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Introduccion

1. LA AGRICULTURA Y SU EVOLUCION.

Las bases de las civilizaciones comenzaron a establecerse cuando los seres humanos
fueron capaces de obtener alimentos mediante técnicas agricolas y ganaderas. La primera
practica agricola fue la domesticacidon de diferentes especies vegetales (Khush 2001). Los
restos arqueoldgicos se establecen en Mesopotamia, donde el trigo y la cebada se cultivaron
en primer lugar. El resto del mundo siguié poco después; por ejemplo, en América los nativos
comenzaron a cultivar y cosechar maiz, tomate y patata entre otros cultivos, mientras que en
Asia comenzaron a cultivar arroz (Carpanetto and Bianchini 2011).

Junto con la migracidon de la poblacidon a las grandes ciudades, la tierra para la
agricultura y la capacidad de producir cultivos mas productivos tuvieron que aumentar, para
evitar poner en peligro la estabilidad social (Zanden 1991; Ang et al. 2010).

Fue a principios del siglo XX, donde surgieron nuevas tecnologias como los equipos
mecanicos que facilitaban el aumento de la produccién agricola. Ademas, la rotacidon de
cultivos, las semillas de mejor calidad y el uso de fertilizantes comenzaron a ser practicas
comunes (Zanden 1991). Afios después (1966-1985), tuvo lugar la llamada Revolucién Verde,
donde aumentaron los rendimientos de los cultivos gracias a la mejora genética (Pingali 2012),
realizando una seleccién de los mejores rasgos genéticos, adaptacién a diferentes ambientes,
resistencia a factores abidticos nocivos, resistencia al estrés bidtico y periodos de cosecha
reducidos (Skorov 1973; Khush 2001).

También fueron muy importantes, las mejoras en el riego, los métodos de cultivo, los
tiempos de siembra-cosecha, la aplicacién de fertilizantes quimicos y el control de malezas y
plagas (Skorov 1973; Conway and Barbie 1988; Peng et al. 1999). Por ejemplo, las tierras
empleadas para el cultivo de cereales aumentaron sélo en un 30%, mientras que la produccion
de cereales aumentd en un 90%. Si evaluamos los cultivos mds importantes desde el comienzo
de la Revolucion Verde hasta el nuevo milenio, todos ellos aumentaron sus rendimientos:
208% en trigo, 157% en maiz, 109% en arroz y 78% en patata, entre otros (Pingali 2012).

A pesar de estas mejoras la Revolucidén Verde conllevaba también desventajas, ya que
aumentaron las plagas y enfermedades y se utilizaron de manera desproporcionada los
fertilizantes quimicos. Dicho uso inadecuado puede afectar la salud humana y contaminar las
aguas subterrdneas, causando consiguientes efectos en los sistemas acuaticos y la pérdida de
diversidad genética, entre otros (Conway and Barbie 1988).

En la actualidad, el planeta aumenta unos 70 millones de personas cada afio y se
calcula que la poblacién mundial llegard a unos 9.500 millones de personas en 2050 (Soby
2013), por lo que existe una necesidad de aumentar la produccién de alimentos sin afectar al
medio ambiente (Sayer and Cassman 2013).

En este sentido, los biofertilizantes basados en microorganismos beneficiosos, sobre
todo bacterias, suponen una potencial solucion a esta problematica, ya que algunas cepas
bacterianas (PGPB: Plant Growth Promoting Bacteria) tienen la capacidad de promover el
crecimiento de las plantas a través de diferentes mecanismos, denominados generalmente
mecanismos PGP (Plant Growth Promoting mechanisms) (Garcia-Fraile et al. 2015). Algunos de
ellos son habitantes comunes de la rizosfera (PGPR: Plant Growth Promoting Rhizobacteria).
Otros viven como epifitas sobre los tejidos vegetales o incluso dentro de su huésped vegetal,
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como los enddfitos, sin inducir ninguna enfermedad (PGPBE: Plant Growth Promoting Bacterial
Endophytes). En algunos casos, como en la simbiosis rizobio-leguminosa, las bacterias viven
dentro de los nédulos, érganos de las plantas especificamente creados para hospedarlos y fijar
nitrégeno en él. Las combinaciones de una o varias de estas cepas bacterianas se formulan en
productos y se aplican a los campos como biofertilizantes, aumentando el rendimiento de los
cultivos por la disponibilidad y absorcidon de nutrientes minerales para las plantas, sin una
dependencia total de los fertilizantes quimicos (Garcia-Fraile et al. 2017).

Los cultivos de cereales como el maiz, de gran importancia en las regiones climaticas
templadas y semiaridas, requieren grandes cantidades de fertilizantes por lo que se estan
estudiando nuevas formas de fertilizacidon para satisfacer su creciente demanda. Ferreira et al.
(2013), mostraron que los rendimientos de grano se incrementaron hasta el 29% cuando
Azospirillum brasilense Ab-V5 y nitrégeno se aplicaron a los campos, en comparacién con el
tratamiento con sélo fertilizacidon con nitrégeno. Por otra parte, Egamberdiyeva (2007) mostré
que la inoculacidon de maiz con Mycobacterium phlei MbP18 aumento significativamente (38%)
la materia seca total de este cultivo, en comparacion con el control no inoculado.

Por otro lado, hoy en dia los consumidores son mas conscientes del sistema de
produccidn, seguridad alimentaria y calidad (Trienekens and Zuurbier 2008) y debido a la
conciencia ambiental general, muchos paises estan aceptando e incluyendo en su legislacion
politicas mas sostenibles con el medio ambiente. Estas iniciativas incentivan el consumo de
hortalizas y frutas ricas en sustancias bioactivas. Sus efectos beneficiosos y la relacién con la
salud humana se han analizado en muchos estudios (Sun-Waterhouse 2011; Jiménez-Gémez et
al. 2017).

2. BACTERIAS ENDOFITAS Y SU COLONIZACION EN LA PLANTA.

Como hemos podido observar durante muchos afios, cientificos de todo el mundo han
desarrollado y publicado estudios que tratan sobre el gran potencial que algunas cepas
bacterianas tienen para promover el crecimiento de las plantas, siendo éstas las ya citadas
PGPB (Garcia-Fraile et al. 2015). Muchas de estas bacterias son endodfitas, es decir, viven
dentro del tejido vegetal (‘endo’, dentro, 'phyte’, planta). Por tanto, las bacterias enddfitas
capaces de influir en el crecimiento de las plantas, se denominan PGPBE (Plant Growth
Promoting Bacterial Endophytes) (Gaiero et al. 2013). El potencial de los PGPBE para mejorar la
salud de las plantas ha llevado a un gran nimero de estudios que examinan su uso como
inoculantes, principalmente en cultivos agricolas (Garcia-Fraile et al. 2015, 2017). Debido a
estas cualidades, los PGPBE son candidatos importantes para ser utilizados como inoculantes
para reducir la necesidad de productos quimicos, tales como pesticidas y fertilizantes,
obteniendo gran importancia en el desarrollo de practicas agricolas sostenibles. En general, es
mas probable que los enddéfitos muestren mayores efectos promotores del crecimiento de las
plantas que aquellas bacterias que colonizan exclusivamente la rizosfera (Conn et al. 1997;
Chanway et al. 2000).

Esto implica el requerimiento de caracteristicas especificas para la competencia de
dichos endodfitos, es decir, la capacidad de colonizar con éxito la planta huésped. La
colonizacion y los procesos de infeccidn en planta por las bacterias enddéfitas pueden realizarse
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de varias formas y no necesariamente de manera activa, también pueden entrar de forma
pasiva (Compant et al. 2010). Estos modos de entrada pueden ser i) infeccién intercelular, (ii)
infeccion via “cracks”/heridas e (iii) infeccidn intracelular. Dentro de esta Gltima modalidad de
entrada se también engloban los procesos de infeccidn de los rizobios en leguminosas (Murray
2011). Las zonas de emergencia de raices laterales y las zonas de elongacién de las raices son
zonas activas de colonizacién e infeccion, debido a que en esas zonas, los tejidos vegetales
estan ligeramente debilitados y/o las paredes celulares estdn en remodelacion. Ademas, la
entrada por espacios intercelulares es la mds extendida dentro de las bacterias con
comportamiento endofitico (Reinhold-Hurek and Hurek 2011).

Debido a que las bacterias enddfitas son capaces de penetrar en la raiz del huésped, se
suponen mejores candidatos para su uso como PGPB en plantas que aquellas bacterias
encontradas en la rizosfera que no son capaces de entrar o colonizar activamente como
endofitos (Verma et al. 2004). Se ha reportado la existencia de mecanismos activos y pasivos
para los procesos de translocacién de las bacterias endéfitas dentro de sus huéspedes, lo que
les permite avanzar desde el rizoplano hasta la corteza del sistema radicular (Figura 1)
(Compant et al. 2010). Una vez que una bacteria alcanza la zona cortical de la raiz, una barrera
como la endodermis puede bloquear la colonizacidon hacia los tejidos internos; solamente
algunas bacterias son capaces de pasar a través de la endodermis (Gregory 2008). Es probable
gue los endodfitos capaces de pasar a través de la endodermis puedan poseer CWDEs
permitiéndoles continuar la colonizacion en el interior (James et al. 2002) o mediante la
hidrélisis localizada de los pelos radicales, en el caso de las leguminosas (Robledo et al. 2008,
2011b).

Exodermis

Endodermis Rizodermis

Pelos radicales

Cilindro Central

o, - .
880 Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

ﬁA Otros microorganismos endoéfitos

Fig. 1. Lugares de colonizacion de la planta por bacterias enddfitas. Los circulos blancos representan a las bacterias
endofitas promotoras del crecimiento vegetal (PGPBE) y los triangulos blancos representan otros microorganismos
endofitos. Adaptada de Celador-Lera et al (2017).
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Por otro lado, algunas bacterias pueden entrar pasivamente, ya que una parte de esta
capa celular endodérmica estd a menudo interrumpida, debido por ejemplo al crecimiento de
las raices secundarias (Gregory 2008). Por ejemplo, Azorhizobium caulinodans puede entrar en
el interior de las raices de arroz por las grietas existentes producidas por la emergencia de las
raices laterales y después se mueven por los espacios intercelulares (Goormachtig et al. 2004).
La colonizacion de las raices laterales del arroz también se observé con la inoculacién de
Azospirillum brasilense, donde la colonizaciéon fue estimulada por la naringenina y otros
flavonoides (Jain and Gupta 2003). Ademas, algunas cepas pueden tener la capacidad de
infectar los tejidos de la raiz del arroz a través de los pelos radiculares localizados en las raices
laterales emergentes y extenderse ampliamente a lo largo de la raiz del arroz (Ladha et al.
1996). Perrine-Walker et al. (2007) observaron estructuras similares a canales de infeccién
(“infection thread-like structures”) a lo largo de los pelos radiculares de arroz inducidos por
una cepa de R. leguminosarum buv. trifolii. También se ha observado la colonizacién por parte
de algunos rizobios en las raices laterales emergentes de arroz, trigo, maiz y colza (Cocking
2003; Bashan et al. 2014; Sakha and El- 2016).

3. MECANISMOS PROMOTORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL.

La estimulacion del crecimiento debido a los microorganismos puede ser una
consecuencia causada por mecanismos como la fijaciéon bioldgica de nitrégeno la produccion
de fitohormonas, el control bioldgico de fitopatdgenos en la zona de la raiz (a través de la
produccién de los agentes antifiingicos o antibacterianos, la produccidn de sideréforos, la
competencia de nutrientes y la adquisicidn sistematica de resistencia o inmunidad) (Sevilla et
al. 2001; Hurek and Handley 2002; Iniguez et al. 2004) o de la mejora de la disponibilidad de
minerales (Sturz and Nowak 2000; Sessitsch et al. 2002) (Figura 2). A continuacion,
agruparemos estos mecanismos segln su modo de accién.
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Fig. 2. Representacion de los mecanismos promotores del crecimiento vegetal ejercida por las bacterias enddfitas.
Adaptada de (Celador-Lera et al. 2017).

3.1Sintesis de sustancias asimilables por las plantas.

3.1.1 Fijacion de nitrégeno.
El nitrégeno es el principal elemento nutricional esencial para el desarrollo y
productividad de los cultivos, ya que es el nutriente mas limitante para las plantas y a su vez es
necesario para la formacién de aminodcidos y proteinas (Vessey 2003; Khan et al. 2007).

En ausencia de fertilizantes nitrogenados o residuos de animales, la dindmica de los
agroecosistemas depende completamente de un grupo de microorganismos que tienen la
habilidad para reducir el nitrogeno atmosférico a amonio, a través de la sintesis de un
complejo enzimatico denominado nitrogenasa. Este nitrégeno organico es convertido a
diferentes formas quimicas, las cuales pueden ser utilizadas por las plantas y por los mismos
microorganismos para suplir total o parcialmente sus requerimientos de sintesis de proteinas y
otros compuestos organicos (Geisseler et al. 2010).

La capacidad para fijar nitrégeno estd restringida a procariotas, siendo las
proteobacterias las que mayor cantidad de diazotrofos incluyen (Kneip et al. 2007). Por otro
lado, las bacterias pertenecientes al grupo de los rizobios y al de las Actinobacterias, son
capaces de formar organulos especializados, llamados ndédulos, donde se fija el nitrégeno,
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estableciendo simbiosis con plantas actinorricicas y con leguminosas, respectivamente (Brewin
1991; Benson and Silvester 1993).

En otras plantas no leguminosas de importancia agricola como el maiz, arroz, cafia de
azucar, trigo y pastos pueden beneficiarse de esta asociacion con diversas bacterias
diazotroéficas (James 2000). Algunas bacterias fijadoras de nitrégeno se localizan en vida libre o
de forma intercelular en gramineas, como es el caso de Azospirillum y Klebsiella (Bashan and
Holguin 2004). En el caso de Azospirillum, se asocia con plantas no leguminosas cominmente
cereales de las zonas templadas (Tejera et al. 2005) y son capaces de mejorar los rendimientos
de los cultivos de arroz, entre otros (Sahoo et al. 2014); el género Beijerinckia, que esta
asociado con las plantaciones de cafia de azucar en las zonas tropicales (Dobereiner 1961); y el
género Azotobacter, que desempefa un papel importante en la fijacidon de nitrégeno en los
cultivos de arroz y se utiliza como un biofertilizante para el trigo, cebada, arroz, girasoles, maiz,
remolacha, tabaco, té, café y cocos (Wani et al. 2013; Sahoo et al. 2014). Algunas especies
pertenecientes a los géneros Gluconacetobacter (Mufioz-Rojas and Caballero-Mellado 2003),
Azospirillum (Berg et al. 1980) y Herbaspirillum (Vargas and Padua 2003), son enddfitas de la
cafia de azucar y contribuyen a su fertilizacion nitrogenada. Algunos estudios muestran como
algunas cepas pertenecientes a los géneros de Azoarcus, Azospirillum y Burkholderia entran en
las raices del arroz y aumentan la cantidad de compuestos nitrogenados en el cultivo (Hurek
and Reinhold-Hurek 2003; Kao et al. 2003). Otras bacterias diazotroficas enddéfitas como
Pantoea, Pseudomonas, Rhanella, Herbaspirillum, Azospirillum, Rhizobium and Brevundimonas
también contribuyen a la fijacién bioldgica de nitrégeno en el cultivo del maiz (Montafiez et al.
2009). Mas recientemente, Puri et al. (2015) observaron que Paenibacillus polymyxa P2b-2R
era capaz de fijar nitrégeno y de promover el crecimiento del maiz. Kifle and Laing (2015,
2016) realizaron diversos ensayos tanto en condiciones controladas de laboratorio, en
invernadero y en campo con diazotrofos aislados del propio maiz, que pertenecian
principalmente a los géneros Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Burkholderia, Klebsiella y
Pantoea, De ambos estudios los principales resultados que obtuvieron fueron que las cepas
seleccionadas promovian la germinacién y el desarrollo en los primeros estadios de
crecimiento de las plantulas de maiz, y que aplicadas en campo tardaban un tiempo en
estimular el crecimiento de las plantas, ademas de producir mayores rendimientos cuando no
habia aplicacidn de N adicional en forma de fertilizante. Sin embargo, ademds de mediante
fijacién biolégica de nitrogeno (FBN), estas bacterias diazotrdficas pueden promover el
crecimiento vegetal a través de otros mecanismos y de hecho varios autores han publicado
estudios y comentarios sobre este tema (Friesen et al. 2011; Norman et al 2017).

3.1.2 Fitohormonas.

Por otro lado, las hormonas vegetales son moléculas orgdnicas involucradas en varios
procesos de crecimiento y desarrollo de plantas. Un amplio espectro de bacterias beneficiosas
producen fitohormonas que participan en la promocidon del crecimiento de las plantas
(Spaepen 2015). Las auxinas actian como moléculas clave, regulando la mayoria de los
procesos de la planta directa o indirectamente (Tanimoto 2005), capaces de estimular el
alargamiento celular en las plantas. El acido indol-3-acético (AIA) es la auxina mas conocida y
mas activa en las plantas (Hayat et al. 2010). Diversas bacterias secretan auxinas, que parecen
actuar como moléculas de sefializacién para la comunicacidn bacteriana con el fin de coordinar
actividades (Ouzari et al. 2008). Esitken et al. (2010) mostraron que la produccién de auxinas
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por parte de Bacillus spp. ejercen un efecto positivo en el desarrollo de la patata. Verma et al.
(2011) mostraron como enddfitos de Streptomyces aislados de Azadirachta indica producen
AlA y son potenciales promotores del crecimiento de las plantas. Las cepas rizobianas que
producen AIA mejoran el crecimiento de varios cultivos como Capsicum annuum, Solanum
lycopersicum, Fragraria x ananassa, Lactuca sativa y Daucus carota (Garcia-Fraile et al. 2012b;
Flores-Félix et al. 2013, 2015a).

Las citoquininas promueven la citocinesis, la sensibilidad del cambium vascular, la
diferenciacion vascular y la dominancia apical de la raiz (Aloni et al. 2006). Cepas de
Azotobacter chroococcum vy Bacillus megaterium son capaces de producir citoquininas y
promover el crecimiento del pepino (Sokolova et al. 2011). Ortiz-Castro et al. (2008) también
describieron cémo Bacillus megaterium promueve el crecimiento de las plantas mediante la
sintesis de citoquininas.

