poblaciones de otros organismos que habitan
en la rizosfera y/o rizoplana (Linderman, 1988; Azcén-Aguilar & Barea, 1992; Barea, 1997;
Gryndler, 2000; Barea et al., 2002b,c). Se ha evidenciado que determinadas bacterias y
hongos aparecen asociados a estructuras de hongos MA (Filippi et al., 1998; Budi et dl.,
1999).
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La co-inoculacién de hongos MA y PGPRs puede afectar al establecimiento reciproco
de ambos tipos de microorganismos en la rizosfera (Puppi et al., 1994; Barea, 1997;
Andrade et al., 1998; Ravnskov et al., 1999), particularmente, en lo que se refiere al
establecimiento de poblaciones nativas o inoculadas de PGPR solubilizadoras de fosfato
(Toro et al., 1997; Barea et al., 2002a). Igualmente se han descrito efectos negativos o
neutros de la coinoculacién de hongos MA y PGPR sobre el establecimiento reciproco de
estos microorganismos (Meyer & Linderman, 1986; Barea et al., 1997; Vosatka & Gryndler,
1999). Estos resultados sugieren que la interaccion PGPR-hongo MA puede ser selectiva y
dependiente de la bacteria y el hongo implicado, lo cual habfa sido ya sugerido
previamente (Azcon, 1989).

Los microorganismos de la rizosfera afectan los estadios presimbiéticos de la MA
(Azcon-Aguilar y Barea, 1995; Giovanetti et al., 2000), influyendo en la germinacién de las
esporas y el desarrollo del micelio. Se han propuesto varias hipétesis que expliquen el
efecto estimulante de los microorganismos del suelo sobre las esporas de los hongos MA.
Estas incluyen: (a) detoxificacion del medio, ya que los microorganismos pueden eliminar
inhibidores del crecimiento del hongo; (b) utilizacién de autoinhibidores fangicos; (c)
Produccién de compuestos estimulantes hidrosolubles de facil difusién en el medio y
compuestos volatiles (o ambos). Determinadas sustancias activas biolégicamente, tales
como aminodcidos, hormonas vegetales, vitaminas y otros compuestos organicos que
pueden ser sintetizados por los microorganismos del suelo incrementan la tasa de
crecimiento de los hongos MA. En este contexto, la liberacién de compuestos voldtiles es
también importante (Azcoén-Aguilar & Barea, 1995). Las denominadas Mycorrhiza Helper
Bacteria, son un ejemplo claro de este tipo de microorganismos que ayudan a la
formacion de ectomicorrizas (Garbaye, 1994). Igualmente, se ha verificado que
determinadas bacterias estimulan el desarrollo del micelio y potencian la formacién de
MA (Azcén-Aguilar y Barea, 1995; Gryndler, 2001; Barea et al., 2002b, c).

2.7. Microorganismos y degradacién del suelo en condiciones de aridez

Un amplio rango de factores naturales (geomérficos, paleotecténicos o hidrotermales)
pueden afectar la estabilidad y funcionamiento de los ecosistemas naturales (Herrera et
al, 1993). Adicionalmente, diversas actividades humanas, que pueden causar la
contaminacién del aire, agua y suelo, el mal uso del suelo para fines ganaderos y
agricolas, o la deforestacién, estan causando un fuerte impacto negativo sobre una amplia
gama de ecosistemas. La degradacién de los ecosistemas puede llegar a un punto, en el
que la recuperacién espontdnea es dificil, especialmente si el agente causal estd presente
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continuamente. En general, el éxito de la restauracién, requiere la reconstruccion de
condiciones morfoldgicas, hidroldgicas, fisico-quimicas y bioldgicas adecuadas. Una de
las causas que motiva el fracaso de muchos intentos de restauracién es el no reconocer el
hecho de que el sistema planta/suelo esta asociado con una diversa comunidad de
microorganismos. Cada vez hay mas evidencias de que estas asociaciones planta-
microorganismos rizosféricos puede facilitar el establecimiento de plantas bajo
condiciones hostiles y ayudar al mantenimiento de la sucesién (Requena et al,
2001;Turnau et al., 2002; Jeffries et al., 2002). Es por ello que el manejo de la rizosfera
mediante el uso combinado de varios microorganismos incluyendo PGPR, bacterias
fijadoras de N2 y hongos MA, puede presentarse como una interesante alternativa en
ambientes degradados ya que provocan en las plantas beneficios cruciales para su
desarrollo, lo que generaria la restauracién de su propio habitat (Jeffries et al., 2002).

En el caso concreto de los ambientes mediterrdneos, caracterizados por un
mecanismo climético de alternancia regular de una estacion calida y seca, con otra fria y
hiimeda, lo que condiciona unas caracteristicas ecolégicas muy especiales, comunes en
varias areas del planeta, que definen el llamado “clima mediterraneo” (Lopez-Bermudez
& Albaladejo, 1990). La sequia estival pronunciada, abundante energia solar y
precipitaciones irregulares y esporadicas, pero torrenciales, en otofio-invierno, son
factores esenciales que definen las cualidades y funcionamiento de los ecosistemas
mediterraneos. Concretamente, en los procesos interactivos que concurren en la
degradacién de los sistemas suelo-planta en ambientes mediterraneos, se ha demostrado
un descenso en el niimero de propagulos de la microbiota del suelo, de su diversidad y/o
de su actividad (Requena et al., 2001). El deterioro de los sistemas suelo-planta, en cuanto
que afecta a las relaciones planta-microorganismos, desencadena un circulo vicioso de
efectos negativos: Si no hay plantas, se degrada la vida microbiana, y si no hay
propagulos microbianos, los procesos naturales o experimentales de revegetacion
presentaran problemas para prosperar adecuadamente.

Hoy dia se considera que las MA son claves en estrategias destinadas a frenar la
erosién y la desertificacion, basadas en la revegetacion con especies arbustivas autoctonas
de ambientes mediterraneos (Jeffries et al., 2002). Los avances en las técnicas de
aislamiento y multiplicacién de hongos MA procedentes de ecosistemas desertificados
estan permitiendo establecer bancos de hongos autdctonos del ecosistema a restaurar, lo
que facilita la produccién de plantas autéctonas con micorrizacién optimizada. Es preciso
indicar sin embargo, que el méximo beneficio de la inoculacién con hongos MA solo se
consigue después de una seleccion muy controlada del hongo mas idéneo (el que
demuestre mas alto nivel de compatibilidad funcional y ecolégica para cada sistema
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planta-suelo). Hay que considerar también a las PGPR, que asociadas a las MA son
capaces de promover acciones beneficiosas para la planta (Jeffries & Barea, 2001).

En el presente estudio se concede énfasis a los efectos producidos por componentes
clave de la degradacién de los sistemas suelo planta en condiciones de aridez, provocada
por sequia y salinidad (estreses osméticos), sobre rizobacterias y hongos MA y, a su vez,
como ese tipo de microorganismos ayudan a la planta a superar situaciones de estrés
osmotico. Por ello se dedica un apartado especial a la interaccién de dicho estrés abidtico
y esos microorganismos del suelo.

2.8. Estrés osmético PGPRs y MA

2.8.1. Impacto del estrés osmdtico sobre los microorganismos del suelo

Es obvio que el agua es esencial para la supervivencia y funcionamiento de los seres
vivos. El papel critico del agua para la vida sobre la tierra depende de su funcién como
solvente de distintos solutos de importancia bioldgica. Ademas, el agua esta asociada
directamente en reacciones quimicas y constituye el medio adecuado para las
transformaciones bioquimicas (Kempf & Bremer, 2000). Dadas las marcadas diferencias
metabdlicas y fisiolégicas entre microorganismos, no sorprende que en el transcurso de la
evolucién estos se hayan adaptado efectivamente no solo a ambientes con un buen
suministro hidrico, sino también a habitats sujetos a frecuentes fluctuaciones en cuanto a
contenido de agua o a déficit permanente del mismo, como ocurre en el suelo (da Costa et
al., 1998; Booth et al., 1999).

La exposicién de los organismos a ambientes con alta osmolaridad, (medios con alta
concentracién de solutos, principalmente sales, o medios con bajo nivel hidrico) produce
una rapida salida de agua a través de la membrana semipermeable citoplasmatica a favor
del gradiente osmético que causa la reduccién de la turgencia de la célula y la
deshidratacién del citoplasma, en estos casos, se habla de estrés osmético, para referirnos
a todas aquellas condiciones que dan lugar a una disminucién del potencial hidrico
celular (Kempf & Bremer, 2000 )

Los microorganismos responden activamente a las variaciones de osmolaridad de su
habitat en un proceso que se conoce como osmorregulacién u osmoadaptacién y cuyo
objetivo es mantener la turgencia y el volumen de la célula dentro de unos niveles
aceptables para la fisiologia celular y proteger al organismo de los efectos letales de la
deshidratacién. La turgencia de las células en condiciones de estrés osmético se mantiene
mediante el acimulo de determinadas sustancias las cuales se conocen con el nombre de
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compuestos osmorreguladores y que incluyen iones inorganicos y solutos organicos
como aminodcidos, azucares y alcoholes. (Csonka et al., 1991; Millar et al., 1996; Kempf &
Bremer, 1998; 2000).

Se han identificado dos estrategias basicas de adaptacién de los microorganismos a
medios de alta osmolaridad. Una de ellas consiste en la acumulacién de altas
concentraciones de iones en el interior celular, estrategia que es seguida por
arqueobacterias haldfilas y bacterias halotolerantes; mientras que la otra estrategia
seguida por multitud de organismos, es la acumulacién de determinados compuestos en
el citoplasma de las células, llamados solutos compatibles (Kempf & Bremer, 2000; Dover
& Padan, 2001). La mayoria de los solutos compatibles son compuestos de bajo peso
molecular entre los que se encuentran compuestos con alto niimero de grupos alcohol
como el glicerol, la sacarosa y la trehalosa, aminoécidos libres y sus derivados como la
prolina, la taurina y la $-alanina y las metilaminas como la betaina y sarcosina. La
funcién que los solutos compatibles proporcionan al mantenimiento de la estructura
proteica creando un microambiente protector alrededor de la proteina es lo que hace que
las proteinas puedan seguir desempefiando su funcién en condiciones de estrés.

2.8.2. Impacto del estrés osmdtico sobre /as PGPRs y MA

Diversos estudios a nivel ecofisioldgico sobre el papel de la simbiosis MA frente a
estreses de tipo osmético han demostrado que dicha simbiosis origina una alteracion en
las tasas de movimiento de agua dentro, hacia y fuera de las plantas hospedadoras, con
los consiguientes efectos sobre la hidratacién de los tejidos y la fisiologia de la planta
(Augé, 2001). En los primeros trabajos sobre este tema, Safir et al. (1971) conclufa que la
simbiosis MA probablemente afectaba las relaciones hidricas de plantas de soja de forma
indirecta, a través de una mejora de la nutricién fosforada de las mismas. Esta idea de
que los efectos de las MA sobre las relaciones hidricas de las plantas eran de naturaleza
meramente nutricional prevalecié durante varios afios. Sin embargo, otros estudios
posteriores demostraron que las relaciones hidricas e intercambio gaseoso de las plantas
podia ser afectada por la simbiosis MA de forma independiente de la nutricién fosforada,
y esto supuso un paso decisivo en los estudios de relaciones hidricas en la simbiosis MA.
Asi, hoy en dfa est4 totalmente aceptado que la simbiosis MA modifica las relaciones
hidricas de las plantas, de una forma totalmente independiente del incremento en la
captacion de P (Augé, 2001).

Los estudios realizados han permitido sugerir posibles mecanismos a través de los
cuales la simbiosis MA incrementa la tolerancia de las plantas frente a estreses de tipo

osmotico (Ruiz-Lozano, 2003). Entre estos mecanismos destacan:
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(1) Absorcidn y transferencia de agua a través de las hifas fingicas
(2) Ajuste osmoético

(3) Mejora del intercambio gaseoso

(4) Cambios en la capacidad de retencion de agua del suelo

(5) Estimulacién de actividades asimilativas esenciales para la planta
(6) Cambios hormonales

(7) Proteccién frente al dafio oxidativo generado por la limitacién hidrica

2.9. Microorganismos y contaminacion por metales pesados

2.9.1. Conceptos generales

Como consecuencia de actividades industriales mal controladas las concentraciones
de metales pesados en el suelo pueden incrementar en forma considerable. Por su
elevada toxicidad para los seres vivos cuando estdn en exceso y por su caracter
acumulativo, pueden causar problemas medioambientales muy graves. Los metales
pesados comprenden un grupo aproximado de 60 elementos. Algunos de ellos como el
cobre, cinc, manganeso, hierro, molibdeno, niquel y cobalto son esenciales para el
crecimiento y metabolismo de los seres vivos, como componentes de muchos sistemas
enzimaticos, por lo tanto resultan beneficiosos para la vida de las plantas cuando se
encuentran en la solucién del suelo a concentraciones bajas (Marschner, 1995). El término
metal pesado se va a utilizar en la presente Memoria Doctoral en forma general y como
tal se acepta en estudios de medio ambiente. Sin embargo, este término se refiere
estrictamente a elementos metdlicos con una masa especifica mayor de 5 g cm?® capaces
de formar sulfuros (McGrath, 1998). En este sentido, el aluminio no es un metal pesado,
sin embargo, se incluye en el grupo al ser uno de los metales que presenta mayores
problemas de toxicidad en suelos acidos (Horst, 1995; Borie & Rubio, 1999).

Otro grupo al que pertenece el antimonio, arsénico, bismuto, cadmio, cromo, plomo,
mercurio y telurio, no son necesarios para el metabolismo celular ya que son muy tdxicos
incluso a concentraciones muy bajas. (Marschner, 1995, Gadd, 2000). Algunos
compuestos son utilizados por la industria como catalizadores y como conservantes de
alimentos para evitar el crecimiento bacteriano. Otros son utilizados como componentes
de insecticidas, herbicidas y de desinfectantes (Gadd, 2000).

La presencia de metales pesados en el suelo tiene un origen geoldgico (Jen &
Bergseth, 1992). Sin embargo, existen diversas fuentes de metales derivadas directamente
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de actividades antrdpicas. Entre otras, la quema de combustibles fésiles, la fundicion de
minerales metaliferos, los residuos urbanos, lodos de depuradoras, fertilizantes,
pesticidas, aguas residuales, pigmentos y baterias, etc. (Darbon et al., 1992; Arraigada &
Herrera, 1999; Li & Christie, 2001). Una fuente de contaminacién importante son las
actividades mineras mal controladas y los accidentes en sistemas de contencién de
instalaciones industriales. Un ejemplo reciente es el originado por las actividades mineras
en Aznalcollar, Sevilla, con grave incidencia en los agrosistemas regados por el rio
Guadiamar, con un elevado riesgo para los acuiferos del Parque Nacional de Dofiana,
Reserva de la Biosfera.

Un problema adicional de la contaminaci6n del suelo por metales pesados es el riesgo
de transferencia de estos metales a las aguas subterraneas o la transferencia a sitios
colindantes por medio del viento (Juste & Mench, 1992).

La mayor parte de los metales contaminantes se acumulan en la capa superior del
suelo, integrandose en los complejos 4rganos-minerales, o bien quedan absorbidos a
coloides del suelo, integrados en el complejo de cambio, o permanecen como iones libres
en solucién. Los metales que més se han citado por ser tdxicos son mercurio, cobre,
niquel, plomo, cadmio, cinc, etc. La amenaza potencial de la contaminacién por metales
pesados para los ecosistemas y la salud publica, estd conllevando a un incremento en el
desarrollo de sistemas para secuestrarlos y eliminarlos del suelo, sedimentos y aguas
residuales. El hecho de que los metales no se puedan degradar quimicamente dificulta la
recuperacién de suelos contaminados con metales pesados, por lo que las opciones se
limitan a técnicas de inmovilizacién o extraccién/concentracién. Hasta hace relativamente
poco tiempo las técnicas de descontaminacion (“remediacién”) se han fundamentado en
métodos de ingenierfa o fisico-quimicos, pero en afios recientes el interés se ha centrado
sobre la aplicacién de procesos biotecnoldgicos (“bioremediacién”). Con este fin se han
establecido diversos sistemas bioldgicos de remediacién basados en el uso de bacterias,
algas, hongos y plantas (Chen, 1999; Matsunaga, 1999; Leyval et al., 2002), estudios que se

detallan posteriormente.

2.9.2. Absorcion de metales pesados por las plantas

Los metales pesados generalmente restringen el crecimiento de las plantas y el
potencial de éstas para absorber nutrientes esenciales. En la mayoria de los casos los
érganos que tienen el primer contacto con los metales son las raices que los adquieren del
suelo para después ser transportados, normalmente en forma de complejos y por los
vasos del xilema a la parte aérea de la planta (Greger, 1999). Los metales se pueden fijar a
las paredes celulares durante su transporte por la planta, lo que explica por qué muchos
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metales se acumulan en las raices, incluso hasta el 90%, mientras que en la parte aérea se
encuentran en cantidades mas bajas (Greger, 1999).

La absorcién de metales en relacion con la concentracion externa del mismo suele
diferir en diferentes genotipos de plantas. Asf, Baker (1981) distingue entre plantas
excluidoras, que puede absorber bajas cantidades de metal, aunque su concentracion
externa sea alta; acumuladoras, que tienden a acumular cantidades elevadas del metal
aunque su concentracién externa sea muy baja; y por ultimo, las plantas indicadoras.
Estas Gltimas se caracterizan por mantener una concentracién de metales en sus tejidos
que reflejan la concentracidon externa del metal, incrementando linealmente con un
incremento en la concentraciéon del metal en el medio externo. De esta manera hay
plantas con distintos grados de absorcién de metales, por lo que es necesario estandarizar
valores basandose en los datos propuestos por Markert (1994), con el fin de generalizar
las concentraciones de metales que se puede encontrar en una planta normal y los niveles
toxicos. Se han descrito plantas hiperacumuladoras con elevado nivel de tolerancia a los
metales (Krémer et al., 1997).

Hay grandes diferencias en los mecanismos de acumulacién de metales entre las
distintas plantas. Asi, por ejemplo, plantas como maiz, arroz y cebada, que se han
descrito como tolerantes al Cd (100 uM), presentan acumulacién citoplasmatica y fijacién
por fitoquelatina, mientras que en plantas como el pepino, tomate, y lechuga, que toleran
el Cd a concentraciones de 10-30 uM, acumulan los metales principalmente en la pared
celular y no producen fitoquelatina (Inouhe et al., 1992, 1994).

Como se dijo anteriormente, entre las diversas técnicas de remediacién estan
cobrando gran interés las que globalmente se conocen como bioremediacién, es decir, las
basadas en el uso de seres vivos para apaliar los problemas de contaminacion.
Particularmente, destacan la “fitoremediacién”, basada en el uso de plantas para
descontaminar. La fitoextracciéon y la fitoestabilizacién son modalidades de Ila
fitoremediacion (Anderson & Cotas, 1994; Salt et al., 2001). La fitoextraccién utiliza
plantas como acumuladoras de metales, normalmente pertenecientes a la familia
Brassicaceae. Sin embargo, aunque son eficientes para acumular metales producen muy
poca biomasa, por lo que se esta considerando la utilizacién de especies del género Salix y
otras, que poseen una considerable capacidad de resistencia y acumulacién de metales y
producen abundante biomasa, con lo cual se extrae mucha mas cantidad del metal
(Landberg & Greger, 1997). La fitoestabilizacién consiste en promover el crecimiento
vegetal para reducir la disponibilidad de los metales, disminuir la erosién producida por
el viento y el agua, y mejorar la calidad del suelo evitando asf la filtracién de metales. A
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este efecto se han utilizado de forma comercial especies como Agrostis tenuis y Festuca
rubra (Salt et al., 2001; Van Tiechelen et al., 1996).

Como se ha esbozado anteriormente y se expande con posterioridad, la micorrizacién
cambia la capacidad de absorber y tolerar metales por parte de la planta, por lo que se
han propuesto como componente de la fitoremediacién (Leyval et al., 2002). En cuanto a
la relacién tolerancia de plantas y micorrizacién hay dos tendencias. Una que considera
que la colonizacién micorricica no ha evolucionado como un sistema eficiente de
tolerancia a metales, apoyada en el hecho de que plantas acumuladoras de metales, como
Thalaspi caerulescens, que pueden soportar concentraciones de Ni 1000 veces superiores a
las normales, no son susceptibles de formar micorrizas (Martens & Boyd, 1994). En el
lado opuesto, se encuentra la capacidad que confiere la micorrizacién a ciertas plantas
para sobrevivir bajo condiciones de estrés por contaminacién con metales pesados
(Leyval et al., 2002).

2.10. Metales pesados, PGPRs y MA

2.10.1. Desarrollo de los hongos MA y de la simbiosis en suelos contaminados por
metales pesados

La presencia de hongos MA en suelos contaminados con metales ha sido descrita
desde hace més de dos décadas. Concretamente, Gildon & Tinker (1981) fueron los
primeros que encontraron raices colonizadas de forma natural en zonas mineras, con
posteriores descripciones en este sentido (Zak & Parkinson, 1986; Diaz & Honrubia 1993;
Shetty et al., 1994). Incluso, Oxalis acetosella, muestra una colonizacion MA mucho mayor
cuando crecfa en un desecho industrial con altas cantidades de Cd, Zn y Pb, que cuando
lo hacia en el correspondiente suelo control (Turnau et al., 1996, 2001). Estos estudios
sugieren que las plantas micorrizadas pueden presentar ciertas ventajas que les facilite la
colonizacién de suelos contaminados con metales pesados, como se ha ido corroborando
posteriormente, de acuerdo con las revisiones de Leyval et al., (2002) y Turnau &
Haselwandter (2002). Otros autores también han encontrado niveles de colonizaciéon MA
considerables en suelos agricolas contaminados con metales de diversos origenes,
incluyendo la deposicién atmosférica (Weissenhorn et al., 1995a) y la adicién de lodos
(Weissenhorn ef al., 1995 b).

Un hecho destacable es que no siempre se encuentra correlacién entre la
concentracién total de un metal en raiz o en suelos agricolas adicionados con lodos
contaminados con metales pesados y la colonizacién MA de los hongos presentes
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(Weissenhorn et al., 1995a, 1995b). También es destacable un experimento en el que se
encontrd una correlacién negativa entre la “infectividad” de los hongos MA en diferentes
suelos contaminados con metales pesados y los contenidos de Cd y Zn extraibles
mediante NHsNOs en esos suelos (Leyval et al., 1995). Desafortunadamente, en la mayoria
de estos estudios no se midi6 la disponibilidad de metales en los suelos experimentales,
lo cual hace imposible el establecimiento de cualquier comparacién entre los resultados
obtenidos en diferentes ensayos (Haselwandter & Berreck 1994).

2.10.2. Adaptacion de los hongos MA y de la simbiosis en suelos contaminados por
metales pesados

En general, se sabe que concentraciones de metales elevadas en el suelo son tdxicas
para diversas especies de bacterias y hongos, pero también se ha demostrado la tolerancia
de los microorganismos a los metales en el suelo (Giller et al., 1998). En efecto, la
presencia de metales pesados en suelos, a concentraciones elevadas, actiia como agente
selectivo de la actividad biolégica, dando como resultado un ecosistema con una
poblacién muy resistente a estos elementos y derivando en una baja diversidad de
especies en cada uno de sus niveles. Los fenémenos de adaptacion de los
microorganismos del suelo a elevadas concentraciones de metales en el suelo se han
encontrado, l6gicamente, también para los hongos MA.

La adaptacién de los microorganismos a la contaminacion es un tema de sumo interés
para los Objetivos de la presente investigacién, por lo que se analizard en detalle
posteriormente, para centrar inicialmente la atencién en un grupo concreto de estos
microorganismos: los hongos MA, dados el cardcter de asociacién de estos con las
plantas. Ello permitiré relacionar mejor la actividad de los hongos MA con los conceptos
que acaban de exponerse sobre plantas y metales.

El hecho de que se encuentren colonizaciones MA espontédneas en la mayoria de
observaciones realizadas “in situ” sugiere una cierta tolerancia de los hongos MA a los
metales pesados (Turnau & Haselwandter, 2002). En efecto, existen evidencias
experimentales que demuestran que las poblaciones de hongos MA en el suelo logran
adaptarse a concentraciones elevadas de metales pesados (Bir6 et al., 1993; Griffioen et al.,
1994; Kves-Péchy et al., 1999; Del Val et al., 1999a y b; Takdcs et al., 2001). La seleccion de
ecotipos adaptados al estrés se facilita por la enorme plasticidad genética de estos hongos
y por tener un ciclo de vida mas corto que la planta (Leyval et al., 2002).

El estudio sobre la tolerancia a metales de hongos MA presenta dificultades ya que es
dificil separar la tolerancia de la planta, de los mecanismos de tolerancia o mitigacion del
hongo a este tipo de estrés (Merharg & Cairney, 2000). Es obvio que se puede estudiar la

37



38 Antecedentes bibliogrificos

reacciéon de sensibilidad de hongos MA a metales pesados en cultivo axénico, sin
embargo, los efectos no tienen por que corresponder necesariamente con la sensibilidad
que presentan en estado simbidtico (Colpaert & Van Assche, 1992b). En este contexto, hay
que tener en cuenta que la mayorfa de los experimentos que han estudiado la
colonizacién por hongos MA en presencia de metales, se han realizado empleando
hongos que no procedian de suelos contaminados, lo cual limita la posible interpretacion
de los resultados (Gildon & Tinker, 1983; Graham et al.,, 1986; McGee, 1987; Chao &
Wang, 1990). Por estas razones, se recomienda el uso de hongos MA adaptados al
ecosistema contaminado y poder ir incrementando los conocimientos y generalizando las

conclusiones (Leyval et al., 2002).

Hasta los afios 1999, se habian aislado muy pocos hongos MA tolerantes a metales
(del Val, 1999). Por citar algunos ejemplos, se ha descrito que un ecotipo de Glomus
mosseae aislado de suelos contaminados de forma natural, demostr6 una mayor tolerancia
a metales que otro ecotipo de la misma especie aislado de una zona no contaminada
(Leyval et al., 1995). Normalmente, la tolerancia a los metales de ecotipos adaptados se
determina en relacién a la capacidad de germinacién de sus esporas y el desarrollo del
micelio en suelos contaminados con metales y comparando los resultados con los de una
cepa sensible de referencia (Weissenhorn et al, 1993, 1994). En estos estudios, la
germinacion de las esporas fue mds sensible que la extension de las hifas, una vez que la
espora habfa germinado. Sin embargo Joner & Leyval (1997), observaron que el
crecimiento de las hifas se inhibe a determinadas concentraciones de metal, lo que
sugiere un grado de sensibilidad a los metales diferente para la germinacién de esporas y
para el crecimiento de las hifas.

2.10.3. Absorcién de metales pesados y su transporte en plantas micorrizadas

Mediante la utilizacién de sistemas de cultivo compartimentados que separan las
hifas extraradicales de las raices se ha podido demostrar la absorcién y traslocacion de
metales por hongos MA (Cooper & Tinker, 1978; Burket & Robson, 1994; Joner & Leyval
1997).

En general, se sabe que, una vez que los metales han entrado en las hifas, estos
pueden ser inmovilizados o transferidos a la raiz, y una vez alli, pueden ser quelados o
trasferidos a la parte aérea (Salt et al., 1995). Segtin Salt, la translocacién de metales de la
raiz a la parte aérea tiene lugar por el xilema, donde los acidos organicos complejos y las

fitoquelatinas actian como agente acomplejantes (Marschner, 1995).

Loth & Hofner (1995), encontraron que la mayor absorcién de Cu, Zn y Cd en plantas
de avena micorrizada crecida en suelo contaminado, no implicaba un aumento en la



Antecedentes bibliogrdficos 39

traslocacién de metales a la parte aérea. Los resultados de Joner & Leyval, (1997a), sobre
la captacién de Cd1®, sugieren una inmovilizacién del Cd por el hongo dentro del sistema
radical. Esto concuerda con la acumulacién de metales pesados en las hifas que colonizan
Pteridium aquilinum, principalmente como material rico en f6sforo almacenando dentro de
las vacuolas (Turnau et al., 1993). La verdadera contribucién de diferentes ecotipos de
hongos MA tolerantes a los metales pesados, a la tolerancia de las plantas, bien mediante
la acumulacién de metales en la raiz, o bien impidiendo su translocacion a la parte aérea,
tampoco se conoce con exactitud. A concentraciones elevadas de metales los resultados
son contradictorios. Algunos estudios muestran un incremento en la concentracién de
metales parte aérea de plantas micorrizadas (Gildon & Tinker, 1983; Weissenhorn &
Leyval, 1995), mientras que en otros estudios se describen concentraciones mas reducidas
en parte aérea (Schiiepp et al., 1987; El-Kerbawy et al.,, 1989). Los mismos resultados
contradictorios se reflejan en publicaciones recientes (Leyval et al., 2002).

Lo que si parece claro es que el resultado final de la interaccién va a estar
determinado por una gran cantidad de factores. A modo de ejemplo en dos experimentos
realizados con plantas de maiz micorrizadas, dependiendo de las condiciones de
crecimiento de la planta y del inéculo empleado se producia un aumento en la
micorrizacion y decrecian las concentraciones de Cd, Zn, Cu y Mn en raiz y parte aérea, o
no se producia ningin efecto sobre el crecimiento y la absorciéon de metales
(Weissenhorn, 1995). El-Kherbawy (1989) demostré que el efecto de los hongos en la toma
de metales de la planta dependia también del pH del suelo. A mayor pH, se transferian
mas cantidades de Cd, Zn y Mn a la parte aérea, mientras que a valores de pH menores
decrecia la transferencia de los metales aunque, en ambos casos se producia un aumento
en el crecimiento de la planta por los hongos MA.

En resumen, se puede concluir que a concentraciones bajas de un metal
(micronutriente) la micorrizacién incrementa la captacion del metal y el crecimiento de la
planta, mientras que a concentraciones elevadas (tdxicas), la micorrizacion suele
disminuir la concentraciéon de metales en la parte aérea de la planta, aunque favorece el
desarrollo de éstas (Dueck, 1986; Borie ¢f al., 2002).

2.10.4. Mecanismos de tolerancia de los horngos MA a metales pesados

Globalmente, se puede considerar que los microorganismos, en general, y los hongos
MA en particular, pueden desarrollar mecanismos de resistencia a metales pesados, bien
restringiendo su absorcion o incrementando su nivel de tolerancia, lo que les confiere una
capacidad incrementada para sobrevivir con elevadas concentraciones internas de los

mismos (Joho et al., 1985; Turnau et al., 1996b). El primer mecanismo implica una
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absorcién reducida de metales propiciada por un incremento en la formacién de
complejos metélicos fuera de la célula, mediante la liberacién de acidos orgénicos. El
segundo, implica una quelacién de los metales intracelularmente a través de la sintesis de
metalotioninas, fitoquelatinas, polifosfatos y/o la compartimentaciéon dentro de las
vacuolas. Las paredes celulares podrian estar también implicadas en la fijacion del metal.

Aunque existen diferencias considerables entre hongos MA y hongos formadores de
ectomicorrizas, la informacién disponible sobre mecanismos de resistencia en estos
tltimos puede ayudar a vislumbrar los posibles mecanismos implicados en MA. Se ha
comprobado la existencia natural de hongos formadores de ectomicorrizas tolerantes a
metales pesados y esta tolerancia va acompafiada de una gran variabilidad genética de
las poblaciones (Wilkinson & Dickinson, 1995) lo que se traduce en una gran variedad de
mecanismos de tolerancia/resistencia. Entre ellos se encuentran la produccién de
metalotioninas en Pisolithus tinctorius (Morselt et al., 1986), la biosintesis de poliaminas
que mantienen la integridad de la membrana en Paxillus involutus, la precipitacion de
metales (Turnau & Dexheimer, 1995), la acumulacién en P. tinctorius de Zn en la pared
externa de las hifas y la acumulacién de los metales en el interior de las hifas mediante su
absorcion a polifosfatos (Tam, 1995).

En la actualidad se conoce muy poco a cerca de la estabilidad de la
tolerancia/resistencia a los metales tanto en hongos MA como en hongos formadores de
ectomicorrizas, aunque los resultados preliminares muestran que la tolerancia a metales
de un ecotipo de Glomus mosseae no desaparecia tras su cultivo en un sustrato libre de

contaminacién (del Val, 1999).

2.10.5. Significado y potencialidad de los hongos MA en fitoremediacion

Teniendo en cuenta los mecanismos por los cuales las micorrizas benefician el
desarrollo de las plantas, se deduce que la fitoestabilizacién, y en ciertos casos la
fitoextraccién, podrian potenciarse por la micorrizacion debido a su capacidad para
inmovilizar metales en las hifas del hongo, reduciendo asi su translocacién a la parte
aérea de la planta y, en consecuencia, el flujo de metales a la cadena tréfica (Wilkinson &
Dickinson, 1995; Diaz et al., 1996). En la revegetacién de antiguas zonas mineras se ha
demostrado que la micorrizacién permitié el crecimiento de plantas como Andropogon
gerardii y aumentd el crecimiento de F. rubra, que normalmente crece bien en suelos
contaminados (Hetrick et al., 1994). En general se ha demostrado que la utilizacién de
micorrizas mejora el establecimiento de la cubierta vegetal en zonas contaminadas por
actividades mineras (Shetty et al., 1994). El efecto beneficioso de las micorrizas en este
tipo de préctica se debe tanto al incremento de la tolerancia de la planta a los metales
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pesados, como a la mejora de la nutricién vegetal y, en consecuencia, del desarrollo de las
plantas, ya que normalmente estas zonas son muy pobres en nutrientes. Es importante
considerar que los hongos formadores de micorrizas protegen a las plantas frente a la
toxicidad de los metales y, a su vez, éstas parecen propiciar cierta capacidad adaptativa
de los hongos a suelos contaminados, al proporcionarles un nicho ecoldgico protegido
(Del Val et al,, 1999 a y b). Este beneficio mutuo hace que la utilizacién de plantas
micorrizadas presenten ventajas frente a la utilizacién de plantas no micorricicas, o de
microorganismos de vida libre (Donnelly & Fletcher, 1994).