Las giberelinas estan involucradas en la germinacién y emergencia de las semillas, el
crecimiento de tallos y hojas, la induccion floral y el desarrollo de flores y frutos (Bottini et al.
2004). Plantas de tomate inoculadas con una cepa de Sphingomonas sp. LK11 productoras de
giberelinas mostraron un incremento significativo en varios atributos de crecimiento (Khan et
al. 2014). Azospirillum brasilense Cd y A. lipoferum USA5b, ambas cepas productoras de
giberelinas, provocaron un mayor crecimiento de las plantas de maiz y de arroz (Cassan et al
2001); ademas, Acinetobacter calcoaceticus SE370, cepa solubilizadora de fosfato y productora
de giberelinas, promovia el crecimiento del pepino, del repollo chino y de Chrysanthemum
coronarium (Kang 2009).

El etileno es una hormona vegetal conocida por regular varios procesos como la
maduracién de los frutos, la apertura de las flores o la abscision de las hojas (Reid et al. 1981).
Sin embargo, también promueve la germinaciéon de las semillas, la formacidon de raices
secundarias y el alargamiento del pelo de la raiz (KeCpczynski and KeCpczynska 1997). La cepa
de Phyllobacterium brassicacearum STM196 emite etileno y contribuye a la elongaciéon de la
raiz del pelo en Arabidopsis thaliana (Galland et al. 2012)

Sin embargo, la produccidn de altos niveles de etileno en condiciones de estrés,
pueden inhibir ciertos procesos como el alargamiento de las raices o la fijacién de nitrégeno en
las leguminosas y contribuir a la senescencia prematura (Ahmad et al. 2013). Algunas bacterias
producen la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa, para hidrolizar ACC, la
molécula precursora de etileno en las plantas (Yang and Hoffman 1984), para obtener
amoniaco y a-cetobutirato, que pueden utilizarse como fuentes de nitrégeno y carbono (Klee
et al. 1991). Por lo tanto, estas bacterias disminuyen los niveles de etileno en las plantas y asi
previenen algunos de los efectos negativos producidos por altas concentraciones de etileno
(Saleem et al. 2007). Shaharoona et al. (2008) reportaron que dos cepas de Pseudomonas que
producian ACC-desaminasas mejoraron el crecimiento y rendimiento de los cultivos de trigo,
con niveles variables de nutrientes NPK. Ademas, las cepas de Rhizobium leguminosarum que
producen ACC-desaminasa promovieron el crecimiento de las plantas de pimiento y tomate
(Garcia-Fraile et al. 2012b).
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3.2 Movilizacion de nutrientes.

3.2.1 Solubilizacion de fosfato.

Después del nitrégeno, el fésforo es el segundo nutriente esencial en términos de las
cantidades de absorcion necesarias en las plantas (Sharma et al. 2013). Este elemento es
bastante insoluble en los suelos (Zou et al. 1992) y, en consecuencia, la agricultura tradicional
se ha basado en la aplicacidn de fertilizantes quimicos fosfatados. Sin embargo, cuando se
aplica como fertilizante a los campos, éste pasa rapidamente a convertirse en insoluble y, por
tanto, no esta disponible para las plantas (Norrish and Rosser 1983; Lindsay and Viek 1989).

Por consiguiente, el uso de bacterias solubilizadoras de fosfato representan un eficaz
sustituto para los fertilizantes quimicos. Se han reportado cepas pertenecientes a los géneros
Micrococcus, Pseudomonas, Bacillus y Flavobacterium como eficientes solubilizadoras de
fosfato (Dastager et al. 2010).

Las bacterias solubilizadoras de fosfato promueven el crecimiento de Daucus carota y
Latuca sativa (Flores-Félix et al. 2013). Ademas, las cepas PETPO1 y TPVO0S8, pertenecientes a la
especie Rhizobium leguminosarum, son capaces de solubilizar el fosfato y tienen efecto PGPR
para las plantas de pimiento y tomate (Garcia-Fraile et al. 2012b). Por otra parte, una cepa de
Phyllobacterium es capaz de solubilizar fosfato mejorando la calidad de las fresas (Flores-Félix
et al. 2015b).

3.2.2 Solubilizacién de potasio.

El potasio es el tercer nutriente esencial necesario para el crecimiento de las plantas.
Algunas rizobacterias son capaces de solubilizar las formas de potasio insoluble (Shanware et
al. 2014). Se ha reportado que la cepa NBT de la especie Bacillus edaphicus aumenta la
captacién de potasio en el trigo (Sheng and He 2006); por otro lado, la cepa IISRBK2 de
Paenibacillus glucanolyticus, también solubilizadora de potasio, aumenta el peso seco de la
pimienta negra (Sangeeth and Bhai 2012). Ademas, la combinacién de una cepa solubilizadora
de potasio Bacillus mucilaginosus con una cepa solubilizadora de fosfato perteneciente a la
especie Bacillus megaterium promovieron el crecimiento de plantas de berenjena, pimienta y
pepino (Han and Lee 2005, 2006).

3.2.3 Produccion de sideréforos.

Bajo condiciones limitadas de hierro, las células bacterianas liberan sideréforos. Estos
siderdforos forman un complejo con el hierro férrico insoluble y se une a la superficie de la
célula bacteriana. El complejo Fe3*-sideréforo se transporta dentro de la célula y el hierro
férrico insoluble (Fe**) se convierte en la forma ferrosa soluble (Fe?*) (Figura 3). El sideréforo se
degrada dentro de la célula o se libera en forma libre fuera de la célula. Las células bacterianas
utilizan esta forma ferrosa de hierro para su crecimiento (Saha et al. 2016). Dependiendo de
los ligandos de oxigeno para la coordinacion de Fe (lll), los sideréforos pueden clasificarse en
tres tipos:

Los siderdéforos de tipo hidroxamato son los que se encuentran en la naturaleza
comunmente. Cada siderdforo es capaz de formar un complejo octaédrico hexadentado con
Fe3*. Estableciendo una fuerte unién entre el hierro férrico y sideréforo, de manera que
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protege los complejos contra la hidrélisis y la degradacion enzimatica en el medio ambiente
(Winkelmann 2007). Son producidos tanto por bacterias como por hongos (Saha et al. 2016).
Por ejemplo, Pseudomonas fluorescens se secreta un tipo de hidroxamato llamado ferribactina
(Kannahi and Senbagam 2014), mientras que Trichoderma spp. y Fusarium spp. producen los
llamados coprégenos (Vinale and Sivasithamparam 2014) y fusigen (Haselwandter et al. 2013),
respectivamente.

Por otro lado los siderdforos de tipo catecolatos que son producidos por diversas
bacterias como Rhizobium sp. (Joshi et al. 2009) y Streptomyces sp. (Fiedler et al. 2001). Por
otra parte Escherichia coli, Salmonella typhimurium y Klebsiella pneumoniae producen
enteroquelina (Dertz et al. 2005) que puede unirse muy fuertemente al ion férrico (Fe3*). Otras
bacterias como Erwinia carotovora pueden producir Unicamente sideréforos de tipo catecolato
o siderdforos mixtos donde el catecolato es uno de los miembros; como es el caso de algunos
miembros de Pseudomonas que producen un sideréforo mixto de catecolatos y de
hidroxamatos (Leong and Neilands 1982).

El tercer tipo de siderdforo es de tipo carboxilato y es producido principalmente por
bacterias como Rhizobium, Staphylococcus y hongos. Este tipo de sideréforo se une al hierro a
través de los grupos carboxilo e hidroxilo (Dave and Dube 2000). La rizobactina, producida por
la cepa DM4 de Rhizobium meliloti, es el sideréforo de tipo carboxilato mejor caracterizado,
tiene un acido amino policarboxilico que consiste en restos de etilendiamino dicarboxilo y de
hidroxil carboxilo que actian como grupos quelantes de hierro (Smith and Neilands 1984). Uno
de los métodos utilizados para detectar este tipo de sideréforos es el método O-CAS
(Alexander and Zuberer 1991; Pérez-Miranda et al. 2007) utilizado en nuestro trabajo.

Célula

Célula
bacteriana

Célula
bacteriana

bacteriana

Célula
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Fig. 3 El complejo Fe3*-siderdforo se transporta dentro de la célula y el hierro férrico insoluble (Fe3*) se convierte en
la forma ferrosa soluble (Fe?*) degradandose dentro de la célula o siendo excretado al exterior. Adaptada de Saha et
al. (2016).
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3.3 Control biolagico frente a patdgenos.

Entre los mecanismos de biocontrol mediados por rizobacterias ampliamente
reconocidos se encuentran: la competencia por un nicho ecolédgico o sustrato, la sintesis de
compuestos inhibitorios como sideréforos, antibidticos, enzimas liticas y detoxificadoras (Bais
et al. 2004), asi como la induccién de resistencia sistémica en la planta (Matiru and Dakora
2004).

Dos de los agentes de biocontrol mas comunes pertenecen a los géneros de Bacillus y
Pseudomonas. Ambos géneros tienen importantes propiedades promotoras del crecimiento
vegetal. Ademas tienen un rdpido crecimiento, utilizan diferentes sustratos como nutrientes y
son capaces de sobrevivir en condiciones estresantes para otras bacterias. También producen
antibidticos, polisacaridos y siderdforos (Santoyo et al. 2012).

Otros autores consideran que la combinacién de organismos con potencial de
biocontrol ha demostrado ser mas eficiente que el empleo de organismos individuales (Brewer
and Larkin 2005). Por otra parte, se ha sugerido aprovechar el potencial de accién de los
agentes de biocontrol y combinarlos para su aplicacion con productos quimicos, métodos
fisicos o practicas agrondmicas (Vivekananthan et al. 2004; Spadaro and Gullino 2005).

Se han descrito varias especies de actinobacterias que producen metabolitos
secundarios con propiedades herbicidas, inhibidores de la germinacion o inhibidores del
crecimiento del tubo polinico. Estas especies, por lo general, se encuentran dentro de los
géneros Streptomyces, Dactylosporangium, entre otros (Zhao et al. 2011).

Este efecto es ventajoso para las plantas ya que eliminaria competencia y plantas
pardsitas, lo que le daria una ventaja competitiva enorme. Esto hace que los PGPRs que
producen estos metabolitos tengan también un elevado potencial biotecnolégico.

3.4 Antibiosis.

Se caracteriza por la inhibicién o destruccién de un microorganismo por los productos
metabdlicos de otros, que incluyen antibidticos, enzimas liticas y enzimas detoxificadoras.
Diversos autores han planteado que la capacidad de las cepas de Pseudomonas spp. de
suprimir el desarrollo de patdgenos en la rizosfera depende en gran medida de su habilidad
para producir metabolitos de naturaleza antibidtica, tales como pyoluteorina, pyrrolnitrina,
fenacina-1-acido carboxilico y 2.4 diacetyl-phloroglucinol (Bangera and Thomashow 1996;
Picard et al. 2000).

Berg et al. (2005) aislaron cepas pertenecientes al género Pseudomonas, capaces de
producir el 2,4-diacetylphloroglucinol, antibiético responsable de la actividad antifungica de
muchas cepas de Pseudomonas. Ademas, dicho antibidtico unido al &acido cianhidrico
desempefian un importante papel en el control de enfermedades en trigo (Bonsall et al.,,
1997). Por ejemplo, la cepa CHAO de Pseudomonas fluorescens produce varios antibidticos,
entre los cuales se encuentran la pyoluteorina, el 2.4 diacetylphloroglucinol, el acido
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cianhidrico y el acido salicilico, de esta manera es capaz de suprimir varias enfermedades de
las plantas de tabaco causadas por patdgenos transmitidos por el suelo (Maurhofer et al.
1994).

Se ha sefalado la efectividad de la cepa de Burkholderia cepacia PHQM100 en el
biocontrol de hongos pertenecientes a los géneros Pythium y Fusarium en el cultivo del maiz
(Mao et al. 1997). También, resultados obtenidos por Bevivino et al. (2000) mostraron que la
inoculacién de la cepa de B. cepacia MC17 en el cultivo del maiz en suelos infestados y no
infestados con Fusarium moniliforme provocd incrementos en el crecimiento vegetal en ambas
condiciones de suelo y el control del 100% del hongo fitopatdgeno.

Desde hace unos afios se han ido encontrando mas y mas especies que producian
antibidticos, siendo un gran nimero de ellos pertenecientes a las actinobacterias. Igarashi et
al. (2007) demostro, a partir de un estudio de un gran nimero de muestras, que entre el 10y
el 20% de las cepas aisladas producen algun tipo de metabolito secundario que tiene actividad
contra hongos y bacterias fitopatdgenas.

Algunos de estos metabolitos sintetizados por actinobacterias han sido analizados por
ser moléculas no descritas y su variedad es enorme, desde antifingicos como la coronamycina
proveniente de Streptomyces (Ezra 2004) a antibidticos como cefoxitina, estreptomicina,
tetraciclina, eritromicina, entre otros (Evangelista-Martinez 2014). Ademas, no sélo son
efectivos contra patdgenos vegetales, sino que se han descubierto algunos con posible utilidad
en medicina, que podria ser utilizados como nuevos medicamentos, sustituyendo a otros mas
largamente utilizados y con mas posibilidades de haberse convertido en ineficaces por las
resistencias.

3.5Induccidn de resistencia en plantas.

La resistencia inducida es definida como un perfeccionamiento de la capacidad
defensiva de la planta contra un amplio espectro de patégenos y plagas adquirida después de
un estimulo apropiado (Hammerschmidt and Ku¢ 1995). Por parte de los PGPR, esta resistencia
esta condicionada por diferentes factores, es decir, que puede variar dependiendo de las
condiciones limitantes de hierro, la cepa bacteriana, la planta hospedera y de las condiciones
de cultivo (Ramamoorthy et al. 2001). La respuesta de defensa se manifiesta a dos niveles
llamados resistencia sistémica adquirida (SAR) vy resistencia sistémica inducida (ISR)
(Hammerschmidt and Ku¢ 1995).

La respuesta SAR, es expresada a un maximo nivel cuando el organismo que la induce
produce necrosis, mientras que la ISR puede ser inducida por PBPBs sin causar ningun sintoma
de necrosis en la planta hospedera (van Loon et al. 1998). Se ha demostrado que las PGPBs
inducen resistencia en las plantas contra enfermedades fungicas, bacterianas y virales
(Maurhofer et al. 1998). También se ha sefialado su efectividad contra insectos y nematodos
(Sikora 1988). Existen varios mecanismos involucrados en la induccion de resistencia sistémica
por PGPR, encontrandose entre los mas importantes los lipopolisacaridos (LPS) presentes en
las membranas celulares, los sideréforos y el acido salicilico (van Loon et al. 1998).
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Mao et al. (1997), utilizaron una cepa de B. cepacia para controlar las enfermedades
causadas por Pythium spp. y Fusarium spp. en el cultivo del maiz. En el cultivo del arroz, los
tratamientos de las semillas con las cepas de P. fluorescens Pfl y Pf7 redujeron los indices de
infeccion provocados por Rhizoctonia solani (Vidhyasekaran and Muthamilan 1999;
Nandakumar et al. 2001).

Diversos autores han demostrado que ciertas bacterias rizosféricas tienen la capacidad
de producir acido salicilico, siendo este metabolito responsable de la ISR en plantas. Se
considera que la produccidon de acido salicilico por P. aeruginosa 7NSK2 es esencial para la
induccion de resistencia a B. cinerea (De Meyer and Hofte 1997).

3.6 Enzimas que degradan la pared celular vegetal.

La degradacién de las paredes celulares de las plantas por los microorganismos tiene
un papel importante en el ciclo del carbono. Los componentes principales de la biomasa
lignocelulésica son celulosa (40-50%), hemicelulosa (20-40%) y lignina (20-30%) (Horn et al.
2012). Los componentes secundarios son proteinas, lipidos, pectina, azucares solubles y
minerales (Pauly and Keegstra 2008). Los tres polimeros principales estan interconectados en
una heteromatriz y su abundancia relativa varia dependiendo del tipo de biomasa (Chandra et
al. 2007). Estos componentes se degradan enzimaticamente para producir oligdmeros mas
pequefios y eventualmente glucosa, pentosas y otros compuestos de carbono pequefios, que
se metabolizan en CO, (Doi and Kosugi 2004).

La celulosa es un polisacarido lineal formada a partir de moléculas de B-D-glucosa
unidas mediante enlaces de glucosa B-1,4; se pueden agrupar en microfibrillas; son cristalinas
y no solubles (Somerville et al. 2004; Parthasarathi and Bellesia 2011). Por otro lado, las
hemicelulosas, son heteropolimeros con diferentes grados de ramificacion, generalmente mas
faciles de degradar enzimaticamente que la celulosa (Agger et al. 2010). Otro heteropolimero,
es la lignina, es relativamente hidréfobo y aromatico que consta de tres monolignoles. Las
enzimas que se sabe que actlan sobre la lignina son en su mayoria oxidoreductasas (Guillén et
al. 2005).

Los genes implicados en la degradacién de la pared celular son los que codifican para
los tres tipos principales de actividades de celulasa basandose en sus modos de accidn
catalitica: B-1,4-endoglucanasa (EC3.2.1.4), exoglucanasa (incluyendo celobiohidrolasa
(EC3.2.1.91) y celodextrinasa (EC3.2.1.74), y B-glucosidasa (EC 3.2.1.21) (Duan and Feng 2010).

Los hongos y las bacterias aerobias poseen por lo general en sus genomas, algunos de
los genes citados pudiendo actuar sinérgicamente para atacar las paredes celulares de las
plantas (Doi and Kosugi 2004).

Las bacterias celuloliticas mds comunes son Acetivibrio cellulolyticus, Bacillus spp.,
Cellulomonas spp., Clostridium spp., Erwinia chrysanthemi, Thermobispora bispara,
Ruminococcus albus, Streptomyces spp., Thermonospora spp y Thermobifida fusca (Sadhu and
Maiti 2013; Menéndez et al. 2015). Sin embargo, debido a su interés biotecnoldgico, se
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contindan buscando nuevas especies bacterianas degradadoras de celulosa (Cole et al. 2013;
Fujii et al. 2013; Podosokorskaya 2013; Hatamoto and Kaneshige 2014).

La estructura variable y la organizacion de la hemicelulosa requieren la accién
concertada de muchas enzimas para su completa degradacién. Para la degradacidon son
necesarios modulos cataliticos de hemicelulasas como las glicosil hidrolasas (GHs) que
hidrolizan enlaces glicosidicos, o carbohidratos esterasas (CEs), que hidrolizan enlaces éster de
grupos laterales de acetato o acido ferulico. La degradacion de la hemicelulosa, se lleva a cabo
por diversos microorganismos, como Streptomyces coelicolor, Bacillus subtilis, Cellulomonas
fimi, entre otras (Shallom and Shoham 2003).

Aunque los hongos tienen alta capacidad para degradar la lignina, también se han
observado diversos géneros de bacterias capaces de metabolizar la lignina (Brown and Chang
2014), como es el caso, de los actinomicetos (Crawford 1978; Kirby 2005). Gracias al estudio
de la cepa T7A de Streptomyces viridosporus T7A, se comprobd que las bacterias también
poseen un conjunto de enzimas oxidativas extracelulares implicadas en el metabolismo de la
lignina (Ramachandra and Crawford 1988; Thomas and Crawford 1998).

En el caso especifico de los rizobios, se ha visto que poseen enzimas capaces de
degradar la celulosa y otros polisacdridos presentes en la pared celular vegetal. Para su
deteccion, se utilizan técnicas cualitativas de difusiéon en placas que ponen de manifiesto la
capacidad de distintas cepas de rizobios de producir pectinasas, hemicelulasas y celulasas,
incluso en concentraciones muy pequefias (Martinez-Molina and Morales 1979; Morales et al.
1984; Plazinski and Rolfe 1985; Angle 1986; Mateos et al. 1992; Jiménez-Zurdo et al. 1996;
lannetta et al. 1997; Finnie et al. 1998; Michaud et al. 2002). La mejora de la sensibilidad de las
técnicas ha permitido detectar y cuantificar actividades enzimaticas incluso cuando se produce
en cantidades bajas permitiendo investigar con mayor facilidad el papel de dichas enzimas
degradadoras (Mateos et al. 1992).

Asi mismo, otros autores han relacionado estos enzimas con el proceso de infeccidn
(Verma et al. 1978; Martinez-Molina and Morales 1979; Callaham and Torrey 1981; Chalifour
and Benhamou 1989; Mateos et al. 2001). Los estudios realizados por Mateos et al. (2001)
mediante microscopia electronica demostraron que R. leguminosarum y E. meliloti inducen la
formacién de erosiones localizadas denominadas “pits” en la superficie de las raices de sus
hospedadores de forma especifica.

En este sentido, Mateos et al. (2001) estudié también el fenotipo Hot (Hole on the tip)
que produce la celulasa CelC2 de Rhizobium leguminosarum bv trifolii ANU843 en el punto de
infeccion en los pelos radiculares de la raiz de trébol blanco. Se origina un orificio en el
extremo apical del pelo radicular, que mide entre dos y tres micrémetros de diametro, que
serian suficientes para permitir la entrada del microorganismo en la planta (Mateos et al.
2001). Este hallazgo se vio corroborado con la obtencidon de mutantes knockout del gen celC de
dicha cepa, que codifica para la proteina CelC2. Dicho mutante no era capaz de producir el
fenotipo HoT en los dpices de los pelos radiculares, por lo que la cepa en cuestion era incapaz
de entrar dentro del pelo por ese punto (Robledo et al. 2008).

Alrededor de la mitad de las bacterias existentes tienen genes para la degradacién de
la biomasa vegetal, como pectinasas, celulasas y hemicelulasas (Koeck et al. 2014). Se han
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identificado genes relacionados con la actividad celuldsica en cepas pertenecientes al género
Rhizobium (Menéndez et al. 2016), asi como en numerosas actinobacterias de los géneros
Actinosynnema, Cellulomonas y Streptomyces, entre otros (Koeck et al. 2014).

4. BACTERIAS PGPR UTILIZADAS COMO BIOFERTILIZANTES.

4.1Bacterias endodfitas de cereales utilizadas como biofertilizantes.

Son muchas las bacterias endéfitas capaces de promover el crecimiento de cereales y
gue, ademads, se han aislado del interior de cereales, como se muestra en la Tabla 1. Estos
aislados se utilizan generalmente para reinocular el mismo huésped vegetal resultando en una
correcta asociaciéon en la mayoria de los casos por lo que podemos decir que las bacterias
pueden estar adaptadas o incluso tener cierta especificidad de hospedador. Este tipo de
bacterias tiene un potencial para interactuar con los cereales, debido a los efectos y beneficios
producidos, ya comentados anteriormente.

Tabla 1. Bacterias enddfitas aisladas de cereales usadas como promotoras del crecimiento vegetal en cereales.

Adaptada de Celador-Lera et al. (2017); Menendez et al. (2017).

Bacterias enddfitas aisladas de Re-
inoculaciéon Efecto (% aumento) Referencias
cereales
en cereales
Trigo
Arthrobacter sp. y Bacillus subtilis Trigo 26 (total peso seco) (Upadhyay et al. 2012)
Pseudomonas jessenii (R62) y Trigo ., -
Pseudomonas synxantha (R81) 41 (produccion de grano) (Mé&der et al. 2011)
R/'nzo"blum leguminosarum bv. Trigo 24 (Parte fae'rea trigo peso (Hilali et al. 2001)
trifolii seco y rendimiento de grano)
Maiz
4 2 io
. , 5y 82 (produccién de grano (Salamone and Dobereiner
A. brasilense Maiz y total N acumulado, 1996)
respectivamente)
. . . Maiz . (Gutiérrez-Zamora and
20-
Rhizobium etli bv phaseoli 0-45 (biomasa total) Martinez-Romero 2001)
Serratia liquefaciens, Bacillus sp. Maiz 14 (peso seco) (Lalande et al. 1989)
Pseudomonas sp.
Arroz
R. leguminosarum bv. trifolii E11 Arroz 8 a 22 (produccién de grano) (Biswas et al. 2000)
19. 31
R. leguminosarum buv. trifoliiARC100 Arroz 9-7y6.3 .(If’eso granoy .
produccién grano, (Yanni et al. 1997)
y ARC101 .
respectivamente)
Pantoea agglomerans Arroz 63.5 (biomasa total) (Verma et al. 2001)
B. vietnamiensis MGK3 Arroz 9.36 (produccion de grano) (Govindarajan et al. 2008)
Herbaspirillum seropedicae Arroz ., . .
LMG6513 2.6 (produccion de grano) (Govindarajan et al. 2008)
B. vietnamiensis LMG10929 Arroz 5.4 (produccién de grano) (Govindarajan et al. 2008)
H. seropedicae LMG6513 Arroz 2.6 (produccién de grano) (Govindarajan et al. 2008)
Bradyrhizobium sp. ORS278 Arroz 20 (biomasa total) (Chaintreuil et al. 2000)
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Gluconacetobacter diazotrophicus Arroz 30 (total peso seco) (Muthuku;n;(;;)samy etal.
H. seropedicae Arroz 38 a 54 (biomasa radicular) (Elbeltagy et al. 2001)
Arroz 22 a 50 (biomasa parte aérea) (Gyaneshwar et al. 2002a)
Arroz 37.6 (total peso seco) (James et al. 2002)
Arroz 52 to 112, 71 (peso fresco y (Baldani et al. 2000)
seco)
Serratia marcescens Arroz 23 (total peso seco) (Gyaneshwar et al. 2001)
R. leguminosarum bv. trifolii Arroz 15-22, 8—2g2r;pr)1::;ducaon de (Yanni et al. 1997, 2001)
Pantoea agglomerans Arroz 63.5 (biomasa total) (Verma et al. 2001)
B. vietnamiensis LMG10929T C;T,i:f 19.5 (rendimiento) (Govindarajan et al. 2006)
H. seropediceae (;azr:]i:re 5-12 (rendimiento) (Govindarajan et al. 2008)
Caiia de azucar
fi 70 (bi icul
Enterobacter cloacae Can’a de 5y 70 (b|omasla radiculary (Mirza MS et al. 2001)
azucar parte aérea)
) . Cafia de . . .
Klebsiella pneumoniae azticar 13 a 19.5 (biomasa total) (Govindarajan et al. 2007)
G. diazotrophicus BR 11281, H.
seropedicae BR 11335, Cafia de
Herbaspirillum rubrisubalbicans BR , 23.5 tallo peso frescoy 27.4 L
.. azucar (Oliveira et al. 2002)
11504, Azospirillum amazonense peso seco
BR 11115y Burkholderia sp. BR
11366
. . Cafia de - . .
G. diazotrophicus LMG7603 azticar 13-16 (rendimiento) (Govindarajan et al. 2007)
Cafia de (Mufioz-Rojas and
2 la pl
azlcar 6 (peso seco de la planta) Caballero-Mellado 2003)
Can,a de 18.83 a 49.86 (biomasa total) (Suman et al. 2005)
azucar
. . . Cafia de o
H. seropedicae y H. rubrisubalbicans azticar 35 (peso seco) (Oliveira et al. 2002)
G. diazotrophicus LMG7603 Arroz 6.6 (produccién de grano) (Govindarajan et al. 2008)
Leptochloa fusca
Azoarcus Arroz 16 (total peso seco) (Rennhold-l—i;;e;() and Hurek

Actualmente, hay un gran nimero de estudios publicados que muestran del uso de

bacterias endéfitas como inoculantes PGPR. Comiunmente, la promocidn del crecimiento de las
plantas se produce debido a una combinacién de diferentes modos de accién, como la mejora
del estado nutricional del huésped, la promocién de la superficie de las raices y el aumento de
la disponibilidad de nutrientes para las plantas (Pérez-Montafio et al. 2014). Cada cepa
bacteriana puede utilizar uno o varios de los comentados mecanismos PGP (Long et al. 2008).

Segun Govindarajan et al. (2008), la producciéon de rendimiento de arroz se incremento
con respecto a un tratamiento de control cuando se aplicd un inoculante bacteriano. Ademas,
el efecto de la inoculacidn provocd que las plantulas de arroz crecieran mejor bajo condiciones
deficientes de nitrégeno. Mader et al. (2011) mostraron un aumento en el rendimiento de
grano de trigo (~31%) después de la inoculacién con Pseudomonas jessenii R62 y Pseudomonas
synxantha R81, en comparacidn con plantas de control no inoculadas.
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Sorty et al. (2016) mostraron que las bacterias enddfitas podrian aliviar los efectos
nocivos del estrés salino y aumentar la germinacién de las semillas en el trigo, asi como
promover el crecimiento de las plantas y aumentar la biomasa seca y los azlcares solubles
totales. Las plantulas de trigo fueron capaces de germinar bajo diferentes regimenes de
salinidad después de la co-inoculacidon con Bacillus subtilis SU47 y Arthrobacter sp. SU18
(Upadhyay et al. 2012).

Uno de los factores clave para analizar en la asociacion planta-endéfito es la
produccién de fitohormonas (auxinas, giberelinas y citoquininas), ya que es uno de los
mecanismos de estudio mas eficaces en relaciéon con la promocidn del crecimiento de las
plantas (Hardoim et al. 2015). Segun los datos presentados por Kudoyarova et al. (2014),
Bacillus subtilis 1B-22 aumenté la rizodeposicién de aminodcidos en las raices de trigo debido a
su capacidad para producir citoquininas. Aparte del hecho de que la mayoria de los endéfitos
descritos presentan los mecanismos explicados anteriormente, algunos endéfitos también son
inoculados como agentes de control biolégico (Herrera et al. 2016; Xu et al. 2017). Segun Pan
et al. (2015), Bacillus megaterium BM1 (cepa entdfita aislada del trigo) reduce
significativamente la incidencia y gravedad de la infeccidn por Fusarium graminearum en los
cultivos de trigo.

4.2 Bacterias PGPB en cultivos de maiz.

El maiz (Zea mays L.) es una graminea, de cultivo anual y monoica, por lo que tiene
flores masculinas y femeninas. Es un cereal de gran volumen de produccién a nivel mundial.
Deriva del teosinte a través de mutaciones y por seleccion natural (Longley 1941). Se acepta el
hecho de que el teosinte es el antecesor silvestre y/o allegado al maiz y que ha participado
directamente en el origen del maiz cultivado (lltis 1983; Mangelsdorf 1986; Goodman and
Galinat 1988; Doebley 1990) (Figura 4).
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Fig. 4. A) Cultivo de maiz; B) Detalle de la hoja de maiz; C) Detalle de las mazorcas en planta y D) Mazorcas.

La produccion mundial de maiz, que es el cereal mas cultivado del mundo segun la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacidon (FAOSTAT), superé
los 883 millones de toneladas anuales en 2011, una produccidn superior a la producciéon
correspondiente de trigo (704 millones de toneladas) y arroz (723 millones de toneladas)
FAOSTAT, 2004). México tiene uno de los mayores consumos per capita de maiz en el mundo,
con una produccion total de 0,8 millones de toneladas en 2011 (FAOSTAT). Segun los datos de
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacidn correspondientes
al afio 2005, el consumo de maiz per cdpita fueron de 70, 104 y 120 Kg en Estados Unidos,
Sudafrica y México, respectivamente (Rosas-Castor et al. 2014)

En Espafa, la superficie destinada en el afio 2015 para el cultivo de maiz ascendid a
2.670 hectareas. Castilla y Ledn junto con Extremadura, son las dos Comunidades Auténomas
que producen la mayor parte del cultivo del maiz en Espaiia (MAPAMA).

El maiz tiene multiples usos y constituye un alimento bdsico para los seres humanos
(granos de maiz) en los paises en desarrollo de América Latina, Africa y el Caribe. Asia. Esto se
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debe a que tiene un alto valor nutritivo, proporcionando en zonas rurales aproximadamente
50 y 70% de la ingesta proteica y consumo caldrico, respectivamente (Serna-Saldivar et al.
2008).

El maiz contiene, aproximadamente un 72% de almidén, un 10% de proteina y un 4%
de lipidos, suministrando una densidad de energia de aproximadamente 365 kcal / 100 g. Por
esta razoén, el maiz se ha integrado en gran medida en la agricultura mundial, la dieta humana
y las tradiciones culturales (Nuss and Tanumihardjo 2010). En México, el 60% de la produccién
total de maiz se utiliza para el consumo humano (Plasencia 2004). En paises como Estados
Unidos o Brasil, el maiz es un alimento importante para los animales (FAOSTAT; www.fao.org).
Ademas, el maiz constituye un ingrediente clave en la elaboracién de bioetanol (Shiferaw et al.
2011).

El maiz juega un papel importante en los medios de subsistencia de millones de
agricultores pobres (Shiferaw et al. 2011). Para el afio 2020, el mundo tendra alrededor de
7.700 millones de personas y para 2050 la cifra serd de aproximadamente 9.300 millones.
Entre ahora y 2050, la demanda de maiz en el mundo en desarrollo se duplicara (Rosegrant et
al. 2009).

La naturaleza de la demanda de maiz también estd cambiando, ya que el maiz siempre
ha sido un importante cultivo alimenticio, pero durante la ultima década su demanda como
alimento para el ganado ha crecido enormemente (Shiferaw et al. 2011). Esto ha sido
impulsado en gran medida por el rdpido crecimiento econdmico en regiones muy pobladas
como Asia, Medio Oriente y Latinoamérica, lo que ha llevado a una mayor demanda de
productos de ganaderia (Delgado 2003). El grano de maiz es un ingrediente clave en la
alimentacién animal y esta demanda agregada ha impulsado el aumento de los precios del
grano de maiz y lo ha hecho menos asequible para los consumidores pobres en varias regiones
del mundo. El mercado de piensos de maiz crece especialmente en paises como China y la
India, donde el crecimiento econdmico permite que muchos obtengan leche, huevos y carne
(Shiferaw et al. 2011).

En la Unién Europea se establece que la produccidon de cultivos energéticos para
obtener biocarburantes debe realizarse con criterios de sostenibilidad, para garantizar un
enfoque coherente entre las politicas energéticas y la proteccion medioambiental. Por ello,
condiciona las ayudas publicas a su cumplimiento. El cumplimiento de la Directiva 2009/28/CE
se revisa cada dos afos a partir de 2012 y los estados miembros deben obligar a los agentes
econdmicos a demostrar el cumplimiento de los criterios de sostenibilidad. En este punto
cobra especial importancia la sustitucién de los fertilizantes quimicos por biofertilizantes de
origen bacteriano.

4.3 Bacterias PGPB en cultivos horticolas.

Al igual que en el caso de los cereales, el modelo actual de fertilizacién quimica en
cultivos horticolas, causa también pérdidas ambientales y econdmicas (de Souza et al. 2016). El
uso continuado en la agricultura puede causar impactos ambientales negativos (Adesemoye et
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al. 2009). Ademas, su aplicacidn tiene una baja eficiencia, lo que significa que sdlo una parte de
los nutrientes aplicados son absorbidos por las plantas (Gyaneshwar et al. 2002b). Estos
problemas, han hecho que el interés publico exija métodos alternativos o suplementarios
menos contaminantes con el fin de alcanzar una agricultura sostenible (Ladha et al. 1997). En
este sentido, la inoculacion de bacterias PGPB son una alternativa al uso de fertilizantes
nitrogenados, fosforados y potasicos (Cakmakgi et al. 2017). Ademads, como podemos ver en la
tabla 2, estdn ganando importancia y aceptacién, debido al aumento significativo en el
crecimiento y rendimiento de los cultivos en respuesta a la inoculacidén con PGPR en cultivos
horticolas. Por este motivo a lo largo de este trabajo se han inoculado bacterias del género
Rhizobium en distintos cultivos horticolas de gran demanda en este momento, con el fin de
incrementar el rendimiento y calidad de los mismos.

4.3.1 Eruca sativa Mill.

Se utiliza el nombre de racula para un colectivo
de especies de Brassicaceae, Eruca sativa, Diplotaxis
tenuifolia y Diplotaxis muralis, pero principalmente
Eruca sativa (Figura 5) es la de mayor importancia
(Morales and Janick 2002).

La rucula es una planta anual, con hojas
compuestas de color verde mate, que tienen un sabor
especiado picante, es de rapido crecimiento y se ha
adaptado perfectamente al cultivo en invernadero
(Palada and Crossman 1999). Al igual que otras
Brassicaceas, contiene glucésidos como
sulfocianato de alil mientras que el aceite de la semilla

contiene acido erucico (Morales and Janick 2002).

Es un tipo de hortaliza ampliamente utilizado en o 5 r1c4 sativa mill.
fines culinarios, en algunos paises mediterraneos se

cultiva para su utilizacion en ensaladas o cocidas y también se cultiva en Asia como un cultivo
de semillas oleaginosas (Algasoumi et al. 2009). Son cada vez mas importantes en el mercado
de ensaladas (D’Antuono et al. 2008). Y el comercio de este cultivo estd aumentando en todo
el mundo en paises tan diversos como Estados Unidos, Reino Unido, Italia, Espafia, Marruecos,
Israel, India y Australia (Bozokalfa et al. 2011). Es rica en minerales y oligoelementos,
carotenoides, flavonoides, vitamina C, A y acido félico. Debido a su accion antioxidante cada

vez es mayor la importancia esta planta a nivel mundial (Morales and Janick 2002).