En resumen, los hongos MA parecen proteger a las plantas frente a la toxicidad de los
metales y, a su vez, la planta protege a los hongos en cierta medida al proporcionarle un
nicho ecolégico protegido. Estos hechos apoyan una posibilidad factible para el empleo
de hongos MA en programas de fitoremediacién (del Val et al., 2000; Leyval et al., 2002).

2.10.6. Efectos de los metales pesados sobre [as bacterias del suelo (incluyendo PGPRs)

Aspectos generales

Es conocido que, de un lado, las bacterias del suelo son sensibles a concentraciones
elevadas de metales y, de otro, que llevan a cabo diferentes procesos que influyen en la
biodisponibilidad de los metales para otros organismos vivos (Giller et al., 1998). Dado
que algunos metales juegan un papel importante como elementos traza en reacciones
bioquimicas, cuando un metal con funcién bioquimica desconocida reemplaza a un metal
funcional da como resultado la toxicidad asi como también la formacién de complejos no
especificos en la célula (Crowley & Dungan, 2002).

Los estudios pioneros sobre el impacto de lodos de depuradora que contenian
cantidades elevadas de diversos metales pesados demostraron el impacto negativo de
dichos productos en la biomasa y actividad de las bacterias del suelo (Koomen, 1990). En
efecto, el tema ha merecido la atencién de los investigadores por lo que se ha acumulado
abundante informacién bibliografica que permite concluir los metales pesados afectan
negativamente a la diversidad y actividad de los microorganismos en el suelo (Giller et
al., 1998; Crowley & Dungan, 2002).

Como se indicé anteriormente, las bacterias del suelo han desarrollado mecanismos
de resistencia a concentraciones téxicas de metales (Giller et al., 1998). Los fenémenos de
adaptacion siguen dos mecanismos basicos: (1) la alteracién especifica del transporte de
iones, que puede ser interna (evitando la entrada dentro de la célula) o externa
(bombeando hacia el exterior) y (2) la alteracién quimica o por unién a factores celulares
resultando una forma menos toxica para la célula. En ecosistemas contaminados por
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accién antrépica o de forma natural, por metales pesados, van a persistir las bacterias

resistentes a los mismos.

En este contexto, es oportuno sefialar que los conceptos de resistencia y tolerancia se
confunde con frecuencia ya que han sido definidos de forma arbitraria. Es més apropiado
usar el término resistencia para describir un mecanismo directo como resultado a la
exposicion al metal pesado, por ejemplo la sintesis de metalotioninas en levaduras. En
cambio, la tolerancia, esta mds relacionada a una propiedad bioquimica y estructural
intrinseca del microorganismo, por ejemplo la pared celular impermeable, presencia de
polisacdridos en membrana y excrecién de metabolitos. Sin embargo, la distincion es
dificil en muchos casos, ya que mecanismos directos o indirectos, fisicoquimicos y
bioldgicos pueden contribuir a la supervivencia bacteriana (Gadd, 2000).

Mecanismos de desintoxicacion de metales pesados por PGPRs

Se han descrito diversos mecanismos por los cuales las bacterias pueden paliar la
toxicidad de los metales. Entre estos, la formacién de complejos extracelulares con el
metal, la precipitacién y la cristalizacién. Los metabolitos microbianos implicados son
polisacaridos, 4cidos organicos, pigmentos, proteinas, y otros que pueden eliminar las
formas idnicas de los metales y/o convertirlas en menos toxicas. Los sideréforos quelantes
del hierro, pueden quelar otros metales reduciendo sus efectos toxicos (Gadd, 2000). Se
han descrito numerosos ejemplos de cristalizacién y precipitacion de metales mediados
por procesos dependientes e independientes del metabolismo microbiano (Gadd, 2000).

De otro lado, la impermeabilidad de la pared y/o membrana celular, la falta de
mecanismos de transporte o el aumento de la presién de turgencia se han descrito como
mecanismos de resistencia. Sin embargo, algunas cepas resistentes pueden acumular mas
metal que cepas sensibles, por poseer sistemas de desintoxicacién interna muy eficientes.
Otro mecanismo se basa en la capacidad que tienen algunas bacterias para transportar
metales pesados solubles fuera de la célula. Estos transportadores bacterianos no cambian
la estabilidad del metal (propiedades redox), ni tampoco producen compuestos
organometélicos estables, por lo que quedan restos solubles del metal disponible, para
ejercer efectos téxicos, sobre las poblaciones bacterianas no resistentes (Southam, 2002).

Dentro de la célula, los iones metalicos pueden ser mantenidos en compartimentos
dentro de organelas especificas. El metal puede quedar secuestrado en forma de material
granular, por ejemplo, como granulos de fosfato, como proteinas con afinidad con
metales, tales como las metalotioninas y péptidos P-Glu-Cys. Las metalotioninas, son
polipéptidos pequefios ricos en cisteina, que pueden unir metales esenciales como Cu y
Zn, ademas de metales no esenciales como el Cd. Las transformaciones bioquimicas de
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especies de metales por microorganismos pueden también constituir un mecanismo de
detoxificacion como por ejemplo la reduccion bacteriana del Hg. Otros mecanismos de
desintoxicacién estan basados en la transformacién de metales en formas voléatiles (Gadd,
2000).

La presente Tesis Doctoral se va a centrar en el estudio del impacto de dos metales
pesados: Zn y Cd. Ambos estan normalmente asociados en la naturaleza y para ambos se
ha descrito ecotipos de bacterias resistentes, adaptadas a concentraciones elevadas de
estos metales (Crowley y Dungan, 2002).

Potencialidad del uso conjunto de hongos AM y bacterias en fitoremediacion

El hecho de que los metales pesados puede actuar seleccionando poblaciones
resistentes o tolerantes de microorganismos hizo pensar en la utilizacion de estos ecotipos
en programas de biorremediacién (Burd et al., 1998 y 2001; Grichko et al., 2000). Dado el
potencial de las MA en fitoremediacion (Leyval et al., 2002) y dado que se ha demostrado
la efectividad de las interacciones entre rizobacterias beneficiosas y MA en la
micorrizosfera (Barea et al., 2002b y c), parece obvio plantear estudios basados en la
utilizacién conjunta de ambos tipos de microorganismos en fitoremediacién de suelos
contaminados por metales pesados. No se dispone de informacién bibliografica en este
sentido por lo que, de acuerdo con unas Acciones Bilaterales entre la Estacion
Experimental del Zaidin (CSIC) y la Academia de Ciencias de Hungria, se propusieron
las investigaciones correspondientes cuyos resultados son parte de la presente Tesis
Doctoral.
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Se parte de muestras representativas de suelos procedentes de diferentes areas que
muestran sintomas de degradacién, como ambientes mediterraneos del sureste espafiol y
3 zonas de la Provincia de Alicante, o contaminadas por metales pesados (Hungria).
Teniendo en cuenta los Objetivos propuestos, y considerando la Revisién Bibliografica de
la Tematica de la presente Tesis Doctoral, se propuso el siguiente Plan de Trabajo:

Aislamiento de hongos MA y PGPRs de los suelos degradados objeto de estudio.

Seleccion, mediante ensayos en microcosmos bajo condiciones controladas, de los
hongos MA y las PGPRs, aisladas de suelos objeto de estudio, en cuanto a sus efectos
interactivos y por su capacidad de aliviar a las plantas del estrés correspondiente.

Caracterizacion de los hongos MA (criterios morfolégicos) y PGPRs (criterios
moleculares) seleccionados.

Demostracion de la eficacia de consorcios hongos MA/PGPRs para incrementar la
resistencia de las plantas a los estreses inducidos (osmético o por metales), en suelos
provistos de su microbiota habitual.

Estudio de los posibles mecanismos de resistencia/adaptacion a estreses osméticos o
presencia de metales pesados (Zn 6 Cd) de los aislados bacterianos seleccionados.
Estudio “in vitro” del efecto de los aislados bacterianos sobre la germinaciéon de

esporas de los hongos MA, en presencia de Zn 6 Cd.

Estudio del efecto de los aislados bacterianos sobre la fisiologia de la MA y del
desarrollo de actividades enzimaticas en la micorrizosfera, en suelos sometidos a la
presencia de Zn 6 Cd.
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1. CARACTERISTICAS DE LOS SUELOS EMPLEADOS

Se utilizaron suelos procedentes de tres localidades, cuyas caracteristicas se describen
al presentar el grupo de ensayos especificos que utilizaron dicho suelo. El suelo se utilizé
en la mayoria de los ensayos en condiciones naturales, tamizado a través de una malla de
2 mm de abertura. En algunos de los ensayos se mezcl6 con arena gruesa, para mejorar la
aireacion y evitar la compactacién en las macetas, la proporcién sera indicada en la
descripcién de cada ensayo. En aquellos ensayos en los que se necesitaba eliminar los
propagulos micorricicos naturales para evaluar la actividad de los introducidos, el suelo
o su mezcla con arena, se tindaliz6 a vapor fluente durante una hora cada dia durante
tres dias seguidos.

2. AISLAMIENTO DE BACTERIAS A PARTIR DE SUELO RIZOSFERICO

Para el aislamiento de las bacterias, se siguié el método descrito por Ponchon &
Tardieux (1962). Se procedi6 a tomar 1 gramo de suelo rizosférico, se seleccion6 aquel
que estaba asociado mas intimamente a la raiz de plantas crecidas en condiciones
naturales, y se transfirié a tubos que contenian 9 mL de solucién salina al 0.85% estéril.
Los tubos se agitaron por un periodo de 2 min, tras el cual se realizaron diluciones
seriadas en condiciones de esterilidad. Se tomaron las diluciones 10° y 107 y se sembraron
0.2 mL con medio de cultivo NB (Nutrient Broth, Oxid, 8 g L) suplementado con agar
(1.6%). Una vez sembradas las placas, se incubaron a 28 °C durante dos dias. Los
microorganismos se seleccionaron en funcion de su abundancia relativa. El niimero de

unidades formadoras de colonia (ufc) resultantes se refiri6 a gramo de suelo seco.

3. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS AISLADOS BACTERIANOS

La identificacién de los aislados bacterianos seleccionados, se realizé mediante
secuenciacién del ADN que codifica la subunidad ribosémica 16S. E1 ADN se extrajo a
partir de cultivos puros segin el método de Giovanetti et al.,, 1990. La amplificacién por
PCR se llevo a cabo utilizando oligonucleotidos universales de procariotas 27f y 1495r
(Lane et al,, 1991) que permite la amplificacién de casi la totalidad del gen.

3.1. Amplificacién del ADNr 16S
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Se realiz6 mediante PCR en un volumen final de 40uL. La mezcla de reacciéon
contenia: 0.5uM de cada primer, 100uM dNTPs, tampén de PCR 1X (Sigma), 2.5uM
MgClz, 10 ng de ADN bacteriano y 0.25 U Taq polimerasa (Sigma).

Se incluyeron controles negativos en todas las amplificaciones de PCR para detectar
la presencia de posibles contaminantes en los reactivos. Las amplificaciones se realizaron
en un termociclador Perkin Elmer con el siguiente programa: en primer lugar, la mezcla
de reaccién se incubd a 95°C durante 4 min, para desnaturalizar el ADN molde.
Posteriormente se realizaron las extensiones utilizando un programa que consistia en 30
ciclos de 30 a 94 °C (desnaturalizacién), 45 a 56 °C (unién), 1 min a 72 °C (extension).

Finalmente, y para completar la extension, un ciclo de 5min a 72 °C.

Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa
(1.2%), usando TAE 1X como tampén de electrodo. Las bandas correspondientes al ADNr
16S en cada aislado bacteriano fueron cortadas en la agarosa para su posterior
purificacién [utilizando el kit Qiaex II (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del
fabricante].

3.2. Clonado del ADNr 16S

Los fragmentos de ADN purificados de la agarosa fueron ligados al vector
plasmidico pGEM-T (Promega) en una proporcién vector: inserto de 1:3. La ligacién se
llevé a cabo afiadiendo 5 pL de tampén de ligacién 2X y 1uL. de ADN-ligasa (Promega)
en un volumen final de 10 uL completado con agua mQ. La mezcla de reaccién se incub6
a 4 oC, durante 16 horas

3.3. Transformacion de células competentes

La transformacién de células competentes de E. coli con ADN plasmidico, se realizd

utilizando el método descrito por Nishimura et al., 1990.

Una alicuota de 100 uL de la suspensién celular (células competentes), mantenida a -
80 °C, se transfirié a un bafio de hielo y se le afladieron 4 uL de los productos de ligacion
(ADNr 16S-pGEM-T). La mezcla se incubé primero en un bafio de hielo durante 30 min, a
continuacién a 42 °C durante 1 minuto y finalmente en un bafio de hielo durante 2 min.
Posteriormente se afiadieron 900 uL del medio LB y las células se incubaron a 37 °C

durante una hora con agitacion.

Las células que habfan adquirido el plasmido, y por tanto la resistencia a la
ampicilina, se seleccionaron sembrando alicuotas de 100 uL en placas de LB sélido
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suplementado con ampicilina (100pug/mL), 40uL IPTG (stock 20 mg/mL) y 40uL x-GAL
(stock 20mg/mL). Este sistema permite la seleccién por color de las colonias que han
adquirido el plasmido con el inserto de ADNr 16S (color blanco) frente a las que
adquieren el plasmido vacio (color azul).

Tras la seleccion de colonias blancas con el inserto de ADNr 16S en el plasmido
pGME-T se procedi6 a su cultivo en medio liquido LB suplementado con ampicilina
(100pg/mL) para posterior purificaciéon del ADN plasmidico mediante minipret con el kit
comercial QIAprep spin Miniprep de QIAGEN.

3.4. Secuenciacion de ADN

La secuenciacién del ADNr 16S, se llevo a cabo por el servicio de secuenciacion del
Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lépez Neyra utilizando un secuenciador
Applied Biosystems (modelo 373 STRECH). El método de secuenciacién utilizado fue ABI
PRISM, Dye Terminator con “Ampli Taq” ADN Polimerasa (Perkin Elmer), basado en la
utilizacién de dideoxinucleotidos marcados con croméforos fluorescentes.

3.5. Anadlisis de las secuencias de ADN

El analisis de la homologia de las secuencias de ADNr 165 correspondientes a cada
aislado bacteriano se realizO mediante los programas FASTA y BLAST disponibles
universalmente en los servidores NCBI y EBL

4. CUANTIFICACION DE ACIDO INDOL ACETICO (AIA) EN MEDIO DE
CULTIVO

Para la cuantificacién del 4cido indol acético producido por parte de los aislados
bacterianos, estos se crecieron en 150 mL de medio liquido NB (Oxid, 8 g L), pH 7.5, 28
°C de temperatura y a 150 rpm de agitaciéon. Cuando los cultivos alcanzaron una
densidad Optica equivalente a 108 ufc mL", se centrifugaron a 7000 g, durante 10 min,
tomando posteriormente alicuotas de 3 mL del sobrenadante y haciéndolas reaccionar
con 2 mL del reactivo de Salper (2mL cloruro férrico 0.5 M y 98 mL de 4cido percldrico al
37%), dejandose 30 min de incubacién en la oscuridad a temperatura ambiente, (W&hler,
1997). La absorcién de la mezcla de reaccidn fue medida posteriormente a 535 nm en un
espectrofotometro Shimadzu UV-1603. La concentracién de acido indol acético se
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determind a partir de una curva patrén elaborada con concentraciones conocidas de esta
auxina y valoradas del mismo modo que las muestras problemas.

5. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS DE BACTERIAS

La determinacién del contenido de prolina, glutamato y proteinas en la biomasa
bacteriana se realizé a partir de extractos celulares siguiendo el protocolo de Belgrader et
al., 1999. Con algunas modificaciones que se describen a continuacion: cada cultivo se
centrifugd a 10000 rpm durante 10 min. El primer sobrenadante se conservd a 4 °C para el
analisis del AIA. Posteriormente el pellet obtenido se lavé dos veces con solucion salina
al 0.85%, centrifugando de nuevo a 10000 rpm, 10 min a 4 oC. El sobrenadante se retird y
el pellet se resuspendié en 4 mL de buffer de lisis (100mM EDTA, 50 mM NaCl pH 6.9) y
lisozima 1 mg/mL (Sigma), incubando a 30 °C durante 90 minutos. A continuacion se
centrifugé a 3000 rpm durante 10 min y el sobrenadante se centrifugé de nuevo a 14000
rpm durante 25 min. El sobrenadante final obtenido se mantuvo en hielo o se conservo a -

20 °C, hasta su utilizacion.

5.1. Determinacion de prolina

El contenido de prolina se determiné por colorimetria (Bates et al., 1973). Para ello se
tomaron alicuotas de 1 mL del extracto bacteriano (obtenido por el procedimiento
descrito en el apartado anterior) que se hicieron reaccionar con 1 mL de ninhidrina acida
(se prepara calentando 1.25 g de ninhidrina en 20 mL de 4cido fosférico 6M y 30 mL de
4cido acético glacial; la mezcla resultante, se conserva a 4 °C durante no mas de 24
horas) y 1 mL de &cido acético glacial durante 1 hora a 100 °C. La reaccién se detuvo
introduciendo los tubos en bafio de hielo. La mezcla de reaccién se extrae con 2 mL de
tolueno, agitando vigorosamente durante 20 s. El croméforo obtenido, ahora en el
tolueno, se deja a temperatura ambiente y se mide la absorbancia a 530 nm, utilizando
tolueno como blanco. La concentracién de prolina se determina a partir de una curva
patrén elaborada con concentraciones conocidas de este aminodcido y valoradas del

mismo modo que las muestras problemas.

5.2. Determinacion de glutamato
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Se emple6 el método descrito por Bergensen, 1982 (Soussi et al., 2001). Las bacterias se
cultivaron y aislaron siguiendo la metodologia de Belgrader et al, 1999, como se ha
descrito anteriormente. Después de la obtencion del extracto bacteriano se procedié a la
precipitacién de proteinas por adicién de acido tricloro acético (TCA) al 5%, dejando
actuar 3 horas a 4 °C. El precipitado obtenido se eliminé por centrifugacién a 10000 g
durante 10 min. El sobrenadante resultante se neutralizé con KOH previo a su utilizacion
como extracto enzimatico. El ensayo se llevé a cabo en un volumen final de 1 mL de una

mezcla de reaccién que contenia:

Tampoén glicina-hidrazina pH 9 .................. 300/250 mM
NAD? ...ttt essesenes 16 mM
ADP s 1.0 mM
GDH ..ottt 45UmL"?

La reaccion se inicio afladiendo 100 uL de extracto enzimatico. El NAD* vy la
hidrazina forman un compuesto que absorbe considerablemente a 340 nm. La reduccién
de NAD- se siguié a 340 nm durante un tiempo de 45 min a 30 °C en un
espectrofotometro termostatizado. Como control se adicionaron todos los reactivos de la

mezcla excepto la glutamato deshidrogenasa.

El contenido en glutamato expresado en mg glutamato, se calculé segun las
expresiones:

AE glutamato = AE muestra - AE control

5.3. Determinacion de proteinas

El contenido de proteinas de los extractos bacterianos se determiné por el método de
Bradford (1976) basado en la unién del azul brillante de Coomassie G-250 a las proteinas.
Se utilizaron alicuotas de 0.1 mL convenientemente diluidas para que contengan entre 10
y 50 mg de proteina. El calculo de la concentraciéon de proteinas se realizé por
comparacion con una curva patrén de seroalbumina bovina (Sigma).
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6. OBTENCION DE ESPORAS Y ESPOROCARPOS DE HONGOS MA
MEDIANTE LA TECNICA DEL TAMIZADO HUMEDO Y DECANTACION

La obtencién de esporas de hongos MA mediante la técnica del tamizado himedo y
decantacién (Gerdeman & Nicolson, 1963) consiste en realizar una suspension de 50-100
g de suelo en aproximadamente 1 L de agua. Tras dejar decantar la mezcla unos
instantes, se procede a su tamizado a través de una serie de tamices de didmetro de poro
decreciente. De esta forma, las esporas y los esporocarpos del hongo (si los hubiera), que
se mantienen en suspensién mds tiempo que el resto de las particulas del suelo, seran
retenidas, segin su tamafio, en los distintos tamices empleados. Especificamente, se
utilizaron 3 tamices superpuestos de 500, 250 y 50 um de diametro de poro. En cada uno
de los cuales, quedara retenida una fraccién distinta de la suspensién, asi en el tamiz
superior (500 um) quedan restos de material vegetal (raices) y fragmentos grandes del
suelo. En el intermedio (250 um), quedan raices muy finas, esporas unidas al micelio del
hongo y esporocarpos en caso de que el hongo los produjera. En el tamiz inferior (50 pm)

se retienen las esporas aisladas.

La operacién de tamizado se realiza varias veces, agitando y decantando
sucesivamente. Las esporas y esporocarpos recogidos de sus respectivos tamices se
obtienen con ayuda de un microscopio estereoscdpico y unas pinzas de relojero, se
transfieren, a placas Petri, con papel de filtro humedecido conservandose a 4 °C hasta su

posterior uso.

7. IDENTIFICACION DE ESPORAS DE HONGOS MA

Tras la extraccion de esporas del suelo, mediante el método anteriormente descrito,
se colocaron en agua y examinaron con la ayuda de un microscopio estereoscopico con
luz reflejada. Las esporas se separaron en tipos distintos en base a su morfologia, color,
tamafio y organizacién. Una vez realizada una separacién inicial, las esporas se
depositaron en portaobjetos con una gota de medio de montaje. Por lo general se utilizan
dos tipos de medios: PVLG y Melzer- PVLG en proporcién 1:1.

PVLG Reactivo de Meltzer
Alcohol de polivinilo (APV) ..... 1.66 g | QP 159
Acido lactico....c.oviuiimmnnirnicnns 10 mL | (e [« P 05¢
LC[1e7=T 11y - R 1mL Hidrato de Cloral .........c.us 100 g
[ L 10 mL | O e 22 mL
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La observacion al microscopio éptico permite ver el niumero de capas de la espora,
las caracteristicas de las mismas, color, si da reaccién en presencia del reactivo de
Meltzer, morfologia de la hifa de sustentacidn, si presentan saculo esporogénico,
cicatrices, etc. Para la identificacién de las especies, en aquellos casos en los que ésta fue
posible, se utilizaron las claves contenidas en la pagina web del INVAM (Internacional
Culture Colection of Vesicular Arbuscular Mycorrhizal Fungi)
(http//www.invam.caf.wvu.edu).

8. PRODUCCION DE INOCULOS PUROS DE HONGOS MICORRICICOS

Se utilizaron Sorghum bicolor y Trifolium repens como plantas hospedadoras. Las
semillas se esterilizaron, pregerminaron y plantaron. Como sustrato de crecimiento se
empleo una mezcla suelo:arena:vermiculita (1:1:1) estéril. Las plantulas se inocularon con
las esporas de cada uno de los morfotipos aislados y se dejaron crecer durante 4 meses
bajo condiciones de invernadero. Tras este tiempo se aislaron esporas de suelo
rizosféricos y en el caso de encontrar tipos diferentes se volvié a repetir el proceso de
sembrado hasta obtener un solo tipo de esporas y por tanto un inéculo puro.

9. ESTERILIZACION DE ESPORAS DE HONGOS MA

A partir de cultivos puros de G. mosseae autéctono aislado de suelo contaminado por
Zn o suelo contaminado por Cd (Nagyhorcsok, Hungria), se seleccionaron esporas y se
esterilizaron en superficie segiin el método descrito por Mosse (1962). Las esporas se
colocan sobre un papel de filtro en el portafiltros de un quitasato y se hace pasar a traves
del mismo una solucién que contiene estreptomicina 0.04%, cloramina T 2%, y Tween 80
al 0.1%, durante 18 min, transcurridos los cuales se lavan lentamente con 500 mL de agua
destilada estéril para eliminar el exceso de detergente. Una vez finalizado el proceso, se
extrae el papel de filtro con las esporas en superficie y se coloca sobre una placa Petri
estéril, quedando asi disponible para su posterior uso.

9.1. Medio para cultivo ‘in vitro” de esporas MA

Una vez esterilizadas en superficie las esporas se transfieren, mediante pipeta capilar
estéril, a placas de Petri de 9 cm de didmetro, con un medio de crecimiento consistente en
MES [acido 2-(N-monofolin) etano sulfénico] 10 mM. Este compuesto no ejerce ningin
efecto significativo sobre la germinacion de las esporas o el desarrollo del micelio de
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hongos MA (Carr & Hinkley, 1985). Adicionalmente, al medio tamponado se le aplico
Gel-Groth

La composicién del medio tamponado es el siguiente: 0.195 g de MES, 0.4 mg/mL,
0.05mg/mL sulfato magnésico, 100 mL de agua destilada. Ademds, como complemento
al medio de crecimiento, se aplicé las correspondientes concentraciones de CdSO4(0, 5,15
y 20 ug mL1) y ZnSO:x (0, 10, 50 y 200ug mL™). Este ensayo de germinacién sdlo se realizo
en los aislados MA obtenidos a partir de suelos contaminados.

El medio de crecimiento, donde se depositaron las esporas (aislados autoctonos), se
esterilizé a 120 °C, durante 20 min. Este medio presenta como caracteristica principal, el
carecer préacticamente de nutrientes, dado que se ha demostrado que la mayoria de estos
ejercen un efecto inhibidor sobre la germinacién de esporas MA (Hepper & Smith, 1976).
Una vez colocadas las esporas en las placas de Petri se sellaron con parafilm.

9.2. Germinacién de esporas de hongos MA

Una vez esterilizadas las esporas en superficie y sembrados ¢ no la suspension
bacteriana, se colocaron en cada placa de Petri 5 esporas/placa, (7 placas por tratamiento).
Las esporas se colocaron ocupando las posiciones de los vértices de un pentagono
imaginario. Las placas se sellaron con parafilm y se incubaron en oscuridad a 25 °C.

El proceso de germinacién se inicia, por lo general, a los 3 dias de incubacion,
realizdndose observaciones al microscopio 6ptico a diario, al inicio, y posteriormente de
forma periddica (4,7, 10, 15, 20 y 30 dias) para evaluar el porcentaje de germinacioén de las
mismas. Una espora se consideré germinada cuando se detect6 la aparicién del tubo

germinativo.

9.3. Desarrollo del micelio de hongos MA

La cuantificacién de la extensién de micelio se realizé al microscopio Optico,
contandose el niimero de intersecciones de la hifa en una cuadricula de 0.5 mm de lado,

segun el sistema propuesto por Marsh (1971).

9.4. Andlisis estadistico de los resultados
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Los datos de germinacién de esporas en cada tratamiento se sometieron a un test de
hipétesis en relacién a los respectivos controles. El estadistico “Z” calculado se comparé
con el valor tabulado para el nivel de significacién del 5%.

El analisis estadistico para el desarrollo de micelio se llevé a cabo mediante el analisis
de la varianza (ANOVA).

10. CUANTIFICACION DEL PORCENTAJE DE MICORRIZACION

10.1.Tincién de raices

10.1.1. Tincion con Azul de Tripan (TB)

La extensién de la colonizacién por parte del hongo de la micorriza fue determinada
una vez aplicado el método de tincion de Phillips & Hayman, 1970. Este consiste en
calentar las raices en KOH al 10% durante 20 min., al bafio maria, pasados los cuales se
lavan con abundante agua y se acidifican con HCl al 1% durante 10 min. Una vez
eliminado el HCl se adiciona una solucién de azul de tripan al 0.05% en 4cido lactico y se
mantienen nuevamente al bafio maria durante 10 min. Se elimina después el exceso de
colorante y las raices se conservan en acido lactico hasta posterior observacién. De esta
forma se tifien los componentes del hongo en el interior de la raiz, permaneciendo esta

sin colorearse.

10.1.2. Tincion vital de la succinato deshidrogenasa (SDH)

Revela las estructuras fungicas MA vivas (Smith & Gianinazzi Pearson, 1990). Las
raices recién cortadas y depositadas en bafio de hielo, se dejaron incubando en solucién
incubadora adecuada a 37 °C durante 16-18 horas. Transcurrido este tiempo se eliminé a
solucién incubadora, las raices se cubrieron con hidrato cloral al 75% y se dejaron
durante 15 min al bafio maria. En lugar de hidrato cloral se puede usar hipoclorito sédico
al 3% de cloro activo, en cuyo caso, después de eliminar la solucién incubadora, las raices
se lavan y se dejan en la solucién de hipoclorito a temperatura ambiente durante 15-20
min, pasados los cuales se eliminard el hipoclorito y lavaran las raices nuevamente. Las
raices se conservan en acido lactico durante no mas de 2 de semanas.

Solucién incubadora tincién SDH (50mL)

Succinato de Sodio.........oooeevrrirrvisenvirienns 5mL
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Azui de tetrazolio (4 mg/mL) ..cccoevvvveennivnnns 125 mL

Tris-HCI 0.2M pH 7. 125 mL
MgCla 5 mMM.....oooiiiiirircrcvea 5mL
Agua destilada.............c.ocoeeecevvvicvviveirannnn. 15mL

10.1.3. Tincion vital de la fosfatasa alcalina (ALP)

Revela las estructuras fungicas MA activas (Tisserant et al.,1993). Las raices recién
cortadas y depositadas en bafio de hielo, se dejaron incubando en solucion incubadora
adecuada a 37 °C durante 16-18 horas. Transcurrido este tiempo se eliminé la solucion
incubadora, se lavaron las raices y se dejaron cubiertas con hipoclorito sédico al 1% de
cloro activo, a temperatura ambiente durante 15-20 min, pasados los cuales se eliminara
el hipoclorito y lavaran las raices nuevamente. Las raices se conservan en acido lactico

durante no mds de un par de semanas

Solucién incubadora tincién ALP
Tris &cido citrico 0.05 M pH .......ccoeuee 9.2
Acido naftil foSfato........c.cerrerrrereeennecs 0.001%
FastBlue RR .......cccovvcmnimiciccenninnanns 0.001%
MgClz anhidro ......c..cccoevininnninnniennns 0.05%
MNCL et racaenn 0.05%

Filtrar una vez preparado.

11. LONGITUD DE MICELIO EXTRARADICAL

El micelio extraradical constituye la interfase activa entre el suelo y la planta y se
considera la estructura mds importante para el cumplimiento de la funcién de la
micorriza en cuanto a captacién de nutrientes y agua. La determinacién de la longitud de
micelio por unidad de peso de suelo se considera un indicador del posible beneficio que
reciben las plantas de esta simbiosis y de su contribucién al mejoramiento de las
propiedades fisicas del suelo.

La técnica utilizada esta basada en la de (Jones & Mollison, 1948) consta de los

siguientes pasos:

e Pesar 1 gramo de suelo (seco) y colocarlo en un Erlenmeyer de 250mL.
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e Agregar 5 mL de solucién de hexametafosfato sédico 6 0.2 g de NaCl. La funcién
de estas sales es ayudar a la dispersién de los agregados del suelo, liberando de

|

esa manera las fracciones de hifas presentes en ellos. Se adicioné 10 mL de azul
tripan al 0.05% en &cido lactico y agua destilada hasta ajustar el volumen a 100
mL.

¢ Se calent6 la mezcla en bafio Maria con agitacién durante 20 a 30 min.

e Pasar la mezcla por los tamices de 50 y 100 um con la finalidad de eliminar las
fracciones mas finas del suelo que dificultan la observacién de las hifas al
microscopio. Recuperar cuantitativamente el material retenido en ambos tamices
depositandolo nuevamente en el matraz.

e Agregar 0.6 g de agar bacteriolégico y ajustar el volumen a 100 mL con agua
destilada.

* Calentar nuevamente en bafio maria para disolver el agar, agitando
continuamente. Mientras se agita, manteniendo homogénea la suspension, se
toma una alicuota de 10 mL depositando este volumen en una placa Petri.

* Se deja enfriar sobre una superficie horizontal hasta la formacién de un gel
semisolido y se observa al microscopio estereoscépico, colocando en la base de la
placa una rejilla cuadriculada a exactamente 0.5 cm. Se cuentan las intersecciones
hifa-linea y se transforman a longitud de micelio por unidad de peso de suelo
utilizando la formula de Newman, 1966:

R=xm AN/2H

Donde: R =longitud de micelio por unidad de peso de suelo
A = Area delaplaca
N = Numero de intersecciones hifa-linea

H = longitud total de lineas sobre las que se cuentan.

12. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN SUELO

Los métodos de detecciéon de las distintas enzimas que se describen a continuacién se
realizaron sobre muestras de suelo rizosférico previamente aireado para eliminar el
exceso de humedad si la hubiera y conservados a 4 °C hasta su utilizacién. Para cada
determinacién se afiadieron controles que permitieron deducir la descomposicién no
enzimatica del suelo, valor que se le restard al obtenido para cada problema. La
concentracion del producto de la hidrélisis enzimatica se determiné leyendo la densidad
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Optica, a la longitud de onda que posteriormente se sefiala para cada actividad,
comparando los resultados con los obtenidos por una curva patrén de concentraciones

conocidas.

12.1.Deshidrogenasa (Garcia et a/., 1997)

Para la determinacién de la actividad deshidrogenasa, a 0.1 g de material orgéanico 6
1 g de suelo se le afiaden 0.2 mL de INT (iodofenil-3-p-nitrofenil-5 tetrazolium cloruro) al
0.4% (p/v). Posteriormente se deja incubar durante 20 horas a 25 °C en oscuridad.
Transcurrido este tiempo el producto de la reacciéon INTF (lodonitrotetrazolium
formazéan) se extrae con una mezcla de acetona:tetracloroetileno (1:5) y se mide la
absorbancia en espectrofotémetro a longitud de onda A= 490 nm. Este método surge
como una combinacién de dos métodos anteriores (Benefield et al., 1977; Trevors, 1984).
Los resultados se expresan como pg INTF g' h!