Diversos autores han inoculado bacterias PGPB en cultivos de rdcula (Baeshen 2016;
Kamran et al. 2016) aunque pocos con cepas del género Rhizobium (de Souza et al. 2016;
Rubio-Canalejas et al. 2016).
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4.3.2 Ocimum basilicum L.

El género Ocimum comprende mds de 150
especies y es considerado como uno de los géneros mas
grandes de la familia Lamiaceae (Evans 2009). Ocimum
basilicum L. (albahaca dulce) (Figura 6) es una hierba anual
que crece en regiones de todo el mundo. Existen
diferentes cultivos de albahaca que varian en su color de
hoja (verde o purpura), color de la flor (blanco, rojo,
purpura) y aroma (Morales and Simon 1996). Las hojas y
las copas florales de la albahaca son utilizadas también en
medicina popular como plantas  carminativas,
galactogbgicas, estomacales y antiespasméddicas en
medicina popular (Chiej 1984; Duke 1992). También han

sido  estudiadas sus actividades antivirales 'y > Copmeen bofilicers L
R
antimicrobianas (Baratta et al. 1998; Chiang et al. 2005). Fig. 6. Ocium basilicum L.

Las hojas pueden ser utilizadas, tanto frescas como secas, para condimentar diversos
tipos de comidas (Klimankova et al. 2008). La hojas contienen aceites esenciales que sintetizan
y almacenan en los tricomas glandulares en ellas (Sangwan et al. 2001) y se usan como agentes
aromatizantes en alimentos y bebidas, como fragancias, fungicidas o insecticidas y en diversos
productos farmacéuticos e industriales (Grayer et al. 1996). La mejora cualitativa y cuantitativa
de la produccidon de aceite esencial representa un area de alto interés comercial (Copetta et al.
2006).

La albahaca es una planta econdmicamente e industrialmente importante (Singh et al.
2013a). La superficie cultivada de albahaca (> 25.000 ha) en la India representa la produccion
anual de unos 250-300 t de aceite esencial (Singh et al. 2013a). Ademas de la demanda local,
existen buenas posibilidades para su exportacion en el mercado mundial (Singh et al. 2013a).

Este cultivo también se ha probado ya con diversas PGPR (Ordookhani et al. 2011;
Heidari and Golpayegani 2012; Singh et al. 2013a). Ademds, Kumar et al. (2017), probaron el
efecto de Azophos, un producto compuesto por Azospirillium y Phosphobacterium (1:1) en
plantas de albahaca, obteniendo un incremento en el crecimiento y el rendimiento del cultivo.
Sin embargo, no encontramos ningln estudio en el que se utilizaran cepas de género
Rhizobium como PGPR para este cultivo.

4.3.3 Valerianella locusta L.

Valerianella locusta (Figura 7), conocida también como candnigo, es una planta de la
familia de las Valerianaceas comun en Europa y oeste de Estados Unidos. (Kittipongpatana et
al. 2002). Este cultivo se utiliza fundamentalmente para el consumo de las hojas en fresco o en
ensaladas y su demanda estd en aumento (Grzegorzewski et al. 2010).
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Fig. 7. Valerianella locusta L.
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Es una planta herbacea anual, sus hojas tienen
disposicion basal en roseta y las caulinares opuestas son de
unos 3-8 centimetros de longitud. Las hojas son radicales,
sésiles y de color verde (Krarup and Moreira 1998).

Su consumo se basa en sus hojas en forma de roseta,
destacando su aporte nutricional en hierro, betacaroteno,
vitamina A y es rica en compuestos fendlicos (Nicola et al.
2001).

Hasta la fecha, Unicamente se ha encontrado un
estudio de sobre inoculacion de estos cultivos con
bacterias PGPR por lo que es interesante saber qué
beneficios se obtiene al inocular dichas bacterias. Kunova
et al. (2016), probaron el efecto biocontrolador de distintas
cepas de Streptomyces, observando también un
incremento en la tasa de germinacién de las semillas de

candnigos.

4.3.4 Nasturtium officinale R. Br.
Nasturtium  officinale, (Figura 8) conocida
vulgarmente como berro, es wuna planta acuatica
perteneciente a la familia de las brasicaceas. Sus hojas, son
alargadas de forma oval y con los nervios muy marcados. Es
una planta de rapido crecimiento, los tallos se encuentran
distribuidos a lo largo del suelo o flotando, produciéndose

nuevas raices en los nodos principales (Bown 1995).

El berro contiene una de las concentraciones mas
altas de glucosinolatos de cualquier vegetal, junto con altas
concentraciones de carotenoides como la luteina y el b-
caroteno (Rose et al. 2000; O’neill et al. 2001). Estos
fitoquimicos también se han asociado con diversas
propiedades antioxidantes y anticarcinégenas (Park et al.
2011). También contienen grandes cantidades de
compuestos fendlicos (Hecht et al. 2004).

L

2 il il opfioride L L arome Orummanbrefl.

Fig. 8. Nasturtium officinale R. Br.

Debido a estos compuestos beneficiosos para la salud, los berros son considerados un

alimento muy valioso en la industria de las ensaladas frescas (Pignata et al. 2016).

Solamente se encontrd un estudio en este cultivo en el que se utilizasen bacterias

PGPB en berros (Pignata et al. 2016).
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Tabla 2. Ejemplos de bacterias PGPB inoculadas en diferentes cultivos horticolas. Adaptado de Garcia-Fraile et al.

(2017) y Jiménez-Gomez et al. (2017).

Culti
Bacterias PGPB inoculadas uttivo Efecto producido Referencias
| inoculado |

Pseudomonas sp. 19FVIT Lycoperstcon Incremento de la vitamina C Bona et al. (2017)
esculentum
Bacillus' megat'erium y Bacillus Lycopersicon Incremento de la vitamina C Fei et al. (2016)
amyloliquefaciens esculentum
Bacill loli j FZB2y B. L j | to de la vitamina C
aci us. amy o.lquefaaens % ycopersicon ncremento de la vitamina Gl et al. (2008)
amyloliquefaciens FZB42 esculentum
Pseudomonas putida 41, Lycopersicon .
| to de la actividad
Azotobacter chroococcum 5, esculentum ncremz:ti?)xi?ja?’\?: viaa Ordookhani et al. (2010)
Azospirillum lipoferum OF y AMF
Bacillus licheniformis Lycopersicon | Mejora el contenido total de Ochoa-Velasco and
esculentum flavonoides Valadez-Blanco (2016)
Burkholderia tropica MTo-293 Lycopersicon | Aumento del nimero y peso Bernabeu et al. (2015)
esculentum de los frutos
Lycopersicon Aumento del peso .
Pseudomonas fluorescens SS5 ycopersi " - pesoy Ahirwar et al. (2015)
esculentum rendimiento del fruto
Azotobacter chrococcum y Lycopersicon Aumenta el rendimiento Ramakrishnan and
Azospirillum brasilense esculentum Selvakumar (2012)
Rhizobium leguminosarum TPV08 y Lycopersicon Aumento de rendimiento y , .
-Frail 1. (2012
Rhizobium leguminosarum PETPO1 esculentum calidad Garcia-Fraile et al. (2012)
Pseudomonas putida P13 y Pantoea Cucumis . Isfahani and Besharati
. Aumenta el rendimiento
agglomerans P5 sativus (2012)
Pseudomonas putida 41, Ocimum . Ordookhani et al. (2011)
e Incremento de la actividad
Azotobacter chroococcum 5, basilicum ..
. . antioxidante
Azospirillum lipoferum OF
. Ocimum Incremento de la actividad Heidari and Golpayegani
Pseudomonas sp., Bacillus lentus y i~ L. .
.. ; basilicum antioxidante y contenido de (2012)
Azospirillum brasilens. . .
clorofila en las hojas
Rhizobium leguminosarum PETPO1 Capsicum Incremento de la actividad Silva et al. (2014)
annuum antioxidante
o Spinacia Incremento en el contenido Jiménez-Gémez and
Rh . PEPV12 . .
izobium sp oleracea de clorofila Menéndez (2016)
Brassica
L I | to del tenid -
Paenibacillus polymyxa RC14 OCZEE:;VS/" ncren'lle,r;)’oKl Z, CF(::/ i:l oen Yildirim et al. (2015)
Yalova 1
Bacillus megaterium, Pantoea Brassica Incremento en el contenido
. . . Turan et al. (2014)
agglomerans y Bacillus subtilis. oleracea de clorofila
Bacillus subtilis BA-142, Bacillus Lycopersicon .
meaaterium GC suberouno A. MED- esculentum Incremento del contenido en
g . group L y Cucumis N, P, Mg, Ca, Na, K, Cu, Mn, Dursun et al. (2010)
2, Acinetobacter baumannii CD-1'y ]
sativus FeyZn
Pantoea agglomerans FF
Daucus Aumenta el peso seco
Rhizobium leguminosarum PEPV16 carota radicular y el contenido de N Flores-Félix et al. (2013)
yP
Lactuca Aumenta el peso seco de la
Rhizobium leguminosarum PEPV16 sativa parte aéreay el contenido de Flores-Félix et al. (2013)
NyP
. E ti A to el tenido de Na,
Pseudomonas aeuroginosa ruca sativa umento el contenido de a Baeshen (2016)
Mg, K, Cay Cl

Pseudomonas putida

Eruca sativa

Aumento el crecimiento de la
parte aéreay la absorcion de
Ni

Kamran et al. (2016)

Rhizobium leguminosarum E15y
Rhizobium radiobacter L5

Eruca sativa

Aumentaron el porcentaje de
germinacion, la longitud y el
peso seco de la parte aérea

de Souza et al. (2016)
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Tabla 2. Continuacion

— Eruca Aumento en el nimero de Rubio-Canalejas et al.
Rhizobium sp. ) , )
sativa raices secundarias (2016)
Pseudomonas putida, Azotobacter Ocimum Incrementan microelementos
chroococcum y Azospirillum basilicum . . Ordookhani et al. (2011)
. y actividades antioxidantes
lipoferum
Pseudomonades sp., Bacillus lentus Ocimum Incrementos en actividades Heidari and Golpayegani
y Azospirillum brasilense basilicum antioxidantes y clorofila (2012)
Pseudomonas monteilii CRC1, Ocimum Incrementan la produccién de
Cronobacter dublinensis CRC3 y basilicum aceite esencial y la biomasa Singh et al. (2013a)
Bacillus spp. AZHGF1 vegetal
Azophos: Azospirillium y Ocimum Aumentaron el crecimiento y
K t al. (2017
Phosphobacterium (1:1) basilicum el rendimiento umar et al. ( )
Streptomyces rochei CMJ571y S. Valerianella Aumentarfm Ia. ’tasa de Kunova et al. (2016)
anulatus CX14W locusta germinacién
. . Nasturti A t I idad .

Bacillus subtilis as‘u‘r um umen ar.on. a capacica Pignata et al. (2016)

officinale antioxidante

5. IMPORTANCIA DE LA APLICACION DE BIOINOCULANTES SEGUROS.

La preocupacién actual sobre la calidad de los alimentos y de la salud humana, ha
llevado a la busqueda de alternativas para sustituir los agroquimicos por productos bioldgicos.
Es por ello que es imprescindible identificar correctamente cada cepa utilizada como
bioinoculante. Los microorganismos que presentan uno o varios de los mecanismos ya
mencionados pueden directamente promover el crecimiento de la planta. No obstante,
aunque la rizosfera es una buena fuente de bacterias promotoras del crecimiento vegetal, es
también un reservorio de patégenos humanos, como por ejemplo las especies Burkholderia
cepacia, Pseudomonas aeruginosa y el género Acinetobacter, contienen cepas promotoras del
crecimiento vegetal, pero no deben ser utilizadas como biofertilizantes porque estas bacterias
pueden causar severas infecciones en humanos (Vial et al. 2011). Es por ello que es
fundamental y necesario conocer los efectos beneficiosos y perjudiciales de los
microorganismos antes de su uso como fertilizantes bioldgicos, a fin de utilizar sélo aquellas
cepas que son seguras para la salud humana, animal y vegetal.

Para evitar este potencial problema, son varias las técnicas empleadas en la
identificacion de microorganismos. Por un lado estdn los métodos fenotipicos, que
comprenden todos aquellos métodos que no estan dirigidos hacia el ADN o el ARN; por lo
tanto, también se incluyen las técnicas quimico-taxondmicas. Los métodos clasicos de analisis
fenotipicos constituyen la base para la descripcion formal de los taxones, de especies y
subespecies, hasta género y familia. Las caracteristicas fenotipicas clasicas de las bacterias
comprenden caracteristicas morfoldgicas, fisicas y bioquimicas; las cuales proporcionan
informacidn descriptiva que nos permite reconocer taxones (Vandamme et al. 1996).

Sin embargo, los mas utilizados comunmente para la identificacion bacteriana son los
métodos de recuperacién de la informacidon gendmica que se dirigen sobre todo hacia las
moléculas de ADN o ARN (Flanagan et al. 2007; Shokralla et al. 2012). De esta manera se puede
detectar la diversidad intraespecifica y son un apoyo fundamental a los analisis fenotipicos que
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tratan de revelar la diversidad de organismos con relacion proxima entre ellos (Vandamme et
al. 1996).

La ionizacion MALDI (desorcidn/ionizacion mediante laser asistida por Matriz),
acoplada a un analizador TOF (tiempo de vuelo), es un método eficaz para la identificacion
bacteriana. Actualmente, se utiliza principalmente en aislados de muestras clinicas (Belkum et
al. 2015; Nomura 2015), aunque también se utiliza con éxito para la identificaciéon de cepas
aisladas de otro tipo de muestras, como por ejemplo de diferentes partes de las plantas
(Ziegler et al. 2012; Stets et al. 2013; Veldzquez et al. 2016; Zaluga et al. 2011).

Para el estudio de comunidades bacterianas en ambientes naturales, también se
utilizan técnicas tanto independientes como dependientes de cultivo. Las técnicas
independientes de cultivo detectan e identifican microorganismos sin la necesidad de aislarlos,
cultivarlos, puesto que se realiza una extraccién directa de ADN o ARN total de los tejidos y/o
lugares de interés.

Por otro lado, la técnica dependiente de cultivo implica métodos tradicionales de
cultivo mediante el aislamiento de los microorganismos (Temmerman et al. 2004). Tian et al.
(2007) combinaron estos dos tipos de métodos, dependientes e independientes de cultivo,
para el estudio de la diversidad de endéfitos en raices y tallos de arroz.

En relacion a las técnicas que son independientes del cultivo de los microorganismos,
la metagendmica se ha convertido en una de las herramientas clave para el estudio de los
microorganismos (Simon and Daniel 2009). La metagendmica implica la extraccidn directa del
ADN gendmico de muestras ambientales y un andlisis posterior, con esta técnica se pude
estudiar la composicién de las comunidades microbianas y/o construir una biblioteca
metagendmica con diversos enfoques (Duan and Feng 2010). Diversos autores han utilizado
esta técnica para el estudio de las bacterias endéfitas de raices de arroz (Sessitsch et al. 2012),
de Aloe vera (Akinsanya et al. 2015) y de Solanum tuberosum (Nikolic et al. 2011), entre otros.

6. LA CONTRIBUCION DE LA SECUENCIACION DE GENOMAS
BACTERIANOS EN EL CONOCIMIENTO DE LOS FACTORES
IMPLICADOS EN LAS ASOCIACIONES MUTUALISTAS PLANTA-
MICROORGANISMO.

Fleischmann et al. (1995), secuencié por primera vez el genoma de una bacteria
Haemophilus influenzae mediante la técnica de secuenciacidn gendmica llamada Whole
Genome Shotgun (WGS). Desde entonces, la combinacion de la secuenciacion del genomay el
analisis bioinformatico de los datos nos ha permitido comprender como funcionan las
bacterias, su evolucién y la interaccion entre ellas, con sus huéspedes y con su entorno (Land
et al. 2015).

La secuenciacion gendmica de varias cepas de una misma especie o de especies
filogenéticamente cercanas también proporciona informacién sobre las relaciones evolutivas
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entre ellas. La disponibilidad de genomas completos y el desarrollo de grandes bases de datos
de secuencias, asi como de herramientas bioinformaticas para su analisis, han facilitado el
desarrollo de la gendmica comparativa. La gendmica comparativa aplicada al estudio de
genomas microbianos, por ejemplo en el caso de una cepa patégena y una no patégena del
mismo microorganismo, puede proporcionar datos importantes sobre los elementos genéticos
responsables de la infeccidn, asi como las posibles presiones evolutivas que pueden haber
influido en las diferencias entre dichas cepas (Guzman et al. 2008).

Ademads, el proceso de secuenciacién ha evolucionado considerablemente, ya que los
proyectos de secuenciacidn solian llevar afios y tenian costes elevados. Sin embargo, ahora se
puede completar el genoma en pocos dias y con un coste muy asequible. Las tecnologias de
secuenciacién han evolucionado de la siguiente manera (Figura 9).

La primera revolucion del secuenciado del genoma bacteriano se inicié con el Whole-
genome shotgun Sequencing, con proyectos dirigidos para secuenciar los genomas de
organismos modelo, como Escherichia coli y Bacillus subtilis (Burland et al., 1993; Glaser et al.,
1993).

Por otro lado, la segunda revolucién se denomind “Secuenciacion de alto rendimiento
o de nueva generacién” que venian acompafiados de nuevos enfoques bioinformaticos
(Metzker 2010). En este periodo, la llegada en 2007 del Analizador Gendmico de lllumina
(California, USA) marcd una verdadera revolucidn en la segunda revolucion gendmica, ya que
permitia que lecturas cortas llegasen a tener aplicaciones significativas en este campo. Esta
tecnologia se basa en la secuenciacién de terminacidon reversible de ciclo. Tras el
fraccionamiento del genoma se realiza una amplificacion clonal de los fragmentos sobre una
superficie sélida, creando grupos de fragmentos clonados. La secuenciacién de los millones de
fragmentos de ADN se realiza mediante sintesis empleando nucleétidos marcados que
contienen terminaciones reversibles, permitiendo que cada ciclo del proceso de secuenciacion
ocurra en presencia de los cuatro nucledtidos simultdneamente (Kozich et al. 2013). Debido a
su elevada precision y su bajo coste, esta tecnologia se aplica con éxito en secuenciacién de
genomas y de ARN, ensamblado y andlisis (Salipante et al. 2014). Lo que permitié la
secuenciacién en las universidades y laboratorios publicos (Loman and Pallen 2015).