12.2.Fosfatasa (Nannipieri et a/., 1982)

Para la determinacién de la actividad fosfatasa, a 0.1 g de material organico 6 1
gramo de suelo se le afiaden 0.5 mL de p-nitrofenilfosfato 0.115M y 2 mL de tampon
Maleato 0.IM pH 6.5 se incuba a 37 °C durante 2 horas. Posteriormente se extrae el
producto de la reaccién PNP (p-nitrofenol) con NaOH 0.5 M y CaCk 0.5M vy se mide la
absorbancia en espectrofotémetro a longitud de onda A= 398 nm. Los resultados se

expresan como ug PNP gt h!

12.3.R—glucosidasa (Hayano & Tubaki, 1985)

Para la determinacién de la actividad 8-glucosidasa, a 0.1 g de suelo rizosférico se le
afiadié 0.5 mL de sustrato PNG (4-nitrofenil 8-D-glucopiranoside) 0.056M y 2mL de
tampén maleato 0.1M pH 6.5. A continuacién se incub6 37 °C, durante 2 horas y se
extrajo el producto de la reaccién PNP (p-nitrofenol) con NaOH 0.5 M y CaCl2 0.5M.

Finalmente el PNP producido se midié en espectrofotémetro a longitud de onda A=
398 nm. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Las unidades mediante
las cuales se expresan los valores estan referidos al peso seco de las muestras. En este
caso los resultados se expresan en pug PNP g h-l,
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13. ESTERILIZACION DE SEMILLAS

La esterilizacién de semillas se hizo de acuerdo al tipo de semilla a utilizar en cada
ensayo. Trifolium repens, Sorghum bicolor, Medicago sativa, Medicago arborea, Genista
umbellata y Lactuca sativa, fueron esterilizadas durante 15 min. con lejia comercial al 10%,
tras lo cual se lavaron en abundante agua destilada estéril y se dejaron en imbibicién un
tiempo variable en funcién del tipo de semilla.

Las semillas de Retama sphaerocarpa, se imbibieron, durante 30 min., en H2S0: al 98%.
Posteriormente se enjuagaron con abundante agua hasta la eliminacién total del 4cido. Se
cubrieron con HCl al 5%, durante 5 min. A continuacién se hicieron varios lavados con
agua destilada estéril (minimo 5 veces cada 3 min.).

14. GERMINACION DE LAS SEMILLAS

Una vez esterilizadas y embebidas, las semillas se transfirieron a un semillero con
vermiculita estéril como sustrato para posteriormente ser transferidas a las macetas

definitivas.

15. INOCULACION DE MICROORGANISMOS

15.1.Inoculacion de micorrizas

El in6culo consistié en una mezcla de suelo que contenia esporas, hifas y fragmentos
de raices micorrizadas. La cantidad y tipo de inéculo aplicado vari6 en funcion del tipo
de ensayo.
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15.2.Inoculacion de bacterias

Se realiz¢ aplicando 1 mL del inoculante sobre la radicula de cada planta, (en caso de
que estuvieran germinadas) o directamente sobre la semilla, la densidad de cada in6culo
aplicado se indica en cada ensayo.

16. ENSAYOS DE INOCULACION DE PLANTAS

16.1.Ensayos en microcosmos bajo condiciones controladas

El tamafio de los contenedores para cultivo de las plantas en este tipo de ensayos
nunca excedié de 1 L. En algunos casos las plantas crecieron bajo condiciones de
invernadero con temperaturas entre 19-25 °C, fotoperiodo de 16/8 luz/oscuridad y
humedad relativa de 70-90%. En los ensayos en los que las plantas crecieron en camara de
cultivo, las condiciones de la cAmara fueron: 50% de humedad relativa, con temperaturas
entre 18-27 <C, fotoperiodo de 14 h. Las plantas fueron regadas diariamente segin
necesidades, a excepcién de aquellos ensayos en los cuales se pretendi6 estudiar el efecto
del estrés hidrico, en cuyo caso las macetas se pesaron y regaron diariamente ajustandose
la cantidad de agua a 70 y 100% de la capacidad de campo segun tratamientos.

16.2. Anéalisis estadisticos de los resultados

Los efectos de los distintos tratamientos sobre cada una de las variables analizadas en
cada uno de los experimentos realizados fueron sometidos a un andlisis de la varianza
(ANOVA) con un ntimero de vias variables en funcién de las fuentes de variacion del
experimento. Las barras en las columnas indican el error estandar y los valores seguidos
de letras diferentes son estadisticamente distintos segtn el test de Fisher, (LSD). Los
datos correspondientes a variables experimentales que se expresan en porcentaje se
representan como tales valores porcentuales en graficas, pero el andlisis estadistico de los

mismos se efectud tras su transformacion arco seno.
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1. ENSAYOS EN SUELO PROCEDENTE DEL PARQUE NATURAL “SIERRA DE
BAZA” (PROVINCIA DE GRANADA)

1.1 Aislamiento de Hongos MA y PGPR del suelo objeto de estudio (Granada)

Los hongos formadores de micorriza, se aislaron a partir de suelo rizosférico de
plantas de Retama sphaerocarpa crecidas en condiciones naturales. Para aumentar la
poblacién nativa de los hongos micorricicos, se prepararon cultivos con planta trampa
utilizando Sorghum bicolor y Trifolium repens, elegidas por su rapido crecimiento y rapida
proliferacién de raices. Para el aislamiento de los hongos MA mas representativos y la
produccién de inéculos puros se sigui6 el protocolo descrito en el apartado MATERIAL
Y METODOS GENERALES.

De igual forma, a partir de suelo rizosférico de la misma planta seleccionada, (Retama
sphaerocarpa), se aislaron y seleccionaron las cuatro rizobacterias mds abundantes (como
se ha descrito en el apartado correspondiente de materiales y métodos).

1.2. Seleccién de Hongos MA y PGPR mais efectivos de los aislados en el suelo
objeto de estudio (Granada)

1.2.1. Planta hospedadora y aplicacién de los tratamientos bioldgicos

La planta seleccionada para la realizacion de los dos experimentos que se describen a
continuacién fue Medicago sativa, (alfalfa). Las plantulas pregerminadas se sembraron
directamente en macetas (de 300 g capacidad), donde el sustrato habia recibido, en los
tratamientos micorrizados, 10 g de indéculo de cada uno de los hongos MA ensayados (G.
mosseae & G. intraradices). Los inéculos bacterianos se aplicaron una semana después de la
siembra. La concentracién de indculo bacteriano aplicado para el experimento #1 fue de
108 ufc. En el experiment6 # 2 se aplicé el indculo bacteriano a cuatro concentraciones
(104, 106, 108 y 10° ufc). Todas las plantas fueron inoculadas con 1 ml de Sinorhizobium

meliloti a una concentracién de 108 ufc ml-t.

1.2.2. Ensayos de invernadero: Caracteristicas del suelo y condiciones experimentales

El sustrato utilizado fue una mezcla esterilizada de suelo: arena 1:1, v/v. El suelo fue
tamizado y tindalizado durante 1 hora en un autoclave a vapor fluente, durante 3 dias
consecutivos. De esta forma el suelo queda libre de propagulos de micorriza. La arena se



68 Interaccion MA-rizobacterias en ecosistemas tipicos de la cuenca mediterrdnea

esterilizé en el autoclave a 120 °C durante 20 minutos. Posteriormente la mezcla
suelo:arena se reinoculé con 2 ml/maceta del filtrado del suelo para reincorporar la
microbiota exenta de propagulos de micorriza. El suelo utilizado procedia del Parque
Natural de la Sierra de Baza (Provincia de Granada) y presenta las siguientes
caracteristicas quimicas: P disponible (Olsen) = 2.4 mg Kg%; N: 1.2 mg Kg' M.O (Wakley
& Black) = 0.49%, pH (H20)=8.2.

1.2.3. Objetivo
Evaluar, en microcosmos, el efecto de los aislados bacterianos y/o fingicos de forma
individual y de la interaccién bacteria-hongo MA con objeto de seleccionar el in6culo mas

efectivo para el crecimiento de las plantas.

1.2.4. Disefio Experimental

El experimento se disefié con dos factores de variacion. El factor hongo MA, contenia
3 tratamientos: Control sin micorrizar (C), inoculacién con Glomus mosseae (M) 6 Glomus
intraradices (I) (ambos autéctonos). El segundo factor fué la inoculacién de los cuatro
aislados bacterianos. Incluyéndose un control no inoculado con la bacteria (C). Ello dio
lugar a un total de 15 tratamientos con 5 repeticiones de cada uno (75 unidades

experimentales).

Las plantas se cosecharon a las 12 semanas de cultivo. Una vez cosechadas, se

determinaron las siguientes variables experimentales:
*  Peso seco de parte aérea y de raiz.
*  Extensién de la colonizacién MA (% de micorrizacion)

*  Nuamero de nédulos en cada planta.

1.2.5. Resultados

En la tabla 1 se resumen los resultados del analisis estadistico realizado con los datos
obtenidos. Se puede comprobar que las diferencias observadas se deben a los factores
MA vy aislado bacteriano (en algunos casos), y con un mayor grado de significacién a la
interaccién entre factores. La inoculacién con los cuatro aislados bacterianos en
interaccién con los hongos MA, (M*B) increment¢ las distintas variables experimentales
analizadas. Los valores medios de los resultados obtenidos en la produccién de biomasa
vegetal se muestra en la Figural; los efectos sobre nodulacién e infeccion MA en la Figura
2.



Interaccion MA-rizobacterias en ecosistemas tipicos de la cuenca mediterrdnea 69

|

Tabla 1. Resultados del ANOVA (Valor de F) realizado para estudiar el
efecto de la inoculaciéon combinada micorriza- bacterias.

Valores de F
MA Aislados Bac.  MA*BAC

Peso seco de parte aérea 8.4* 6.1* 15%*
| Peso seco de raiz 9.1* 5.4* 22%*
Numero de ndédulos 7.2%* 4.8* 8**
% Micorrizacion 5.1* 3.2ns 11**

ns: no significativo *: 0.05 *0.01
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Fig, 1. Efecto de la inoculacién simple o combinada de hongos formadores de micorriza [G. mosseae (M) 6 G.
intraradices (I)]-Aislados bacterianos (A1, A2, A3 y A4) sobre el desarrollo de M. sativa. (A) Peso seco de
parte aérea. (B) Peso seco de raiz.

La Figura 1 muestra el efecto positivo del aislado bacteriano 4 sobre el desarrollo de
parte aérea. G. mosseae, fue el endofito mas efectivo. En el caso de la doble inoculacién G.
mosseae-bacterias se potencio el efecto de este hongo por los aislados bacterianos 3 y 4
siendo mas efectiva la interaccion de G. mosseae con el aislado 4. En el caso de G.
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intraradices fue mas efectiva su interaccion con el aislado 2. Las plantas micorrizadas con
G. mosseae presentaron la maxima nodulacién y este valor no vari6 al ser inoculado
conjuntamente con los aislados bacterianos (Fig. 2-A). La interaccién de G. intraradices-
aislado 2, produjo un efecto positivo sobre la nodulacién, similar al producido por G.
mosseae y ello pese a que el tratamiento con G. intraradices, no varié este valor respecto al

control no micorrizado.
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Fig. 2. Efecto de la inoculacién simple o combinada de hongos formadores de micorriza [(G. mosseae (M) 6
G. intraradices (I)]-aislados bacterianos (Al, A2, A3 y A4) sobre el nimero de nédulos (A) y (%) infeccion
MA (B).

La capacidad colonizadora de G. mosseae fue estimulada por la inoculacion conjunta
con los aislados bacterianos 2 y 4 (Fig. 2-B). La interaccién de G. intraradices con el aislado

2 fue la que produjo la mayor colonizacién de este endofito.
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En base a los resultados expuestos se seleccionaron para el siguiente ensayo la
interaccién: G. mosseae y aislado bacteriano N° 4, por mostrar una mayor efectividad y
compatibilidad funcional hongo/bacteria. G. intraradices interaccioné mejor con el aislado
bacteriano 2, por lo que se seleccionaron estos microorganismos, para ensayos posteriores
en suelo natural, por ser G. intraradices un endofito muy frecuente en suelos aridos de la
cuenca Mediterranea.

1.3. Evaluacion de la concentracion 6ptima del indéculo bacteriano (aislado 4)
PGPR por sus efectos sobre la formacion y respuesta de las plantas a la
simbiosis MA (G/lomus mosseae autéctono)

1.3.1. Objetivo

Estudiar, en microcosmos, el efecto de concentraciones crecientes del inéculo
bacteriano (aislado 4) aplicado de forma individual o en asociacién con G. mosseae sobre
el desarrollo vegetal de la planta y sobre la infectividad de este hongo MA.

1.3.2. Disefio Experimental

En este estudio se considerd la densidad del in6culo bacteriano como la principal
fuente de variacion. El indculo bacteriano fue aplicado a cuatro concentraciones (104, 106,
108, 10° ufc ml?) tanto individualmente como en asociacién con G. mosseae. Ello,
comparado con controles bien con la bacteria 6 bien con el hongo MA lo que proporcioné
10 tratamientos que, con cinco repeticiones cada uno, result6é en un total de 50 macetas.
Las plantas se cosecharon a las 8 semanas de crecimiento y una vez cosechadas, se
determinaron las siguientes variables experimentales:

* Peso seco de parte aérea y de raiz.
* Extensién de la colonizacién MA (% de micorrizacién)

* Nuimero de nédulos en cada planta.

1.3.3. Resultados

El aislado bacteriano 4 estimulé el crecimiento de la parte aérea de la planta al
aplicarse a una concentracién equivalente a 106 ufc ml-! tanto en forma individual (92%
en comparacion con el control sin micorrizar) como en interaccién con G. mosseae (57% de
incremento comparado con el control MA) (Fig. 3-A).

El inéculo bacteriano fue mas efectivo sobre el desarrollo radicular a una
concentracion de 10 ¢ ufc ml* e incrementd este parametro en un 258% (respecto al
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control sin micorrizar). En asociacién con G. mosseae la méxima efectividad se evidencio a
la concentracién de 106 ufc ml-, incrementando el peso de raiz en un 60% (al comparar
con el control MA) (Fig. 3-B).
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Fig. 3. Efecto de la aplicacién del indculo bacteriano (B) a cuatro concentraciones [104 (B4), 106 (B6), 108 (B8),
109 (B9)ufc ml1)] asociado o no con G. mosseae sobre el desarrollo de M. sativa {parte aérea (A) y raiz (B)]

En la Fig. 4-A observamos que solo el tratamiento con G. mossese incrementd
significativamente (en un 45%) la nodulacién. La doble inoculacién de los
microorganismos no afecté significativamente este pardmetro respecto a la inoculacion
solo con G. mosseae. En contraste, la doble inoculacién de G. mosseae con la bacteria fué
efectiva incrementando el porcentaje de micorrizacién. Particularmente a las densidades
mas bajas del indéculo bacteriano, (10¢ y 106 ufc), se produjo un incremento de
colonizacién MA de un 116 % (10* ufc) y 100% (106 ufc) respectivamente (Fig. 4-B).
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Fig. 4. Efecto de la aplicacién del inéculo bacteriano (B) a cuatro concentraciones [104(B4), 106 (B6), 108 (B8),10°
(B9)ufc ml)] asociado o no con G. mossede sobre la nodulacién (A) y % de infeccién MA (B) en M. sativa.

Puesto que los valores maximos de crecimiento se obtuvieron al inocular el aislado
bacteriano a una densidad de 106 ufc ml-! en asociacién con G. mosseae. Se selecciond esta
concentracion por ser la mdas beneficiosa tanto para el desarrollo de la planta y la
nodulacién como para el desarrollo del hongo MA.

1.4. Identificacion de los aislados bacterianos autdctonos (Sierra de Baza,
Cranada) mas eficientes, mediante clonado y secuenciacion del ADN
ribosdmico 16S

Los aislados bacterianos catalogados como Bacterias 2 y 4 en los ensayos 2 y 3, se
identificaron mediante la secuenciacién del ADNr 16S. La amplificaciéon por PCR se llevé
a cabo utilizando primers universales de procariotas 27f y 1495r (Lane et al, 1991) como se
ha descrito en Material y Métodos.
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Los dos aislados bacterianos dieron mas de 98% de identidad con Bacillus
endophyticus, y un 99% de homologia entre ellas. Por lo tanto fueron consideradas como
dos razas de la misma especie, al presentar diferentes respuestas cuando fueron
sometidas “in vitro” a déficit de nutrientes y a estrés osmético y salino como se describira

en el apartado correspondiente.

1.5. Efectos de PGPRs (2 razas de Bacillus endophyticus autéctonos, Granada) y
hongo MA autéctono, Glomus mosseae, sobre el crecimiento de una planta
representativa de la sucesién natural (Retama sphaerocarpa), en suelo
natural provisto de su microbiota habitual

1.5.1. Planta hospedadora y aplicacion de los tratamientos biolégicos

La planta seleccionada para la realizacién del experimento que se describe a
continuacién fue Retama sphaerocarpa. El sustrato (mezcla de suelo natural: arena 1:1, v/v)
habia recibido, en los tratamientos micorrizados, 10 g de in6culo de G. mosseae. Los
inéculos bacterianos (Bacillus endophyticus raza 2 y 4) se aplicaron a la semana de la
siembra (10¢ ufc/ml por planta), después de dejar una plantula por contenedor. Todas las
plantas fueron inoculadas con 1 ml de Rhizobium sp. a una concentracién de 108 ufc/ml.

1.5.2. Objetivo

Evaluar en suelo natural, el efecto de la interaccion de Bacillus endophyticus (razas 2y 4) y

G. mosseae (autoctono) en Retama sphaerocarpa.

1.5.3. Disefio Experimental

El disefio experimental correspondié a un disefio completamente al azar, bifactorial,
donde un primer factor venia dado por los indculos bacterianos (Bacillus endophyticus 2y
4) y su respectivo control sin inocular con bacteria, y un segundo factor dado por la
combinacién de G. mosseae con cada uno de los aislados bacterianos asi como un control
sin bacterias dando un total de seis tratamientos con cinco repeticiones.

A las 20 semanas de crecimiento vegetal, se cosecharon las plantas determinandose el
peso seco de parte aérea y raiz. La extensién de la colonizacién de la micorriza (% de

micorrizacién) asi como también el niimero de nédulos en cada planta.

1.5.4. Resultados

En inoculacién individual, Bacillus endophyticus (raza 2) increment6 en un 24% la
biomasa de parte aérea y Bacillus endophyticus (raza 4) lo hizo en un 60%. G. mosseae, en



Interaccion MA-rizobacterias en ecosistemas tipicos de /a cuenca mediterrdnea 75

inoculacion aislada afecté favorablemente el desarrollo vegetal en un 109%. La
inoculacién de B. endophyticus raza 4 en asociacién con G. mosseae increment6 la biomasa
vegetal en un 208 %. Ambos factores: aislados bacterianos, G. mosseae y la interaccién
resultaron significativos en cuanto a biomasa de parte aérea (Fig. 5-A).
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Fig. 5. Efecto de la inoculacién simple y combinada de G. mosseae (Gm) y Bacillus endophyticus
razas 2 y 4 (Bez y Bes) sobre el desarrollo de R. sphaerocarpa. (A) Peso seco de parte aérea. (B)
Peso seco de raiz.

En relacién al desarrollo de raiz (Fig. 5-B), el efecto de G. mosseae y de cada uno de los
dos aislados bacterianos en inoculacién individualizada mantuvo la tendencia observada
sobre la biomasa de parte aérea. G. mosseae incremento el peso seco de la raiz en un 161%
respecto al control y B. endophyticus (raza 4), el mas efectivo de los dos aislados, en un
103%. En inoculacién conjunta estos valores fueron superiores y el incremento de raiz fue
de un 183% cuando se inoculdé G. mosseae-B. endophyticus (raza 2) y de un 235% con el
tratamiento G. mosseae-B.endophyticus (raza 4) (Fig. 5-B). La nodulacién solo fue afectada
por B. endophyticus raza 4 y por G. mosseae. La doble inoculacién de G. mosseae con
cualquier Bacillus (raza 2 y 4), no vario el efecto beneficioso de G. mosseae. (Fig.6-A).
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La colonizacién intraradical de G. mosseae incrementd en un 97% en presencia de B.
endophyticus (raza 4). B. endophyticus (raza 2) no afect6 la infeccién producida por este
endofito (Fig. 6-B).

1.6. Efectos de la bacteria PGPR B. endophyticus (raza 2) y el hongo MA G.
intraradices ambos autdctonos (Granada) seleccionados, sobre el
crecimiento de una planta representativa de la sucesién natural (Genista
umbellata), en suelo natural (Granada) provisto de su microbiota habitual, a
diferentes niveles hidricos

1.6.1. Objetivo

Evaluar en suelo natural, a dos niveles hidricos (uno de ellos estresante), el efecto de la

interaccién de G. intraradices y Bacillus endophyticus (raza 2), sobre Genista umbellata.
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1.6.2. Disefio Experimental

Los dos factores considerados en el disefio experimental fueron: (1) el nivel hidrico
del medio, se aplicaron dos niveles de capacidad de campo: al 75% y al 100% y (2) los
inoculantes microbianos (G. intraradices y B. endophyticus raza 2) resultando, en
inoculacién simple y combinada mas el correspondiente control, un total de 8
tratamientos y cinco repeticiones de cada uno.

A lo largo de todo el ensayo, se mantuvieron constantes, por pesada, los dos niveles
hidricos utilizados (75% c.c y 100% c.c).

Las plantas se cosecharon a las 20 semanas de crecimiento vegetal. Una vez
cosechadas se determiné el peso seco de parte aérea y de raiz, nimero de nédulos y el
porcentaje de la colonizacién micorricica.

1.6.3. Resultados

B. endophyticus (raza2) increment6 la biomasa de parte aérea de Genista umbellata en
un 78% cuando se cultivé en condiciones de déficit hidrico (75% c.c). El incremento de G.
intraradices fue del 200% (al %100 c.c) y 220% en condiciones de estrés hidrico (75 %c.c).
La doble inoculacién MA-bacteria resulto ser la mas efectiva e increment6 la biomasa de
parte aérea en un 325% cuando las plantas fueron sometidas a estrés (75% c.c) y en un
282% al 100% c.c (Fig. 7-A).

En el caso del desarrollo de raiz, B. endophyticus incrementé este valor en un 57%
(75% c.c) y en un 44% (100% c.c), mientras que G intraradices 1o hizo en un 133% (75% c.c)
y en un 107% (100% c.c). Estos datos demuestran que el efecto de G. intraradices en
condiciones de estrés hidrico (75% cc) fue mas pronunciado. La inoculacién conjunta de
G. intraradices y B. endophyticus fue, asi mismo, mucho mas efectiva en situacién de estrés
e increment? el desarrollo de la raiz en un 300% (Fig. 7-B).
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Fig. 7. Efecto de la inoculacion simple y combinada de G. infraradices (GI) y Bacillus endophyticus razas 2 (Be)
sobre el desarrollo de Genista umbellata al 75% c.c y 100% c.c. (A) Peso seco de parte aérea. (B) Peso seco de
raiz.
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En cuanto a los pardmetros simbidticos analizados (nodulacién y micorrizacién) se
encontré que al 100% de la capacidad de campo, la nodulacién incrementd en presencia
de la bacteria en un 77%. G. intraradices incrementé esta variable independientemente de
la presencia o ausencia de la bacteria.Al 75% c.c, B. endophyticus raza 2 en interaccién con
G. intraradices incrementaron este valor en un 79% con respecto al control micorrizado
(Fig. 8). La infeccién de la raiz por G. intraradices fue solo afectada por la presencia de B.
endophyticus al 75% c.c., la infeccién incrementé en presencia de la bacteria en un 42%. Al
100% c.c, la doble inoculacién también favorecio la colonizacién MA pero el efecto no fue

significativo como en el caso anterior (Fig. 9).

Fig. 8. Efecto de la inoculacién
simple de G. intraradices (GI), 6
combinada con Bacillus endophyticus
razas 2 (Be) sobre la nodulacién en
Genista umbellata crecidas en suelo
natural al 75% y 100% de c.c.

Fig. 9. Efecto de la inoculacién
simple de G. intraradices (GI), 6
combinada con Bacillus endophyticus
razas 2 (Be) sobre la nodulacion en
Genista umbellata crecidas en suelo
natural al 75% y 100% de c.c.
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2. ENSAYOS CON SUELO PROCEDENTE DE LA PROVINCIA DE ALICANTE

2.1. Aislamiento de Hongos MA y PGPR dei suelo objeto de estudio (Alicante)

Los hongos MA, se aislaron a partir de suelo rizosférico de las tres zonas
seleccionadas de la Provincia de Alicante: Aguas Claras, Ballestera y Campello. Para
obtener indculo de la poblacién de hongos MA nativos, se prepararon cultivos con planta
trampa utilizando Sorghum bicolor y Trifolium repens, como se ha descrito en MATERIAL
Y METODOS GENERALES.

De la forma ya descrita, a partir del mismo suelo se aislaron y seleccionaron las 6
rizobacterias mas abundantes (dos por area de estudio). Estos indculos bacterianos y los
aislados de hongos MA se utilizaron para los ensayos que se describen a continuaciéon
(como consta en el apartado correspondiente a materiales y métodos).

2.2. Seleccién de Hongos MA y PGPR aislados en el suelo objeto de estudio
(Alicante)

2.2.1. Planta hospedadora y aplicacion de los tratamientos bioldgicos

La planta seleccionada para la realizacién de los dos experimentos que se describen a
continuacion fue Trifolium repens (trébol). Las semillas se sembraron directamente en las
macetas (con 400 g de capacidad), donde el sustrato habia recibido, en los tratamientos
micorrizados 10 g de in6culo de G. occultum. Los in6culos bacterianos, se aplicaron a una
semana de la siembra y la densidad de indculo bacteriano aplicado para el experimento
#1 fue de 108 ufc. En el experimentd # 2 se aplicd el indculo bacteriano a cuatro
densidades (104 105, 108 y 10° ufc). Todas las plantas fueron inoculadas con 108 ufc de
Rhizobium leguminosarum bv trifolii.

2.2.2. Ensayos de invernadero. Caracteristicas del suelo y condiciones experimentales

El suelo utilizado procedia de las parcelas seleccionadas de la provincia de Alicante y
presentaron las siguientes caracteristicas quimicas: M.O (Wakley & Black) = 0.39 %; pH
(H20)=7.9; P disponible (Olsen) = 2.64 mg Kg. 1, N: 1.2 mg Kg. .. El sustrato fue una
mezcla esterilizada de suelo: arena 1:1, v/v.

2.2.3. Objetivo

Evaluar, en microcosmos, el efecto de los 6 aislados bacterianos (autéctonos)
procedentes de tres zonas distintas inoculados de forma individual, y la combinacién de
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estas bacterias con G. occultum, seleccionando las mas efectivas para el crecimiento de la

planta.

2.2.4. Disefio Experimental

El experimento se disefié con dos factores de variacién: el primer factor hongo MA,
consist{a en dos tratamientos, control sin micorrizar (C) y otro tratamiento inoculado con
G. occultum (aislado autéctono de Alicante). El segundo factor fue la inoculacién de 8
bacterias (6 aislados bacterianos autéctonos y dos especies de Bacillus catalogados por su
efecto PGPR) y un control sin inocular. Ello dio lugar a un total de 18 tratamientos con 5
repeticiones cada uno (90 unidades experimentales).

Las plantas se cosecharon a las 30 semanas de crecimiento vegetal tras cinco cortes

sucesivos. Una vez cosechadas se determinaron las siguientes variables experimentales:
* Peso seco de parte aérea y de raiz.
* Extension de la colonizacion MA

* Numero de nédulos en cada planta.

2.2.5. Resultados

Los resultados de cosecha (Fig. 10-A y 10-B) muestran que la inoculacién de G.
occultum y la de cada una de las bacterias, tanto individualmente como en interaccién

(Glomus-bacteria), resultaron efectivas incrementando el desarrollo de la planta.
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Fig. 10. Efecto de la inoculacion simple o combinada G. occultum (Go) — Aislados bacterianos [Aislados
bacterianos de Aguas Claras (B1Ac y B2Ac), Aislados bacterianos de Campello (B1C y B2C), Aislados
Bacterianos de Ballestera (B1B y B2B), PGPR1 (B. pumillus) y PGPR: (B. licheniformis)] sobre el desarrollo de
T. repens. (A) Peso seco de parte aérea. (B) Peso seco de raiz.
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Los 6 aislados bacterianos autéctonos manifestaron un efecto igual o superior al de
los dos Bacillus PGPR de referencia ensayados. El aislado bacteriano 2 de Ballestera (B2B),
fue el mas efectivo incrementando la biomasa de parte aérea en un 46% y en un 200% la
de raiz. En plantas colonizadas por G. occultum, los valores de biomasa de parte aérea y
raiz incrementaron con la interaccion G. occultum-B2B (Aislado bacteriano 2 de
Ballestera). Esta combinacién incrementd en un 350% la biomasa de parte aérea y en un
536% la de raiz.

La nodulacién fue estimulada por la mayoria de los tratamientos microbianos
aplicados. B2B y cada uno de los Bacillus de referencia incrementaron la nodulacién en un
255%, 249% y 196% respectivamente. G. occultum, incrementd esta variable en un 326% y
en asociacion con B2B este incremento fue maximo y superior en un 69% que en ausencia
de B2B (Fig.11).
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Fig. 11. Efecto de la inoculacién simple o combinada G. occultum (Go) — Aislados bacterianos [Aislados
bacterianos de Aguas Claras (B1Ac y B2Ac), Aislados bacterianos de Campello (B1C y B2C), Aislados
Bacterianos de Ballestera (B1B y B2B), PGPR: (B. pumillus) y PGPR2 (B. licheniformis)] sobre el nlimero de
noédulos.

La colonizacién de las raices por G. occultum en presencia de B2B fue incrementada en
un 61% al ser comparado con el control MA. Las plantas mejor micorrizadas fueron las

que mostraron un mejor desarrollo (Fig. 12).
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Fig. 12. Efecto de la inoculacién simple o combinada G. occultum (Go) — Aislados
bacterianos [Aislados bacterianos de Aguas Claras (BlAc y B2Ac), Aislados
bacterianos de Campello (B1C y B2C), Aislados Bacterianos de Ballestera (BIB y
B2B), PGPRi (B. pumillus) y PGPRe (B. licheniformis)] sobre la infeccion MA

Los dos factores ensayados en este experimento (G. occultum y los aislados
bacterianos) demostraron un efecto beneficioso sobre el crecimiento de las plantas. El
aislado bacteriano 2, procedente de Ballestera, (B2B), fue el mas efectivo para todas las
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variables experimentales analizadas. En base a estos resultados, se procedié a disefiar un
segundo experimento, donde una de las fuentes de variacién a considerar fue la
concentracion del in6culo bacteriano. El objetivo era seleccionar la concentraciéon éptima
que en mayor medida favoreciera cada uno de los pardmetros de crecimiento y
determinar posibles cambios en las variables experimentales (crecimiento y pardmetros
simbidticos) al modificar la concentracion bacteriana aplicada a cada unidad

experimental.

2.3. Evaluacién de la concentracion 6ptima de los in6culos PGPR seleccionados,
por sus efectos sobre la formacién y la respuesta de las plantas a las MA
(G. occultum, autéctono, Alicante)

2.3.1. Objetivo

Estudiar, en microcosmos, el efecto de la aplicacién de concentraciones crecientes de
los 6 aislados bacterianos aut6ctonos (procedentes de Alicante) y 2 Bacillus PGPRs de
referencia (B. pumillus y B. licheniformis), sobre el desarrollo de la planta, aplicado en
forma individual y en coinoculacién con G. occultum.

2.3.2. Disefio Experimental

En este estudio se consideré la concentracién del inéculo bacteriano como la principal
fuente de variacion. El inoculo bacteriano fue aplicado individualmente y en asociacién
con G. occultum a tres concentraciones (104 10¢ 108 ufc ml?). Ello proporcioné 50
tratamientos que con cinco repeticiones cada uno resulté un total de 250 macetas. Las
plantas se cosecharon a las 32 semanas de crecimiento vegetal tras siete cortes sucesivos.
Una vez cosechadas se determinaron las siguientes variables experimentales:

* Peso seco acumulado de parte aérea y de raiz.
* Extensién de la colonizacion MA

* Numero de nédulos en cada planta.

2.3.3. Resultados

Cinco de las 8 bacterias ensayadas incrementaron la biomasa vegetal cuando fueron
inoculadas a las dos concentraciones mas altas (10 y 108 ufc ml?). Las excepciones fueron
los aislados bacterianos 1 y 2 procedente de Aguas Claras (B1, B2Ac) y el aislado B1 de
Ballestera, que inoculados a una densidad de 108 ufc ml*, no fueron efectivos (Fig. 13-A y
13-B).
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Fig. 13. Efecto de la aplicacién del inéculo bacteriano a tres densidades (104, 10¢, 10° ufc ) sobre el
desarrollo de la planta asociado 0 no con G. occultum (Go). (A) Peso seco parte aérea control (C) y Aislados
bacterianos (B1Ac y B2Ac, Aislados bacterianos de Aguas Claras; B1C y B2C, Aislados bacterianos de
Campello, BIB y B2B, Aislados Bacterianos de Ballestera; PGPR1 (B. pumillus) y PGPR2 (B. licheniformis)).
(B) Peso seco parte aérea (Go) G. occultum (control MA) e interacciones Go-Bacterias.

El aislado bacteriano 2 procedente de Ballestera (B2 B), independientemente de la
concentracién aplicada, en ausencia y presencia de G occultum, fue el mejor tratamiento
bacteriano aplicado. El incremento de peso seco por la interaccion G. occultum-B2 B, fue
de un 42% (media del incremento de las tres concentraciones) al compararse con el

respectivo control MA,
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Fig. 14. Efecto de la aplicacién del in6culo bacteriano a tres densidades (104, 106, 108 ufc) sobre el desarrollo
de la planta asociado o no con G. occultum (Go). (A) Peso seco raiz control (C) y Aislados bacterianos (B1Ac
y B2Ac, Aislados bacterianos de Aguas Claras; B1C y B2C, Aislados bacterianos de Campello, B1B y B2B,
Aislados Bacterianos de Ballestera; PGPR1 (B. pumillus) y PGPRz (B. licheniformis)). (B) Peso seco raiz (Go)
G. occultum (control MA) e interacciones Go-Bacterias.

El efecto de los inoculantes bacterianos sobre la nodulacion, no presentdé las
tendencias observadas sobre peso seco de parte aérea y raiz. B2 B incrementd el nimero
de nédulos, particularmente a la mas alta concentracion de inéculo (108 ufc ml?). En
presencia de G. occultum, solo este aislado bacteriano 2 procedente de Ballestera (B2 B), y
el aislado bacteriano 2 procedente de Aguas Claras (B2 Ac) a la mas baja concentracién
ensayada (10* ufc ml?), incrementaron la nodulacién (Fig.15-A y 15-B).
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Fig. 15. Efecto de la aplicacién del inéculo bacteriano a tres densidades (104, 106, 108 ufc) sobre el
desarrollo de la planta asociado o no con G. occultum (Go). (A) Numero de nédulos en los tratamientos
control (C) y Aislados bacterianos (B1Ac y B2Ac, Aislados bacterianos de Aguas Claras; BIC y B2C,
Aislados bacterianos de Campello, BIB y B2B, Aislados Bacterianos de Ballestera; PGPR1 (B. pumillus) y
PGPR2 (B. licheniformis)). (B) Ntmero de nédulos en los tratamientos (Go) G. occultum (control MA) e
interacciones Go-Bacterias.

La presencia de algunos aislados bacterianos favorecid, la infeccién intraradical de G.
occultum. Asi pues destacamos la efectividad de B2 B (aislado bacteriano 2 procedente de
Ballestera) a las tres concentraciones ensayadas, y B2 Ac (aislado bacteriano 2 procedente
de Aguas Claras) a la concentracién mas alta (Fig. 16). Reproduciéndose en este valor los

resultados obtenidos en el primer ensayo.
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Fig. 16. Efecto de la inoculacién simple o combinada micorriza (G. occultum (Go)) — Aislados bacterianos (B1Ac y
B2Ac, Aislados bacterianos de Aguas Claras; B1C y B2C, Aislados bacterianos de Campello, B1B y B2B, Aislados
Bacterianos de Ballestera; PGPR1 (B. pumillus) y PGPR2 (B. licheniformis)) sobre la infeccion MA a tres concentraciones
del inoculo bacteriano (104, 106, 108 ufc ml1).

2.4. Identificacion de los aislados bacterianos autéctonos (Alicante) mediante la
secuenciacion del ADN ribosémico 16S

Los 6 aislados bacterianos procedentes de Alicante, se identificaron mediante la
secuenciacion del ADNTr 16S, como se ha descrito en Material y Métodos.

En la tabla 2, se muestra, en forma resumida, los resultados de la identificacion, de

acuerdo a la zona de procedencia de cada aislado.

Tabla 2. Resultados de la identificacion de los 6 Aislados bacterianos
autéctonos procedentes de las tres parcelas de Alicante: Aislados de
Agua claras (B1 Acy B2 Ac), Aislados de Campello B1CyB2C)y
Aislados de Ballestera (B1 B y B2 B)

Procedencia Aislados Identificacion % de identidad
Aguas Claras
B1 Ac B. thuringiensis 1 98.5
B2 Ac B. thuringiensis T 99
Campello
B1C B, thuringiensis 98
B2C B. macroides 98
Ballestera
B1B B. macroides 99
B2B B. thuringiensis 98.5
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2.5. Interaccién de 6 Bacillus spp.- y G. occultum (autéctonos) sobre el
crecimiento de una planta representativa de la sucesion natural (Medicago
arbérea), en suelo natural provisto de su microbiota habitual

2.5.1. Planta hospedadora y aplicacion de los tratamientos biologicos

Se estudia, en condiciones mas naturales, la interaccién de los 6 Bacillus spp.
(autdctonos, y previamente ensayados en suelo estéril) en combinacion con HMA nativos
de Alicante. Se disefi6 un experimento empleando como sustrato suelo en condiciones
naturales, G. occultum como endofito MA (autdctono) y Medicago arbérea como planta
representativa de la sucesién natural.

El sustrato (mezcla de suelo natural:arena 1:1, v/v) habia recibido, en los tratamientos
micorrizados, 10 g de indculo de G. occultum. Los indculos bacterianos se aplicaron a la
semana de la siembra (1 ml de la suspensién bacteriana 106 ufc por planta), después de
dejar una plantula por contenedor. Todas las plantas fueron inoculadas con 108 ufc de
Sinorhizobium sp.

2.5.2. Objetivo

Evaluar en suelo natural, el efecto de la interaccién de cada uno de los 8 Bacillus (6
autéctonos y 2 PGPR de coleccién) y G. occultum (autéctono) en Medicago arbérea.

2.5.3. Disefio Experimental

El disefio experimental fue bifactorial: el primer factor MA, consistia de dos
tratamientos, control sin micorrizar (C) y otro tratamiento inoculado con G. occultum. El
segundo factor consistié en la inoculacién de los 6 Bacillus, (ya identificados), dos PGPR
de referencia (B. pumillus y B. licheniformis) y un control sin inocular. Ello dio lugar a un
total de 18 tratamientos con 5 repeticiones cada uno (90 macetas).

A las 12 semanas de crecimiento vegetal se cosecharon las plantas determinéndoles la
biomasa de parte aérea y raiz (peso seco). La extensién de la colonizacién micorriza (% de

micorrizacién), asi como el nimero de nédulos.

2.5.4. Resultados

Los 8 aislados bacterianos, G. occultum y la interaccién entre ambos, fueron efectivos
sobre el crecimiento de M. arbérea siendo nuevamente la interaccion G. occultum-B.

thuringiensis (Ballestera) la mas activa incrementando la biomasa de parte aérea y raiz en
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un 75% con respecto al tratamiento inoculado s6lo con G. occultum y en un 114% y 233%
respecto al control sin inocular(Fig. 17-A y 17-B).
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Fig. 17. Efecto de la inoculacién simple o combinada de G. occultum (Go) y/o Aislados bacterianos [B.
thuringiensis 1y II (Bt 1 y Bt Il) de Aguas Claras; B. thuringiensis (Bt) y B. macroides (Bm) de Campello; B.
macroides (Bm) y B. thuringiensis (Bt), de Ballestera; PGPR1 (B. pumillus) y PGPR: (B. licheniformis)] sobre el
desarrollo de M. arborea crecida en suelo natural. (A) Peso seco parte aérea. (B) Peso seco raiz.

El efecto sobre el desarrollo de la raiz de M. arbérea, por cada uno de los dos aislados
bacterianos de Ballestera (B. macroides y B. thuringiensis), y de B. macroides (aislado de
Campello), fue similar al efecto de G. occultum o B. licheniformis (PGPR de referencia). El
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desarrollo de raiz producido en estos tratamientos fue aproximadamente tres veces

mayor que el de las plantas control (Fig. 17-B).

En la Fig. 18 se muestran los efectos de los tratamientos microbianos, sobre la
nodulacién de M. arbérea, crecida en condiciones naturales. Solo el tratamiento inoculado
con B. thuringiensis (Ballestera) increment6 en un 100% este parametro. Las interacciones
entre G. occultum-B.thuringiensis (Ballestera) y G. occultum-en asociacion con cada una de
las dos PGPR de referencia (B. pumillus 6 B. licheniformis) fueron las mas efectivas
incrementando este parametro en un 33%, 13% y 20% respectivamente al compararse con

el valor obtenido en las plantas inoculadas sélo con G. occultum.
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Fig. 18. Efecto de la inoculacién simple o combinada de G. occultum (Go) y/o Aislados bacterianos [B.
thuringiensis Ty TI (Bt T y Bt Tl) de Aguas Claras; B. thuringiensis (Bt) y B. macroides (Bm) de Campello; B.
macroides (Bm) y B. thuringiensis (Bt), de Ballestera; PGPRu (B. pumillus) y PGPR: (B. licheniformis)] sobre el
namero de nédulos.

Asi mismo, la infeccién de G. occultum fue estimulada por B. thuringiensis (Ballestera)

en un 74%.
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Fig. 19. Efecto de la inoculacion simple
o combinada de G. occultum (Go) y/o
Aislados bacterianos [B. thuringiensis L y
I Bt I y Bt II) de Aguas Claras; B.
thuringiensis (Bt) y B. macroides (Bm) de
Campello; B. macroides (Bm) y B.
thuringiensis (Bt), de Ballestera; PGPR1
(B. pumillus) y PGPRz (B. licheniformis)]
sobre la infeccion MA.

% Infeccion MA

2.6. Interaccion de la bacteria Bacillus thuringiensis (aislado autéctono de
Ballestera, seleccionada como la mas efectiva) y diferentes Hongos MA
autoctonos: G. mosseae, G. occultum y G. constrictum, sobre el
crecimiento, nutricion y caracteristicas de la micorrizacién en una planta
representativa de la sucesidn natural (Medicago arbdrea), en suelo natural
provisto de su microbiota habitual

2.6.1. Planta hospedadora y aplicacion de los tratamientos biolégicos

En este experimento en microcosmos en suelo natural Alicante bajo condiciones
controladas, se ensay6 la inoculacién individualizada y conjunta de Bacillus thuringiensis
(aislado de Ballestera) y se amplié el nimero de los aislados MA nativos: G. occultum, G.
constrictum y G. mossene.

El sustrato empleado fue suelo natural en las condiciones experimentales
anteriormente descritas (mezclado con arena 1:1 (v/v). Las semillas pregerminadas de
Medicago arborea se transfirieron a las macetas donde el suelo habia recibido, en los
tratamientos micorrizados, 10 g por maceta de los correspondientes indculos MA. Se
aplicaron 10¢ ufc ml de Bacillus thuringiensis. Todas las plantas fueron inoculados con 108
ufc de Sinorhizobium sp.

2.6.2. Objetivo

Estudiar, si el efecto de B. thuringiensis como posible MHB (Mycorrhizal Helper
Bacteria), en asociacién con G. occultum, (efecto observado tanto en suelo estéril como en
suelo natural, y en dos tipos de leguminosas: T. repens y M. arborea era extensible y
generalizable a otros hongos MA igualmente especies autdctonas.
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2.6.3. Disefio Experimental

El experimento se disefié con dos factores de variacion: el primer factor hongo MA,
consistia de 4 tratamientos: (1) Control sin micorrizar, (2) tratamiento inoculado con G.
constrictum, (3) tratamiento inoculado con G. mosseae y (4) tratamiento inoculado con G.
occultum (todos aislados autdctonos de Alicante). El segundo factor considerado fue la
inoculacién con (1) B. thuringiensis (aislado de Ballestera) y (2) su respectivo control sin
inocular. Ello dio lugar a un total de 8 tratamientos con 5 repeticiones cada uno (40

macetas).

Las plantas se cosecharon a las 20 semanas de crecimiento vegetal. Una vez
cosechadas se determiné el peso seco de parte aérea y raiz el niimero de nédulos en cada
planta y pardmetros de nutricién como los contenidos en nitrégeno, fésforo y potasio.
Este estudio se amplio con la determinacién de las caracteristicas de la colonizacion

micorricica (cuantificada por el método de Trouvelot et al. 1989),

2.6.6. Resultados

El efecto de las distintas interacciones entre los tres hongos MA y B. thuringiensis
sobre el crecimiento vegetal, fue totalmente diferente. G. mosseae y G. occultum en
interaccién con B. thuringiensis incrementaron el peso seco de la parte aérea en un 43% y
94%, respecto al control sin inocular (Fig.20). B. thuringiensis, incremento este valor en un
47%, y fue mucho mas efectivo que G. constrictum, o que el mismo G. mosseae.

Fig. 20. Efecto de la inoculacién
simple o combinada de B.
thuringiensis (B) (aislado de
e Ballestera)-hongo formador de
««««««««««««««««««««« e iy . micorriza [G. constrictum (Gc); G.
mosseae (Gm) y G. occultum (Go)]
200 4F | o L N 11 sobre el desarrollo de la parte
‘ : aérea (peso seco) de M. arbdrea en
suelo natural.
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Con respecto al efecto de estos tratamientos sobre el desarrollo de raiz (Fig. 21) se
observa que B. thuringiensis solo y en interaccion con G. mosseae y G. occultum,
mantuvieron la tendencia observada sobre parte aérea e incrementaron el valor en raiz en
un 100%, 157% y 240% sobre el control.

0000000000000 0000000000000000000000000009%00000000
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Fig. 21. Efecto de la inoculacién
simple o combinada de B.
thuringiensis (B) (aislado de
Ballestera)-hongo formador de
micorriza [G. constrictum (Gc); G.
mosseae (Gm) y G. occultum (Go)}
sobre el desarrollo de raiz de M.
arbérea en suelo natural.
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La nodulacién también fue estimulada por los tratamientos ensayados: Hongos MA y
B. thuringiensis. Las interacciones B. thuringiensis-G. mosseae y B.thuringiensis-G. occultum
incrementaron este parametro en un 64% y 78% (al compararse con sus respectivos
controles micorrizados). B. thuringiensis, incrementé el nimero de ndédulos en un 76%,
tanto como G. constrictum 6 G. mosseae en inoculacién individual (Fig.22).

Observando las tres variables experimentales analizadas anteriormente (biomasa de
parte aérea, peso seco de raiz y nodulacion), vemos que en el comportamiento de los tres
hongos MA no se repite patrén alguno en asociacién con la bacteria pero si se mantiene la
tendencia previamente observada al inocular B. thuringiensis y G. occultum, usando otra
planta y suelo estéril.

100 dosimns e 0 Fig. 22. Efecto de la

inoculacién simple o
combinada de B. thuringiensis
(B) (aislado de Ballestera)-
hongo formador de micorriza
[G. constrictum (Gc); G. mossege
(Gm) y G. occultum (Go)] sobre
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5
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En la Fig. 23, se representa las caracteristicas anatémicas de la micorrizacién dada por
los valores de los 5 parametros de la infeccion MA: %F, %M, %m, %a, %A.

El valor de F, indice de la relacién entre los fragmentos de raiz colonizados con
respecto al total de fragmentos observados, solo se afecté por la bacteria en las raices
colonizadas por G. occultum. B. thuringiensis, incremento este valor en un 54% (Fig. 23-A).
El valor m indicativo de la intensidad de colonizacién, estima la cantidad de corteza
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radical micorrizada referido tinicamente a la fraccién de raiz micorrizada, mientras que
M indica la intensidad de colonizacién referida al total de raiz. Ambos incrementaron
por la presencia de la bacteria en un 300% (m) y en un 420%(M) en raices micorrizadas
por G. mosseae y G. occultum respectivamente (Fig. 23-B y 23-C).
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Fig. 23. Efecto de la inoculacién simple o
combinada B. thuringiensis (B) (Aislado de
Ballestera)-hongo formador de micorriza [G.
constrictum (Gc); G. mosseae (Gm) y G. occultum
(Go)] sobre los pardmetros de infeccién MA: %
F A), %M (B), %m (C), % a (D), A% (E ).

B. thuringiensis no alteré la riqueza de arbtisculos en la fraccién de raiz micorrizada (
a) (Fig. 23 D). La riqueza de arbusculos en el total de raiz (A) siguié la tendencia
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observada para los valores de M y m. G. mosseae y G. occultum en asociacion con B.
thuringiensis incrementaron estos valores en un 300% y 400% respectivamente (Fig. 23-E).

La doble inoculacién de G. occultum y B. thuringiensis, incremento el contenido de Ky
P en un 121% y 54% respectivamente, (en relacién al control inoculado sélo con G.
occultum) siendo el tratamiento mas efectivo sobre los contenidos de los nutrientes
analizados (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la inoculacién simple o combinada de B. thuringiensis (Aislado de
Ballestera) y hongo formador de micorriza (G. constrictum; G. mosseae 6 G. occultum) sobre el
contenido de Nitrégeno, Fosforo y Potasio (mg) en parte de aérea de M. arbdrea.

B. thuringiensis (-) B. thuringiensis (+)
N P K N P K
control 473b 0.43 bc 8.14 bc 7.33 ab 0.78 ab 12.36 b
G. constrictum 4.65b 0.28 ¢ 441c 6.20 ab 0.30c 6.18 c
G. mosseae 5.17b 0.56 b 7.42 bc 7.79 ab 0.59b 10.60 b
G. occultum 6.89 ab 0.64Db 9.63b 1125a 0.99 a 2137 a

2.7. Efecto de Bacillus thuringiensis (Ballestera) y del estrés osmético sobre
aspectos fisiolégicos de la planta y las actividades metabdlicas (SDH y ALP)
de la colonizacion micorricica desarrollada por 2 hongos de coleccion: [G.
mosseae (BEG 122) y G. intraradices (BEG 121)]: Ensayo en sustrato inerte

2.7.1. Planta hospedadora y aplicacion de tratamientos biolégicos

La planta seleccionada para este experimento fue Lactuca sativa. Se eligid esta planta,
no leguminosa, como modelo experimental por presentar una serie de ventajas de gran
utilidad para el objetivo perseguido en este estudio. Como sistema de cultivo se utilizé
un sustrato inerte compuesto por (arena/vermiculita/sepiolita) (1v:1v:lv), esterilizado y
suministrado periédicamente de solucién nutritiva. De esta forma, se puede evaluar si los
efectos de la interaccion entre B. thuringiensis y cada uno de las especies de Glomus es
directa o mediada por aspectos nutricionales. B. thuringiensis se inoculé a una densidad
de 10%ufc ml1. A los tratamientos micorrizados se les aplicaron 5 gramos de los indculos
de G. mosseae (BEG 122) 6 G. intraradices (BEG 121), con caracteristicas infectivas similares.
Los tratamientos exentos de indculo micorricico, recibieron la misma cantidad de inéculo
MA autoclavado junto con 2 ml de filtrado del inéculo con el objeto de restaurar la
microbiota libre de propagulos MA.
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2.7.2. Condiciones experimentales

Este sustrato sin limitacién de nutrientes, se seleccioné por ser un medio idoneo, para
la interpretacién directa del mecanismo implicado en la interaccién bacteria-HMA. A
cada planta se les aplicé dos veces por semana 25 mL de solucién nutritiva pH 6.8-7.0
(Hewitt, 1952), conteniendo la mitad de concentracion de fésforo, ya que este nivel de P
no se afecta la infeccién MA, y se obtienen niveles altos de colonizacién en plantas

inoculadas con G. mosseae 6 G. intraradices (Ruiz-Lozano & Azcon, 1996).

Antes de cosechar se analizaron aspectos fisiolégicos y para ello se realizaron las
medidas de actividad fotosintética, tasa transpiratoria, conductancia estomatica y
eficiencia en el uso del agua. Estas determinaciones se midieron 2 horas después de que
se iniciara el periodo de luz. Para estas determinaciones se utilizé un analizador de COz
infrarrojo, integrado y portatil (Modelo LCA-3, Analytical Development Company) y una
lampara halégena con una intensidad luminosa de 1180umol m? s (Long & Hillgren,
1987)

Las plantas fueron crecidas en cdmara de cultivo bajo condiciones controladas. El
estrés osmoético fue inducido mediante la aplicacién de una solucion al 15% de PEG a la
mitad de las macetas de cada tratamiento. La aplicacién del PEG se realizé en dos fases
diferentes de crecimiento vegetal, (una semana tras la siembra y 24 horas antes de
cosechar) como han descrito Ruiz-Lozano & Azcén, (1997). El resto de macetas de cada
tratamiento se mantuvieron sin adicion de PEG como controles. Al sustrato
(arena/sepiolita/vermiculita) antes de ser esterilizado, se le adiciondé un gramo de fosfato
de roca (P202) a una concentracién de 19 mg Kg.! (Olsen et al., 1954). Las plantas se
cosecharon a las 8 semanas de crecimiento vegetal. Las raices fueron cuidadosamente
lavadas y una vez pesadas se tomaron tres alicuotas. Una alicuota para la tincién (no
vital) con azul de tripan, donde se cuantifica todo el tejido fiingico. Las otras dos
fracciones de rafz fueron usadas para las tinciones histoquimicas metabdlicas como son la
actividad SDH y ALP (técnicas descritas en el Apartado de Material y Métodos
Generales).

La actividad de SDH, se revel6 de acuerdo al procedimiento descrito por Smith &
Gianinazzi-Pearson (1990). La actividad ALP, fue determinada por el procedimiento
descrito por Tisserant (1993). El micelio intraradical, tanto el total (Tincién TB), como el
vivo (SDH) y el activo (ALP), se evalué por el Método de Trouvelot et al (1986).

El micelio extraradical desarrollado en suelo se evalué siguiendo una adaptacién del
Meétodo descrito por Jones y Mollison (1948) (Descrito en Material y Métodos Generales).
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El contenido de prolina en hojas y raiz se realizé por colorimetria (Bates et al., 1973).
Se determind en hoja la concentracién de P (Olsen y Dean, 1965), N (micro-Kjeldahl) y K
(Lachica, 1973).

2.7.3. Objetivo

¢ Evaluar los efectos de la doble inoculacién (B. thuringiensis-hongos MA) en medio
sin limitacién nutritiva sobre crecimiento, nutricién y parametros fisiolégicos de la
planta, bajo condiciones de estrés osmético [(inducido por polietilenglicol (PEG)].

* Estudiar el efecto de B. thuringiensis sobre el desarrollo, la fisiologia y el
metabolismo, de la colonizacion producida por G. mosseae (BEG 122) 6 G.
intraradices (BEG 121).

2.7.4. Diserio experimental

Los dos factores considerados en el disefio experimental fueron: (1) el estrés osmético
inducido por PEG y (2) la interaccién hongos MA (G. mosseae 6 G. intraradices de
coleccion) -Bacillus thuringiensis. Con un total de 12 tratamientos y 5 repeticiones de cada
uno. Tratamientos controles sin PEG: Control (C), B. thuringiensis (B), G. mosseae BEG 122
(Gm), G. intraradices BEG 121 (Gi), interacciones bacteria-endofitos (Gm+B; Gi+B). Los
tratamientos del factor estrés osmético (PEG) son los mismos que los descritos para el

control.

2.7.5. Resultados

La mezcla inerte usada en este estudio como sustrato (arena/vermiculita/sepiolita)
resulté ser un buen medio para el desarrollo de la infeccion de los hongos MA. Es mas,
las plantas micorrizadas crecieron mejor y desarrollaron abundantes arbtisculos en este
sistema de cultivo. (Fig. 24 y Tabla 4).

B. thuringiensis, en condiciones de estrés incrementé el desarrollo radical en un 67% y
el peso de la parte aérea en un 56% (Fig. 24). G. intraradices fue mas efectivo sobre el
desarrollo de parte aérea e increment6 su valor en un 222% (sin estrés), y en un 127% en
las plantas estresadas (PEG).
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Fig. 24. Efecto de B. thuringiensis y/o el estrés osmético inducido por PEG sobre el peso fresco de parte aérea
y raiz en plantas de Lactuca sativa. Los tratamientos son: C (Control), B (B. thuringiensis) Gm (G. mosseae), Gi
(G. intraradices), Gm+B (G. mosseae + B. thuringiensis.) y Gi+B (G. intraradices + B. thuringiensis)

Casi la totalidad de parametros infectivos valorados, usando la tincién TB, fueron
mas alto en plantas colonizadas por G. intraradices en ausencia de estrés. Sin embargo,
estos valores de infeccién fueron igualados por G. mosseae cuando se inocul6 en forma
conjunta con la bacteria. En el medio de cultivo utilizado, la gran infectividad de los
hongos no estuvo relacionada el desarrollo de la planta (Tabla 4 y Fig. 24). En general, la
inoculacién bacteriana no afecté a los pardmetros de crecimiento en las plantas
micorrizadas pero si mejord los pardmetros infectivos del hongo (Tabla 4). B. thuringiensis
favoreci6 las actividades metabdlicas (SDH y ALP) de los dos endofitos ensayados. La
actividad ALP se duplicé en presencia de la bacteria, encontrandose los valores mas altos
en los tratamientos de interaccién entre G. intraradices y la bacteria, en ausencia de estrés.

Bajo condiciones de estrés hidrico, las raices colonizadas por G. intraradices, presentan
mayor actividad ALP que las raices infectadas por G. mosseae aunque la actividad SDH
fue mayor en G. mosseae que en G. intraradices. Es por ello que la proporcién de actividad
(ALP) versus vitalidad (SDH), del micelio intraradical fue mayor en raices colonizadas
por G. intraradices. El efecto de B. thuringiensis sobre la actividad SDH de G. intraradices
fue mayor en condiciones de estrés. El resultado mas importante de destacar es que B.
thuringiensis favorecié la colonizacién MA y la actividad metabdlica de los dos hongos,
tanto en ausencia como en presencia del estrés.

Table 4. Efecto de B. thuringiensis (B) y/o estrés inducido por PEG sobre la colonizacién MA observada
por la tincién Tripan Blue (IB), actividad succinato deshidrogenasa (SDH) y fosfatasa alcalina (ALP) en
raices de Lecctuca sativa colonizadas por G. mosseae (Gm) 6 G. intraradices (Gi)
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%F %M %m %a %A
TB
No PEG
Gm 98 a 464 ¢ 473 ¢ 68.0 c 315 ¢
Gm+B 97 a 87.6 a 90.3 a 98.0 a 85.8 a
Gi 99 a 734 ab 74.1 ab 84.0b 61.6 b
Git+B 99 a 87.6 a 88.5 a 99.0 a 86.7 a
PEG
Gm 97 a 441 ¢ 455 ¢ 88.0 ab 38.8 be
Gm+B 97 a 69.9 b 720 b 89.8 ab 62.8 b
Gi 99 a 424 c 428 ¢ 840 b 35.6 ¢
Gi+B 97 a 72.0 ab 742 ab 100.0 a 72.0 a
SDH staining
No PEG
Gm 99 a 33.0 ¢ 333 ¢ 674 c 222 d
Gm+B 99 a 73.0 a 73.7 a 97.1 a 709 a
Gi 98 a 69.7 a 71.1 a 80.5 b 56.1 b
Gi+B 97 a 76.7 a 79.0 a 97.7 a 75.0 a
PEG
Gm 97 a 429 ¢ 442 ¢ 87.7 b 374 d
Gm+B 98 a 604 b 616 b 83.1b 50.2 b
Gi 98 a 347 ¢ 354 ¢ 838 b 29.1 cd
Gi+B 99 a 71.7 a 724 a 96.1 a 68.9 a
ALP staining
No PEG
Gm 97 a 183 ¢ 188 ¢ 614 c 11.2d
Gm+B 97 a 343 b 353 b 714 b 245 b
Gi 99 a 185 ¢ 18.7 ¢ 84.8 a 15.7 ¢
Gi+B 97 a 482 a 496 a 822 a 39.7 a
PEG :
Gm 99 a 175 ¢ 17.6 ¢ 60.8 ¢ 10.6 d
Gm+B 98 a 474 a 483 a 76.7 b 364 a
Gi 98 a 300b 306 b 62.1 ¢ 185 ¢
Gi+B 98 a 422 a 430 a 80.9 ab 341 a

B. thuringiensis redujo el intercambio de gases en la planta y la tasa de transpiracién
(Tabla 5). La conductancia estomatica fue incrementada considerablemente por los dos
hongos micorricicos bajo condiciones de estrés, inducido por PEG y solo G. mosseae bajo
estas mismas condiciones incrementd el intercambio de CO: y UEA. Por tanto B.
thuringiensis afecté estos parametros fisioldgicos en forma diferente de acuerdo con la
especie de hongo asociado. La coinoculacién de B. thuringiensis con G. intraradices
incremento la fotosintesis, la conductancia estomatica y el UEA en la plantas, pero estos
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efectos no se observaron en interaccién con G. mossese. El estrés hidrico disminuy6 en

mayor medida el intercambio de gases en las plantas colonizadas por G. intraradices que

por G. mosseae. Bajo condiciones de estrés se encontraron diferencias considerables en la

tasa de intercambio de COz, y en el UEA entre plantas colonizadas por el hongo menos

efectivo (G. intraradices) y el mas efectivo para estas variables consideradas (G. mosseae)

(Tabla 5).

Table 5. . Efecto de B. thuringiensis (B) y/o estrés inducido por PEG sobre la tasa de transpiracién (mmol
H20 m2s1), tasa fotosintética (umol CO2 m?2 s1), eficiencia en el uso del agua EUA (mmol CO2 H0") y
conductancia estomdtica (mol H20 m?2 51) sobre plantas de Lacctuca sativa. Los tratamientos son indicados
como: C (Control), B (B. thuringiensis), Gm (G. mosseae), G. intraradices (Gi).

Tratamientos Tasa de Tasa Fotosintética  Eficiencia en el uso Conductancia
Transpiracion del agua estomatica
No PEG
C 259 a 892e 3.45d 743 d
B 2360 579 £ 246 ¢ 1214 ¢
Gm 232Db 10.48 ¢ 452 ¢ 14.26 ab
Gi 234 Db 12.35b 528Db 13.45 b
Gm+B 232D 9.81d 422 ¢ 14.09 ab
Gi+B 225b 12.86 a 5.75 a 15.19 a
PEG
C 222b 4.52 bc 1.79 ¢ 7.95d
B 231la 359d 1.56 d 12.33 ¢
Gm 2.06 e 550 a 2.67a 16.15 a
Gi 223 b 252e 123 e 1422b
Gm+B 217 cd 422 ¢ 1.95 ¢ 15.04 ab
Gi+B 2.12 de 473 b 223b 15.95 a

En ausencia de estrés hidrico inducido por PEG, el maximo valor de contenido de

prolina en hoja se encontré en las plantas colonizadas por G. intraradices (Fig. 25). En

condiciones de estrés, los maximos valores se encontraron en las plantas colonizadas por

G. mosseae.
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Fig. 25. Efecto de B. thuringiensis y/o el estrés osmético inducido por PEG sobre el contenido de prolina en parte
aérea y raiz (mg de prolina/g. de peso fresco). Los tratamientos son: C (Control de plantas no inoculadas), B (B.
thuringiensis), Gm (G. mosseae), Gi (G. intraradices), Gm+B (G. mosseae + B. thuringiensis.) y Gi+B (G. intraradices + B.
thuringiensis)

En ausencia de PEG, el alto desarrollo de micelio extraradical producido por G.
intraradices, se correlacion6 con la alta capacidad del hongo para la colonizacién
intraradical. B. thuringiensis, en condiciones adversas inducidas por la aplicacién de PEG,
incremento (significativamente) la longitud de micelio extraradical de este endofito en un
35% (Fig. 26). El micelio extraradical producido por G. mosseae no se afecté por la
presencia de B. thuringiensis en ninguna de las condiciones ensayadas.

cm g soil’!

Gm Gi Gm+B Gi+B Gm Gi Gm+B - Gi+B

Fig. 26. Efecto de B. thuringiensis (B) y el estrés osmético inducido por PEG sobre la
produccién de micelio extraradical (cm g suelo) en plantas micorrizadas por Gm (G.
mosseae) 6 Gi (G. intraradices).
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Fig. 27. Efecto del estrés osmético inducido por PEG sobre los contenidos N, P and K en parte aérea (g
plant) de plantas de Lactuca sativa no inoculadas C (Control) o inoculadas con B (B. thuringiensis), Gm (G.
mosseae), Gi (G. intraradices), Gm+B (G. mosseae + B. thuringiensis.) y Gi+B (G. intraradices + B. thuringiensis).

En ausencia de PEG, EL contenido de N fue incrementado por todos los tratamientos
y particularmente en un 260% sobre el control, por la doble inoculacién de G. mosseae y B.
thuringiensis (Fig. 27). En condiciones de estrés hidrico, este pardmetro no varié entre los
distintos tratamientos. Igualmente que con el N, el contenido de P en planta incremento
con todos los tratamientos microbianos en ausencia de estrés, pero en condiciones de
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estrés G. mosseae en asociacién con B. thuringiensis y G. intraradices sélo fueron los
tratamientos mads efectivos. En cuanto al contenido de K en condiciones de estrés, G.
mosseae inoculado conjuntamente con B. thuringiensis fue el tratamiento mas efectivo
incrementando este valor en un 85% con respecto al control sin inocular. B. thuringiensis
solo fue efectivo incrementando el contenido de K de plantas micorrizadas y no

micorrizadas en ausencia de estrés osmético (Fig. 27).

3 EFECTOS DEL ESTRES HIDRICO O SALINO “in vitro’ SOBRE EL
CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE METABOLITOS: FITOHORMONAS
(ACIDO INDOL ACETICO) Y SOLUTOS COMPATIBLES (PROLINA Y
GLUTAMATO) POR LOS AISLADOS BACTERIANOS SELECCIONADOS
(BAZA Y ALICANTE)

3.1. Objetivos

* Estudiar “in-vitro” los mecanismos fisiologicos y metabdlicos de 9 aislados de
Bacillus sp, incluyendo una cepa de referencia, en respuesta a niveles
crecientes de estrés hidrico 6 salino.

* Evaluar los cambios inducidos por estos estreses sobre el crecimiento de los
aislados bacterianos, en el contenido proteico y en la acumulacion de

aminodcidos como glutamato y prolina.

* Determinar la capacidad de dichos aislados para producir acido indol acético
bajo las condiciones de estrés mencionadas.

3.2. Condiciones experimentales

Los aislados bacterianos utilizados para este ensayo “in vitro” fueron 8 bacterias del
género Bacillus, de los cuales 6 aislados se obtuvieron a partir de suelo rizosférico de tres
parcelas de la Provincia de Alicante. Los aislados utilizados fueron los siguientes: Aguas
Claras: B. thuringiensis I y B. thuringiensis II; Ballestera: B. thuringiensis y B. macroides;
Campello: B. thuringiensis y B. macroides. También se utilizaron dos B. endophyticus (razas
2 y 4) aislados de suelo rizosférico de Retama sphaerocarpa de la Sierra de Baza y como
referencia una raza de B. thuringiensis de la Coleccién Espariola de Microbiologia.