Y por ultimo, la tercera revolucién fue la de la molécula unica, secuencia de larga
lectura. La primera tecnologia de lectura larga para lograr un uso generalizado fue la
secuenciacién en una sola molécula en tiempo real (SMRT) de Pacific Biosciences (Eid et al.
2009). Publicaciones recientes han demostrado que este enfoque, por si solo o combinado con
una secuencia de lectura corta, puede proporcionar ensamblajes de alta calidad (Bashir et al.,
2012; Chin et al., 2013).
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PRIMERA REVOLUCION SEGUNDA REVOLUCION TERCERA REVOLUCION
Genoma completo “shotgun” Secuenciador de alto rendimiento Secuenciador de una sola molécula

Hebra a secuenciar (]
I~ ]

2009%009%000%00%%0 .
— - — — / /\ \7\
.,",@"u iy

“shotgun” l
Y d | iy hi b

Secuenciacién Pac Bio SMRT

- Secuenciacion por sintesis

- Patrones de una sola molécula

- Baja precision pero longitud de lectura
cortas

Por ejemplo, Pac Bio RS
{Pacific Biosciences)

Secuenciador 454 IRR 1 it

- Secuenciador por sintesis ¢

- Amplificacion de patrones generados “in vitro”

- Alta precision fuera de los homopolimeros
pero longitud de lectura cortas

Ensamblaje l

ACGATCGATCGTCCATGCTAACACTCTGGCGTACTCTCGGGTC
Secuencia genémica

Por ejemplo, 454 GS FLX + (Roche)

Secuenciador Oxford Nanoporo

Secuenciacion Sanger “shotgun” s saicton llusii s
sciendaclon;liumina - Secuenciacién por nanoporo

~Secuenciacion;por/sintesls - Secuenciador por sintesis Patrones de una sola molécula
g v “: P ” . . » =
- Amplificacion de patrones generados “in vivo - Amplificacion de patrones generados “in vitro” BT oL ——
- Requiere un laborioso manejo del picado de - Alta precision pero longitudes de lectura cortas =Baa precision pero-longitud.ae:lectura

colonias y preparacion de plasmidos cortas

Por ejemplo, MinION
Por ejemplo, ABI secuenciador capilar Por ejemplo, Miseq (lllumina) {Oxford Nanoporo)

Fig. 9. Revoluciones tecnoldgicas ocurridas en los ultimos 20 afios en la secuenciacién de los genomas bacterianos.
Adaptada de Loman and Pallen (2015).

Diversos autores han analizado el genoma de PGPBs, para identificar los genes
implicados en sus potenciales actividades promotoras del crecimiento vegetal, como
Pseudomonas sp. (Shen et al. 2013; Liu et al. 2016), Bacillus sp.(Song et al. 2012; Wang et al.
2012), Paenibacillus polymyxa (Li et al. 2014) y Klebsiella sp. (Liu et al. 2016), entre otras. En
cuanto al andlisis de los genomas del género Rhizobium, las publicaciones se han centrado en
la fijacién de nitrégeno (Fauvart et al. 2011; Althabegoiti et al. 2012; Ormefio-Orrillo et al.
2012) y en estudios de taxonomia, como por ejemplo el estudio realizado por Lépez-Guerrero
et al. (2012), en el que utilizaron los genomas disponibles de cepas de rizobios para examinar
su posicién taxondmica y proponer una reclasificaciéon de algunas de ellas. Por otro lado,
Ormefio-Orrillo et al. (2015) utilizaron las secuencias de los genomas para reclasificar especies
que podrian pertenecer a géneros distintos, como es el caso de ciertos miembros de los
géneros Rhizobium y Agrobacterium.

El analisis sistemdatico de datos de genoma completo y la identificacién de genes que
contribuyen a la actividad beneficiosa de PGPR ayudard a nuestra comprension de los
mecanismos moleculares de muchas especies bacterianas y también ayudara al desarrollo de
multitud de aplicaciones. Varios ejemplos recientes pueden citarse como ejemplos de ello. En
este sentido, Gupta et al. (2014) secuenciaron el genoma de tres PGPR de coco, cacao y Areca
catechu identificando genes implicados en la tolerancia al choque térmico y al estrés abidtico,
entre otros. Oteino et al. (2015) estudiaron los genes responsables de la solubilizacion de
fosfato del genoma de tres cepas enddfitas con el fin de inocularlas en plantas de Pisum
sativum L. cultivadas en suelos limitados en fosfatos solubles, las cuales promovieron el
crecimiento de dichas plantas. En este mismo sentido, Kwak et al. (2015), secuenciaron el
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genoma de la cepa tipo de Pseudomonas rhizosphaerae, que posee genes implicados en
solubilizacidn de fosfato, entre otras capacidades PGPR, apuntando ademas su potencial como
biofertilizante multifuncional. Brown et al. (2012) estudiaron 40 cepas bacterianas
provenientes de la microbiota de Populus deltoides, estimando asi varios mecanismos
metabdlicos y moleculares responsables de las interacciones entre las raices de Populus y los
microorganismos. Santoyo et al. (2016) realizaron comparaciones entre genomas de bacterias
rizosféricas y enddfitas desvelando los genes involucrados en el estilo de vida endofitica de
dichas bacterias. Eastman et al. (2014) estudiaron los genomas de cuatro cepas de
Paenibacillus, para una futura aplicacién en ingenieria genética, en agricultura, en industria y
en medicina.

Ademads, diversos estudios muestran como el andlisis de los genomas de bacterias
PGPR revela que dichas cepas poseen genes codificantes para proteinas que pueden estar
implicadas en varios procesos, por ejemplo en la tolerancia a estreses abidticos como la sequia
(Zzhang et al. 2017), la supervivencia en suelos con alta salinidad (See-Too et al. 2016; Wang et
al. 2017) o concentraciones altas de metales pesados, afadiendo un potencial uso de la cepa
en cuestion en fitoremediacion (Liu et al. 2016; Crovadore et al. 2016) y en biocontrol de
enfermedades producidas por bacterias, como el fuego bacteriano producido por Erwinia
amylovora (Habibi et al. 2017), entre otras aplicaciones posibles.

Debida a la multitud de aplicaciones derivadas de la secuenciacion del genoma queda
patente el importante papel que podrian desempenar en el presente estudio.
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Objetivos

En los ultimos afios, hay una creciente necesidad por mejorar la comprensién de la
interaccion entre los microorganismos y las plantas, explorando los mecanismos de accién de
las bacterias rizosféricas y endofiticas, ya que este entorno se ha revelado como vasto y
complejo en cuanto a la diversidad que contiene. El estudio de la diversidad microbiana afecta
a multiples dmbitos de la sociedad incluidos aspectos ambientales, sanitarios o incluso
agricolas ya que muchas de estos microorganismos pueden estar involucrados en procesos de
promocién del desarrollo vegetal, pudiendo ser empleadas como biofertilizantes en
numerosos cultivos. Por tanto, el objetivo general de este trabajo es estudiar, desde el punto
de vista de la interaccién microorganismo-planta, la diversidad de bacterias endéfitas en raices
y tallos de maiz y seleccionar asi bacterias con capacidad para promover el crecimiento vegetal
del cultivo de maiz y de diferentes cultivos de horticolas al ser aplicadas como biofertilizantes.
Para cumplir con este objetivo, se han abordado los siguientes objetivos concretos:

1. Aislamiento de bacterias enddfitas a partir de raices y tallos de Zea mays y su posterior
caracterizacién fenotipica y genotipica.

2. Andlisis de la colonizacidn e infeccidn de las bacterias seleccionadas en raices de Zea
mays mediante microscopia de fluorescencia y confocal.

3. Secuenciacion, anotacion y analisis de genomas de las cepas seleccionadas.

4. Estudio in silico de la similitud de las proteinas CelC de las cepas de interés.

5. Obtencién de un transformante que sobreexprese la celulasa CelC y su posterior
estudio en la implicacidn tanto en la colonizacién e infeccion como en el desarrollo
vegetal de Zea mays.

6. Estudio y analisis de la promocién del crecimiento vegetal de las cepas seleccionadas
en el cultivo de Zea mays bajo condiciones de invernadero y ensayos de campo.

7. Estudio de la colonizacion y andlisis de la implicacién en la mejora de la produccién en
cultivos de Eruca sativa, Ocimum basilicum, Valerianella locusta y Nasturtium officinale
empleando cepas seleccionadas en este estudio.
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Materiales y Métodos

1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS EN EL ESTUDIO.

1.1 Recoleccion de muestras.

Los microorganismos utilizados en este estudio fueron aislados de raiz y tallo de
plantas de maiz (Zea mays L.), sembrado en un suelo de la localidad salmantina de Ciudad
Rodrigo, situada a 89 kildmetros al suroeste de la ciudad de Salamanca. Las plantas
muestreadas no presentaban, a simple vista, sintomas de enfermedad tales como clorosis,
manchas en las hojas u otros tipos de lesiones causadas por patdgenos. Todas las plantas
fueron desenterradas en el campo y transportadas al laboratorio, donde fueron procesadas en
menos de 48 horas para el aislamiento de bacterias endéfitas.

1.2 Aislamiento de cepas.

Las raices y tallos se lavaron con agua estéril para eliminar los restos de suelo que
pudieran quedar. A continuacién, se cortaron pequenos trozos de raices y tallos de unos 5 mm
de longitud, que se trataron en tubos tipo Eppendorf® con etanol al 70% durante dos minutos,
posteriormente se introdujeron en una solucién de lejia comercial al 20% (1% de cloro activo)
durante 10 minutos y por ultimo de nuevo en etanol al 70% durante dos minutos. Después, se
realizaron cuatro lavados con agua estéril para eliminar los restos de etanol y lejia. Acto
seguido, se trituraron las raices y tallos con ayuda de una varilla de cristal estéril, con la cual se
sembro el triturado en placas Petri con medio de cultivo YMA (Vincent 1970) (Tabla 3). Las
placas sembradas se cultivaron a 28°C durante siete dias, en los que se produjo el crecimiento
de colonias procedentes del interior de las raices y tallos. A partir de las colonias formadas, se
realizaron aislamientos por agotamiento en estria hasta obtener cultivos puros que se
sembraron en el mismo medio y a la misma temperatura.

Tabla 3. Composicion del medio Yeast Manitol Agar (YMA).

I
Manitol (Fluka®) 7¢
K2HPO4 (Panreac®) 02g
MgS0,:7H,0 (Panreac®) Og
Extracto de levadura (Difco®) 2g
Agar (Conda®) 15¢g
Agua destilada 1L
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1.3 Mantenimiento y conservacion de cepas.

El mantenimiento de las cepas para su uso rutinario se realizdé en placas de su medio
correspondiente, conservandolas a una temperatura de 4°C. Su conservacion a largo plazo se
realizd por congelacién temperatura de -80°C, utilizando una solucién crioprotectora de
glicerol al 50%, que se repartidé en criotubos (500ul) y se esterilizd en autoclave.
Posteriormente, a partir de los cultivos crecidos en medio YMA durante 5 dias a 28°C, se
prepararon suspensiones celulares de cada una de los aislados en agua estéril, afadiendo
500ul de la suspension por criotubo de glicerol. Cada una de las cepas se preservd en tres
criotubos.

2. CARACTERIZACION DE LOS AISLADOS.
2.1 Caracterizacion fenotipica.

2.1.1 Morfologia.
Las caracteristicas morfoldgicas, la pigmentacion y el crecimiento de las colonias
fueron observadas directamente sobre placas de YMA y se realizaron fotos en la lupa
estereoscopica.

2.1.2 pH.
Para medir la tolerancia a diferentes pH de las cepas, se utilizé como base el medio
TSA (Tryptic Soy Agar, Difco®), salvo aquellas cepas con morfologia similar a especies del
género Rhizobium, las cuales se sembraron en medio YMA. Los medios utilizados se ajustaron
a distintos pH (4, 5, 7 y 9) empleando tampones adecuados (KH,PO4 1M para pH acidos y KOH
1M para pH basicos). Todos fueron medidos con un medidor de pH.

2.1.3 Temperatura.
Para estudiar la tolerancia a temperaturas, placas de TSA e YMA fueron sembradas con
las cepas de estudio e incubadas a 4, 10, 28, 37 y 502C.

2.1.4 Salinidad
El estudio de la capacidad de tolerancia de las cepas aisladas a la salinidad en se
realizaron en placas de TSA e YMA al que se le afiadieron distintas concentraciones de cloruro
sodico: 0.5,1,2y5 %.

2.1.5 Resistencia a antibidticos.

Para evaluar la resistencia o sensibilidad de los aislados a distintos antibidticos, todas
las cepas fueron inoculadas en placas de TSA e YMA suplementadas con diferentes
concentraciones de antibiéticos conocidos (Tabla 4). Previamente, se elaboraron soluciones
stock en agua destilada de cada uno, a una concentracion de 20mg/ml y se esterilizaron por
filtracion (filtros de 0.22um), a excepcidn de la tetraciclina, cuya solucidn de stock se preparé a
1 mg/ml en una mezcla 1:1 de etanol:agua destilada esterilizada.
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Tabla 4. Concentracién de antibioticos utilizados para suplementar los medios de cultivo.

Tetraciclina Tc5 5 pg/ml
Tetraciclina Tcl0 10 pg/ml
Kanamicina Km20 20 pg/ml
Kanamicina Km50 50 pg/ml
Kanamicina Km100 100 pg/ml
Kanamicina Km200 200 pg/ml
Ampicilina Amp200 200 pg/ml
Gentamicina Gm10 10 pg/ml
Gentamicina Gm50 50 pg/ml
Apramicina Apra50 50 pg/ml
Streptomicina Sm50 50 pg/ml
Streptomicina Sm200 200 pg/ml
Spectinomicina Spt50 50 pg/ml
Spectinomicina Spt200 200 pg/ml
Trimetroprima Trim10 10 pg/ml

*Todos los antibidticos son de la casa comercial Sigma.

2.1.6 Caracterizacion de los aislados por métodos enzimaticos.

Para la deteccidn de actividades enzimaticas se utilizaron 32 sustratos cromogénicos
derivados del P-Nitrofenol (PNP; Acetato, N-Hidroxisuccinimida, N-Acetil-B-D-Galactosamina,
N-Acetil-B-D-Glucosamina, a-L-Arabinopirandsido, B-L- L-Arabinopirandsido, B-D-Celobidsido,
Fenilalalina, Fosfato (pH.5), Fosfato (pH.7), Fosfato (pH.8,5), Bis-Fosfato (pH.7), Bis-Fosfato
(pH.8,5), Nitrofenil-fosforicolina, a-L-Fucopirandsido, B-D-Fucopiranésido, a-D-
Galactopirandsido, B-D- Galactopirandsido, B-D-Galacturonido, a-D-Glucopirandsido, B-D-
Glucopirandsido, B-D-Glucurdnido, B-D-Lactdsido, a-D-Maltésido, B-D-Maltésido, a-D-
Manopiranésido,  B-D-Manopirandsido,  a-L-Ramnopiranésido,  Sulfato, Tio  B-D-
glucopiranésido, a-D-Xilopirandsido, B-D-Xilopirandsido) todos ellos de la casa comercial
Sigma-Aldrich. La prueba se lleva a cabo sobre placas multipocillo en las que se depositaron
50ul de una suspensidn de cada sustrato al 0.1% (p/p).

Las cepas se sembraron en medio Bergensen (Bergersen 1961) con modificaciones
(Tabla 5) durante 7 dias a 28°C.

Tabla 5. Composicidon del medio Bergensen, modificado.

Na;HPO, (Panreac®) 02g
MgS0..7H,0 (Panreac®) 02g
NaCl (Panreac®) 01g
Agar (Conda®) 20.0¢g
Agua destilada 1L

*Ajustar a pH 7,0 y autoclavar.

39



Materiales y Métodos

La incubacion de la prueba se lleva a cabo tras afadir 100ul de una suspension del
microorganismo (D.0.630nm=0.5) durante 24-48 horas a 28°C. El revelado de la misma se basé
en la aparicién de la coloracién amarilla en medio basico, tras la adiccion de 100 ul de Na,COs
4%, detectandose de este modo la hidrdlisis del sustrato.

La preparacion de los sustratos cromogénicos se llevd a cabo resuspendiéndolos en
tampdn fosfato 0.2M a pH=7.0, excepto los que requieren pH=8.5 que se resuspendieron en
tampon Tris-HCl 0.2M vy los que requieren pH=5.0 que se resuspendieron en tampdn acetato
0.2M. Los sustratos ya disueltos han de conservarse a -20 °C.

2.1.7 Determinacion cualitativa de la produccién de celulosa.

La capacidad para producir celulosa fue evaluada utilizando el medio de cultivo YMA
convencional con 25mg/I de rojo congo. Este compuesto es capaz de unirse a polimeros de
1,4-B glucosa, por lo que es comunmente utilizado para la deteccién de celulosa (Mateos et al.
1995). Sobre la superficie del medio se depositaron 5 pl de una suspension bacteriana,
incubando las placas durante 3 dias a 28°C.

2.1.8 Determinacion de la formacion de biofilms en placas de

microtitulacion de poliestireno.
Estos ensayos se llevaron a cabo segun Fujishige et al. (2006), con algunas
modificaciones.

1. Se prepara un pre-inéculo incubando la cepa a 28 °C con agitaciéon orbital a 180 rpm,
durante 2-3 dias o hasta una densidad éptica (DO) a 600 nm de 2,0.

2. Se centrifuga el pre-indculo a 3500 rpm durante 20 minutos, se elimina el
sobrenadante y se resuspende en 4 ml de medio YMB.

3. Ladensidad 6ptica a 600 nm debe de ser de 0,2.

4. Cada una de las cepas se inoculara con 100 pl al menos en 6 pocillos de placas de PVC
(Falcon, 3911, Dickinson Becton, Franklin Lakes, Nueva York) previamente
esterilizadas. Adicionalmente, se dejaran pocillos con YMB sin inocular como control.

5. Realizaremos las placas por triplicado ya que realizaremos tres lecturas, en dias
consecutivos, a las 24, 48 y 72 horas, incubando las placas a 28°C estaticamente.