Para determinar las caracteristicas de crecimiento de las bacterias en condiciones de
estrés salino, se crecieron en medio de cultivo NB (Nutrient Broth) suplementado con
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diferentes concentraciones de NaCl (100, 200, 300 y 400 mM) y como inductor de estrés
hidrico se utilizé PEG: al 0, 1, 5 y 10 %. Todos los medios fueron inoculados con 1 ml de
un precultivo en fase exponencial. Los cultivos se incubaron a 28 °C durante 48 horas a
170 rpm de agitacion. El crecimiento se determiné siguiendo la turbidez de los cultivos a
intervalos de una hora a 600 nm.

La determinacién del contenido de prolina, glutamato y proteinas en la biomasa
bacteriana se realizé a partir de extractos celulares siguiendo el protocolo de Belgrader et
al., 1999 como se ha descrito en el apartado de material y métodos.

A continuacién se muestran los resultados obtenidos para cada aislado. Solo se
sometieron a estrés hidrico inducido por PEG, aquellos aislados que crecieron
previamente y mostraron diferencias en la produccién de los metabolitos estudiados en
condiciones de salinidad.

3.3. Resultados

Los resultados obtenidos demuestran las diferentes capacidades de respuesta de los
aislados bacterianos pertenecientes al género Bacillus, sometidas tanto al estrés causado
por NaCl como al estrés hidrico (causado por disminucién del potencial osmético
inducido por PEG) (Tablas 6-9).

En presencia de estrés salino producido por NaCl, los aislados bacterianos toleraron
las condiciones ensayadas, incluyendo el B. thuringiensis de coleccion, que llegod a
soportar 400 mM de NaCl. Por el contrario, bajo condiciones de estrés hidrico inducido
por PEG, solo lleg6 a soportar el 1% de PEG adicionados al medio. En cuanto a su
capacidad de producir AIA, se encontraron valores muy bajos incluso en condiciones
6ptimas. No obstante se observé una disminucién de la auxina estudiada a medida que
aumentaba el grado de estrés en el medio. En cambio la produccién de osmolitos
protectores, (glutamato y prolina) se obtuvo un incremento gradual de prolina al
incrementar el estrés salino. Solo cuatro de los aislados bacterianos acumularon
glutamato en respuesta a la salinidad del medio (Tabla 7).

'
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Tabla 6. Produccién de prolina (ug prolina mg proteina -1) por los aislados bacterianos autéctonos a dosis
crecientes de NaCl (0, 100, 200, 300, 400 y 600 mM) en el medio de cuitivo.

nc: No crecié. nd: No se detect6 por el método usado.

Prolina (mg pro mg proteina -1)

0 100 200 300 400 600
B. thuringiensis I (Aguas Claras) 0.50 1.09 9.69 18.67 39.28 nc
B. thuringiensis 11 (Aguas Claras) 2.10 12.14 17.65 36.02 43.57 ne
B. thuringiensis (Campello) nd 26.83 31.12 33.16 37.65 ne
B. macroides (Campello) nd nc nc nc nc nc
B. macroides (Ballestera) 1.26 107.24 143.77 148.06 175.20 nc
B. thuringiensis (Ballestera) 1.12 12.14 38.60 39.49 107.24 151.00
B. thuringiensis (Referencia) 1.73 2.75 4.79 8.51 6.42 nc
B. endophyticus (Baza raza 2) 1.45 91.35 110.30 113.36 118.67 192.00
B. endophyticus (Bazaraza 4) 2.79 350.10 352.14 357.04 373.57 415.00

Tabla 7. Produccién de glutamato (ug glutamato mg proteina ) por los aislados bacterianos autdctonos a
dosis crecientes de NaCl (0, 100, 200, 300, 400 y 600 mM) en el medio de cultivo.

nc: No crecié. nd: No se detect6 por el método usado.

Glutamato (mg glu mg proteina -1)

4] 100 200 300 400 600
B. thuringiensis 1(Aguas Claras) nd nd nd nd nd nd
B. thuringiensis Il (Aguas Claras) nd nd nd nd nd nd
B. thuringiensis (Campello) nd 26.83 31.12 33.16 37.65 nd
B. macroides (Campello) nd nc nc nc nc nd
B. macroides (Ballestera) nd nd nd nd nd nd
B. thuringiensis (Ballestera) 9.2 15 26 28 44 51
B. thuringiensis (Referencia) nd nd nd nd nd nd
B. endophyticus (Bazaraza 2) 7.8 21 32 39 41 62
B. endophyticus (Baza raza 4) 6.4 18 43 68 77 79

Tabla 8. Produccién de 4cido indol acético (AIA) (ug ml ) por los aislados bacterianos autéctonos a dosis
crecientes de NaCl (0, 100, 200, 300, 400 y 600 mM) en el medio de cultivo. nd: No se detect6 por el método

Acido Indol Acético (mg ml-1 )

0 100 200 300 400 600
B. thuringiensis 1 (Aguas Claras) 2.80 0.283 0.375 0.328 0.060
B. thuringiensis II (Aguas Claras) 2.60 0.109 0.202 0.169 0.090
B. thuringiensis (Campello) 2.10 0.261 0.332 0.204 0.223
B. macroides (Campello) nd 0 0 0 0
B. macroides (Ballestera) 1.60 0.743 0.369 0.156 0.061
B. thuringiensis (Ballestera) 2.28 0.683 0.746 0.713 0.743 0.7
B. thuringiensis (Referencia) 0.358 0.410 0.287 0.180 0.094
B. endophyticus (Baza raza 2) 1.06 0.787 0.779 0.829 0.655 0.598
B. endophyticus (Baza raza 4) 2.80 0.738 0.923 0.671 0.603 0.733
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Tabla 9. Produccién de prolina {ug prolina mg proteina ), glutamato (ug glutamato mg proteina ) y
acido indol acético (ug ml 1) por los aislados bacterianos autéctonos a dosis crecientes de PEG (0, 1,5y 10-

%) en el medio de cultivo (NB).

PEG (%) 0 1 5 10
B. thuringiensis (Ballestera)
Prolina 212 8.14 40.50 52.18
Glutamato 8.60 12.00 42.00 54.00
TIAA 2.30 0.89 0.62 0.41
B. thuringiensis (Referencia)
Prolina 2.12 292 nc nc
Glutamato nd nd
TAA 0.325 0.112
B. endophyticus (Baza raza 2)
Prolina 2.50 75.20 115.20 130
Glutamato 6.92 9.20 35.00 78
TIAA 1,045 0.682 0.791 0.754
B. endophyticus (Baza raza 4)
Prolina 2.79 241 310 420
Glutamato 5.18 15 54 95
IAA 3.01 0.618 0.725 0.710

Las bacterias autdctonas de las dreas estudiadas (Aguas Claras, Campello y Ballestera
pertenecientes a la provincia de Alicante 6 Baza), demostraron comportamientos
diferentes, incluso tratindose de la misma especie. Los dos B. thuringiensis de Aguas
Claras, acumularon prolina (en cantidades muy diferentes a pesar de ser la misma
especie) particularmente a determinados niveles de NaCl. El glutamato no se detect en
ninguno de estos dos aislados y el AIA disminuy6 al aumentar el estrés salino en ambas
bacterias. El aislado B. thuringiensis I fue el que produjo mas cantidad de AIA y el aislado
B. thuringiensis 1I fue el mas efectivo acumulando prolina. B. thuringiensis de Campello
fue un efectivo productor de prolina particularmente a 100 y 200 mM de NaCl y de
glutamato a cualquier nivel de salinidad. Este aislado mantuvo practicamente constante y
en un alto nivel la produccién de AIA a cualquier nivel de NaCl. En cambio B. macroides
procedente de esta misma zona no soporté el estrés salino limitandose su crecimiento
fuertemente a 100mM de NaCl, a diferencia de B. macroides de Ballestera que soporto los
400 mM de NaCl con una gran acumulacién de prolina (175.2 ug / mg de proteina),
aunque el glutamato, como en algunos de los casos anteriores, no se pudo detectar.
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B. thuringiensis aislado a partir de suelo rizosférico de Ballestera (Alicante) resistio los
600 mM de NaCl y los valores de prolina incrementaron al aumentar el estrés hidrico en
un rango que oscild entre los 12.14 pug / mg de proteina a los 100mM de NaCl hasta los
151ug / mg de proteina a 600 mM de la sal. El mismo comportamiento se observé con la
produccién de glutamato, (desde 9.2 hasta 51 ug / mg de proteina), encontrando que la
prolina triplicaba los valores de glutamato en la mayoria de los casos que se pudo
detectar. La poca sensibilidad de estos aislados al NaCl, en relacién a la mostrada por
Bacillus macroides (Campello) sugiere una mayor capacidad de osmoadaptacién que
permite el crecimiento a elevada osmolaridad a partir de la sintesis de solutos

compatibles.

Los dos Bacillus endophyticus (razas 2 y 4) aislados de suelo rizosférico de Baza
también demostraron tolerancia a los 600 mM de NaCl, donde se detectaron los valores
mas altos de prolina (192 y 415 ug / mg de proteina) y de glutamato (62 y 79 ug / mg de
proteina). Para las especies de Bacillus ensayadas en este experimento, la prolina fue el
osmoprotector producido endégenamente en mayor proporcion.

En el estudio de estrés osmoético inducido por PEG, solo se seleccionaron los aislados
que llegaron a tolerar los 600 mM de NaCl incluyéndose también el B. thuringiensis de
referencia. Tanto B. thuringiensis (Ballestera) como los dos B. endophyticus de Baza
soportaron hasta el 10 % de PEG, obteniendo valores de prolina y glutamato con
tendencias relativamente similares a los obtenidos a los 600mM de NaCl.

En este estudio tanto el estrés salino como el hidrico causaron una marcada
acumulacién de glutamato, no en todas las bacterias como se explicé anteriormente, pero
si en las mas tolerantes como en el caso de B. thuringiensis (Ballestera) y los dos B.
endophyticus aislados de Baza. La acumulacién de prolina, como la de glutamato fue
inducida por las condiciones extremas ensayadas e incrementd su acumulacién a medida
que aumentaba el estrés, indicando estos valores, que estos compuestos han contribuido a
la osmorregulacién en condiciones extremas de salinidad y de déficit hidrico.






suelos contaminados

V. Interaccion hongos MA-rizobacterias en







Interaccion hongos MA-rizobacterias en suelos contaminados 111

1. AISLAMIENTO DE HONGOS MA Y PGPR DE LOS SUELOS CONTAMINADOS CON
Zno6cd

Los hongos formadores de micorriza, se aislaron a partir de suelo rizosférico de
plantas crecidas en suelo contaminado en 1991 (RISSAC, Nagyhdocrsok, Hungria), con
cadmio aplicado como sulfato de cadmio CdSOs y el Zn como ZnSO: en forma
individualizada (Kédar, 1995). Para aumentar la poblacién nativa de los hongos
micorricicos en suelo contaminado con Cd o Zn y obtener in6culo MA de ellos se
prepararon cultivos con suelo contaminado con 90 mg Kg' y 270 mg Kg*! de Zn 6 Cd
(Ryssac) y como planta trampa se utilizé Trifolium repens (elegida por su rapido
crecimiento y proliferacién de raices). Las plantas crecieron en condiciones de
invernadero (temperaturas entre 19-25 °C, fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad y
humedad relativa de 70-90%) durante 4 meses.

Para el aislamiento de los hongos MA mas representativos (de cada suelo) y la
produccién de inéculos puros de ellos se siguié el protocolo descrito en el apartado de
MATERIAL Y METODOS GENERALES.

Igualmente, el aislamiento de las rizobacterias se realiz6 como esta descrito en
MATERIAL Y METODOS GENERALES. Se seleccionaron las dos bacterias mas
abundantes en cada suelo contaminado con Cd 6 Zn respectivamente.

2. SELECCION DE HONGOS MA Y BACTERIAS (PGPR) DE LOS SUELOS OBJETO DE
ESTUDIO (HUNGRIA)

2.1. Planta hospedadora y aplicacion de tratamientos bioldgicos

La planta seleccionada para la realizacién de los ensayos que se describen a
continuacion, fue Trifolium repens. Las semillas se sembraron directamente en macetas (de
100 g de capacidad) donde el sustrato habia recibido en los tratamientos micorrizados, 10
g de inéculo MA (inéculo que contenia el endofito nativo mas abundante G. mosseae en
ambos casos obtenidos a partir de los suelos naturales contaminados con Cd 6 Zn). Los
dos aislados bacterianos ensayados para cada metal se aplicaron directamente a una
densidad de 10% ufc (una semana después de la siembra). Todas las plantas fueron
inoculadas con Rhizobium leguminosarum bv trifolii a una concentracién de 108 ufc. Los
tratamientos no micorrizados recibieron 2 ml de un filtrado del inéculo para reincorporar
la microbiota exenta de propagulos de micorriza.
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2.2. Ensayos de invernadero: caracteristicas del suelo y condiciones
experimentales

El suelo usado para los ensayos en microcosmo bajo condiciones controladas
presentaba las siguientes caracteristicas: materia organica 1.63%, pH de 7.2. La
concentracion de nutrientes fue: N (total) 2.1 mg Kg?, P (Olsen) 1.7mg Kg'y K (extraido
con NHr) 0.8 mg Kg. El suelo fue tamizado y tindalizado durante una hora a vapor
fluente, durante tres dias consecutivos. De esta forma el suelo queda libre de propagulos
de micorriza. El suelo fue mezclado con arena en una proporcién de 4:1. La arena se
esterilizo en autoclave a 120°C durante 20 min. Esta mezcla fue incubada durante seis
semanas con concentraciones crecientes de sulfato de cadmio o zinc: 30 mg Kg?, 90 mg
Kgly 270 mg Kg'. Posteriormente se midié la concentracién de metal disponible en el
suelo resultando las siguientes concentraciones de Cd: 13.6 mg Kg''; 33.0 mg Kg*; y 85.1
mg Kgl. En el suelo contaminado con sulfato de cinc, se aplicaron las mismas
concentraciones seleccionadas (30 mg Kg?, 90 mg Kg'y 270 mg Kg) y a las seis semanas
de incubacién la concentracién de Zn disponible fue: 24 mg Kg, 68 mg Kg'y 215 mg Kg-

1

2.3. Objetivo

Evaluar, en microcosmos, el efecto de los aislados autéctonos bacterianos y/o
fngicos de forma individual y la interaccién bacteria-hongo MA en suelo contaminado

artificialmente con concentraciones crecientes de CdSOs 6 ZnSOa.

2.4. Disefio experimental

Se realizaron dos experimentos paralelos (uno para cada metal aplicado) y el disefio
experimental de cada uno consistié de tres factores: (1) Tratamientos bacterianos: Un
control y dos tratamientos con cada una de las dos bacterias aisladas de suelos
contaminados (Aislado A y B, para referirnos al Cd y aislados I y II, para referirnos a los
aislado bacterianos del Zn). El segundo factor: tratamientos micorrizados (un control sin
inoculo MA y tratamiento inoculado por HMA autdctonos) y el tercer factor consistia en

las 3 concentraciones de metal aplicadas al suelo.

Las plantas se cosecharon a las 12 semanas de crecimiento. Una vez cosechadas, se
determiné el peso seco de parte aérea y raiz (tras secar las plantas en un horno a 65 °C
durante 48 horas). La extensién de la colonizacién micorricica (% de micorrizacién) y el
ntmero de nédulos en cada planta también fueron determinados. Se cuantificaron

’.Q.C...0.0..0Q.0.0..0.QO0.00.Q.Q.......O....O..0.0..CQ....C
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parametros de nutriciéon como contenido en: potasio, nitrégeno y fésforo, asi como
también, el contenido en parte aérea de Ni, Pb, Zn, Cd, (cada metal se midié6 por
espectrometria de emisién atémica como ha descrito Vords et al., 2000) tras secar y digerir
las muestras con HNOs+H20:2

2.5. Resultados del efecto de la inoculacion con aislados autéctonos en suelo
contaminado con niveles de Cd

La doble inoculacién de G. mosseae y el aislado bacteriano A, fue el tratamiento que
mas incremento el desarrollo de parte aérea y de raiz a los tres niveles de Cd en el suelo.
El aislado A, incremento la parte aérea de las plantas micorrizadas en un 18% (13.6 mg
Cd Kg 1), en un 26% (33.0 mg Cd Kg?) y en un 35% (85.1 mg Cd Kg?). Estas plantas
alcanzaron un mayor desarrollo y mejor contenido de N y P en los suelos mas
contaminados por Cd (Fig. 28-30).

Los contenidos de N y P en parte aérea fueron afectados en forma diferente por los
tratamientos bioldgicos de acuerdo a la cantidad de Cd en el suelo. Al nivel mas bajo de
Cd, el contenido de N en plantas sélo fue incrementado por la doble inoculacién del
aislado A y G. mosseae. En los niveles mas altos (33.0 mg Cd Kg 'y 85.1 mg Cd Kg ), la
colonizacién MA fue determinante, no solo para la adquisicién de P sino también para la
del N (Fig. 28-30).

La infeccién MA y la nodulacién, se redujeron a medida que incrementaba el Cd en el
medio. La nodulacién se estimulé por la micorrizacién, especialmente a los dos niveles
mas altos de Cd (33.0 mg Cd Kg 1y 85.1 mg Cd Kg ). El incremento de los niveles de Cd
en el medio limité fuertemente la nodulacién, hasta tal punto que las plantas no
micorrizadas no nodularon cuando la concentracién de Cd disponible era del 85.1 mg Cd
Kg . El aislado bacteriano A, estimuld la formacién de nédulos, al nivel de 33.0 mg Cd
Kg * en el suelo, asi como también al nivel mas bajo y alto de Cd, increment6 este
parametro en asociacién con G. mosseae (Fig. 28-30).
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Fig. 28. Efecto de la inoculacién simple y combinada
de los dos aislados bacterianos (A y B) y G. mosseae
(M) sobre el crecimiento de las plantas, contenido de
N y P (mg planta?) y parimetros simbitticos
(colonizaciéon MA y namero de nédulos) en Trifolium
repens crecido en suelo con 136 mg Kg! de Cd
disponible.

% de Micorrizacion

Contrariamente, la concentracién de Cd en la parte aérea fue reducida por los
tratamientos microbianos independientemente del nivel de Cd en suelo (Tabla.10 ). Al
nivel de 13.6 mg Cd Kg -, el aislado A, no afect6 la concentracion de metal en planta,
pero el aislado B, a este nivel y al 33 mg Cd Kg * redujo la concentracion de Cd en las
plantas. A los dos niveles mas altos (33.0 y 85.1 Cd mg Kg ), el aislado A redujo la
concentracién de Cd en planta en un 53% y 33% con respecto a los controies sin inocular.
Asi mismo, la colonizacién MA redujo fuertemente la concentracién de Cd en la planta,

independientemente del nivel de Cd en suelo.
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parte aérea {mg)

Contenido de P (mg planta')

raiz (mg)

Contenido de N (mg planta')
Ndmero de nédulos

Fig. 29. Efecto de la inoculacion simple y combinada
! de los dos aislados bacterianos (A y B) y G. mosseae
(M) sobre el crecimiento de las plantas, contenido de
N y P (mg plantal) y parametros simbidticos
(colonizacion MA y nimero de nédulos) en Trifolium
repens crecido en suelo con 33.0 mg Kg' de Cd
disponible.

% de Micorrizacion

M M+A M+B

Los resultados que se muestran en la Tabla 10 indican que al nivel medio de Cd en
suelo la transferencia del metal desde el suelo a las plantas micorrizadas fue
particularmente mas baja que en las no micorrizadas. Al nivel mas alto, el efecto limitante
de la micorrizacién sobre la transferencia del Cd desde el suelo a la planta fue potenciado
por las bacterias (Tabla. 10).

|
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parte aérea (mg)

raiz (mg)
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Fig. 30. Efecto de la inoculacién simple y combinada
de los dos aislados bacterianos (A y B) y G. mosseae
(M) sobre el crecimiento de las plantas, contenido de
N y P (mg plantal) y pardmetros simbidticos
(colonizacién MA y namero de nédulos) en Trifolium
repens crecido en suelo con 85.1 mg Kg! de Cd
disponible.

En cambio, el contenido de Zn en plantas fue incrementado por la micorrizacion y
este efecto fue mas evidente al nivel mas alto de Cd en el suelo (Tabla 11), mientras que el
contenido de Zn en plantas no micorrizadas se redujo fuertemente a medida que
incrementaba el Cd en el suelo. En cuanto al contenido de Pb, en las plantas micorrizadas

se encontraron valores mas bajos que en las no micorrizadas. El contenido de Ni en

plantas micorrizadas fue mayor al nivel medio de Cd en suelo.
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Tabla 10. Efecto de la inoculacion simple y combinada de los dos aislados bacterianos (A y B) y G.
mosseae, sobre la transferencia de Cd del suelo a la planta, y la concentracion de Cd en la parte aérea de
Trifolium repens crecido en concentraciones crecientes de Cd en suelo.

Cd disponible (mg kg™)
Tratamientos 13.6 33.0 85.1
Cd transf. Cd conc. Cd transf. Cd conc. Cd transf. Cd conc.

Control 1.20 a 163 a 1.78 a 58.8 a 2.60 a 149.6 a
A 1.30 a 17.8 a 0.82 ¢ 270 ¢ 120 b 99.7b
B 0.80 b 129 b 121 b 40.0 b 1.50 ab 124.8 ab
M 0.65 ¢ 10.7 ¢ 0.45 d 15.0d 0.88 ¢ 75.6 ¢
M+A 0.83 be 11.3 be 0.30 d 176 d 0.64 d 544 d
M+B 0.82 be 11.1 be 0244 148 d 0.90 ¢ 76.3 ¢

Tabla 11. Efecto de la inoculacion simple y combinada de los dos
aislados bacterianos (A y B) y G. mosseae, sobre el contenido en parte
aérea de Zn, Pb y Ni en Trifolium repens, crecido en suelo artificialmente
contaminado con dosis crecientes de Cd.

Contenido (mg)

Tratamientos Zn Pb Ni
13.6 mg kg’ Cd )
Control 6.1c 0.15 ¢ 0.006 d
83b 0.65b 0.011 ¢
6.1 c 0.26 ¢ 0.002 e
11.1 a 0.60 b 0.013 ¢
110 a 0.81b 0.017 b
10.0 a 1.51 a 0.019 a
33.0 mg kg Cd
Control 142 ¢ 0.41d 0.08 d
526 b 1.05 ab 0.32 cd
B 6.30 b 0.27 d 044 ¢
M 1140 a 0.71 ¢ 1.11b
MA 11.61 a 1.10 a 141 a
MB 8.85 a 0.89 be 094 b
85.1 mg kg™ Cd
Control 0.69 ¢ 0.21 be 0.07 ¢
A 0.66 ¢ 126 a 0.22b
B 0.84 be 011 ¢ 0.06 ¢
M 3.50 a 0.17 be 029 a
MA 282 a 029 b 020 b
MB 1.50 b 0.20 be 033 a
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2.6. Resultados del efecto de la inoculacién con aislados autéctonos en suelo
contaminado con niveles de Zn

En el suelo contaminado con Zn la interaccién de G. mosseae con el aislado bacteriano
I, fue el tratamiento que proporcioné un mayor desarrollo de la planta aunque tal efecto
no fue significativo en los niveles mas altos de Zn en el suelo (68 y 215 mg Zn Kg ). Al
nivel medio de Zn, el aislado bacteriano I incrementé el crecimiento de la parte aérea en
un 232% y en un 88% el de la raiz (Fig. 31).

—_ 24 mg Zn Kg*! —_ 68 mg Zn Kg'!
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Fig. 31. Efecto de la inoculacién simple y combinada
de los dos aislados bacterianos (I y ) y G. mosseae
(M) sobre el crecimiento en Trifolium repens cultivado
en suelo artificialmente contaminado (24, 68 y 215 mg
Kg'Zn)

parte aérea (mg)

raiz (mg)

El nimero de nédulos por planta y la infeccion MA, decreci6 a medida que
incrementé el Zn en el suelo. A los niveles mas altos de Zn la nodulacién fue estimulada
por la presencia de MA. Al nivel mas alto de Zn (215 mg Kg ) s6lo nodularon las plantas
que fueron inoculadas con G. mosseae y los aislados bacterianos 1 6 11, lo que indica un
claro efecto protector frente al exceso de Zn de la micorrizacién y algo menor por parte
de los aislados bacterianos (Fig. 32). En cuanto a la simbiosis MA, el aislado bacteriano I

favoreci6 la infeccién incrementando la colonizacién en el nivel medio de Zn (Fig. 33).
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Fig. 32. Efecto de la inoculacién simple y combinada de los dos aislados bacterianos (I y I) y G. mosseae (M)
sobre la nodulacién en Trifolium repens cultivado en suelo artificialmente contaminado (24, 68 y 215 mg Kg*
Zn)
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Fig 33. Efecto de los aislados bacterianos (I y II) sobre la infeccién de G. mosseae (M) en Trifolium repens
cultivado en suelo artificialmente contaminado (24, 68 y 215 mg Kg! Zn)

Al nivel més bajo de Zn en el medio, el contenido de N en plantas fue incrementado
en las plantas micorrizadas. Pero a los niveles mas altos de Zn (68 y 215 mg Zn Kg 1), el
aislado I asociado con G. mosseae fue el tratamiento mas efectivo e incrementé este valor
en un 108% y 185%, respectivamente (Fig. 4). La misma tendencia se observé en cuanto al
contenido de P en plantas. Al nivel mas bajo de Zn los tratamientos micorrizados,
independientemente de la simple o doble inoculacién, fueron los mas efectivos para la
adquisicién de fésforo. Sin embargo, el aislado I en el nivel medio y alto de zinc en el
suelo, asociado con el indculo MA, favorecié la acumulacién de P, incrementando este
valor en un 80% y un 700% respectivamente (Fig. 34 y 35).
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24 mg Zn kg™! 68 mg Zn kg"* 215 mg Zn kg'!
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Fig. 34. Efecto de la inoculacién simple y combinada de los dos aislados bacterianos (I y 1) y G. mosseae (M)
| sobre el contenido de N en Trifolium repens cultivado en suelo artificialmente contaminado (24, 68 y 215 mg
Kg1Zn).

24 mg Zn Kg"! 68 mg Zn Kg'! 215 mg Zn Kg'!

P (mg planta’)

M M+ MH

sobre el contenido de P en Trifolium repens cultivado en suelo artificialmente contaminado (24, 68 y 215 mg

Fig. 35. Efecto de la inoculacién simple y combinada de los dos aislados bacterianos Iy I) y G. mosseae (M)
Kg'1Zn)
|

La concentracién de Zn en plantas incrementé a medida que aumentaba la

disponibilidad de este elemento en el medio. Se encontraron diferencias significativas

més pronunciadas entre los tratamientos micorrizados y los no micorrizados al nivel mas

| bajo (24 mg Zn Kg ), y al nivel medio (68 mg Zn Kg 7). Sin embargo, el aislado

bacteriano 1, redujo fuertemente la entrada de Zn a la planta a todos los niveles. Al nivel

mas alto (215 mg Zn Kg 1) la doble inoculacién con cualquiera de los aislados bacterianos
disminuye fuertemente el contenido de metal en las plantas (Fig. 36).
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Fig. 36. Efecto de la inoculacién simple y combinada de los dos aislados bacterianos (I1y IT) y G. mosseae (M)
sobre el contenido de Zn en Trifolium repens cultivado en suelo artificialmente contaminado (24, 68 y 215 mg
Kg'Zn)

En cuanto a la concentracién de Zn absorbido en planta por unidad de raiz (g) se
observa que el aislado I decrece fuertemente este valor. Los tratamientos micorrizados,
principalmente en presencia de los dos aislados bacterianos, producen el mismo efecto
(Tabla 12).

Con respecto al contenido de metales pesados como el Cd, Ni y Pb (Tabla 13), los
resultados demuestran que al nivel mas bajo de Zn en el suelo, la concentracién de Cd
incrementé en plantas micorrizadas. Al nivel medio de Zn el aislado I y la doble
inoculacion G. mosseae con aislado I o con aislado II incrementaron significativamente el
Cd en plantas. Al nivel més alto de Zn en suelo, el contenido de Cd en planta incrementé
en los tratamientos inoculados por el aislado II y por la doble inoculacién G. mosseae -
aislado I

A cualquier nivel de Zn, el contenido de Ni fue incrementado por el aislado I, y en
mayor medida por la doble inoculacién de G. mosseae con cada una de las dos bacterias.

En cuanto al contenido de Pb, a los dos niveles mds bajos de Zn, la doble inoculacion
independientemente del aislado bacteriano, incrementé este valor. Sin embargo, al nivel
mas alto de Zn este efecto desaparecié y solo las plantas no micorrizadas e inoculadas
con el aislado II, incrementaron el contenido de Pb. '
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Tabla 12. Concentracién de Zn en planta absorbido por unidad de raiz (mg de Zn/g de
peso seco de raiz) a niveles crecientes de Zn en el suelo.

Znl(24 mgZnKg. ) ZnlI (68 mgZnKg. ")  ZnIl (215mgZnKg.")
NM M NM M NM M
Control  0490a  0,050d 0,450 a 0,050 d 1,060 a 0,400 b
I 0,130 ¢ 0,028 e 0,100 ¢ 0,020 0,370 ¢ 0,130 e
il 0,350 b 0,033 e 0,230b 0,052 d 0470b  0,190d

Tabla 13. Contenido de Cd, Ni y Pb (ug planta’) en Trifolium repens cultivado en suelo artificialmente
contaminado (24, 68 y 215 mg Kg Zn). Los tratamientos se indican como: C (Control), I (Aislado bacteriano
1), II (Aislado bacteriano II), M [G. mosseae (autdctono)].

24 mg kg'1 68 mg kg'1 215 mg kg*

Treatment Cd Ni Pb cd Ni Pb Cd Ni Pb
C 026 b 0.18 d 0.14 c 0.14 b 0.12d 024 ¢ 02c¢ 011c 0.15 ¢
I 028 b 0.38 ¢ 04b 034 a 053 ¢ 0.63 b 0470 0.26 b 020 b
I 027 b 0.07 e 0.16 ¢ 017 b 052 ¢ 0.18 ¢ 1.0 a 0.08 d 0.34 a
M 0.84 a 0.21d 071 a 0.15b 046 c 0.56 b 06ab 014c 020 b
M+ 021b 0.63 b 0.55 ab 02ab 089D 0.83 b 1.0 a 0.38 b 021b
M+l 0lc 121 a 0.56 ab 022ab 172a 15a 03b 0.76 a 0.26 ab

3 IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS BACTERIANOS AUTOCTONOS MAS
EFICIENTES EN SUELOS CONTAMINADOS MEDIANTE CLONADO Y

SECUENCIACION DEL ADN RIBOSOMICO 16S

Los aislados bacterianos catalogados como Aislado A (aislado del suelo contaminado
por Cd) y el aislado I (aislado del suelo contaminado por Zn) que mostraron una mayor
efectividad, se identificaron mediante la secuenciacién del ADNr 16S. La amplificacién
por PCR se llevd a cabo utilizando ologonucloeotidos universales de procariotas 27f y

1495t (Lane et al, 1991) como se ha descrito en Material y Métodos.

Los dos aislados bacterianos dieron mas de 98% de identidad con Brevibacillus brevis,
y un 99% de homologia entre ellas. Por tanto fueron consideradas como dos ecotipos de

la misma especie.

0 000000000600000000800000008000000000800006000000000000008000
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4. ESTUDIO DE LA TOLERANCIA “n vitro” AL Cd Y AL Zn DE LOS AISLADOS
BACTERIANOS MAS EFICIENTES EN SUELOS CONTAMINADOS (HUNGRIA)

4.1. Objetivo

Evaluar la tolerancia, a dosis crecientes de Cd y Zn “in vitro”, de los dos aislados
bacterianos maés efectivos (Aislado A nativo del suelo contaminado con Cd y aislado I
aislado autdctono del suelo contaminado con Zn).

4.2. Condiciones experimentales

Para determinar la tolerancia “in vitro” de los aislados bacterianos seleccionados y
una raza de Brevibacillus brevis procedente de la Coleccion Espafiola de Microbiologia. Se
crecieron individualmente en medio de cultivo NB (Nutrient Broth) suplementado con
dosis crecientes de cada metal indicadas en la Fig. 37 y Fig. 38. Todos los medios fueron
inoculados con 1 ml del respectivo cultivo bacteriano en fase exponencial. Los cultivos se
incubaron a 28 °C a 170 rpm de agitacién. Cada ensayo de tolerancia se realiz6
acompafiado de sus respectivos controles negativos: 1) medio liquido sin metal + bacteria,
2) medio liquido sin metal y sin bacteria, 3) medio liquido con metal sin bacteria. Se
utilizaron estos controles para descartar que la densidad 6ptica determinada no fuese
falseada por contaminaciones, o precipitaciones de los metales durante el tiempo de
incubacién (méaximo una semana). El crecimiento bacteriano se determiné midiendo la
densidad 6ptica a 600 nm, en sucesivos periodos de tiempo. Las diluciones seriadas a las
que se le media la D.O. se inocularon simultdneamente en placas con medio enriquecido,
manteniéndose las condiciones de incubacién, para posteriormente establecer la
equivalencia entre D.O. y ufc a cada dilucién.

4.3. Resultados

A continuacién se muestra graficamente las curvas de crecimiento de los aislados
ensayados:
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Fig. 37 Crecimiento, a lo largo
del tiempo, de la bacteria A

t3

(Brevibacillus brevis), aislada a
partir de suelo contaminado
con Cd (A) y de una raza de
coleccién (no adaptada al Cd)
de Brevibacillus brevis (B).
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A. Brevibacillus brevis (aislado autoctono I)
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B. Brevibacillus brevis (Referencia)

Fig. 38. Crecimiento, a lo
largo del tiempo, de Ila
bacteria I (Brevibacillus brevis),
aislada a partir de suelo
contaminado con Zn (A) y de
una raza de coleccion (no
adaptada al Zn) de
Brevibacillus brevis (B).

Log ufc/ml
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Al realizar los estudios, “in vitro”, sobre tolerancia bacteriana a dosis crecientes del metal,
se pudo observar que el crecimiento de la cepa de coleccion Brevibacillus brevis, se redujo a
cualquier concentracién del metal contrastado con los aislados seleccionados de los
suelos contaminados. El aislado A, procedente de suelo contaminado con Cd y el aislado
I, procedente de suelo contaminado con Zn, no fueron afectados ni en tiempo de
crecimiento, ni en nimero de ufc ml?! a fas dosis crecientes de los metales ensayados.
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5. PRODUCCION DE ACIDO INDOL ACETICO (AIA) POR Brevibacillus brevis
TOLERANTE AL Cd Y Brevibacillus brevis TOLERANTE AL Zn

La produccién de 4cido indol acético (AIA) por cada uno de los dos aislados bacterianos
de los suelos contaminados (Brevibacillus brevis), y de una raza catalogada como PGPR
por su capacidad de producir esta auxina, se realizé “in vitro”, (como se ha descrito en
Material y Métodos Generales). La produccién de AIA se estima como un posible
mecanismo involucrado en la capacidad de estas bacterias para acumular metales, lo que
explicaria la tolerancia bacteriana al Cd 6 al Zn encontrado en el ensayo descrito. Como
es conocido, y también se describe en otros apartados de esta memoria, el AIA juega un
papel activo en el crecimiento vegetal e incluso puede ejercer un papel estimulante sobre
los desarrollos simbiéticos aqui estudiados.

A continuacién se muestra la concentracién (mg L) de AIA liberado al medio a las 12

horas de crecimiento bacteriano.

Tabla. 14. Produccién de é4cido indol acético (AIA mg L) por
Brevibacillus brevis ecotipo aislado del suelo contaminado con Cd 0 Zn en
medio de cultivo.

IAA (mg L)

612004
3.95+0.04

6. EFECTO DE LA INOCULACION SIMPLE Y COMBINADA DE LOS AISLADOS
AUTOCTONOS DE Brevibacillus brevis (\DAPTADO A Cd O Zn) Y G. mosseae
(AUTOCTONO) O G. mosseae (BEG 119) SOBRE LA TOLERANCIA AL Cd Y AL
Zn DE Trifolium repens

6.1. Planta hospedadora y aplicacién de tratamientos biolégicos

La planta seleccionada para la realizacién de los ensayos que se describen a
continuacion, fue Trifolium repens. Las semillas se sembraron directamente en macetas (de
100 g de capacidad) donde el sustrato habia recibido 10 g de inéculo MA en los
tratamientos micorrizados (inéculo puro de G. mosseae autoctono 6 G. mosseae BEG 119 de
coleccién). Los dos aislados bacterianos ensayados (con cada metal) se aplicaron
directamente a una densidad de 108 ufc una semana después de la siembra. Todas las
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plantas fueron inoculadas con Rhizobium leguminosarum bv trifolii a una concentracion de
108 ufc. Los tratamientos no micorrizados recibieron 2 ml de un filtrado del inéculo para
reincorporar la microbiota exenta de propagulos de micorriza.

6.2. Ensayos de invernadero: caracteristicas del suelo y condiciones
experimentales

El suelo usado para los ensayos en microcosmo bajo condiciones controladas
presentaba las siguientes caracteristicas: materia organica 1.63%, pH de 7.2. La
concentracién de nutrientes fue: N (total) 2.1 mg Kg?, P (Olsen) 1.7 mg Kg' y K (extraido
con NH4-) 0.8 mg Kg?, El suelo fue tamizado, tindalizado y mezclado con arena (lavada y
autoclavada) en una proporcién de 4:1. Esta mezcla fue incubada durante seis semanas
con sulfato de cadmio 30 mg Kg. Posteriormente se midi6 la concentracién de metal que
quedd disponible en concentracién de 13.4 mg Cd Kg1. En el suelo contaminado por
sulfato de cinc, se incubo la mezcla con 828 mg Zn Kgly a las seis semanas de incubacién,
la concentracion de metal disponible fue de 600 mg Zn Kg.

6.3. Objetivo

Comparar, en microcosmos, el efecto de Brevibacillus brevis (autdéctono) con cada uno
de los aislados de G. mossese (autdctono 6 de coleccién) de forma individual y la
interaccion bacteria-HMA sobre la efectividad en el crecimiento y nutricién de las plantas
crecidas en las condiciones descritas (suelo contaminado artificialmente por sulfato de
cadmio 6 sulfato de cinc respectivamente).

6.4. Disefio experimental

Se realizaron dos experimentos paralelos, (uno para cada metal aplicado) y el disefio
experimental de cada uno consistié de dos factores: el primer factor venia dado por los
tratamientos bacterianos (un control sin indéculo bacteriano y un tratamientos inoculado
con Brevibacillus brevis (aislado A del Cd para el ensayo del Cd 6 aislado I del Zn para el
ensayo del Zn). El segundo factor correspondié a los tratamientos micorrizados: un
control sin indculo del hongo MA, un tratamiento inoculado con G. mosseae autéctono y
un tratamiento inoculado con G. mosseae coleccion (BEG 119). Ello dio un total de 6
tratamientos: (C) Control, (B) Brevibacillus brevis (MA) G. mosseae autoctono, (M) G.
mosseae BEG 119 de coleccion, (MA+B) G. mosseae autdctono + Brevibacillus brevis y (M+B)
G. mosseae BEG 119 + Brevibacillus brevis.



128 Interaccién hongos MA-rizobacterias en suelos contaminados

Las plantas se cosecharon a las 12 semanas de crecimiento vegetal. Una vez
cosechadas, se determind el peso seco de parte aérea y rafz. La extensién de la
colonizacién micorricica (% de micorrizacién) y el numero de nédulos en cada planta
también fueron determinados. Se cuantificaron parametros de nutricién como contenido
de: nitrégeno, fésforo y potasio, asi como también, el contenido en parte aérea de Ni, Pb,
Zn y Cd. Cada metal se midi6 por espectrometria de emisién atémica como se ha descrito

anteriormente.

6.5. Resultados del efecto de la inoculacién de Brevibacillus brevis y dos G.
mosseae (autdctono o de coleccién) en suelo contaminado con Cd

En la tabla 15 se muestran los resultados del ANOVA, y observamos que los
tratamientos micorrizados y los inoculados con Brevibacillus brevis, fueron criticos para el
crecimiento de las plantas de Trifolium en suelo altamente contaminado por Cd. La
respuesta de la planta a la inoculacién de cada uno de los dos hongos MA (G. mosseae
autéctono y G. mosseae de coleccién) fue similar. No obstante G. mosseae autdctono,
increment6 en mayor medida el desarrollo de parte aérea y de raiz, y tal efecto fue
potenciado por la doble inoculacién con la bacteria aut6ctona Brevibacillus brevis (Fig. 39).

Tabla 15 Resultados del ANOVA (Valores de F) realizado para estudiar el efecto de la interaccion
micorriza- bacterias, sobre desarrollo de parte aérea, raiz y nimero de nédulos.

Valores de F
Tratamientos micorrizados Bacteria Micorriza* Bacteria
Peso seco parte aérea 213.0 *** 310.0 ** 3.4 ns
Peso seco raiz 84.7 ** 40.70 *** 1.8 ns
Ntmero de ndédulos 16.43 ** 7.05 * 12.3 **

*P<0.05 *P<001 *P<0.001 ns:no significativo
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Fig. 39. Peso seco de parte aérea y de raiz
(mg) en Trifolium repens cultivado en suelo
contaminado artificialmente con 13.4 mg
Kg1 Cd. Los tratamientos se indican como:
C (Control), (B) Brevibacillus brevis (MA) G.
mosseqe autdctono, (M) G. mosseae de
coleccidn.

Parte aérea

Raiz

Brevibacillus brevis incrementd el desarrollo de parte aérea y de raiz de forma similar a
G. mosseqe de colecciéon (BEG 119). La doble inoculacion de Brevibacillus con G. mosseae
(BEG 119) incrementé estas variables de crecimiento de forma similar a como lo hizo G.
mosseae autoctono (Fig. 39). Esta respuesta positiva en el crecimiento fue también
observada en la nutricién de P y en la infeccién MA total (Tabla 16, Fig. 40). La longitud
total de raiz micorrizada fue mayor en las plantas doblemente inoculadas con los
microorganismos autdctonos (G. mosseae y Brevibacillus brevis) (Fig. 40).
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Fig. 40. Efecto de la inoculacion de Brevibacillus brevis (B) sobre la colonizacién MA [porcentaje (%) y total de
raiz micorrizada (cm)] por G. mossege (autdctono) (MA) 6 G. mosseae de coleccion (M) en suelo
artificialmente contaminado con 13,4 mg Kg* de Cd.
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Asi mismo, el ntimero de nddulos formados en las raices de T. repens, fue

incrementado por la inoculacion de los hongos MA, pero este efecto fue mucho mayor en

presencia de la bacteria, particularmente en el caso de los microorganismos autoctonos

(Fig. 41).
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El efecto de G. mosseae (BEG 119) sobre el contenido de P en las plantas fue menor que
el producido por Brevibacillus brevis. Es de destacar que la doble inoculacién de
Brevibacillus brevis y G. mosseae (BEG 119), no afect6 este valor. Pero la interaccion de los
dos microorganismos autéctonos (G. mosseae y Brevibacillus brevis) increment6 en un 600%

el contenido de P con respecto al control (Tabla 16).

La colonizacién micorriza incrementé$ altamente el contenido de N en las plantas,
particularmente cuando los dos microorganismos autéctonos fueron inoculados (G.
mosseae + Brevibacillus brevis). Tal incremento fue del 680% con respecto al control.
Brevibacillus brevis, no afect6 el contenido de N en planta micorrizadas por G. mosseae de
coleccion (BEG 119) (Tabla 16).

Curiosamente las plantas inoculadas por G. mosseae (BEG 119) y Brevibacillus brevis

incrementaron el contenido de Ni y Pb.

La concentracién de cadmio en las plantas, fue reducida fuertemente debido a la
doble inoculacién de los microorganismos autdctonos con respecto a la inoculacion
simple de estos microorganismos, siendo un resultado también destacable en este
estudio.
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Tabla 16. Concentraciones y contenidos de Cd, P, N, Fe Mn, Zn, Ni y Pb en Trifolium repens cultivado en
suelo contaminado artificialmente con 13.4 mg Kg Cd. Los tratamientos se indican como: C (Control), B
(Brevibacillus brevis), MA (G. mossede autdctono), M (G. mosseae de coleccidn).

Tratamientos Cd (ugg’) P (mg/g) N (mg/g) Fegs) Mn (uggh) Zn@gg’) NiGgsg) FPbrggh
Concentracién

C 11.581a 1.22b 19.46¢ 0.166 d 0.172 be 0.063a 0.044d 0.040de
B 11.173a 1.08bc 10.31d 0.389 b 0.185bc 0.062a 0.058bc 0.058¢
MA 12.981a 0.97bc 17.58cd 0241 ¢ 0.094d 0.054ab 0.055¢ 0.041de
M 11.869a 1.04ab 31.31a 0.485 a 0.202 ab 0.055ab 0.065bc 0.065b
MA+B 2.786b 1.36a 27.86ab 0262 ¢ 0124 ¢ 0.053ab 0.032e 0.038¢
M+B 2.44b 0.82¢ 24.40b 0.400 b 0.230 a 0.046b 0.086 a 0.076 a
Cd (ug) P (mg) N (mg) Fe (ug) Mn (ug) Zn (ug) Ni (pg) Pb (ug)
Contenido
C 1.806d 0.18% 3.03¢ 0.025d 0.026¢ 9.9d 69c 6.4d
B 5.474b 0.529¢ 5.05d 0.190b 0.090bc 305b 287b 28.4be
MA 7.658a 0.577b 10.37¢ 0.142¢ 0.055d 319b 329b 247 ¢
M 5.020b 0.442d 13.24bc 0.205b 0.085¢ 233¢ 27.8b 27.8 be
MA+B 2.368¢ 1.159a 23.68a 0.222b 0.105b 4552 275b 32.5be
M+B 1.610d 0.546bc 16.10b 0.264a 0.152a 309b 56.8a 50.7 a

6.6. Resultados del efecto de la inoculacién de Brevibacillus brevis (adaptado) y
dos G. mosseae (adaptado 6 no) en suelo contaminado con Zn

En el suelo contaminado con 600 mg Zn Kg ! el desarrollo de parte aérea y de raiz, de
T. repens, fue incrementado por cualquiera de los tratamientos microbianos aplicados
(Brevibacillus brevis, 6 los dos ecotipos de G. mosseae), siendo mas efectiva la doble
inoculacién de la bacteria con cualquiera de los dos hongos ensayados (G. mosseae
autdéctono y G. mosseae BEG 119). |

G. mosseae autdctono, incrementd en un 352% la parte aérea y en un 255% el
desarrollo de la raiz, mientras que G. mosseae (BEG 119), incrementd la parte aérea en un
270% y la raiz en un 232% con respecto al control. Tal efecto se potencié por la
inoculacién con la bacteria ya que increment6 el desarrollo de raiz con cada uno de estos
hongos en un 42% (G. mosseae BEG 119) y en un 50% (G. mosseae autoctono) (Fig. 42).
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Fig. 42. Peso seco de parte aérea y de raiz
(mg) en Trifolium repens cultivado en suelo
contaminado artificialmente con 600 mg Kg!
Zn. Los tratamientos se indican como: C
(Control), (B) Brevibacillus brevis, (MA) G.
mosseae autéctono, (M) G. mosseae de
coleccion.

Parte aérea

Raiz

C B MA M MA M+B

Los dos hongos MA favorecieron la nodulacion y Brevibacillus brevis, la colonizacion
de los dos endofitos (autéctono y de coleccion). La doble inoculacién de ellos con
Brevibacillus brevis increments, en mayor medida, tanto la nodulacion como la
micorrizacién (Fig. 43 y Fig. 44). Este incremento de nodulaciéon y micorrizacion se

relaciona con la mejora en nutricién (N y P) de las plantas (Tabla 17).
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Tabla 17. Contenidos de N, P, Zn y Fe en Trifolium repens cultivado en suelo
contaminado artificialmente con 600 mg Kg* Zn. Los tratamientos se indican
como: C (Control), B (Brevibacillus brevis), MA (G. mosseae autoctono), M (G.
mosseae de coleccic')n) .

Tratamientos N (mg) P (mg) Zn (mg) Fe(mg)
C 179 ¢ 1.16 ¢ 253.66 ¢ 147 e

B 289a 0.896 d 296.33 ab 223 cd

MA 232Db 1.52b 276.33 bc 1.86 cde

M 214D 1.18¢ 317.66 a 1.64 de
MA+B 28.07 a 1.82a 291.33 ab 246 b
M+B 28.0a 1.045 cd 331.00 a 392a

Con respecto a la acumulacion del Zn no hubo grandes diferencias entre los distintos
tratamientos. So6lo incrementaron estadisticamente con respecto al control los
tratamientos inoculados con la bacteria (Tabla 17). El mayor contenido en Fe lo poseen las
plantas doblemente inoculadas con Brevibacillus brevis y G. mosseae de coleccién, que
incrementaron este valor en un 167% sobre el control (Tabla 17). Asi mismo, las
concentraciones mas altas de metales como Mn, Ni, Pb y Cd se determinaron en las
plantas inoculadas con G. mossese (BEG 119) y Brevibacillus brevis, ya que la bacteria
increment6 estos valores en un 41.5% (Mn), 427% (Ni), 217% (Pb) y en un 79 % el cadmio
con respecto a los respectivos controles micorrizados (Tabla 18).

La diferente respuesta vegetal a cada ecotipo de G. mosseae (adaptado o no al Zn) en
interaccion con Brevibacillus, se observéd de forma muy marcada en las concentraciones de
Mn, Ni, Pb y Cd, ya que G. mosseae autéctono no modificé (excepto Ni) estos valores en
presencia del aislado bacteriano, mientras que Brevibacillus brevis incrementd en gran
medida estos valores en interaccién con G. mosseae de coleccién (BEG 119) (Tabla 18).
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Fig. 44. Efecto de la inoculacion de Brevibacillus brevis (B) sobre la colonizacién MA [porcentaje (%) y total
de raiz micorrizada (cm)] por G. mossese (autdctono) (MA) 6 G. mosseae de coleccion (M) en suelo
artificialmente contaminado con 600 mg Kg'de Zn.

Tabla 18. Concentraciones de Mn, Ni, Pb y Cd en Trifolium repens cultivado en
suelo contaminado artificialmente con 600 mg Kg?! Zn. Los tratamientos se
indican como: C (Control), B (Brevibacillus brevis), MA (G. mosseae autéctono), M
(G. mosseae de coleccién) .

Tratamientos Mn(ugg) Ni(ugg)  Pblugsg) Cd (ug g™

C 179 ¢ 1.16¢ 253.66 c 147 e
B 289 a 0.896 d 296.33 ab 223 cd
MA 232Db 1.52b 276.33 be 1.86 cde
M 214D 1.18 ¢ 317.66 a 1.64 de
MA+B 28.07 a 1.82a 291.33 abc 246b
M+B 28.0 a 1.045 c¢d 331.00 a 392a
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7 EFECTO DE Brevibacillus brevis. (ADAPTADO AL Cd) SOBRE LAS
CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS (ACTIVIDADES SDH Y ALP) DE G. mosseae
(ADAPTADO AL Cd) O G. mosseae (BEG 119) Y ACTIVIDADES ENZIMATICAS
RIZOSFERICAS EN SUELO CONTAMINADO CON Cd

7.1. Planta hospedadora y aplicacion de tratamientos biolégicos

La planta seleccionada para la realizacion del ensayo que se describe a continuacién,
fue Trifolium repens. Las semillas se sembraron directamente en macetas de 400 g. El
sustrato habfa recibido en los tratamientos micorrizados, 10 g de inéculo MA (indéculo
puro de G. mosseae autéctono adaptado al Cd & G. mosseae BEG 119). Brevibacillus brevis
(aislado de suelo contaminado por cadmio) se aplicé a una densidad de 108 ufc (una
semana después de la siembra). Todas las plantas fueron inoculadas con Rhizobium
leguminosarum bv trifolii a una concentracion de 10° ufc. Los tratamientos no micorrizados
recibieron 2 ml de un filtrado del indculo para reincorporar la microbiota exenta de
propagulos de micorriza.

7.2. Caracteristicas del suelo y condiciones experimentales

El sustrato usado para los ensayos en microcosmo, bajo condiciones controladas, fue
una mezcla suelo: arena en una proporcién de 4:1. El suelo y la arena recibieron el mismo
tratamiento y preparacion descrito en los ensayos anteriores

Antes de empezar el ensayo, el suelo fue incubado durante seis semanas con sulfato
de cadmio (18 mg Cd Kg?) y en el momento de la siembra la concentracion de metal
disponible en el suelo era de 8 mg Cd Kg .

7.3. Objetivo

Evaluar, en suelo contaminado con 8 mg Cd Kg", el efecto de Brevibacillus brevis sobre
la vitalidad y el funcionamiento de la simbiosis MA, producida por cada uno de los dos
G. mosseae (adaptado al Cd 6 de coleccion). Tal efecto se relaciona con el contenido de
nutrientes y la asimilacién de Cd por la planta. También se analiza el efecto de las
inoculaciones microbianas sobre las propiedades biolégicas del suelo (indice de su
fertilidad), medidas a través de las actividades enzimaticas rizosféricas.
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7.4. Disefo experimental

El disefio experimental constaba de dos factores: el primer factor venia dado por los
tratamientos bacterianos, un control (sin indculo bacteriano) y un tratamientos inoculado
con Brevibacillus brevis (autdctono). El segundo factor correspondié a los tratamientos
micorrizados: un control sin indculo del hongo MA, un tratamiento inoculado con G.
mosseae (autdctono) y un tratamiento inoculado con G. mosseae (coleccion, BEG 119)
resultando un total de 6 tratamientos: (C) Control, (B) Brevibacillus brevis, (MA) G. mosseae
autéctono, (M) G. mosseae BEG 119 de coleccion, (MA+B) G. mosseae autoctono +
Brevibacillus brevis y (M+B) G. mosseae BEG 119 + Brevibacillus brevis

7.5. Determinaciones

Las plantas se cosecharon a los 90 dias de crecimiento. Las raices fueron
cuidadosamente lavadas y una vez pesadas se tomaron tres alicuotas. Una alicuota para
la tincién (no vital) con azul de tripan (TB), donde se cuantificé todo el tejido fungico
existente dentro de ellas. En las otras dos alicuotas de raiz se realizaron las tinciones
histoquimicas indicadoras del estado fisiologico de la colonizacién (SDH y ALP) (técnicas

descritas en el apartado de material y métodos generales).

Las actividades rizosféricas evaluadas fueron: deshidrogenasa (Garcia et al., 1997),
fosfatasa (Nannipieri et al, 1982) y B-glucosidasa (Hayano & Tubaki, 1985) y la
produccién de é4cido indol acético (rizosférico). Estas determinaciones se realizaron
siguiendo la metodologia descrita en el apartado de material y métodos generales.

Al finalizar el ensayo, se determind el peso seco de parte aérea y raiz. El nimero de
nddulos en cada planta también fue determinado. Se cuantific el contenido de nitrégeno,
fosforo y potasio, asi como también Ni, Pb, Zn y Cd (cada metal se midié por

espectrometria de emisién atémica Voros et al., 2000).

7.6. Resultados

En el suelo artificialmente contaminado con 8 mg Cd Kg 7, la inoculacién de
Brevibacillus brevis y particularmente la de cada uno de los endofitos MA ensayados (G.
mosseae autoctono y G. mossese de coleccidn) incrementaron significativamente el
desarrollo de la parte aérea y de la raiz (Fig. 45). Brevibacillus incremento la parte aérea en
un 100% y la raiz en un 147%. Con la inoculacion bacteriana el numero de nédulos
increment6 en mas de un 400%. Tales efectos fueron potenciados por el G. mosseae
autéctono. El incremento de parte aérea con la inoculacién de G. mosseae (coleccion) fue
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del 430% y del 600 % el de la raiz. De igual forma, la nodulacién increment6 en mas del
500%. La inoculacidn aislada de G. mosseae aut6ctono, y en mayor medida en asociacion
con Brevibacillus, fueron los tratamientos més efectivos en el desarrollo de estos valores
(Fig. 45). Observamos que la interaccién de microorganismos nativos (adaptados al Cd)
incrementa mas el desarrollo y establecimiento de la planta. Estos resultados son
coincidentes, si no numéricamente, si en tendencia, con los encontrados en los ensayos

anteriores, en suelo contaminado con Cd.
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Los niveles de colonizacion MA variaron de acuerdo al hongo inoculado (G. mosseae
autéctono 6 de coleccidn). G. mosseae autdctono fue mucho mas infectivo que G. mosseae
de coleccion, pero la inoculacién con Brevibacillus incrementd, la abundancia de
arbusculos desarrollados por los dos hongos. No obstante, la interaccion de Brevibacillus
con cada hongo MA ensayado demostré un comportamiento diferente dependiendo del
parametro infectivo determinado y de su fisiologia [vitalidad (SDH), funcionalidad (ALP)
e infeccién total (TB)].

Asi pues, respecto al valor F (frecuencia infectiva), G. mossege autoctono alcanzéd
valores superiores, a los de G. mosseae de coleccion, y la misma tendencia se observé en
las actividades SDH y ALP.



188 Interaccion hongos MA-rizobacterias en suelos contaminados

Los resultados también demuestran que de este hongo, una mayor proporcion del
tejido flingico se encontraba vivo (SDH) y activo (ALP). En presencia de la bacteria se
incrementaron todos los valores infectivos pero no sus actividades SDH y ALP. Un
resultado importante de destacar es la estimulacion que ejerce Brevibacillus
incrementando la vitalidad y actividad de los arbisculos (A) en raices colonizadas por
cualquiera de los dos hongos ensayados (Tabla 19).

Tabla 19. Efecto de Brevibacillus brevis (B) sobre la colonizacion MA observada por la Tincién de Tripan Blue
(TB), actividad succinato deshidrogenasa (SDH) y fosfatasa alcalina (ALP) en raices de Trifolium repens
crecido en suelo contaminado artificialmente con 8 mg de Cd Kgcolonizadas por G. mosseae autoctono
(MA) 6 G. mosseae de coleccién (BEG 119) (M)

% F % M % m % a % A
TB SDH ALP TB SDH ALP TB SDH ALP TB SDH ALP TB SDH ALP

MA 9a 8a 60D 52a 16b 2 ab 58ab 19b 3b 85a 52a 34a 25b 5b 09b
MA+B 9%a 8a 74a 60a 5la 12a 63a 5la 1l6a 8%a 39ab 21Db 44a 25a 7a

M 47¢ 28¢ 20c 47a 5b 05b 47ab 5b 2b 31b 23b 10c 8c 3b 03b

M+B 68b 52b 26¢ 26b 9b 05D 37b 9b 2b 82a 30b 13c 15b 9b 06Db

El efecto de los tratamientos aplicados sobre la actividad de poblaciones rizosféricas
especificas, se evalué mediante la medicién de determinadas actividades enzimaticas. La
actividad fosfatasa fue mayor en la rizosfera de las plantas inoculadas con G. mosseae
autéctono y Brevibacillus brevis (Fig. 46). La inoculacién de Brevibacillus, en forma aislada,
incrementé esta actividad en un 428% con respecto al control y en asociacion con G.
mosseae autdctono y G. mosseae de coleccién 1o hizo en un 824% y 596% respectivamente
(Fig. 46). Brevibacillus y G. mosseae autdctono, mostraron el mismo efecto sobre la
actividad B-glucosidasa, inoculados en forma aislada. La interaccién de estos
microorganismos autdctonos (G. mosseae y Brevibacillus), incrementé la actividad en
mayor medida (un 405%), resultando el tratamiento mas efectivo (Fig. 46).
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Fig. 46. Efecto de la inoculacién doble y conjunta de Brevibacillus brevis (B) y G. mosseae autéctono 6 de
coleccion (MA y M) sobre las actividades rizosféricas: fosfatasa, f-glucosidasa, deshidrogenasa y la produccién
de 4cido indol acético (AIA) a partir de suelo rizosferico de Trifolium repens crecido en suelo contaminado
artificialmente con 8 mg Kg Cd. Los tratamientos se indican como: C (Control), (B) Brevibacillus brevis, (MA) G.
mossege autoctono, (M) G. mosseae de coleccién.

Con respecto a la actividad deshidrogenasa, se observé la misma tendencia que la
obtenida para las actividades fosfatasa y glucosidasa, pero a diferencia de éstas solo fue
altamente incrementada por la interaccion de los microorganismos autdctonos (G. mosseae
y Brevibacillus).

La acumulaciéon de acido indol acético rizosférico incrementé con todos los
tratamientos, pero los valores mas altos se encontraron en la rizosfera de las plantas
micorrizadas. Brevibacillus (inoculado en forma aislada como en interaccion con los dos
hongos MA) increment? significativamente este valor (Fig. 46).
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Fig. 47 Concentraciones de P, K, Zn y Cd en Trifolium repens cultivado en suelo contaminado artificialmente
con 8 mg Kg'Cd. Los tratamientos se indican como: C (Control), B (Brevibacillus brevis), MA (G. mosseae
autdctono), M (G. mossege de coleccic’)n).

Los plantas como consecuencia de la interaccién de los microorganismos autoctonos
(G. mosseae y Brevibacillus), presentaron una mayor concentracién de P y K (Fig. 47). Sin
embargo, la concentracién de Cd decreci6 en un 73 % respecto al control. La
concentracion de Cr, Cu, Fe, Mn, Mo y Ni disminuyeron en los tratamientos
micorrizados. Las maximas concentraciones de estos metales se encontraron en plantas

inoculadas iinicamente con Brevibacillus (Fig. 48).
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Fig. 48. Concentraciones de Cr, Mn, Cu, Mo, Fe y Ni en Trifolium repens cultivado en suelo contaminado
artificialmente con 8 mg Kg' Cd. Los tratamientos se indican como: C (Control), B (Brevibacillus sp.), MA (G.
mosseae autoctono), M (G. mosseae de coleccién).
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8. ESTUDIO COMPARATIVO DE LA CAPACIDAD INFECTIVA DEL MICELIO
GENERADO POR G. mosseae (ECOTIPO AUTOCTONO O DE COLECCION) EN
SUELO CONTAMINADO CON Zn Y EFECTO DE Brevibacillus brevis SOBRE ESTE
VALOR. RELACION ENTRE VITALIDAD Y/O ACTIVIDAD DE LA COLONIZACION
INTRARADICAL

8.1. Planta hospedadora y aplicacién de tratamientos biolégicos

La planta seleccionada para la realizacién del ensayo que se describe a continuacion,
fue Trifolium repens. El sustrato recibié en los tratamientos micorrizados, 5 g de indculo
MA (in6culo puro de G. mosseae autdctono o G. mosseae BEG 119) y/o Brevibacillus brevis
(aislado del suelo contaminado por zinc) aplicado a una densidad de 108 ufc (una semana
después de la siembra). Todas las plantas fueron inoculadas con Rhizobium leguminosarum
bv trifolii a una concentracién de 108 ufc. Los tratamientos no micorrizados recibieron 2
ml de un filtrado del inéculo para reincorporar la microbiota exenta de propagulos de

micorriza.

8.2. Caracteristicas del suelo y condiciones experimentales

El sustrato usado para los ensayos en microcosmo fue una mezcla suelo: arena en una
proporcién de 4:1. El suelo y la arena recibieron el mismo tratamiento de preparacién
descrito en los ensayos anteriores.

El suelo fue incubado durante seis semanas con 828 mg Zn Kg - de sulfato de cincy
posteriormente se midié la concentracién de metal disponible obteniéndose una
concentracién de 600 mg Cd Kg .. Las plantas crecieron en cdmara de cultivo bajo
condiciones controladas y se les aplicé dos veces por semana 5 ml de solucion nutritiva
pH 6.8-7.0 (Hewitt 1952), carente de N y P.

8.3. Objetivo

En estudios anteriores se demostré que ambos ecotipos de G. mossede protegian a la
planta contra los efectos negativos del Zn y que tal efecto era mejorado por la
coinoculacién con Brevibacillus brevis. Los efectos més positivos, coincidentes con una
mayor colonizacién MA, se detectaron al inocular conjuntamente los aislados autoctonos.
Estos resultados plantearon los interrogantes:: a) jAltera a bacteria las caracteristicas
fisiolégicas y metabdlicas de la colonizacién? b) ;A qué nivel lo hace sobre cada ecotipo
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de G. mosseae? C) ;Cual es su efecto sobre el desarrollo extraradical y el potencial
infectivo de este propagulo (micelio) como fuente de indculo para posterior propagacion
de la colonizacién micorricica?

Para resolver tales cuestiones se disefié un sistema experimental consistente en dos
compartimentos: en uno se desarrollaba la raiz micorrizada (CR) y en el otro inicamente el
micelio emergente de la misma (HC).

8.4. Disefo experimental

El sistema experimental utilizado se basé en el descrito por Tobar et al., (1994) y Ruiz
Lozano & Azcdn, (2000). Consistia en dos compartimentos El compartimento radicular
(CR) se hizo con una bolsa de nylon de 50 um de didmetro de poro y contenia 240 g de
suelo. Este sistema permite pasar las hifas emergentes de las raices micorrizadas de las
plantas sembradas en el CR al segundo compartimento: compartimento hifal (CH). EI CR
se coloc6 en el extremo de un contenedor de 21 cm (longitud) x 10 cm. (de ancho). El
compartimento hifal, (CH) contenia 550 g de suelo.

El ensayo que aqui se describe se desarroll6 en dos etapas sucesivas. En la 1° (Parte I)
solo se utilizd el sistema experimental descrito como CR y en la 22 (Parte II) el sistema
utilizado fue el HC.

Partel

El disefio experimental constaba de dos factores: el primer factor venia dado por los
tratamientos bacterianos (un control sin indculo bacteriano y un tratamientos inoculado
con Brevibacillus brevis (Aislado del suelo contaminado con Zn). El segundo factor
correspondi6 a los tratamientos micorrizados: un control sin inéculo del hongo MA, un
tratamiento inoculado por G. mosseae (autéctono) y un tratamiento inoculado por G.
mosseqe (coleccion BEG 119). Ello dio un total de 6 tratamientos (4 repeticiones de cada
uno): (C) Control, (B) Brevibacillus brevis (MA) G. mosseae autéctono, (M) G. mosseae BEG
119 (de coleccion), (MA+B) G. mosseae autdctono + Brevibacillus brevis y (M+B) G. mosseae
BEG 119 + Brevibacillus brevis Dos semillas de T. repens se sembraron en el compartimento
limitado por la bolsa de 50 um de luz de malla, correspondiente al CR.

Parte II:

El objetivo de esta parte II del experimento fue evaluar el cambio de infectividad del
micelio generado por las plantas donadoras crecidas en CR, afectadas tanto por la
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concentracion de Zn en el sustrato, como por la inoculacién de Brevibacillus y el ecotipo
de G. mosseae (adaptado o de coleccién).
Tras cosechar las plantas de la parte I, se sembraron dos semillas de T. repens en el

compartimento hifal (CH). El disefio experimental fue el mismo disefio descrito en la parte
I, que fue donde se aplicaron los distintos tratamientos ensayados.

8.5. Determinaciones
ParteI

Las plantas crecidas en CR se cosecharon a los 180 dias de crecimiento vegetal. Las
raices fueron cuidadosamente lavadas y una vez pesadas se tomaron tres alicuotas. Una
alicuota para la tincién (no vital) con azul de tripan (TB), donde se cuantificé todo el
tejido fungico. Las otras dos fracciones de raiz fueron usadas para las tinciones
histoquimicas vitales como son la SDH y ALP (técnicas descritas en el apartado de

material y métodos generales).