6. Pasado el tiempo de incubacidn, se voltean las placas con un golpe seco para eliminar
el contenido de los pocillos.

7. Después, mediante la ayuda de una pipeta multicanal, se agregan 100 pl de una
solucién de cristal violeta al 0.3% (Sigma®) y se incuban durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

8. Se realizan 3 lavados consecutivos de 5 minutos con 200 pl de agua destilada,

9. Se deja secar durante una hora en la campana de flujo laminar.

10. Después, se afiaden 100 pl de una solucién de etanol:acetona en una proporcion 4:1,
se homogeneiza y se incuba durante 15 minutos.

11. Por ultimo, se cuantifica mediante medicién de la absorbancia a 570 nm en un lector
de placas ASYS (Biochrom, Reino Unido).
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2.2 Caracteristicas PGPR.

2.2.1 Produccion de sideréforos.
La capacidad de producir siderdforos se evalué utilizando el medio de cultivo M9-CAS-
Agar (Schwyn and Neilands 1987), realizando una modificacidn que consiste en la adicion de
un disolvente cationico, HDTMA, que estabiliza el complejo Fe-CAS y le da un color azul
caracteristico (Alexander and Zuberer 1991). Finalmente, observaremos halos de diferentes
tamafios y tonalidades. Este medio se prepara partiendo de cuatro soluciones diferentes,
esterilizadas de forma individual y mezcladas posteriormente en orden.

Solucién 1

1. Se mezclan 10 ml de FeCl;:6H,0 1 mM (disueltos en HCl 10 mM), con una solucion
acuosa de 50 ml de CAS (Chromeazurol S) (1.21 mg ml?) obteniendo una solucién
acuosa de intenso color purpura.

2. Posteriormente, se mezcla con 40 ml de una solucion acuosa de HDTMA (1.82 mg ml’
1). La solucidn resultante tendrd un color azul marino denso, y se autoclava
independiente del resto.

3. La solucidn se mezclara con las restantes cuando su temperatura haya bajado hasta
unos 50°C.

Solucion 2

En primer lugar obtenemos una solucién salina mezclando KH,PO4, NaCl, NH4Cl y H,0,
después anadimos PIPES (piperazina-N, N'-bis [dcido 2- ethanesulfonico]) a la solucién y
ajustamos el pH a 6.8 (Tabla 6).

Tabla 6. Solucion 2 de la preparacién del medio M9-CAS-Agar.

PIPES (Sigma®) 30.24 ¢
KH,PO4 (Panreac®) 03g
NaCl (Panreac®) 05g
NH,4Cl (Panreac®) 1.0g
Agar (Conda®) 15g
H,0 destilada 750 ml

Solucién 3

Para obtener esta solucién se disuelven en 70 ml de H,0 destilada los compuestos
detallados en la Tabla 7.
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Tabla 7. Solucién 3 de la preparacién del medio M9-CAS-Agar.

|

Sacarosa (Panreac®) 20¢g
Manitol (Fluka®) 20¢g
MgS0,:7H,0 (Panreac®) 493.0 mg
CaCl; (Codex®) 11.0 mg
MnSQ4-H,0 (Panreac®) 1.17 mg
HsBOs (Panreac®) 1.4 mg
CuS04-5H,0 (Panreac®) 0.04 mg
ZnS0,4-7H,0 (Panreac®) 1.2mg
Na;Mo0,-2H,0 (Panreac®) 1.0 mg
H,0 destilada 70 ml
Solucion 4

La solucidn 4 es una disolucién de 30 ml de cas-aminoacidos (proveniente de la
degradacion parcial de caseina) al 10% w/v esterilizada mediante filtracion por una membrana
de 0,22 um (Millipore®, Amicon, EEUU).

Una vez preparadas todas las soluciones, se esterilizan en autoclave, mezclandolas
posteriormente cuando adquieran una temperatura de 50°C, siendo la solucién 4 la dltima en
ser afiadida.

De esta manera, tenemos el medio M9-CAS-agar preparado. En las placas preparadas
con este medio sembramos las cepas y se incuban durante un minimo de 3 dias a 28°C. Las
placas pueden observarse a distintos tiempos para ver la evolucidon en la produccion de
sideréforos.

2.2.2 Solubilizacion de fosfato.
La capacidad para solubilizar fosfatos fue evaluada en el medio YED-P (Peix et al.
2004). Los aislados se inocularon en placas de YED-P (Tabla 8) y se incubaron a 28°C durante 3-
4 dias. Transcurrido el tiempo de incubacién se observd la presencia o ausencia de halos de
solubilizacidn en cada una de las placas.

Tabla 8. Composicion del medio YED-P.

Extracto de levadura (Difco®) 5g
Glucosa (Panreac®) 10g
Cas3(P04)2 (Panreac®) 2g
Agar (Conda®) 20g
Agua destilada 1L

42



2.2.3 Produccion de acido indol-acético.

Materiales y Métodos

La determinacién de la capacidad de las diferentes cepas para producir acido indol-
acético (AlA) y derivados inddlicos fue evaluada utilizando el medio JMM (Graham et al., 1989)
modificado para determinar que ruta metabdlica utilizan estos microorganismos para la

produccién de AlA.

Las cepas se sembraron en medio solido YMA vy se incubaron durante 5 dias a 28°C.
Transcurrido este tiempo se realizaron soluciones con los cultivos en agua destilada estéril a
una densidad de 1-10° UFC/ml. Con 100 pl de estas diluciones inoculamos el medio JMM

modificado.

La preparacion del medio JMM modificado fue la siguiente:

Se prepara una solucién base o medio JMM base (Tabla 9), la cual es autoclavada,
exceptudandose la solucién de vitaminas, que se afiade después del proceso. Para la
preparacion de la solucidn de vitaminas, todas ellas se disolvieron en Na,HPO,0,05M (pH 7,0)
y se esterilizaron por filtracién empleando filtros de un tamafio de poro de 22um (Millipore®,

Amicon, EEUU). La marca comercial de todas las vitaminas es Fluka®.

Tabla 9. Composicidn del medio JMM base.

Medio JMM base C+(Con fuente de C- (Sin fuente de
nitrégeno) nitrégeno)

K2HPO, (Panreac®) 0.006 g 0.006 g
MgS0,:7H,0 (Panreac®) 0.004 g 0.004 g
NaCl (Panreac®) 0.002 g 0.002 g
NH4NO;5 (Sigma®) 0.02g -
Glucosa (Panreac®) 0.04g 0.04g
Manitol (Fluca®) 0.08g 0.08g
Piruvato sddico (Sigma®) 0.08g 0.08g
Elementos traza (Tabla 11) 2 ul 2 ul
Solucién de vitaminas (Tabla 10) 8 ul 8 ul
H,0 destilada 10 ml 10 ml

Tabla 10. Composicion de la solucion de vitaminas.

Riboflavina 20.0 mg
Acido P-amino benzoico 20.0 mg
Acido nicotinico 20.0 mg
Biotina 20.0mg
Tiamina-HCl 20.0 mg
Piridoxina-HClI 20.0 mg
Pantotenato cdlcico 20.0 mg
Inositol 120.0 mg
Tampodn fosfato sédico 0,05M pH7 1L

*Todas las vitaminas son de la casa comercial Fluka. Disolver en tampén Na,HPO4 0,05M pH7 y esterilizar por

filtracién. Es conveniente realizar una solucién stock al menos 20 veces concentrada.
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Tabla 11. Composicion solucién de elementos traza.

H3BO3 145.0 mg
FeSO4-H,0 125.0 mg
CoCly-6H,0 59.0 mg
CuS04-5H,0 5.0 mg
MnClz-4H,0 4.3 mg
ZnS0,4-7H,0 108.0 mg
Na;Mo004.7H,0 125.0 mg

*Todos los elementos traza son de la casa comercial Panreac.

La produccion de AIA por las cepas aisladas fue evaluada en medio con triptona,
inductor de la produccidn de AIA debido a su alto contenido de triptdfano, precursor de este
metabolito. Para ello se afiadid triptdéfano a una concentracion de 0.167 g/l.

Repartimos 2 ml de cada una de las soluciones ya finalizadas, es decir, con glutamato o
triptofano, en viales para facilitar la inoculacién.

Una vez inoculados con las diferentes cepas, cada uno de los medios finales se
incubaron a 28°C durante 72 horas en oscuridad. Transcurrido este tiempo, se recogié el
sobrenadante separandolo mediante centrifugado. Se anadié 500 ul de agente Salkowski al
sobrenadante, en proporcién 2:1 (sobrenadante: agente Salkowski).

*Agente Salkowski: 2 ml de FeCl; 0.5M+98 ml de HCIO4 al 35% (Gordon and Weber
1951).

En los medios donde existia produccidn de acido indolacético se produjo una reaccion
colorimétrica, los cuales se tornaron de color rosado o rojizo una vez anadido el agente
Salkowski. Esta reaccion se cuantific6 mediante espectrometria utilizando un
espectrofotometro de absorcion ATl Unicam 8625 (Mattson®, EEUU) a una longitud de onda
de 550 nm.

La cantidad de acido indol acético producida por cada cepa, se determina utilizando la
recta de regresion obtenida (Figura 10) a partir de una recta patréon estandar (Tabla 12).
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Tabla 12. Recta patron estandar: medida de la concentracion en funcion de la absorbancia.

Concentracion mg/L Abs 550 nm

0,15 :
0,075 01205
- 0,102
= 0,043
0,009375 0,035
0,004688 0,014
0,002344 0,012
0,001172 0,007
0,000586 0,006
0,000293 0,006
0,000147 0,005
0 0
‘. y=2,4637x + 0,0053
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Fig. 10. Grafico estandar para obtener la concentracion de AlA producida por las cepas. Donde la X es la absorbancia
en la recta de regresion.

2.2.4 Estudios antibiosis in vitro.
El objetivo de este estudio fue determinar si alguna de nuestras cepas producia
antibidticos que inhibieran in vitro el crecimiento de hongos y bacterias fitopatdégenas de
interés.

Las cepas de hongos y bacterias utilizadas fueron cedidas por el Dr. José Luis Palomo
en el Centro de Diagndstico Bioldgico de la Junta de Castilla y Ledn en Aldearrubia
(Salamanca). Todas las cepas utilizadas son patdgenos vegetales de cuarentena, elegidos por
su importancia en los cultivos de la peninsula. Las bacterias y hongos utilizados en este estudio
aparecen en las tablas 13 y 14.
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Tabla 13. Bacterias utilizadas en los ensayos de antibiosis.

ORGANISMO

Erwinia amylovora

HOSPEDADOR

Pyrus communis

Pectobacterium carotovorum sp. carotovorum

Daucus carota

Pectobacterium chrysanthemi

Solanum tuberosum

Pseudomonas syringae pv. pisi

Pisum sativum

Pseudomonas syringae pv. syringae

Pyrus communis

Ralstonia solanacearum

Solanum tuberosum

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

Pisum sativum

Pectobacterium atrosepticum

Solanum tuberosum

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

Phaseolus vulgaris

Tabla 14. Hongos utilizados en los ensayos de antibiosis.

ORGANISMO

Diplodia seriata

HOSPEDADOR

Olivo, vid

Monilinia laxa

Frutas de hueso

Monilinia fructigena Frutas de hueso
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici Tomate
Fusarium pseudograminearum Trigo

Rhizoctonia solani

Patata, arroz, maiz

en una Unica estria central, se incubd a 28°C.

Una semana previa al ensayo se sembré la cepa de Streptomyces, en medio YEDP

Pasados 7 dias, se sembraron las bacterias patdgenas mediante una estria

perpendicular a la estria de nuestra cepa, posteriormente se incubaron a 28°C.

estudio, posteriormente se incubaron a 28°C.

Los hongos se sembraron mediante plugs a ambos lados de la estria de la cepa de

En ambos casos se mantuvieron en estas condiciones durante 6 dias mas, realizando

sucesivas observaciones.

2.3 Caracterizacion adicional para la identi

ficacion de la nueva especie.

2.3.1 Determinacion del contenido en G+C.
El calculo del porcentaje de G+C de las cepas de este estudio se realizé6 empleando el

método de fusidon (Mandel and Marmur 1968).

El fundamento de este método se basa en el fendmeno de hipercromicidad que se

observa en el DNA cuando se desnaturaliza y que es facilmente observable por los cambios en

la absorcion de luz U.V. a 260 nm.
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La desnaturalizacion se produce al elevar la temperatura de la muestra de DNA, de
forma que los puentes de hidrégeno que mantienen la doble hélice se rompen. Este proceso es
denominado fusién. El punto de mdaxima absorbancia a 260 nm nos da la temperatura de
fusidon (Tm), que es directamente proporcional al porcentaje molar de G+C, puesto que las
uniones GC se mantienen por 3 puentes de hidrégeno, mientras que las de A-T estan formadas
por dobles enlaces y son mas faciles de separar.

La determinacién de las absorbancias a 260 nm se llevd a cabo en un
espectrofotometro de luz U.V. modelo Gene Quant, de Pharmacia Biotech® (EEUU). EI DNA de
cada cepa se disolvié en tampdn SSC 1x, con una relacion DNA: SSC de 1:9.

Como referencia, se determind la absorbancia del SSC (Tabla 15) a una temperatura de
50 °C. La absorbancia de las muestras a la misma longitud de onda se midié desde 50 °C hasta
80 °C en intervalos de 5 °C y, posteriormente, en intervalos de 1 °C hasta los 98 °C. La férmula
que relaciona el porcentaje de G+Cy la Tm (Temperatura de melting) es la siguiente:
%G + C =K+ (Tm — 69.3) * 2.44

Tabla 15. Composicion del tampdn SSC.

|

NaCl (Fluka®) 3.0M 8,77 g
Na-citrato pH 7.0 03 M 441g
Agua destilada 1L

2.3.2 Pruebas bioquimicas utilizando sistemas comerciales.

Segun lo descrito por Lorite et al. (2016), para identificar las caracteristicas bioquimicas
de la nueva especie, se utilizaron las galerias comerciales APl ID32GN y APl 20NE
(Biomerieux®) segun las especificaciones del fabricante, con una modificacidn, que fue afiadir a
la suspension del indculo MgS047H,0 estéril hasta una concentracion final de 0.2g/l, con el fin
de un crecimiento dptimo para la cepa de Rhizobium. Se incuban a 28°C durante 3 dias. En el
API ID32GN, se observan los resultados directamente por turbidez. En cambio, en el APl 20NE,
se tienen que revelar con NIT1 y NIT2.

2.3.3 Antibiograma.
Se realizd un antibiograma con el fin de determinar la resistencia de la nueva especie
descrita a varios antibiéticos de distintas concentraciones embebidos en discos de celulosa
(Oxoid®).

1. En placas de YMA se extendio por toda la placa, con hisopos estériles, una pequefia
cantidad de células de cada uno de los aislados, tanto nuestro aislado como las cepas
tipo de referencia.

2. A continuacidn, se colocan en condiciones asépticas discos conteniendo diferentes
tipos y concentraciones de antibidticos (Tabla 16).
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Tabla 16. Antibidticos y concentraciones empleados en el antibiograma.

Tetraciclina (TE30) 30 ug
Polimixina B (PB300) 300 U.I.
Cefuroxima (CXM30) 30 ug
Gentamicina (GM10) 10 pg
Eritromicina (E2) 2ug
Ciprofloxacina (CiP5) 5ug
Ampcilina (AM2) 2ug
Cloxaciclina (CX1) 1ug
Neomicina (N30) 30 ug
Penicilina (P10) 10 U.L.

3. Incubamos las placas a 282C durante 4 dias.
Observamos los halos que aparecen rodeando a los discos y anotamos los que son
positivos (no se observa crecimiento del microorganismo alrededor del disco),
negativos (existe crecimiento del microorganismo alrededor del disco) o débiles (el
efecto inhibidor del halo es escaso).

3. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.
3.1 Caracterizacion genotipica.

3.1.1 Extraccion de DNA.

3.1.1.1 Extraccion de DNA total para secuenciacion del genoma.

Para obtener un DNA puro de las cepas enviadas a secuenciar el genoma se utilizaron
los siguientes kits “UltraClean®Microbial DNA Isolation Kit” (Mobio) y el kit “ZR
Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo Research) y se llevaron a cabo segun sus respectivas
especificaciones, cuantificdndose en ambos casos en el Nanodrop (Bionova) y guardandolos
para su conservacion a -20°C.

3.1.1.2 Extraccion de DNA total.

Con el fin de extraer DNA, las cepas se cultivaron en medio de cultivo YMA vy tras 48
horas creciendo a 28°C. Se utilizd para ello un KIT “REDEXtract-N-Amp Plant PCR Kit” de
Sigma®. Una vez crecidas, se recogieron células en un tubo tipo Eppendorf® y se afiadieron 100
pl de la solucion de extraccién y se resuspendieron las células mediante un vortex. A
continuacién, se incubaron los tubos a 95°C durante 10 minutos para provocar la lisis celular.
Después, se afiadieron 100 pl de la solucién de dilucidn y se centrifugaron a 6.000 rpm durante
4 minutos en una centrifuga de mesa Sorvall Legend MICRO17. Se recogieron 100 pl superiores
y se guardan a -20°C para su posterior uso.
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3.1.2 Amplificacion de DNA.

Para realizar la amplificacion de DNA se realiz6 empleando el Kit citado en el apartado
anterior que contiene un cdctel que incluye buffer, sales, los nucleétidos (dNTP's) y la Taq
polimerasa (REDEXtract-N-Amp PCR ReadyMix). EI PCRMix contiene un colorante de
seguimiento inerte que permite la carga directa de las reacciones de PCR sobre los geles de
agarosa. Para la amplificacion del gen 16S rRNA, se utilizaron los primers 27F y 1522R (Tabla
20).

Por otra parte, la amplificacién de los genes recA y atpD se llevaron a cabo con los
siguientes pares de primers, recA-Rh-4R y recA-Rh-1F disefados a partir de la secuencia del
gen recA Rhizobium leguminosarum VF39 (X59956); y atpD-Rh-3R y atpD-Rh-1F, a partir de la
secuencia del gen atpD de Rhodobacter capsulatus B100 (X99599) (Tabla 20).

Los reactivos y concentraciones se muestran en la tabla 17 y condiciones de
amplificacion en la tabla 19.

Tabla 17. Reactivos utilizados en la PCR para la amplificacidon de genes.

Reactivos Volumen afiadido

|

REDEXtract-N-Amp PCR ReadyMix 15 ul
Primer F (2 uM) 2.5 ul
Primer R (2 uM) 2.5 ul
H,0 estéril mili Q 3ul
DNA 2 ul
3.1.2.1 Obtencidn de perfiles RAPD.

La obtencion de perfiles de RAPD, se realizd una amplificacion del DNA utilizando el
primer M13 (Tabla 20), disefiado a partir de la region central del fago del mismo nombre
(Schonian et al. 1993). Los reactivos empleados se muestran en la tabla 18 y las condiciones de
PCR en la tabla 19. Los productos de PCR se sometieron a electroforesis, bajo las condiciones
descritas en el siguiente apartado, para separar las diferentes bandas amplificadas y obtener
los perfiles de RAPD.

Tabla 18. Reactivos utilizados en la PCR para la amplificacion para el anélisis de perfiles RAPD.

Reactivos Volumen afiadido ‘

REDEXtract-N-Amp PCR ReadyMix 12.5 pl
M13 (20 uM) 2.5 ul
H,0 estéril mili Q 8 ul
DNA 2 ul

49



Materiales y Métodos

Tabla 19. Condiciones de amplificacién de DNA para el analisis de los perfiles RAPD y amplificacién de genes.

Predesnaturalizaciéon 95 °C 94 °C 95°C
Desnaturalizacidn " 95°C 1 95°C i 94 °C i
Anillamiento -T; 45 °C 1 45 °C i 54 °C 1’10”
Extension A 72°C 2 72°C 2 72°C i
Extensidn final 72°C 7 72°C 10’ 72°C 7
4°C oo 4°C oo 4°C oo

3.1.3 Electroforesis.

Las electroforesis se realizaron en geles de agarosa al 1% cuando el objetivo fue cortar
bandas de DNA para secuenciar un fragmento amplificado y al 1,5% cuando se analizaron los
perfiles de RAPD. Tanto para la preparacion de estos, como para la electroforesis se utilizé TAE
1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1mM, pH 8,0, Millipore). A continuacién, afiadimos bromuro de
etidio (Promega) a una concentracidon final de 0.5ug/ml, colocar el peine adecuado y dejar
solidificar. Cargamos la reaccién de PCR y ponemos un marcador (GeneRuler® 100bp/1Kb).
Para uso rutinario se ponian a 70mV durante 90 minutos. Por ultimo, se observaron con luz
U.V.y se fotografiaron, utilizando el equipo Gel Doc 2000 (Bio-Rad®, EEUU).

3.1.4 Secuenciacion del gen ribosomico 16S.

Los productos de PCR obtenidos fueron sometidos a electroforesis. Una vez
identificada la banda de interés en cada caso, ésta fue cortada y purificada utilizando el Kit
“GenelET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit” (ThermoScientific). La secuenciacion se
realizd en el servicio de secuenciacion de DNA de Nucleus, utilizando el kit “Dye Terminador
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” y utilizando un equipo de secuenciacion ABI PRISM
(Applied Biosystem®, EEUU). Para completar la secuenciacion del gen 16S rRNA, se requirieron
en ocasiones primers adicionales (SR2, SR3, SR4, 800R, 879R) (Tabla 20).
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Tabla 20. Secuencias de los primers utilizados a lo largo de este trabajo.

Primers Secuencia ‘

M13 5'-GAGGGTGGCGGTTCT- 3’
SR2 5’-GWATTACCGCGGCKGCTG- 3’
SR3 5-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT- 3’
SR4 5'-GGGTTGCGCTCGTTG- 3’
27F 5-AGAGTTTGATCCTGGTCAG- 3’
800R 5’-TACCAGGGTATCTAATCC- 3’
879F 5’-GCCTGGGGAGTACGGCCGCA- 3’
1522R 5'-AAGGAGGTGATCCANCCRCA- 3’
recA-Rh-1F 5’-CGKCTSGTAGAGGAYAAATCGGTGGA- 3’
recA-Rh-4R 5’-CGRATCTGGTTGATGAAGATCACCAT- 3’
atpD-Rh-1F 5’-SCTGGGSCGYATCMTGAACGT- 3’
atpD-Rh-3R 5’-GCCGACACTTCCGAACCNGCCTG- 3’
CelCexF 5’-TCGCCGCCAACTGGCTGTC- 3’
C2R 5’-CACAGACACTCCGGATGC- 3’

3.14.1 Analisis de las secuencias de DNA.

Para editar los fragmentos generados, se utilizd el programa BioEdit y para el
ensamblaje de las secuencias de una misma cepa se utilizd el programa Seqman (DNAStar
Software). Estas secuencias también se compararon con las secuencias del 16S de las cepas
tipo de cada especie, utilizando el servidor EzBioCloud (http://www.ezbiocloud.net/; Yoon et
al. 2017).

3.1.5 Secuenciacidn y analisis de los genomas.
La secuenciacion se llevé cabo en la plataforma Illumina Miseq (2x250pb). Las
secuencias fueron ensambladas mediante Velvet 1.2.10 y la anotacién fue llevada a cabo
utilizando el programa RAST 4.0

3.2Clonajes y fragmentos de interés.

En este trabajo se utilizaron técnicas de clonacidn cldsica que envuelven el uso de
plasmidos, vectores de clonaje, primers y enzimas de restriccion. Estos plasmidos y/o vectores
contienen un gen de resistencia a un antibiético y un lugar de clonacidn multiple “multicloning
site, MICS” en el que cortan las enzimas de restriccién. Este MCS esta localizado dentro del
operon lacZ, que permite la identificacion de colonias portadoras del inserto.

Los plasmidos utilizados para la clonacién de fragmentos de DNA y obtencién de los
transformantes que se presentan en este trabajo se detallan a continuacién (Tabla 21). El
plasmido pBBR1-MCS-2 (Kovach et al. 1994) es un plasmido “mid-copy number”, de amplio
rango de hospedador y estable en rhizobia (Figura 11). Pertenece a una serie de plasmidos con
distintas resistencias a antibidticos que derivan del pBBR1-MCS. En particular, éste tiene
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resistencia a Kanamicina. Fue facilitado por la Dra. Clarisse Brigido del Instituto de Ciéncias
Agrarias e Ambientdis Mediterranicas (ICAAM-Uévora, Portugal).

ORFs:
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Fig. 11 Plasmido pBBR1-MCS-2 (Kovach et al. 1994), donde se detalla el lugar de corte de las principales enzimas de
restriccion.

Tabla 21. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido ‘ Caracteristicas Referencias

pHC60 Derivado de pHC41. Expresa constitutivamente (Cheng and Walker 1998)
una gfp. Tc*°

pRK2013 Plasmido movilizador con replicén ColE1 y genes (Figurski and Helinski 1979)
tra y mob. Km>°

PRK600 Derivado de pRK2013 con FT Nm::Tn9. CmF (Finan et al. 1985)

pJZC2 celC insertado entre los sitios Xho! y Sall de (Robledo et al. 2011)
pBBR1-MCS-2. Km®°. (Figura 12)

pBBR1-MCS-2 Plasmido “mid-copy number”, estable en (Kovach et al. 1994)
Rhizobium. Km>

pTST101- El promotor que utiliza es ermE*PhiC31. Apra®° (Heichlinger and Ammelburg

Mcherry 2011)
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Fig. 12. Plasmido pJzc2 con CelC2 insertado entre los sitios Xhol y Sall de pBBR1-MCS-2.Km50 (Robledo et al. 2011).

3.3 Transformacion de bacterias.

3.3.1 Transformacion bi-triparental de Rhizobium.

La transferencia de los plasmidos de interés utilizados en este estudio a cepas de
Rhizobium se realizé mediante conjugacién biparental (E.coli S17.1 portadora del plasmido
pHC60 (Cheng and Walker 1998)) o triparental, segun las caracteristicas de la cepa donadora.
En el caso de la transformacidn triparental es necesaria una cepa “helper” pRK2013 de E.coli
(Kovach et al. 1994) (Tabla 22).

Tabla 22. Cepas utilizadas para realizar las combinaciones bi y/o triparentales.

Donador Helper Receptor Nomenclatura de
la cepa obtenida

Cepa Pldasmido Gen de

interés
E.coliS17.1 pHC60 GFP - CRZM18RT
E.coliS17.1 pHC60 GFP - CRZM52R CRZM52RGFP
E.coli pJZC2 plzC2 celC E.coli pRK2013 CRZM52R CRZM52RC2*
E.coliS17.1 pHC60 GFP - CRZM52RpJzC2 CRZM52RC2+*GFP
E.coli pBBR1- || pBBR1-MCS-2 - E.coli pRK2013 CRZM52R CRZM52REV
MCS-2
E.coliS17.1 pHC60 GFP - CRZM52REV CRZM52REVGFP

1. Lacepa de Rhizobium a transformar se incuba 3 dias a 28°C en medio YMA o0 en TY
en el caso de las cepas que tengan mucha cantidad de exopolisacarido.
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2. Lacepa de E.coli (con plasmido de interés) y la cepa “helper” (si es necesaria), con

un crecimiento “overnight” a 37°C en medio LB (Tabla 23) con su correspondiente
antibidtico.

Tabla 23. Composicion de medio LB.

T

Bacto-Triptona (Difco®) 10g
Extracto de levadura (Difco®) 5g
NaCl (Panreac®) 10g
Agua destilada 1L

3. Con ayuda de un asa de siembre estéril, ir afiadiendo los microorganismos, en
orden Receptor, helper y Donador, en una proporcién 2:1:1, sobre medio TY
(Tabla 24), realizando pequefios movimientos circulares para homogeneizar todas
las cepas.

Incubar “overnight” a 28°C.

5. Resembrar la mezcla por agotamiento en estria en Medio Minimo (Tabla 25)
(O’Gara and Shanmugam 1976) suplementado con el antibidtico correspondiente
a la cepa donadora.

Incubar a 28°C hasta la aparicidon de colonias aisladas.

7. Seleccionar colonias y sembrarlas simultdneamente en Medio Minimo
suplementado con el antibiético correspondiente (incubar a 28°C) y en medio
sélido comercial VRB (Scharlau®) (incubar a 37°C).

8. Seleccionar los transconjugantes negativos para el crecimiento en VRB a las 48
horas.

9. Sembrar en su medio habitual suplementado con el antibidtico correspondiente.

*Importante incluir controles de transformacion.

*En el caso de una transformacion biparental, el procedimiento es igual pero con la diferencia
de que la cepa donadora tiene capacidad movilizadora, por lo que no es necesaria la adiccién a
la mezcla de una cepa helper.

Tabla 24. Composicion del medio TY.

Bacto-Triftona (Difco®) 5g
Extracto de levadura (Difco®) 3g
CaCl; 2H,0 (Codex®) 05¢g
Agua destilada 1
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Tabla 25. Composicion del medio minimo.

K;HPO4 (Panreac®) 03g
KH2PO4 (Panreac®) 03g
MgS0.. 7H,0 (Panreac®) 0.15g
CaCl; x 2H,0 (Codex®) 0.05g
NaCl (Panreac®) 01g
NH4NOs (Prolabo®) 01g
Manitol (Fluca®) 10g
Agua destilada 1L

*Ajustar a pH 7.0 K;HPO4 0 KH,PO,4 y después de su esterilizacion se agregaron las cantidades necesarias de las
soluciones de vitaminas (1ml/l; tabla 10) y elementos traza (1ml/I: tabla 11).

3.3.2 Construccion de la sobreexpresion heterdloga del gen CelC2

de R. leguminosarum bv trifolii ANU843 en la cepa CRZM52R.

Para la obtencién de la cepa recombinante que exprese heterélogamente la celulasa
(CelC2) de R. leguminosarum bv trifolii ANU843 en R. leucaenae. Para su obtencion se utilizd
un pldsmido estable en rizobios que expresa constituticamente el gen celC, denominado pJZC2
(Robledo et al. 2011). Esta transformacidon se realizd mediante conjugacion triparental
(apartado 3.3.1), utilizando como donadora E.coli DH5a que contenia dicho plasmido,
seleccionando las colonias resistentes a kanamicina, resistencia antibidtica del plasmido
original pBBR1-MCS-2 (Kovach et al. 1994). Dicho plasmido se utilizé también para realizar el
transformante “empty vector” y utilizarlo asi como cepa control.

Los transformantes se incubaron en placas de TY suplementado con el antibidtico y
concentracion seleccionada (kanamicina 50ug/ml). Una vez obtenidas, se confirmaron
mediante PCR, utilizando los primers C1F y C2R (tabla 20), que amplifican el fragmento del gen
celC (Tabla 26) insertado en el plasmido (Tablas 21).

Tabla 26. Reactivos utilizados para la amplificacién de la celulasa celC2 en R.leucaenae.

Reactivos cepa heteréloga CRZM52RC2*

Volumen afiadido ‘

REDEXtract-N-Amp PCR ReadyMix (Sigma®) 15 ul
CelCexF [2uM] 2.5 ul
C2R [2uM] 2.5ul
H,0 estéril mili Q 9 ul
DNA 2 ul

La confirmacidn por PCR de estas cepas es suficiente ya que no se consiguié amplificar
ningun fragmento en las cepas silvestres con estos primers.

5
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3.3.3 Transformacion de Streptomyces griseoaurantiacus.

Las cepas que se utilizan en este apartado son las siguientes:

= lLacepa CRZM149R de S. griseoaurantiacus es la cepa final a transformar.
= LacepadeE.coli ET12567 (Bierman et al. 1992) contiene el plasmido pTST101-Mcherry
(Heichlinger and Ammelburg 2011) que utiliza el promotor ermE*PhiC31. Construccién

cedida amablemente por la Dra. Hasna Boubakri (Université Lyon 1, France).

= Con el fin de inducir la competencia de la cepa E.coli ET12567, se electropord con la

cepa E.coli S17.1. A esta cepa electroporada, la lamaremos E.coliCherry.

Para una efectiva transformacion de la cepa de Streptomyces tenemos que realizar un

contaje previo de esporas, puesto que para la conjugacién necesitamos alrededor de 108,

1.

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

Con un asa de siembra, raspamos las esporas producidas por Streptomyces y las
afiadimos a un tubo tipo Eppendorf® con 500 ul de medio 2TY. Esta serd la
solucién madre de esporas.

Necesitaremos 6 tubos tipo Eppendorf® de 500 ul de medio 2TY (Tabla 27) con 108
esporas. Para ello escogemos la dilucién en la que obtengamos 10° UFC vy
realizamos una dilucién mas afadiendo 50 pl de la solucién madre de esporas en
450 pl de 2TY y asi estaran a 108,

Para realizar un recuento de UFC, realizamos diluciones seriadas a partir de 100 pl
de la solucién madre de esporas, en tubos tipo Eppendorf® con 400 ul de medio
2TY, sembramos 100 pl en placas de YMA e incubamos a 28°C, durante 72 horas.
Guardamos a -20°C para conservarlas hasta su utilizacion.

Electroporamos la cepa de E.coli S17.1 con la cepa E.coli ET12567.

Se prepara un cultivo liquido de la E.coliCherry, en 200 ml de LB Km3*°/Apra®°,
“overnight” a 37°C en agitacion.

A la mafiana siguiente, pasamos 1ml de ese cultivo “overnight” a un matraz con
100 ml de LB Km3°/Apra>° hasta de D.O (600nm) entre 0.4 y 0.6.

Cuando haya llegado a la densidad deseada afiadimos 10 ml del cultivo a un tubo
tipo Falcon® y otros 10 ml a otro.

Centrifugamos a 5000rpm durante 10min a T2 ambiente

Una vez centrifugado descartamos el sobrenadante.

Afadimos 10ml (porque es 0.1 del volumen inicial de 100ml de LB) de LB liquido,
agitamos y centrifugamos 5000rpm durante 10min a T2 ambiente para lavar las
células.

Repetimos el paso 8.

Una vez lavado eliminamos el sobrenadante y afiadimos 1ml de LB liquido en cada
tubo tipo, resuspendemos y afiadimos 500 pl de LB a cada tubo tipo Eppendorf®.
Ponemos los tubos tipo Eppendorf® de las esporas (previamente contadas las UFC
a 108) de Streptomyces a calentar 10 min a 50°C, y después las ponemos en hielo.
Afadimos los 500 pl del medio 2TY con las esporas a 10% con los 500ul de la
E.coliCherry y centrifugamos a 8000rpm durante 5 minutos.

Eliminamos 800 pl del sobrenadante y resuspendemos el pellet con los 200ul
sobrantes y los sembramos en placas de
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17. Al dia siguiente, realizamos un lavado de las placas con agua estéril con la
intencién de retirar las E.coli ya que Streptomyces podrian quedar agarrados al
medio por las hifas.

18. Afiadimos sobre la placa 500 pl de Apramicina 50 uM. Se vuelven a incubar a 28 °C
hasta observar alguna colonia con aspecto de Streptomyces y la resembraremos
en SFM (Tabla 28)+Apram®.

Tabla 27. Composicion del medio 2TY.

A
Bacto -Triptona (Difco®) l6g
Extracto de levadura (Difco®) 10g
Agar (Conda®) 5g
Agua destilada 1L

Tabla 28. Composicion del medio SFM.

Harina de Soja Ecoldgica 20 g en 600 ml de Agua del Grifo
Manitol (Fluca®) 20 g en 400 ml de Agua del Grifo
Agar (Conda®) 20g

MgCl; x 6H,0 (Panreac®) 10 mM

Agua destilada 1L

*Se preparan en matraces por separado, se ponen a agitar y los calentamos hasta alcanzar ebullicion. Después los
juntamos y los llevamos hasta ebullicién. Después enrasamos hasta 1L ya que hemos podido perder agua.

*Este matraz lo dividimos en dos pirex de 500ml y afiadimos 10g de agar a cada uno.

*Se autoclavan dos veces, con un intervalo de un dia.

*Después de autoclavado se afiade el MgCl; filtrado.

4. TECNICAS BIOQUIMICAS.

La completa caracterizacién de las cepas transformantes obtenidas en este trabajo
(apartado 3.3.2) se lleva a cabo con la realizacién de técnicas tanto bioquimicas como
moleculares. En este apartado se detallan las técnicas bioquimicas que se han utilizado en este
trabajo.

4.1 Deteccion de actividad celulitica.

La caracterizacién bioquimica tanto de los transformantes como de las cepas wild type
que expresan la celulasa CelC2 y la celulasa de R. leucaenae se llevd a cabo mediante ensayos
enzimaticos de alta sensibilidad descritos para Rhizobium segin Mateos et al. (1992).
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10.