Se determiné el peso seco de parte aérea y raiz. El nimero de nddulos en cada planta

también determinado. Se cuantificé el contenido de nitrégeno, fésforo y potasio, asi como
también Ni, Pb, Zn, Cd (cada metal se mididé por espectrometria de emisién atémica
Voros et al., 2000) tras secar y digerir las muestras con HNOs+H202.

Las actividades rizosféricas evaluadas: deshidrogenasa (Garcia et al., 1997), fosfatasa
(Nannipieri et al., 1982) y 8-glucosidasa (Hayano & Tubaki, 1985) se realizaron siguiendo
la metodologia descrita en el apartado de material y métodos generales.

Parte Il

Las plantas del CH se cosecharon a los 120 dias de crecimiento vegetal. En las plantas
de esta segunda parte crecidas en CH, solo se les determiné crecimiento (peso seco de la
parte aérea y raiz), nimero de nédulos e infeccion MA [(El micelio intraradical total
(Tincién TB), como el vivo (SDH) y el activo (ALP)]. Solo el micelio extraradical se
determiné solo en el suelo del CH (antes de sembrar las semillas en este compartimento)

segin método descrito en Material y Métodos Generales.
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8.6. Resultados
Parte I

Los resultados obtenidos siguen obviamente la tendencia previamente observada en
el ensayo con suelo contaminado con 600 mg Zn Kg'. De forma similar a lo ya descrito en
aquel ensayo donde el desarrollo vegetal fue afectado positivamente por los tratamientos
microbianos aplicados, especialmente por la doble inoculacién entre Brevibacillus brevis y
cada uno de los hongos MA (G. mosseae autdctono y de coleccidn). Brevibacillus
increment6 en un 764% la biomasa total de la planta, G. mosseae autéctono en un 980 % y G.
mosseae de coleccién en un 495 %. A su vez Brevibacillus estimuld el efecto de los hongos
MA sobre el desarrollo vegetal en un 30% (G. mosseae autdctono) y en un 44% (G. mosseae
de coleccidn) (al ser comparados con sus respectivos controles MA) (Fig. 49).

La nodulacién, fue igualmente estimulada por todos los tratamientos aplicados y las
plantas micorrizadas presentaron los valores mas altos (especialmente en las infectadas
por G. mosseae autéctono) (Fig. 49).
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Los contenidos de N, P, K y Zn, (en la parte aérea), mantiene la tendencia observada
por la aplicacién de los tratamientos sobre el desarrollo vegetal, y los valores mas altos se
encuentran en las plantas doblemente inoculadas con los microorganismos autéctonos

(Brevibacillus brevis y G. mosseae autéctono) (Fig. 50).

La tasa de absorcién especifica (SAR) del Cu sélo fue incrementada en las plantas
micorrizadas por G. mosseae de coleccién. Sin embargo los valores mas altos de SAR del
Fe, Mo y Ni, se encontraron en los controles, indicando la baja absorcién de estos metales
por las plantas inoculadas con los microorganismos ensayados (Tabla 20).

Brevibacillus, fue el tratamiento que mas decrecié el SAR del Fe. En el caso del Cd, Cu,
Fe y Mo, el indéculo bacteriano disminuy®6 la tasa de absorcién especifica de las raices
micorrizadas por G. mosseae de coleccidn, que presentaron las tasas de absorcion de
metales mas bajas que las micorrizadas con G. mossege autéctono (Tabla 20).

P (mg planta™)

Zn (g planta’)

c B MA MA+# M

N (mg planta™)
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Fig 50. Contenido de Zn, P, N y K en Trifolium repens (CR) crecido en suelo contaminado artificialmente con 600
mg Kg? Zn. Los tratamientos se indican como: (C) control, (B) Brevibacillus brevis, MA) G. mosseae autdctono,
(M) G. mosseae de coleccion.
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Tabla 20. Tasa de Absorcidn Especifica del Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo y Ni (SAR) (mg Kg) en Trifolium
repens (CR) crecido en suelo contaminado artificialmente con 600 ug g! Zn. Los tratamientos se
indican como: (C) control, (B) Brevibacillus brevis, (MA) G. mosseae autdctono, (M) G. mosseqe de

coleccidn.
Tratamientos Cd Cr Cu Fe Mn Mo Ni
C 41c 28b 339b 3669 a 2537 be 16.4 a 6.3 a

i B 46 ¢ 05b 382 b 648 ¢ 2267 cd 68 ¢ 1.8 b
MA 145 b 56 b 362 b 1400 be 2931 bc 474d 34 ab
MA+B 110 b 132 a 328b 2077 b 1626 d 42d 4.6 ab
M 256 a 33Db 473 a 2268 b 3840 a 105 b 23b
M+B 139b 31b 325b 1015 ¢ 3184 ab 6.4 cd 13 b

La actividad del micelio intraradical (ALP), de las plantas colonizadas por el endofito
autéctono, fue mucho mayor que en las colonizadas por G. mosseae de coleccion. En
general, la inoculacién bacteriana incrementd todos los valores de infeccion MA
especialmente los relacionados con la actividad ALP. Este efecto fue mucho mas marcado
en el caso de los arbasculos (%A y el %a), estructuras claves en el intercambio de
nutrientes y que estaban reducidos fuertemente en el caso de la infeccién por G. mosseae
de colecciodn, por la alta concentracidn del Zn en el medio.

Estos resultados confirman el efecto positivo de Brevibacillus sobre el desarrollo
intraradical, la vitalidad y actividad de ambos ecotipos de G. mosseae. Pero el efecto mas
importante de la bacteria fue el aumentar la vitalidad y actividad del micelio de G.
mosseae de coleccién (el menos infectivo).
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Tabla 21. Efecto de Brevibacillus brevis (B) sobre la colonizacion MA observada por la
Tincién de Tripan Blue (TB), actividad succinato deshidrogenasa (SDH) y fosfatasa
alcalina (ALP) en raices de Trifolium repens (CR) crecido en suelo contaminado
artificialmente con 600 mg de Zn Kg'colonizadas por G. mossege autéctono (MA) 6 G.
mosseae de coleccién (BEG 119) (M)

B
%F %M Y%oIn %a %A

MA 66.3 b 235 ab 31.0 ab 728 a 17.1 ab
MA+B 835 a 31.0 a 36.7 a 748 a 241 a
M 49.5 ¢ 9.8 c 16.3 ¢ 548 b 54 c
M+B 622 b 18.7 b 258 b 66.8 ab 139 b

SDH
MA 57.8 ab 6.5 b 99 a 39.2 b 132 a
MA+B 654 a 7.7 ab 126 a 54.8 a 143 a
M 414 c 53b 118 a 45.7 ab 1.7 ¢
M+B 534 b 112 a 142 a 55.7 a 92b

ALP
MA 50.0 a 39 a 45 c 265 b 6.5 Db
MA+B 53.8 a 52a 72 b 423 a 94 a
M 30.1b 19b 4.1 c 12.7 ¢ 1.2 ¢
M+B 325 b 56 a 10.1 a 406 a 49 b

En este suelo contaminado con Zn, G. mossese autéctono, produjo un micelio

extraradical mas desarrollado que G. mosseae de coleccién, pero el efecto estimulador de
Brevibacillus fue mayor sobre el endofito menos infectivo (G. mosseae de coleccion) (Fig.

51).
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Fig 51. Micelio extraradical producido en el
compartimento hifal (cm micelio*g de
suelo) inoculado con G. mossese autéctono
(MA) 6 G. mosseae de coleccién (M) en
coinoculacién con Brevibacillus brevis (B).
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La acumulacién de acido indol acético rizosférico, fue incrementado en todos los
tratamientos, y los valores maximos se encontraron en la rizosfera de las plantas
doblemente inoculadas por los microorganismos autdéctonos (Fig. 52).
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Fig 52. Efecto de la inoculacién doble y conjunta de Brevibacillus brevis (B) y G. mosseae autéctono 6 de coleccién
(MA y M) sobre las actividades rizosféricas: fosfatasa, f-glucosidasa, deshidrogenasa y la produccién de acido
indol acético a partir de suelo rizosferico de Trifolium repens (CR) crecido en suelo contaminado artificialmente
con 600 mg Kg Zn. Los tratamientos se indican como: (C) control, (B) (MA) G. mosseae autoctono, (M) G.
mosseae de coleccion.

Todos los tratamientos aplicados incrementaron las actividades rizosféricas
estudiadas (fosfatasa, glucosidasa y deshidrogenasa). La interaccion entre los
microorganismos autdctonos dieron los valores mas altos de estos parametros que
indican las propiedades biolégicas del suelo y parte del ciclado de nutrientes.
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Parte II:

El desarrollo vegetal de las plantas crecidas en el compartimento adyacente (CH)
especialmente el desarrollo de la raiz, fue particularmente mejorado por la micorrizacién
producida, por el micelio generado en el CR en plantas inoculadas con los
microorganismos aut6ctonos. La nodulacién incrementd en todos los tratamientos (Fig.
53)
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Fig 53. Peso seco de parte aérea y raiz (g) y
nimero de nddulos en Trifolium repens (CH)
crecido en suelo contaminado artificialmente
con 600 mg Kg? Zn. Los tratamientos se indican
como: (C) control, (B) Brevibacillus brevis, (MA)
G. mosseae autoctono, (M) G. mosseae de
coleccidn.
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Con respecto a la colonizacién MA producida por el micelio extraradical generado
por las plantas crecidas en la parte I, se mantuvieron sus caracteristicas infectivas en
relacién a la frecuencia de la micorrizacién (F). Sin embargo bajaron los valores de M y m,
especialmente para G. mosseae de coleccién. A y a (ALP) no variaron entre los dos
endofitos, ni fueron afectados por la bacteria. Solo la riqueza de arbisculos A (TB) se
encontr6 incrementado por Brevibacillus en raices colonizadas por G. mossede autéctono
(Tabla 22).
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Tabla 22. Efecto de Brevibacillus brevis (B) sobre la colonizacion MA observada por la Tincién
de Tripan Blue (TB), actividad succinato deshidrogenasa (SDH) y fosfatasa alcalina (ALP) en
raices de Trifolium repens (CH) crecido en suelo contaminado artificialmente con 600 mg de
Zn Kg! colonizadas por G. mosseae autéctono (MA) 6 G. mossege de coleccién (BEG 119) (M),

TB
%F %M %m %a %A

MA 63.83 a 1340 b 2217 a 54.83 a 1.83 b
MA+B 67.30 a 1693 a 2237 a 57.67 a 1237 a
M 37.63 ¢ 9.10 ¢ 227 b 1417 b 0.80 ¢
M+B 46.07 b 11.43 be 247 b 14.73 b 1.57 be

SDH
MA 4158 a 0.41 a 1.27 a 19.33 b 0.37 a
MA+B 46.70 a 046 a 141 a 31.56 a 0.36 a
M 3043 b 0.30 b 1.10 a 427 ¢ 0.14 a
M+B 28.03 b 0.28 b 1.50 a 5.10 ¢ 0.12 a

ALP
MA 21.73 b 022 b 1.00 a 273 a 0.01 a
MA+B 30.13 a 0.30 a 1.00 a 383 a 0.02 a
M 13.03 ¢ 013 ¢ 057 a 0.57 b 0.05 a
M+B 12.67 ¢ 0.13 ¢ 0.53 a 023 b 0.03 a

9. ESTUDIO COMPARATIVO DE LA CAPACIDAD DE BIOACUMULACION DE Cd Y
Zn “in vitrd” DE Brevibacillus brevis (AISLADOS DE SUELOS CONTAMINADOS
POR Zn O Cd) RESPECTO A UN Brevibacillus brevis DE REFERENCIA

9.1. Condiciones experimentales

En los ensayos de bioacumulacién se utilizaron las 2 cepas de Brevibacillus brevis
(autéctonos), cada una aislada de un suelo contaminado con Zn 6 con Cd,
respectivamente. Se siguié la metodologia descrita por Kanazawa y Mori (1996) con
algunas modificaciones, que se describe a continuacién. En un primer ensayo, se
crecieron los aislados en 200 ml de medio NB (en condiciones normales, sin adicionar el
metal). Cuando cada cultivo alcanz6 una densidad éptica (medida a 600 nm) equivalente
a 108 ufc se centrifugaron los cultivos a 7000 g durante 12 minutos. De esta forma se
recuperé la biomasa hiimeda realizandose luego dos lavados con solucién Ringer’s
compuesta por: NaCl 0.85%, CaClz 0.03%, KCl 0.025%, NaHCOs 0.02%.
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A continuacién la biomasa lavada se incubd durante 1 hora, en agitacién 170 rpm, a
28 °C, con cada una de las soluciones respectivas que contenia el metal. Las dosis
ensayadas fueron las siguientes: para el cadmio 10 pg ml! y zinc 300 pug ml?
Posteriormente se centrifugaron las soluciones, recuperandose el sobrenadante y la
biomasa para determinar en ella los metales absorbidos. Tal medida se realizé por

absorcion atémica.

Tabla 23. Distribucién de metal en el medio de cultivo (%) después de 1 hora de
incubacion.

Cd (10 pg ml?)
Zn (2655 yg mi

Al comparar los resultados experimentalmente obtenido con los calculos tedricos, se

encontrd una correlacién satisfactoria.

Tabla 24. Célculos teéricos.

Cd (10 pg mlY)
 Zn (@655 pg mlY)

Para ampliar los resultados obtenidos en este primer ensayo “in vitro”, se procedio a
realizar una cinética de acumulacién. Con ello se descarta que las diferencias que existen
entre los aislados con respecto a su capacidad de acumulacién se deban a factores como
tiempo. Para ello se realizé6 un nuevo ensayo manteniendo las condiciones, excepto el
tiempo de incubacién, que se dej6é durante tres horas y se tomaron alicuotas de 1.5 ml,
cada media hora. Como resultado de este ensayo se observé que el tiempo de incubacién
no era un factor influyente y que la capacidad que tiene cada aislado de acumular el
metal a partir del tiempo 1, (media hora después de la inoculacién) no variaba a las dos
horas y media de incubacién. De igual forma, y en paralelo, se prepar6 un tratamiento
que se mantuvo 24 horas obteniéndose los mismos resultados.
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En un tercer ensayo, se determind si la alta capacidad acumuladora de Cd, mostrada
por el aislado bacteriano adaptado a este metal, se modificaba por la presencia de otro
metal y para ello seleccionamos el Pb (un metal altamente contaminante). Para ello se
selecciond el aislado bacteriano presente en suelo contaminado con el cadmio y un
Brevibacillus brevis de coleccién (cedido por la Coleccién Espafiola de Microbiologia). Se
incubd cada aislado bacteriano en soluciones adicionadas de 10 pg ml' de Cd 6 200 pg
ml?! de Pb 6 una mezcla de Cd y Pb (10 pg ml*' y 200 pg ml! respectivamente). Se
mantuvieron las condiciones que previamente se habian seleccionado. A la hora y media
se recuper¢ el sobrenadante y la biomasa para su posterior analisis y deteccién del metal
por Absorcién atémica. La biomasa recuperada en cada ensayo se deshidraté durante 24
horas en estufa a 60 °C y posteriormente se les realizé una digestion con HNOs.

Tabla 25 Porcentaje de metal acumulado por la biomasa de cada uno de los aislados bacterianos
ensayados.

9.2. Resultados

En el primer estudio de bioacumulacién cada uno de los aislados de Brevibacillus
brevis procedentes de suelos contaminados con Cd 6 Zn presentaron la capacidad de
acumular cadmio entre un 76-80%, y zinc en un 5% (Tabla 23). En el estudio de cinética se
comprobé que el tiempo no era un factor que influyera en los valores encontrados. Pero
no se descarta la influencia de la cantidad de la biomasa bacteriana, y que en el caso del
zinc se requiera una mayor cantidad de biomasa para retirar el metal del medio.

En el tercer ensayo, los dos Brevibacillus brevis (adaptados o no a la alta concentracién
de metal) mostraron, en el caso del aislado del Cd, una alta capacidad de retener cadmio
en su biomasa (78%). En el caso del plomo solo un 6% fue retenido por el aislado del
cadmio. En medio adicionado con los dos metales, el aislado del Cd acumulé solo un 7%
de Cd y un 10% de plomo (Tabla 25). Estos resultados demuestran que la acumulacién de
cadmio por el aislado adaptado a este metal es negativamente afectado en presencia de
plomo. Se puede sospechar que exista un posible transporte como mecanismo de
eliminacion del metal y que ambos metales puedan compartir tal mecanismo para ser
eliminados del medio. La existencia de una especie de competitividad entre ambos
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cationes, parece favorecer, en este caso, al plomo. En cuanto al Brevibacillus de coleccién no
demostr6 ninguna capacidad de eliminar los metales del medio, contrastando con la
actividad demostrada por la cepa autéctona seleccionada.

La alta capacidad de acumulacién de cadmio por Brevibacillus, hace pensar que el
elemento acumulado corresponde a la fraccién de cadmio adsorbido por la biomasa que
podria estar unido a exopolisaciridos de membrana. En cuanto a la relacion
adsorcidn/resistencia, segun los datos obtenidos, Brevibacillus es resistente a las altas
concentraciones de Cd ya que mostré una tasa de crecimiento rapido aun en presencia
del metal (antes de las 24 horas). A su vez, una gran capacidad de adsorber el metal
adicionado (hasta un 78%), lo diferencia ampliamente del Brevibacillus de coleccion, que
no crecié en presencia del metal, ni su biomasa tuvo la capacidad de adsorber metales del

medio.

Aunque la pared celular juega un papel muy importante en los procesos de
absorcién. Se ha demostrado que especies bacterianas del género Bacillus (Gram
positivas) tienen mayor capacidad de adsorber cationes que bacterias Gram negativas
como Escherichia coli. No solo se ha demostrado la capacidad de absorcién de metales por
parte de las membranas, sino también en el caso del cadmio, se ha demostrado que existe
un sistema de transporte de Mn dependiente de energia el cual transporta cadmio al
interior celular. Ello podria explicar los porcentajes tan altos de Cd encontrado en la
biomasa de Brevibacillus aislado del suelo contaminado por este metal.

10. EFECTO DE Brevibacillus brevis SOBRE LA GERMINACION “/N VITRO" DE
ESPORAS Y DESARROLLO DEL MICELIO DE G. mosseae (AUTOCTONO)

10.1.Objetivo

Evaluar en medio axénico, el efecto de las concentraciones crecientes de Zn 6 Cd y de
Brevibacillus brevis sobre la germinacién y el desarrollo saprofitico del micelio de G.
mosseae (autdctono y adaptado al Zn 6 Cd).

10.2. Condiciones experimentales

Brevibacillus brevis aislado del suelo contaminado con Cd y Brevibacillus brevis aislado
del suelo contaminado con Zn, se utilizaron como inoculantes bacterianos (108 ufc). Se
hicieron diluciones seriadas y se utilizaron, para el ensayo de germinacién de G. mosseae
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la dilucién 104, depositandose 100 ul de la suspension bacteriana, en el centro de la placa
con medio para cultivos “in vitro” de esporas MA suplementados con concentraciones
crecientes de Cd 6 Zn, como se ha descrito en el apartado de Material y Métodos.

10.3. Resultados

En medio axénico y en ausencia del metal, la germinacién de las esporas de cada uno
de los dos G. mosseae autdctonos (aislados de los suelos contaminados de Nagyhocrsok,
Hungria), se inicio a los 7 dias de incubacion. El porcentaje de germinacién aumenté por
la inoculacién con Brevibacillus brevis y decreci6 a medida que incrementaba la
concentracion del metal en el medio (Tabla 26 y 27).

Brevibacillus brevis alterd, de igual forma, el tiempo de germinacién. En ambos casos
la méxima germinacién se observé a los 4 dias de incubacién en presencia de los
respectivos Brevibacillus. Ello que suponia tres dias de ventaja con respecto a los
tratamientos no inoculados con la bacteria.

La presencia de los metales en el medio, retard6 el tiempo de germinacién y
disminuyd el porcentaje de germinacién siendo este efecto mas marcado a medida que
incrementaban las concentraciones de metal. Este efecto fue particularmente relevante a
la concentracion de 20 mg Cd Kg -, ya que la germinacién incrementé en un 233%, y se
adelant6 cinco dias sobre la tasa de germinacion del respectivo control..
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Tabla 26. Efecto de Brevibacillus brevis sobre la germinacion y desarrollo
micelial de G. mosseae (autdctono 6 de coleccién) en medio axénico
suplementado con dosis crecientes de Cd.

Concentraciones Porcentaje de germinacién de Gm (dias)
mg de Cd Kg ™ 4 7 10 15 20
0 80
5 50
15 38 12
20
(Gm+B)
0 93
5 74
15 52
20 40 1
Micelio (Gm) % de incremento
(mm espora ) vs control
0 180b 100
5 12,1b 67
15 70c 38
20 20c¢ 11
Micelio (Gm) % de incremento
(mm espora B) vs control
0 352a 195
5 18,0b 100
15 120b 66
20 50c¢ 28

La eficiencia de Brevibacillus brevis sobre la germinacién de esporas fue mayor para
los tratamientos contaminados con CdSOs que con Zn SO4,

En ausencia del metal, el desarrollo del micelio emergente de cada espora fue similar
para los dos G. mosseae y la interaccién mas positiva fue la observada entre los dos
microorganismos aislados del suelo contaminado por Cd (G. mosseae y Brevibacillus

brevis).

Los metales en el medio afectaron negativamente el desarrollo del micelio. Sin
embargo, Brevibacillus increment6 el desarrollo micelial, siendo mayor el efecto en las
placas contaminadas con Cd. El desarrollo del micelio fue més limitado a medida que
incrementaba el contenido de Cd 6 Zn en el medio, aunque el efecto positivo del in6culo

bacteriano se mantuvo a todos los niveles de contaminacion.
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Tabla 27. Efecto de Brevibacillus brevis sobre la germinacién y desarrollo
micelial de G. mossege (autdctono 6 de coleccidn) en medio axénico
suplementado con dosis crecientes de Zn.

Concentraciones Porcentaje de germinacién de Gm (dias)
mg de ZnKg ™ 4 7 10 15 20
0 75
10 70
50 50
| 200 30
(Gm+B)
0 84
10 75
50 68 54
200
Micelio (Gm) % de incremento
(mm espora™) vs control
0 16.0 b 100
10 12.0b 75
50 6.0c 38
200 3.0c 19
Micelio (Gm) % de incremento
{mm espora ) vs control
0 250a 156
10 15.0b 94
50 10.0 be 63
200 7.0c¢ 44

Al nivel de 15 mg Cd Kg -, la inoculacién con Brevibacillus fue critica para el
desarrollo de la hifa, aqui en presencia del indculo bacteriano compensd el efecto
depresor del metal y el micelio desarrollado fue similar al encontrado a una dosis mas
baja de Cd (5 mg Kg ). Igualmente, Brevibacillus, increment6 el desarrollo del micelio a
los 5 mg Cd Kg 1, alcanzando un valor similar al obtenido en ausencia del metal. La
inoculacion de Brevibacillus brevis fue un factor muy importante para la germinacién y
desarrollo del micelio en las condiciones experimentales ensayadas (presencia y ausencia
de metal en el medio), G. mosseae autdctonos adaptados al Cd 6 al Zn necesitaron este
tratamiento biolégico para alcanzar un mayor desarrollo saprofitico. Brevibacillus
estimuld el desarrollo del micelio en un 95% (en ausencia de Cd) y en un 56% (en
ausencia de Zn).

|
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En forma general, la bacteria incrementd la germinacién y el desarrollo micelial
saprofitico de los dos G. mosseae autoctonos ensayados. La actividad bacteriana fue
mucho mas efectiva sobre el desarrollo del micelio que sobre la germinacién de esporas

de G. mosseae.

00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000
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Como se ha indicado en el apartado de antecedentes bibliograficos de esta Memoria
Doctoral, la degradacién de un ecosistema por la limitacién hidrica o por contaminacién
con metales pesados tiene un impacto negativo que incide en la calidad y productividad
de las cosechas, en el caso de agrosistemas, y la estabilidad y diversidad de las
comunidades vegetales, en el caso de ecosistemas naturales. La alteracién de la cubierta
vegetal, no es mas que una primera sefial de los procesos degradativos intensamente
asociados al deterioro de las propiedades fisico-quimicas del suelo, en especial de la
microbiota que reside en las interfaces suelo-planta (Skujin & Allen, 1986; Lépez-
Bermudez & Albaladejo, 1990; Pérez-Solis, 2001).

Con estas premisas de partida, el presente estudio pretendié evaluar el uso de
microorganismos beneficiosos de los sistemas suelo/planta, en especial hongos MA y
rizobacterias PGPRs adaptados a condiciones adversas, como componentes de una
estrategia que provoque en la planta beneficios cruciales para su desarrollo. Dadas las
actividades reconocidas para esos microorganismos en el sistema-suelo-planta, se parte
de la base de que el uso de microorganismos seleccionados podria contribuir a la
restauracion de los hdbitats afectados por sequia o por contaminacién con metales
pesados (Jeffries et al, 2002; Vivas ef al 2003a, b, c; Marulanda et al, 2002; Requena et al.,
2001).

Para facilitar el analisis y discusion de los resultados obtenidos la informacién se
sistematiza de la siguiente forma:

» Interaccién hongos MA-rizobacterias autdctonos de ecosistemas tipicos de la
cuenca mediterrdnea, afectados por estreses de tipo osmético.

= Interaccién hongos MA-rizobacterias autoctonos en procesos de estrés abidtico
causado por la contaminacién de suelos con Cd 6 Zn.

I. INTERACCION HONGOS MA-RIZOBACTERIAS AUTOCTONOS DE
ECOSISTEMAS TiPICOS DE LA CUENCA MEDITERRANEA

Las condiciones ambientales mediterraneas estan caracterizadas por veranos muy
secos, con precipitaciones moderadas o escasas y ocasionalmente torrenciales. Los suelos,
desarrollados bajo la presion de un relieve accidentado, sufren una marcada tendencia a
la erosion y la formacién de costras superficiales. La vulnerabilidad de estos ecosistemas
se acentua cuando se producen perturbaciones de la cubierta vegetal, lo cual va
normalmente acompafiado de la pérdida de las propiedades fisico, quimicas y bioldgicas
del suelo (estructura del suelo, disponibilidad de nutrientes, contenido de materia
orgénica y/o actividad bacteriana) (Requena et al., 2001; Pérez-Solis, 2001).

|
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Dentro de la Unién Europea los paises mediterrdaneos son, por sus caracteristicas
climéticas, por la larga historia de los aprovechamientos agrarios y por los intensos
cambios de uso que les afectan, los que se enfrentan a mayores riesgos de desertificacion
(Vallejo et al, 1999; Requena et al., 2001). Especialmente Espafia, pais en el que gran parte
se incluye en el World Atlas of Desertification, con riesgos moderados y altos. De hecho,
el problema parece afectar ya a buena parte del sureste espaiol, a la Comunidad
Valenciana, al valle del Ebro y algo mas moderadamente, a algunas comarcas de Castilla
La Mancha y Castilla-Ledn.

Diversas son las razones que han justificado el trabajo realizado. Basicamente, el
hecho de que la microbiota del suelo resulta afectada cuando se degrada el suelo y que
determinadas actividades de ciertos microorganismos sean fundamentales para que las
plantas se establezcan y prosperen en condiciones adversas, justifica la investigacion
desarrollada. Como se ha planteado en la introduccién de esta Tesis Doctoral, en los
sistemas suelo-planta existen tres grupos principales de microorganismos beneficiosos
que son claves en el contexto de la sostenibilidad de tales sistemas: los hongos MA, las
bacterias fijadoras de N2 y las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal. En varios
estudios se ha demostrado que estos tres grupos son esenciales para propuestas de
revegetacion (Barea et al, 1997; Requena et al., 2001; Barea, 2002), donde el manejo de
microorganismos autéctonos y adaptados a tales condiciones y la reintroduccién de los
mismos, adecuadamente seleccionados, puede ser clave en un programa de revegetacion
{Requena et al., 2001).

Los resultados obtenidos confirman la importancia del manejo de microorganismos
autéctonos, incluso indican hasta qué nivel la interaccion MA-rizobacteria favorece el
establecimiento de plantas en condiciones adversas, habiéndose elucidado algunos de los
posibles mecanismos involucrados, como ha sido la produccién de auxina del tipo acido
indol acético, por parte de las rizobacterias autéctonas. Esto explicaria su papel como
PGPRs, e incluso como posibles MHB (Mycorrhizal Helper Bacteria), favoreciendo el
desarrollo de la simbiosis MA. Los efectos observados han sido constatados en las
diferentes condiciones ensayadas, ya han sido verificados en suelo estéril (sin
competicién con otros endofitos) y natural (en interaccion con endofitos autdctonos),
incluso en sustrato libre de suelo, ademas de reproducirse tales efectos en diferentes tipos
de plantas ensayadas (leguminosas pertenecientes a la sucesion natural de la zona).

La actividad microbiana es un indice para predecir la fertilidad del suelo, y
considerando los valores de densidad poblacional dados por Kennedy (1998), que situa la
normalidad en cifras superiores al orden de 10° ufc, en suelos mediterraneos se encontr6
que las unidades formadoras de colonias (ufc) por ml no superaron la cifra de 10¢ ufc,
para el caso del suelo de Baza y 105 ufc, para los suelos procedentes de Alicante. En
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cuanto a diversidad, solo se detectaron 4 morfotipos diferentes en suelo Baza y solo 2
morfotipos diferentes en las tres zonas de Alicante. Debido a las caracteristicas especiales
de las zonas seleccionadas, ademds de los procesos interactivos que desencadenan la
degradacién del sistema suelo-planta (Requena et al., 2001) no es de extrafiar la escasez en
la cantidad, diversidad y actividad de microorganismos. El hecho de que en suelos
degradados ocurra un descenso en el nimero de propagulos de la microbiota rizosférica,
se debe a que la planta es la fuerza motriz de la vida microbiana del suelo, lo cual es
fundamental para el equilibrio del sistema, dado que los microorganismos, a su vez, van
a compensar a la planta mediante acciones importantes para su crecimiento y nutricién
(Miller & Lodge, 1997). El deterioro del sistema suelo-planta, desencadena un circulo
vicioso de efectos negativos. Si no hay plantas se degrada la vida microbiana y si no hay
propagulos microbianos, cualquier proceso natural o inducido de revegetacion presenta

problemas para prosperar adecuadamente.

Tras identificar las distintas bacterias, aisladas a partir de suelo rizosférico de Baza y
las tres parcelas de Alicante, se encontré que todas pertenecen al género Bacillus. Muchos
microorganismos del suelo, entre ellas especies de este género (Bacillus) y
Corynebacterium, comenzaron a llamar la atencién a principios de los afios 90, debido a
sus comportamientos, en presencia de estrés osmotico. Bacillus, es uno de los géneros que
con mayor frecuencia se encuentra en el suelo, debido a la capacidad de adaptacion que
ha desarrollado para sobrevivir en las condiciones adversas que se presentan en estos
héabitats (Dover & Padan,2001; Probanza, 2002; Palomino, 2003). Por tanto, no es
sorprendente que sean las bacterias pertenecientes a este género las que hayan
predominado en los suelos seleccionados, afectados tanto por la escasa disponibilidad de
agua, como por el déficit de nutrientes como también encontré Bai et al. (2002). La
capacidad de este género para esporular en condiciones adversas y permanecer en estado
de latencia, explicaria la persistencia y frecuencia de estos microorganismos en dichos
ambientes. La capacidad de resistencia y/o tolerancia se confirmé con los resultados
obtenidos “in vitro” donde se comprobd la respuesta de estos aislados bacterianos
sometidos tanto a estrés hidrico, como al estrés causado por NaCl. De hecho al
compararlos con una especie homoéloga de coleccién, utilizada como referencia,
presentaron un mayor crecimiento y produccién de reguladores osméticos celulares.

Los ecotipos de bacterias autdctonas de las areas estudiadas (Aguas Claras, Campello
y Ballestera, pertenecientes a la provincia de Alicante y Baza), demostraron
comportamientos diferentes, incluso cuando se trataba de aislados de la misma especie.
B. thuringiensis de coleccién, soport6 los 400mM de NaCl y bajo condiciones de estrés
hidrico solo soporté 1% de PEG en el medio. En este aislado bacteriano, la acumulacién
de prolina aumentaba al inducir el estrés. Los dos B. thuringiensis de Aguas Claras,
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acumularon prolina (en cantidades muy diferentes a pesar de ser la misma especie), y el
AIA producido disminuyé al aumentar el estrés salino. B. thuringiensis de Campello
mostré un comportamiento similar. B. macroides de esta misma zona (Campello) no
soporto el estrés, siendo su crecimiento fuertemente afectado a la concentracién mas baja
de NaCl aplicada que a diferencia de B. macroides de Ballestera, soporté los 400 mM de
NaCl con una importante acumulacién de prolina (175 ug / mg de proteina). B.
thuringiensis aislado a partir de suelo rizosférico de Ballestera (Alicante) resisti6 los 600
mM de NaCl, los valores de prolina acumulada incrementaron al aumentar el estrés en
un rango que oscilé entre los 12.14 ug / mg de proteina a los 100mM de NaCl hasta los
151ug / mg de proteina a 600 mM de la sal. La misma tendencia se observé con el
glutamato, (9.2 hasta 51 ug / mg de proteina), encontréndose que la prolina triplicaba los
valores de glutamato en la mayoria de los casos en que se pudo detectar. La poca
sensibilidad de estos aislados, en relacién a la mostrada por Bacillus macroides (Campello)
al NaCl sugieren la capacidad de osmoadaptacién que permite el crecimiento a elevada
osmolaridad a partir de la sintesis o captacién del medio de solutos compatibles (Kylma
et al., 2000). Los dos Bacillus endophyticus (razas 2 y 4), aislados de suelo rizosférico de
Baza, también demostraron tolerancia a la mayor concentracion de NaCl, donde se
detectaron los valores mas altos de prolina (192 y 415 pg / mg de proteina a 600 mM de
NaCl) y glutamato (62 y 79 pg / mg de proteina a 600 mM de NaCl). Se comprobé que
para varias especies de Bacillus, la prolina fue el mayor osmoprotector producido
endégenamente, lo que concuerda con los resultados obtenidos por Belitsky et al (2001)

con Bacillus subtilis.

En condiciones de estrés osmético inducido por PEG, (“in vitro”) tanto B. thuringiensis
(Ballestera) como los dos B. endophyticus de Baza crecieron incluso a la maxima
concentracién de PEG, sintetizando altas concentraciones de prolina y glutamato. La
elevada capacidad de tolerar el estrés de estos aislados, se relaciona con el hecho de que
fueron las bacterias més efectivas para beneficiar el crecimiento de la planta en estos
suelos. Se confirma que tanto B. thuringiensis (aislado de Ballestera) como las dos razas de
B. endophyticus (aislados de Baza), al utilizar una mezcla de osmoprotectores (prolina y
glutamato) incrementan su capacidad para adaptarse de una forma flexible a los
diferentes nichos ecolégicos y a las condiciones variables de sus habitats (Nau-Wagner et
al., 1999).

La acumulacién de glutamato, en respuesta al estrés osmoético, ha sido ampliamente
estudiada en Rhizobium (Bastford y Lewis 1990; Millar & Word 1996; Suossi et al., 2001).
Estd relacionada con la estimulacién de la actividad de la glutamato deshidrogenasa por
influjo de K, neutralizando la acumulacién de Na* causada por el estrés salino. B. subtilis,
responde al incremento de la osmolaridad externa, mediante una captacion rapida inicial
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de K*, seguida por una acumulacién de elevadas cantidades de prolina como soluto
compatible (Kempf & Bremer, 2000), lo que explicaria las altas concentraciones de este
osmoprotector en nuestros aislados bacterianos a medida que incrementaba el estrés.

Como es sabido el glutamato es precursor de la prolina, y el hecho de que sus valores
fuesen mucho mds bajos que los de la prolina, admitiendo que la prolina es el mas
importante soluto compatible para el género Bacillus, sugiere que parte de su maquinaria
biosintética estuviese centrada en la sintesis de prolina.

Un ambiente fuertemente osmotico, es una caracteristica fisica importante que influye
en la capacidad de los microorganismos para crecer y competir en un habitat
determinado (Nau-Wagner, 1999). B. thuringiensis (Ballestera) y los dos B. endophyticus
(Baza), soportaron los 600 mM de NaCl y el 10% de PEG en el medio de cultivo, sin
afectarse sus tasas de crecimiento. B. macroides (Campello), no resistié el estrés salino,
comportamiento opuesto al observado por B. macroides (Ballestera), el cual soporté el
estrés hasta los 400 mM NaCl. Estos resultados confirman la capacidad de los
microorganismos para vivir en un amplio espectro de condiciones ambientales y la
amplia variedad de bacterias, no haléfilas, que pueden tolerar cambios de osmolaridad
gracias a los mecanismos adaptativos que durante la evolucién han desarrollado.

En los ensayos realizados en suelo natural procedente de Baza, se observé el efecto
positivo de la doble inoculacién de Bacillus endophyticus (aislado 4) con G. mosseae, sobre
el desarrollo de Retama sphaerocarpa, y de B. endophyticus (aislado 2) y G. intraradices sobre
Genista umbellata (sometidas a estrés hidrico). Se seleccioné G. mossese por su elevado
nivel de compatibilidad con Retama sphaerocarpa, y tal efecto fue observado en estudios
previos (Pérez-Solis, 2001). En los resultados aqui presentados se mantuvo esta tendencia
e incluso se potencié tal efecto por la inoculaciéon con B. endophyticus (aislado 4). La
bacteria no solo favorecid el efecto sobre crecimiento y la colonizacién por G. mosseae,
sino que ademads incrementé el desarrollo de la planta cuando fue inoculada de forma
aislada.

Los dos aislados de B. endophyticus procedentes de suelo de Baza, favorecieron la
colonizacién del hongo MA asociado, y actuaron como PGPRs ya que mejoran el
desarrollo de la planta. Estos efectos pueden explicarse a través de la produccién de AIA.
Segin Dubeikovsky et al, (1993) el efecto sobre la planta puede estar limitado por la
cantidad de AIA que la bacteria secrete y la respuesta puede variar de una planta a otra.
B. endophyticus (aislado 4) duplicé la sintesis de esta auxina “in vitro” a la concentracién
producida por B. endophyticus aislado 2. Tal hecho podria explicar el efecto diferencial de
las dos razas de B. endophyticus, sobre Retama sphaerocarpa, cuando se ensayaron en suelo
natural. Aunque no se profundizaron sobre posibles mecanismos relacionados con el
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efecto de los aislados bacterianos de Baza sobre la simbiosis MA, se comprob6 no solo la
compatibilidad funcional de los hongos autéctonos con la planta, sino ademads la
compatibilidad entre la bacteria y el hongo MA autdctonos.

En cuanto a la interaccién de G. intraradices-B. endophyticus (aislado 2), el efecto de la
doble inoculacién fue mds significativo sobre Genista umbellata, en condiciones de estrés
hidrico (75% de la capacidad de campo). G. intraradices fue seleccionado por su resistencia
y adaptabilidad a condiciones adversas, ademds de haber demostrado en estudios de
erosion simulada ser el menos afectado por tal fenémeno (Pérez-Solis, 2001). De hecho, se
trata de una especie ubicua, con un elevado nivel de adaptabilidad (Blaszkowski, 2000).
El efecto positivo de la interaccién en situacién de estrés podria explicarse por varios
mecanismos. B. endophyticus (aislado 2) al tener capacidad de producir AIA, y estimular
el desarrollo de la raiz incrementd la produccién de biomasa radicular, lo cual pudo hacer
a este tejido mas susceptible a la colonizacién por G. intraradices. Otro mecanismo a
considerar es la mejora del nivel hidrico de la planta lo que probablemente se deba a una
mayor extraccién de humedad del suelo, muy importante en condiciones de sequia
(Saring et al., 1988; Michiels, 1989).

En suelos de Alicante, el endofito mds abundante, que fue seleccionado para la
mayoria de los ensayos fue G. occultum. De los 6 aislados bacterianos autdctonos, B.
thuringiensis (aislado de la zona de Ballestera), fue el mas efectivo en todas las
condiciones ensayadas efecto observado tanto en suelo estéril como en suelo natural, y
utilizando como planta hospedadora a dos tipos de leguminosas: T. repens y M. arborea.
Ademés resulté mucho maés efectivo que B. pumillus y B. licheniformis, catalogadas como
PGPRs por su capacidad de producir AIA. Los resultados obtenidos al ensayar G.
occultum, G. mosseae y G. constrictum (autéctonos) en suelo natural, confirmaron el
concepto de compatibilidad funcional, ya que la absorcién de fésforo por parte del hongo
MA es diferente segin la especie fangica implicada, lo que afecta el desarrollo de la
planta (Smith et al., 2001). Es curioso observar que los mejores resultados se obtuvieron
con G. occultum, (el endofito méas abundante) y que la disponibilidad de nutrientes
esenciales como N, P y K para M. arborea, fue potenciada por la inoculacion con B.
thuringiensis (aislado bacteriano procedente de Ballestera).

En presencia de estrés osmético inducido por PEG, B. thuringiensis (aislado de
Ballestera) afecté el desarrollo y actividad de las dos especies de Glomus de coleccion
seleccionados para este estudio. No hay informacién disponible a cerca del papel que
ejerce las interacciones bacteria-hongo MA, sobre el estado fisiolégico del hongo en la
planta en ambientes limitados de agua. En las condiciones experimentales ensayadas
(sustrato libre de suelo), B. thuringiensis fue tan efectivo como G. mosseae favoreciendo la
nutricién y el desarrollo foliar de las plantas. La inoculacion bacteriana estimuld la
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actividad metabdlica del micelio intraradical de ambos endofitos (G. mossese y G.
intraradices), asi como el desarrollo extraradical de G. intraradices. De hecho, la interaccién
bacteria-hongo MA favorecié més el desarrollo y metabolismo del hongo, que el
crecimiento de la planta. La capacidad de B. thuringiensis para inducir actividades
metabélicas de la simbiosis, sugiere un efecto directo de la bacteria sobre el estado
metabdlico de los dos hongos. La produccién de metabolitos como vitaminas,
aminodcidos y substancias promotoras del crecimiento (AIA), parecen responsables de la
estimulacién del crecimiento y la capacidad metabdlica de los endofitos MA
directamente. Ello sugiere el papel de B. thuringiensis como MHB (Garbaye, 1994; Barea,
1997; Vivas et al., 2003).

Otro posible mecanismo a considerar es el incremento de la tasa fotosintética
encontrada en las plantas doblemente inoculadas con B. thuringiensis y G. intraradices.
Este incremento podria explicarse por el hecho de que la bacteria afectara la traslocacion
de azucares solubles a las raices de la planta favoreciendo el desarrollo y actividad del
hongo MA en la raiz (Amijee et al., 1989; Hetrick, 1989). No obstante, la coinoculacién de
B. thuringiensis con G. mosseae no afect6 los parametros de intercambio de gases de la
planta, pero favoreci6 el desarrollo y metabolismo del endofito. Este efecto especifico
entre la bacteria y cada especie de Glomus sobre la fisiologia y metabolismo de la planta
era independiente de las condiciones del medio (estrés hidrico) y no parece estar
relacionado con el crecimiento flingico intraradical.

El incremento de la tasa fotosintética, el uso eficiente del agua y la conductancia
estomatica, inducida por la bacteria sobre las plantas colonizadas por G. intraradices, y los
efectos contrarios sobre las plantas colonizadas por G. mosseae no pueden atribuirse al
efecto de la bacteria sobre el crecimiento y metabolismo del micelio intraradical. Este
efecto parece ser debido a una interaccion bacteria-hongo MA mas especifica, de tal
manera que la efectividad de cada hongo MA afecta a la fisiologia de la planta, siendo
modulada por B. thuringiensis. La especificidad y compatibilidad en la interaccién
bacteria-HMA, no fueron extrapolables al desarrollo de biomasa de parte aérea en las
condiciones ensayadas, solo se encontr6 aumentada la capacidad de la planta para la
captacién de los nutrientes, quizas debido a una mayor actividad fingica.

La falta de respuesta de las plantas doblemente inoculadas con G. mosseze y B.
thuringiensis podria explicarse por el hecho de que el hongo MA y la bacteria utilizaron
los carbohidratos de la planta durante el desarrollo inicial de la misma, causando un flujo
del carbono a la raiz (Johnson et al., 1997). En plantas colonizadas con grupos microbianos
particulares, los requerimientos de carbono y una tasa de respiracién muy alta (Pang &
Paul, 1980) representa un importante costo de carbohidratos para la planta. Sin embargo
en los tratamientos sin PEG, la micorrizacion estimulé la tasa fotosintética, compensando
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el coste de carbono (Tinker et al., 1994). Esta asimilacion, translocacién y utilizacién del
carbono fijado estan integrados en procesos fisiolégicos que se presentan con una
interpretacion mas compleja en las plantas micorrizadas (Smith & Gianinazzi-Pearson,
1990).

La disminucién de la actividad fotosintética como consecuencia del estrés fue mayor
en las plantas micorrizadas particularmente aquellas colonizadas por G. intraradices. Esta
depresidn afecté negativamente el desarrollo del micelio extraradical y la actividad SDH
intraradical. Wright ef al., (1998), estim6 que entre el 4 al 20% del total del carbono total
fotosintetizado, es usado por el hongo MA, y el consumo de carbohidratos por parte de
hongo, puede ser critico para los procesos fisioldgicos de la planta cuando las condiciones
medioambientales son limijtadas.

Los resultados obtenidos sugieren que bajo condiciones de estrés hidrico bien la tasa
respiratoria flingica incrementé en las raices colonizadas por G. intraradices o bien los
elevados requerimientos de C en estas raices (Olson & Johansen, 2000) disminuyeron en
gran medida la cantidad de C fijado en el tejido colonizado por estos hongos (Smith,
1996). Las diferencias en los niveles de colonizacion intraradical no explican la diferencia
en las tasas fotosintéticas determinadas entre los tratamientos micorrizados en las dos
condiciones experimentales ensayadas (sin estrés, y estrés inducido por PEG). Sin
embargo las plantas respondieron diferentemente a la colonizacién por los dos hongos
MA, con requerimientos diferentes en C (Dodd, 2000; Ruiz-Lozano & Azcén, 1997).

El efecto diferenciado de B. thuringiensis en interaccién con los dos hongos MA
también fue evidente en la acumulacién de prolina en las hojas de las plantas. La
acumulacién de este aminoacido esta relacionado con la adaptacién celular osmética,
pero aun no esta claro la relacién que existe entre prolina, colonizacién MA y estrés
ambiental (Ruiz- Lozano et al., 1995, Ruiz- Lozano 2003). En este estudio el aumento en el
contenido de prolina bajo estrés, inducido por PEG, es un indicador del ajuste del
potencial osmético en la hoja, como ocurre en los microorganismos, necesario para un
balance osmético intracelular. Las plantas expuestas a estrés hidrico generalmente
reducen la apertura de los estomas para disminuir la pérdida de agua por transpiracion
(Ruiz-Lozano, 2003). Sin embargo en este estudio, no se encontraron efectos relevantes
sobre este pardmetro, mientras que las plantas micorrizadas incrementaron la resistencia
al estrés inducido por PEG manteniendo valores altos de prolina, actividad fotosintética y
uso eficiente de agua (Ruiz-Lozano, 2003).

La cantidad y actividad de los arbuisculos aumenté por la inoculacion con B.
thuringiensis. Como resultado, se pudo haber alcanzado un equilibrio en el intercambio
de nutrientes entre la planta y el hongo en las plantas doblemente inoculadas. La
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captacion de nutrientes en plantas MA no fue significativa debido al sustrato utilizado,
(sustrato libre de suelo sin limitacién de nutrientes). Sin embargo, el comportamiento de
B. thuringiensis a veces mejord el crecimiento intra y extraradical causando un mejor
contenido de nutrientes en las plantas colonizadas por G. intraradices.

El efecto de los hongos MA autéctonos puede mejorarse por la co-inoculacion con
MHB, que potencian su capacidad colonizadora y efectividad de estos consorcios de
microorganismos resistentes y eficaces que pueden jugar un papel importante en areas
degradadas como ya se ha demostrado (Requena ef al., 1996 y 2001; Barea, 1997). En el
presente estudio no s6lo se corrobora la efectividad de las interacciones entre
microorganismos autdctonos sino que, ademds, se demuestran los mecanismos
implicados para la mayor compatibilidad entre estos, en ambientes estresados.

La elevada capacidad de B. thuringiensis (proveniente de suelo de Ballestera) y de los
dos ecotipos de B. endophyticus (aislados de suelo Baza), para producir altas
concentraciones de osmolitos de tipo prolina y glutamato, les permitié mantener la
produccién de auxina en condiciones adversas. Este mecanismo de osmoadaptacion,
justificaria su mayor efectividad y compatibilidad al compararlas con aislados
caracterizados como PGPRs de coleccién. De esta forma no sélo se favorecié la simbiosis
MA, sino que ademas se estimul6 el metabolismo del hongo MA.

II. INTERACCION HONGOS MA-RIZOBACTERIAS AUTOCTONAS, EN
PROCESOS DE ESTRES ABIOTICO CAUSADO POR LA CONTAMINACION
EN SUELOS CON Cd Y Zn

La presencia de metales pesados en suelos, a concentraciones elevadas actia como
agente selectivo de la actividad biolégica, dando como resultado un ecosistema con una
poblacién de microorganismos, menos abundantes diversos y activos, pero muy
resistente a estos elementos. Los fendmenos de adaptacién de los microorganismos del
suelo a elevadas concentraciones de metales, son extensibles l6gicamente, a los hongos
MA. Los problemas crecientes de contaminacién del suelo por metales pesados, hacen
pensar que la adecuada utilizacién de microorganismos puede favorecer el
establecimiento de las plantas en suelos potencialmente téxicos. Los microorganismos,
que incrementan la disponibilidad de nutrientes y producen sustancias estimuladoras del
crecimiento son también capaces de inmovilizar metales pesados en el suelo reduciendo
de esa forma su disponibilidad para las plantas.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, en cuanto al efecto sobre el
contenido de metales pesados en planta, como respuesta a la inoculacién de hongos MA,
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son contradictorios. Mientras que en unos estudios se describen incremento de la
concentracion del metal en la parte aérea, como los obtenidos por Weissenhorn & Leyval,
(1995), otros autores como Shiiepp et al., (1987) y El-Kerbawy et al., (1989) encontraron
concentraciones mas reducidas en la biomasa vegetal de plantas micorrizadas.

No se dispone de informacién anterior a la aportada con el presente estudio acerca
del efecto de la interaccién hongo MA-bacteria como agentes capaces de mejorar el
crecimiento de las plantas en suelos contaminados con metales pesados.

Los resultados obtenidos en el presente estudio confirman la importancia en el
manejo de las interacciones entre los microorganismos adaptados y/o resistentes a la
presencia de Cd 6 Zn. Y se profundiza en cuanto a establecer el nivel al cual la interaccién
MA-rizobacteria (a) favorece el crecimiento de plantas en suelos contaminados, (b) afecta
a la transferencia de metales del suelo a la planta, (c) modifica el estatus nutricional de la
misma, (d) altera el desarrollo simbiético y las caracteristicas fisiolégicas de la asociacion

y () otros aspectos que contribuyen a entender los mecanismos implicados.

Dentro de los posibles mecanismos involucrados, cabe destacar la capacidad de
produccién de auxina del tipo &cido indol acético por parte de los dos Brevibacillus
(ecotipo A aislado del suelo contaminado con Cd y ecotipo I, aislado del suelo
contaminado con Zn), lo que puede favorecer el desarrollo radical. Asi como también la
capacidad del Brevibacillus (ecotipo A) para acumular Cd en su biomasa.

Un hecho que se evidencié inequivocamente es la escasa diversidad de los hongos
MA y de bacterias en los suelos contaminados durante un largo periodo de tiempo. Es
obvio pensar que ello se debe a que experimentaron un fuerte descenso como
consecuencia de la adicién creciente del Cd y del Zn como ya ha sido reportado por
Leyval (2003).

G. mosseae (especie aislada en los dos suelos contaminados con Cd 6 Zn) result6 ser
tolerante a las altas concentraciones de estos metales aplicados artificialmente en los
suelos. Tal efecto se vio potenciado por la doble inoculacién con los respectivos aislados
de Brevibacillus. No es la primera vez de que esta especie del género Glomus se ha aislado
de suelos contaminados con Zn 6 Cd y que demuestre tanto tolerancia como gran
capacidad colonizadora de esas zonas. Gildon & Tinker (1983) aislaron por primera vez
un ecotipo de G. mosseae de una zona contaminada que era mucho mas tolerante a altas
concentraciones de Zn y Cd que la misma especie aislada de una zona adyacente no
contaminada. Leyval et al (2002) observaron también una mayor resistencia a Zn y Cd en
un hongo MA especifico y aislado de un suelo contaminado con metales pesados de

origen geoquimico. Resultados semejantes son descritos por diversos autores como
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Arnold & Kaputska (1987); Iestwaart et al. (1992); Griffioen (1994); Weissenhorn (1994);
Diaz et al., (1996); Leyval & Weissenhorn (1996) y del Val et al. (1999).

Las interacciones entre los microorganismos autdctonos conducentes a favorecer el
crecimiento, nutricién y desarrollos simbiéticos de las plantas, en suelos contaminados,
se investigaron a cada una de las tres dosis aplicadas tanto de Cd (13.6; 33.0, y 85.1 mg
Kg') como de Zn (24.0; 68.0 y 215.0 mg Kg!). Los efectos mas importantes, en cuanto a
desarrollo de la planta, reflejan una mejora del estado nutritivo de la misma, ya que el
desarrollo de la colonizaciéon MA fue potenciado por la inoculacion con Brevibacillus. Sin
embargo, el efecto inhibidor ejercido por cada metal fue diferente. En el caso del Cd a la
dosis mas alta (85 mg Cd Kg?) disminuy9 la infeccién MA y la nodulacién fue inhibida
totalmente, tanto en los controles como en las plantas inoculadas con los aislados
bacterianos. Esta inhibicién de la nodulacién también fue encontrada por Chaudri et al.
(1993) y Giller et al., (1996) donde Rhizobium llegd a desaparecer con los niveles mas
elevados de metales en el suelo. Sin embargo, a una concentracion de 33.0 mg de Cd Kg,
considerada también altamente contaminante, Brevibacillus brevis favoreci6 la nodulacidn,
lo que confirma el efecto protector de la bacteria, ante la presencia del Cd sin
intervencién del hongo MA.

Una tendencia similar se encontré en presencia del Zn a las tres dosis aplicadas en el
suelo. Brevibacillus brevis, favorecié el efecto de la colonizacion MA, especialmente a las
dos concentraciones mds altas en el suelo. Tanto el desarrollo de la planta como los
contenidos de N y P fueron estimulados en las plantas doblemente inoculadas en
presencia de cada uno de los dos metales ensayados. Tales valores nutricionales se
correlacionaron positivamente con nimero de nédulos y la colonizacion MA, indicando
un buen funcionamiento de ambas simbiosis en presencia de la bacteria. Sin embargo,
tanto el efecto que los inoculantes ejercieron en las concentraciones como en los
contenidos de ambos metales (Cd 6 Zn) en las plantas fueron diferentes. En el caso del
Cd, en la parte aérea de las plantas micorrizadas se detectaron las concentraciones mas
bajas de este metal siendo este efecto disminuido por la inoculacién con la bacteria. En el
caso del Zn no se observ6 una fuerte reduccién del metal, lo que indica diferentes
mecanismos de tolerancia para la planta, por la intervencion de los respectivos
microorganismos autdctonos. Este comportamiento diferente no se podria explicar
argumentando el factor dilucién en la biomasa producida, puesto que los efectos sobre el
desarrollo vegetal fueron los mismos en ambos ensayos.

En el caso del Cd este hecho puede explicarse por la elevada capacidad que mostrd
Brevibacillus brevis para incorporar este metal a su biomasa (76%) y eliminarlo del medio.
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En cuanto al efecto de un ecotipo no adaptado al Zn como fue G. mosseae de coleccion,
(BEG 119), también fue positivo para el crecimiento de la planta y a su vez fue potenciado
por Brevibacillus. Sin embargo, el efecto de la interaccion de esta bacteria con G. mosseae
autéctono fue claramente mejor. No obstante, la colonizacion MA de G. mosseae de
coleccién, se benefici6 mas que la del G. mossese autéctono por la presencia de
Brevibacillus.

En presencia de Cd, G. mosseae de colecci6n, incrementé el desarrollo de la planta,
tanto como el tratamiento inoculado con Brevibacillus. La doble inoculacién de la bacteria
con el ecotipo no adaptado, incrementd el crecimiento vegetal y la nodulacién, pero la
micorrizacién no fue favorecida por la doble inoculacién como se observé en el caso del
Zn.

El efecto de ambos Brevibacillus (aislados del suelo contaminado con Cd o del suelo
contaminado con Zn) sobre el metabolismo y funcionamiento de la simbiosis MA, podria
explicar parte de las respuestas obtenidas en los diferentes ensayos. Al analizar las
actividades SDH (indicadora de vitalidad del hongo) y la ALP (indicadora de la
traslocacién de P a la planta) ambas incrementaron en las raices colonizadas por los
respectivos inéculos G. mosseae-Brevibacillus. Tal efecto se observé en ambos ecotipos de
G. mosseae (adaptado y de coleccién). Sin embargo, los valores més altos de estos
pardmetros simbiéticos se encontraron en los ecotipos adaptados, tanto al Cd como al Zn
donde una mejor funcién de la simbiosis fue potenciada en todos los casos por la
presencia de la bacteria, y se refleja en una mejora en el estatus nutricional de la planta

siempre limitado en los suelos contaminados.

La produccién de micelio extraradical (MER), en suelo contaminado con Zn, fue
favorecida por la inoculacién con Brevibacillus como se demostrd en el ensayo de
compartimentalizacién, donde el micelio generado mantuvo su capacidad infectiva
ademdas de ser potenciado por la presencia de la bacteria, cuyo resultado fue un
incremento en el crecimiento de las plantas. No obstante, es importante destacar el efecto

- de Brevibacillus sobre el desarrollo del MER generado por el endofito de coleccion,

superior al encontrado en asociacién con el endofito autéctono.

La produccién de 4cido indol acético en la rizosfera y las actividades enzimaticas
rizosféricas tan limitadas por la aplicacién de los metales fueron incrementadas por la
inoculacién de los microorganismos. En presencia de Cd 6 Zn, las actividades
enziméticas se encontraron fuertemente reducidas en la rizosfera de las plantas no
inoculadas lo que indica el efecto inhibidor de estos metales causado en el
funcionamiento de ecosistemas contaminados (Naseby et al., 1999). El incremento en las
actividades fosfatasa, deshidrogenasa y B-glucosidasa en la rizosfera de las plantas
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inoculadas podria atribuirse a cambios cualitativos y/o cuantitativos de los exudados
radicales (Naseby et al., 1999). Este incremento se debi6 a la produccién de exudados
radicales ricos en C, pero en los resultados obtenidos el desarrollo radical no se
correlacioné con las actividades enzimdticas encontradas, lo que indica que existen
cambios cualitativos en la composicién de los exudados que parecen depender del tipo de
microorganismo inoculado.

La doble inoculacién Brevibacillus brevis (aislado de suelo con Cd) con los dos
endofitos (autéctono del Cd y referencia) y Brevibacillus brevis (aislado de suelo con Zn)
con los dos endofitos (autéctono del Zn y referencia) causaron efectos mas relevantes en
las actividades enzimaticas que en el desarrollo de raiz. Los cambios debido a los
tratamientos microbianos en estas actividades sugieren un efecto directo sobre las
poblaciones rizosféricas por parte de los microorganismos inoculados (Medina et al.,
2003). La p-glucosidasa indicadora de la transformacién de carbohidratos, incrementé por
la inoculaciéon de los microorganismos lo que indica una mayor actividad hidrolitica,
importante como fuente de energia para los microorganismos del suelo. La
deshidrogenasa y la fosfatasa (indicadoras de la mineralizacion del P), fueron
incrementadas por la doble inoculacién de los microorganismos aut6ctonos del Cd y del
Zn (bacteria-hongo MA), lo que indica una movilizacién e incremento en el medio de este
macronutriente, pudiendo favorecer la traslocaciéon del nutriente liberado (P) por los
hongos MA a la planta. Tal hecho podria explicar la mayor actividad ALP del micelio
intraradical en los endofitos aut6ctonos inoculados conjuntamente con Brevibacillus y la
mejor nutricién (P) de dichas plantas.

La produccién de 4cido indol acético rizosférico, fue estimulada por el tratamiento
bacteriano aplicado en presencia de Cd 6 Zn en el suelo. Ello indica el efecto de
Brevibacillus como productor o estimulador de la traslocacion de esta auxina en las
plantas inoculadas, y la potenciacién de su produccion en presencia de los hongos MA.

El efecto directo de ambos Brevibacillus brevis, sobre la germinacién y desarrollo
micelial saprofitico de los dos G. mosseqe aut6éctonos en condiciones axénicas, permiti6
aclarar alguno de los posibles mecanismos que justificaran el efecto beneficioso de las
interacciones sobre las plantas. Ello completa toda la informacién obtenida y profundiza
en el andlisis de las causas implicadas en los efectos encontrados.

En cuanto a la capacidad de bioacumulacién, se encontré que Brevibacillus brevis
(aislado del suelo contaminado con Cd) acumuld un 76% del metal en la biomasa,
dejando solo un 24% disponible en la solucién. Esta reduccidon tan fuerte del metal
contenido en el medio, por parte de la bacteria, supone una retirada efectiva del metal
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toxico, decreciendo por lo tanto la toxicidad del medio, lo que pudo facilitar la
germinacion y desarrollo micelial de G. mosseae autdctono en medio contaminado.

Aunque Brevibacillus brevis (aislado del suelo contaminado con Zn) solo acumulé un
5% del Zn presente en la solucidn, favoreci6 igualmente el desarrollo y germinacion de G.
mosseae. En condiciones axénicas se descartan ciertos factores que intervienen en la
interaccién bacteria-HHMA en el suelo.

Los dos Brevibacillus ademds de tolerar concentraciones crecientes de Cd 6 Zn “in
vitro”, también demostraron una alta capacidad productoras de 4cido indol acético (3.6 y
3.9 mg 1) cifras que duplican los valores obtenidos de una PGPR (de referencia)
caracterizada como productora de esta auxina. Tal compuesto puede estar implicado en
la estimulacion del crecimiento fliingico tanto en fase saprofitica como simbiética.

Brevibacillus brevis (aislado del Zn), al ejercer de PGPR, como productor de AIA,
estimulando la formacién de raices, asi como la produccién de exudados radicales,
podria justificar el efecto de esta bacteria en el sistema suelo-planta en el caso de los
suelos contaminados con Zn. También se conoce el papel de los exudados radicales en
aspectos tales como la quelacién de metales en el suelo (Marschner, 1995). Tal hecho
podria también explicar algunos de los efectos encontrados.

De forma general se podria confirmar que la seleccién de interacciones entre hongos
MA vy rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, formada por microorganismos
adaptados y resistentes a condiciones de estrés, pueden ser una herramienta bioldgica
que favorezca el establecimiento de plantas usadas para la recuperacion de estos
ambientes degradados y /o contaminados.

Los aislados caracterizados, obtenidos de las dreas de estudio especialmente Bacillus
thuringiensis (procedente de Ballestera) y los dos Brevibacillus (ecotipo aislado del suelo
contaminado con Cd y ecotipo aislado del suelo contaminado con Zn), actuaron tanto de
PGPRs, como de MHB, (Garbaye, 1994; Marulanda et al, 2002; Vivas et al., 2003;
Duponnois & Planchette, 2003), demostrando el efecto de estos aislados bacterianos sobre
el desarrollo y metabolismo de los endofitos, favoreciendo tanto su vitalidad como
estimulando la actividad ALP, esencial para la simbiosis MA y bastante reducida en

condiciones de estrés osmético o producido por la presencia de metales pesados.
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Los aislados bacterianos seleccionados, procedentes de areas mediterraneas
(Baza y Alicante) 6 de los suelos contaminados por Cd 6 Zn (Hungria)
produjeron efectos beneficiosos sobre la formacidn, desarrollo y funcion de la
micorriza arbuscular, principalmente la combinacién de aislados autoctonos.

La aplicacion de inoculantes bacterianos autoctonos (adaptados y resistentes)
a una densidad de 10 ufc interaccioné de forma madas positiva con la
micorriza arbuscular y ello provocd un beneficio en la nutricion y desarrollo
vegetal. El resultado beneficioso de la interaccion microbiana se debié tanto a
una mejora de la actividad de la micorriza como a un efecto directo del
inoculante sobre el desarrollo de la planta, y/o a modificaciones cuantitativas
y cualitativas de la microbiota rizosférica.

Los aislados autdctonos mas eficientes como B. thuringiensis procedente de
Ballestera y B. endophyticus procedente de Baza mostraron la mayor
capacidad para producir sustancias estimuladoras del crecimiento vegetal del
tipo acido indol acético, superando incluso a las PGPRs de referencia.

La alta capacidad de osmoadaptacién de los aislados bacterianos autdctonos
mas efectivos se correlaciona con una elevada producciéon de prolina y
glutamato frente a estrés inducido por PEG y NaCl en el medio.

En este estudio se confirma la importancia de las interacciones entre bacterias
y hongos formadores de MA autdctonos para el crecimiento de las plantas en
condiciones limitantes, tanto de nutrientes como de agua. Ademds, se
demuestra el efecto directo de las bacterias favoreciendo la vitalidad e
incrementando la actividad ALP de los hongos MA y el desarrollo de su

micelio externo.

La efectividad de las interacciones entre bacterias y hongos MA autictonos,
no es una actividad generalizable, sino selectiva. Especies del mismo género
procedentes de la misma zona de aislamiento, no desarrollaron las mismas
capacidades de adaptacion y tal efecto se reflejé en el crecimiento y nutricién
vegetal.
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Conclusiones

7. Dos razas de Brevibacillus brevis, aisladas de los suelos contaminados con Cd

10

6 Zn, respectivamente, fueron las mas tolerantes a las altas concentraciones
de dichos metales cuando se ensayaron “in vitro”. Ademds, en tales
condiciones mostraron una alta capacidad de producir acido indol acético, lo
que explicaria los efectos positivos sobre la colonizacion MA en plantas

crecidas en suelo contaminado.

Brevibacillus brevis aislado del suelo contaminando con Cd, fue capaz de
acumular hasta el 76% del metal en su biomasa. Su efecto beneficioso sobre el
hongo MA, se demostré incrementando el crecimiento saprofitico y
simbidtico del hongo asi como las caracteristicas fisiologicas de la

colonizacion en presencia del metal.

Aunque Brevibacillus brevis aislado del suelo contaminando con Zn, no
acumulé un alto porcentaje del metal en su biomasa. Sin embargo, favorecio
tanto la germinacién como el desarrollo micelial del hongo MA asi como la

capacidad infectiva del micelio extrarradical.

La adecuada seleccién de bacterias y hongos MA autéctonos y su interaccion
facultan a la planta hospedadora, en mayor medida que la de especies no
autéctonas para tolerar los estreses abi6ticos estudiados. Los mecanismos
responsables de estos efectos son multiples dependiendo de las condiciones,
pero en general la interaccién de estos microorganismos potenciara aquel
proceso que esté limitando la supervivencia y el desarrollo vegetal.
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