4.1.1 Deteccion de actividad celulasica en cultivo celular. Ensayos

en placa de doble capa.
Incubar las cepas en sus cultivos correspondientes (con Antibidtico si fuese
necesario) durante 2 o 3 dias a 28°C.
Preparar CMC (Sigma) al 1% en agua. Dejar en agitacién overnight y autoclavar.
Preparar un stock de PCA 500mM a pH5 (5X) (Tabla 29). Autoclavar. Diluimos con
agua estéril para obtener PCA 100mM pH5 (1X).
Para realizar la doble capa en una placa Petri:
Capa de abajo: 15mL de YMA y dejar solidificar.
Capa de arriba: 5mL de CMC al 0.2% + 0.5% de agarosa (Seakem) en PCA 100mM
pH5 (1X). Esta capa la afladimos sobre la capa de abajo solidificada y la dejamos
solidificar.
Con un asa de 1 pl recoger células y realizar un punto en nuestra placa de doble
capa; también se puede partir de una suspensién bacteriana y afiadir 5 pl.
Incubar a 28 °C durante 3 dias.
Pasados estos dias, retirar con suavidad las células crecidas en la doble capa, con
agua destilada y ayuddndonos con un asa de siembra de plastico.
Tefir con una Solucidn de Rojo de Congo (Sigma) al 0.1% durante 30 minutos.
Realizar varios lavados con NaCl 1M hasta que se diferencien los halos que ponen
de manifiesto la presencia de celulasa.
Fotografiar. (Para una mejor visualizacion de los halos dejar la placa a 4 °C
overnight).

Todas estas soluciones, se deben realizar en frascos bien limpios. Es importante

ajustar el pH para que ninglin cambio pueda interferir en el resultado.

Tabla 29. Composicion de la solucion de PCA.

PCA 500mM (5X) \ g/500mL

KaHPO,4 (Panreac®) 4355¢g

Acido citrico (Sigma®) 52.50g

*Preparar el fosfato dipotasico en un frasco con 500 mL de agua. Por otro lado, preparamos el acido citrico en 200

mL de agua. Vamos afiadiendo el acido citrico sobre la solucion de fosfato dipotdasico hasta que el reactivo esté a pH

5. Después enrasar la solucién con agua hasta 1L.

o v s w

4.1.2 Obtencion de extractos celulares por sonicacion.

Inocular las cepas de interés en matraces con 30 mL de medio liquido (con
antibidtico si fuese necesario) e incubar en agitacion a 180 rpm y 28°C durante 3
dias.

Verter el cultivo en tubos de 50 mL y centrifugar a 10.000 rpm durante 10 min a
4°C.

Recoger un 1 mL del sobrenadante (Sb1) y descartar el resto.

Afadir 20 mL de agua estéril. Resuspender y repetir centrifugacion.

Recoger un 1 mL del sobrenadante (Sb2) y descartar el resto.

Afadir 500 uL de agua estéril y pasarlo a un tubo tipo Eppendorf® de 2 mL.
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Guardar todos los sobrenadantes a -20 °C hasta su uso, de esta manera se para la
reaccién y facilita el sonicado.

Poner las muestras en hielo y sonicar 5 veces cada muestra a 62 micrones durante
10 segundos.

Centrifugar a4 °C a 12.000 rpm durante 12 segundos.

Llevar el sobrenadante a nuevos tubos tipo Eppendorf® de 2 mL (Sb3).

Separar 100 pL para el BCA y otros 100 pL para los ensayos de doble capa y
zimograma.

Todas las muestras las congelamos a -20 °C, al igual que el pellet.

4.1.3 Deteccion de actividad celulitica de los extractos celulares.

Ensayos en doble capa.
En una placa cuadrada grande,
Capa de abajo: 45 mL de agarosa al 0.7% en agua, calentar en el microondas,
servir y dejar solidificar.
Capa de arriba: 15 mL de CMC al 0.2% + Agarosa al 0.5% en PCA 100 mM pH 5
(1X). Autoclavar. Afiadir sobre la capa de abajo y dejar solidificar.
Poner 5 pL, de cada uno de los Sobrenadantes del punto anterior. Y con un asa de
1 L inocular también el pellet.
Incubamos la placa a 37 °C overnight.
Revelar la placa con Rojo Congo al 0.1% durante 30 min.
Lavar con NaCl 1M repetidas veces hasta ver los halos de hidrélisis enzimatica, los
cuales no se han teiiido con el Rojo Congo.

4.2 Método Bradford (Bio-Rad).

El protocolo Bio-Rad Protein Assay, que estd basado en el método de Bradford, es el

elegido para la determinacion de la proteina total de los extractos celulares obtenidos. Es un

ensayo colorimétrico simple y fiable para dicha determinacién y puede ser realizado en placas

microtiter de 96 pocillos, permitiendo realizar muchas medidas a la vez (Figura 13).

N o vk

Preparar la solucién de teiiido diluyendo 1:5 el Dye Reagent con agua.

Preparar las muestras estandar para la curva patron de seroalbimina bovina
(BSA).

Rango lineal: 0 (solo agua), 0.05, 0.1, 0.2, 0.35, 0.5 mg/mL.

Pipetear por triplicado 10 pL de cada solucion estandar y de las muestras a
ensayar (Sb3). Dejar espacio entre las muestras.

Afiadir 200 uL del Dye Reagent diluido sobre las muestras y mezclar por pipeteo.
Incubar a temperatura ambiente durante 5 min.

Medir absorbancia a 595 nm en el lector de placas (ASYS UVM340).

Con el valor de las medias de las absorbancias menos el valor de la absorbancia
del blanco y con la recta patron se genera una ecuacion en el Excel con la que
podremos determinar el valor mg/ml que tenemos que afiadir de proteina.
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10pL muestra + 200pL Dye Reagent 1:5

SAOOAOOONOOA

0 mg/mL 0,05 mg/mL 0,1 mg/mL
000000000000
0,2 mg/mL 0,35 mg/mL 0,5 mg/mL

t * Muestral-Sh3 I | Muestra2-Sh3 k JOOQ

Muestra3-Sh3 Muestrad-Sh3

sessscesseee

Fig. 13. Ejemplo del método Bradford realizado en una placa microtiter de 96 pocillos.

I & m m o O W >

4.3 Electroforesis vertical de proteinas (SDS-PAGE).

Para separar las diferentes proteinas del extracto proteico y determinar sus pesos
moleculares, se prepard una electroforesis vertical en condiciones no desnaturalizantes, para
permitir la posterior re-naturalizaciéon y deteccién de la proteina (Mateos et al. 1992). Para
esto, se siguié un método basado en el descrito por Laemmli (1970).

1. Preparar 50 ml de CMC 0,2%+0,5% agarosa en PCA 100mM pH5 (1X). Autoclavar.
Dejar el stock a 4°C.

2. Lavar los cristales de 0,5 mm con agua y etanol, deben quedar bien limpios.

3. Comprobar la parte hidrofilica de la ldmina Gel Bond® (afiadimos agua y
observamos la parte que repele el agua) y ponerla mirando hacia el cristal de 0,5
mm. Humedecer los bordes del cristal. Cubrir con el otro cristal y colocarlo en las
pinzas y en el soporte (BioRad).

Fundir el gel y calentar ligeramente una pipeta Pasteur.

5. Introducir el gel liquido en la cavidad entre la lamina Gel Bond® y el cristal de
0,5mm evitando burbujas. Dejar solidificar.

6. Extraer con cuidado del soporte y retirar el cristal protector y la lamina,
procurando no despegar el gel de dicha [dmina. Guardar en film a 42C hasta su
uso.

* Precaucion, solidifica muy rdpido. Preparar por duplicado.

4.3.1 Preparacion de geles de poliacrilamida.

Preparar previamente los tampones a utilizar en este apartado.

Limpiar bien los cristales de 0.75 mm y los cobertores con agua y etanol al 70%,
aclarar con agua destilada y dejar secar. Asegurarse que los cristales ajusten bien
abajo (Figura 14).
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Preparar APS al 10%. Pesar entre 0.01 g y 0.02 g y afiadir 100 pL de agua por cada
0.01g.

Para preparar el gel de separacion (Tabla 30), afadir los reactivos en orden en un
tubo de ensayo de 20 mL.

Tabla 30. Composicion del gel de separacion.

(1) Agua destilada 4.5 mL

(2) Tampon Tris-Hel 1.5M pH8.8 2.5mL

(3) Acri/Bis 40% 37.5:1 (Bio Rad)* 3.0mL

(4) APS* 10% (Ammonium Persulfate) (Bio || 50 L
Rad)

(5) TEMED (Bio Rad) 10 pL

*Acri/Bis, agitar bien antes de usar.
*APS, prepararlo en el mismo dia.

Con una pipeta Pasteur, resuspender bien todos los reactivos y afiadirlo entre los
dos cristales (Hasta la linea de puntos).

Enrasar con el butanol hasta el final del cristal (hace que el gel quede recto, para
que todas las muestras partan de la misma altura)

Esperar a que solidifique (tomar como referencia el sobrante en el tubo)

Retirar el butanol y aclarar con agua. Secar con una tira de papel.

Para el gel de empaquetamiento (4%) (Tabla 31), se ponen los siguientes reactivos
en un tubo de ensayo de 20 ml en orden.

Tabla 31. Composicion del gel de empaquetamiento.

(1) Agua destilada 3.25ml
(2) Tampodn Tris-HCI 0.5 M pH6.8 1.25ml
(3) Acri/Bis 40% 37.5:1 (Bio Rad) 500 uL
(4) APS 10% (Bio Rad) 25 uL
(5) TEMED (Bio Rad) 10 uL

*Acri/Bis, agitar bien antes de usar.
*APS, prepararlo en el mismo dia.

10.

11.
12.

13.

14.

Afadir el gel encima del anterior y colocar los peines. Afiadir mds por los bordes.
Dejar solidificar.

Retirar el peine y secar con papel.

Sacar las muestras sonicadas (Sb3) (previa cuantificacién en el punto 4.2) y dejar
descongelar sobre hielo.

Coger 15 pL en un tubo tipo Eppendorf® pequefio y afiadir 3 puL de tampdn de
carga (Tabla 32).

Montar la cubeta. Colocar los cristales de manera que el cobertor quede mirando
hacia dentro de la cubeta.
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1., Gel empaguetamiento 4%
= » Gel separacion 12%

Fig. 14. Imagen que muestra el ensamblaje de los geles de poliacrilamida.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Empezar a llenar con tampdn de cubeta (Tabla 33) el espacio que queda entre los
dos cristales y comprobar que no se va. Llenar hasta arriba. Después llenar por el
exterior hasta la marca de 2 geles, en este caso.

Cargar los 18 ulL de muestra, mejor dejar un carril libre entre ellas.

Cargar 3 uL de marcador Precision Plus Protein (Bio Rad) en un carril libre para
ello.

Correr la electroforesis a 200 V durante unos 45 min hasta que las muestras

lleguen a un limite inferior.

Desmontar la cubeta y despegar el cobertor del gel. Retirar el gel de
empaquetamiento y hacer una marca al lado contrario del marcador, para saber
siempre la orientacidn de las muestras en el gel.

Con el objetivo de renaturalizar las proteinas contenidas en el gel, lo retiramos
con cuidado del soporte y lo colocamos en tampén PCA 10 mM pHS5.
Seguidamente, lavamos el gel en agitacion durante 2 horas, cambiando el tampdn
cada 30 min aproximadamente.

Incubamos la membrana (Gel Bond) y el gel resultante a modo de sandwich en
una cdmara humeda a 37°C “overnight”.

Al dia siguiente, separar con cuidado el Gel Bond del gel de poliacrilamida.

El Gel Bond se tifie en una solucién de Rojo Congo al 0,1% durante 30 minutos.
Lavar con NaCl 1M hasta que salga claro y dejarlo hasta el dia siguiente a 42C para
fotografiar.

El gel de poliacrilamida se lleva a un bafio de azul Coomassie (Bio Rad) durante
una hora en balanceo. Retirar el liquido y afadir agua durante al menos 30
minutos. Guardar para fotografiar.
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Tabla 32. Composicion del Tampdn de carga.

SDS (Panreac) (5% en TrisHCI 0.5 M pH6.8) 5ml
Glicerol (Panreac) 3ml
Azul de bromofenol (0.5%) (Panreac) 200 ul
Agua destilada 1.6 ml

Tabla 33. Composicion del Tampén de cubeta.

Tampdn de cubeta g/l

Tris (hidroximetil) aminometano (Fluka) 3g
Glicocola (BioRad) 144¢
SDS (Sodium dodecyl sulfate) (Sigma) 05g
Agua destilada (enrasar) 1L

4.4 Cuantificacion de la actividad celulolitica. Valoracion de grupos
reductores o BCA.

La actividad celulolitica se cuantificé por valoracién de los grupos reductores formados
tras la hidrélisis de su sustrato. El procedimiento seguido se fundamenta en el método descrito
por Waffenschmidt and Jaenicke (1987), modificado por (Mateos et al. 1992).

1. Poner untermoblock a 40°C.
2. Preparar la mezcla de reaccién BCA (Tabla 34).

Tabla 34. Composicion de la mezcla de reaccion para el BCA.

Mezcla de reaccion ‘ Volumen/muestra

Muestra sonicada (Sb3) 100 pL
Muestra blanco, agua.

CMC al 1% en agua 400 pL
PCA 100 mM pH 5 (1X) 1100 pL
TOTAL 1600 uL

3. Repartimos 800 pL de muestra a un tubo tipo Eppendorf® y guardamos a -80 °C.
Estas seran nuestras muestras a tiempo 0 (t=0).

4. Los 800 pL restantes, se pasan a tubos tipo Eppendorf® nuevos y los incubamos a
40 °C durante 5 horas y guardar -80 °C (t=5).
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4.5Reaccion de valoracion de grupos reductores.
1. Preparacion de reactivos Ay B:

Solucién A

Disolver 5.43 g de Na,COs (Panreac) y 2.42 g NaHCOs (Panreac) en 80 mL de agua
destilada. Después enrasar a 100 mL con agua destilada. Calentamos la soluciéon a
80 °C hasta que se disuelva y afiadimos 216 mg de 4,4 dicarboxi-2,2 biquinolina
(BCA, Sigma), agitar cada poco tiempo y dejar enfriar.

Solucién B

Afadir 124 mg CuSO,4 5H,0 (Panreac) y 126 mg L-Serina (Sigma). Enrasar a 100 mL
con agua destilada.

*Conservar a 42C maximo un mes y en ausencia de luz.

2. Poner el bafio a 1002C y preparar tubos de tapdn de rosca limpios y secos, 3 por
cada muestra y tiempo (t=0y t=5).

3. Prepara una mezcla 1:1 de las disoluciones A y B calculando 1mL por reaccion.

. Adicionar a cada tubo:

- 800pL de agua destilada

- 200 pL de la solucién enzimatica

- 1mL de la solucidn A+B
3 repeticiones cada muestra y tiempo. Cerrar bien y vortear.

5. Incubar 15 minutos en el bafio de 1009C. Dejar que se enfrie a temperatura
ambiente al menos 20 minutos.

6. Comprobar el color antes de medir. Si es muy oscuro (morado) diluir 1:1 con agua
y cargar en placas de 96 pocillos y medir a 540 nm en el espectrofotometro, no
olvidando medir el blanco.

7. Extrapolar en una recta patréon de glucosa en concentraciones comprendidas
entre 0.4 y 2.0 pg/mL, respecto a las que se cuantificd la actividad celulolitica.

8. Hacer media de las medidas de cada muestra y tiempo y restar el tiempo 0 del
tiempo. Calcular:

- Las unidades enzimaticas (U=pg de glucosa x 1.48).

- Las unidades especificas (A=U/mg proteina) tenemos que dividir entre los mg de
proteina cuantificados por el método de Bradford (apartado 4.2).

Una unidad enzimatica (U) se definié como la cantidad de enzima que libera 1 nmol del

azucar reductor equivalente (glucosa) por minuto a 402C y pH 5,0. La actividad enzimatica
especifica se expresé como unidades enzimaticas por miligramo de proteina.
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5. TECNICAS DE INMUNOHISTOQUIMICA.

5.1 Western Blot.

Para confirmar y localizar la proteina CelC2 en el mutante heterdlogo de la cepa
CRZMB5R, a la que se le habia transferido el gen codificante para dicha proteina, se utilizé un
anticuerpo previamente disefiado en nuestro laboratorio. Este anticuerpo se disefiado
especificamente para una regién conservada de dicha celulasa. La secuencia del péptido
utilizado es SLHDKPRPAEGFDA (14 aminodcidos). Este péptido perteneciente a la celulasa
CelC2, se envid a la empresa Inmunostep del Parque Cientifico de la Universidad de Salamanca,
donde inocularon en un conejo el péptido disefiado para la produccién del anticuerpo
especifico, después se purificé para su utilizacién.

5.1.1 Preparacion de muestras el Western.

1. Poner 15 uL (previa cuantificacion en el paso 4.2) de las muestras previamente
sonicadas (a veces es necesario diluir con SDW, segun la cantidad de proteina
total) y 3 L de tampdn de carga (3X SDS Sample Buffer +DTT 1M, NEB).

2. Recordar afiadir a las muestras el control positivo de la celulasa CelC purificada.

3. En el bafio Maria, hervimos todas las muestras 10 minutos. Cargar los 18 pL.
Cargar 5 pL de standard de proteina (Precision Plus Protein™ All Blue Prestained
Standard, Bio-Rad) (Figura 15).

Fig. 15. Marcador de proteina (Precision Plus Protein™ All Blue Prestained Estandar, Bio-Rad)

5. Llenar con tampdn de cubeta el espacio entre los dos cristales. Aiadir también
por encima de los pocillos y por los lados hasta que lleguen a la marca.
6. Poner a un voltaje constante de 200V durante 45 minutos aproximadamente.
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10.

11.

5.1.2 Transferencia a membrana de nitrocelulosa.

Desmontamos la cubeta y separamos los cristales cuidadosamente

Al retirar geles, diferenciarlos haciendo cortes en las esquinas (apuntar).

Ponemos los geles en unas cajas limpias cubiertos de tampén de transferencia y
los dejamos 15 minutos en agitacién.

Mientras, ponemos en una bandeja pequefia la membrana (que se encuentra
entre dos filtros), entre las dos esponjas, y cubrimos con tampdn de transferencia.
Esperamos 15 minutos.

Después, montamos como como indica la figura 16.

Fig. 16. Imagen que muestra el ensamblaje del sistema Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad).

Ponemos en el fondo un iman agitador y en un lateral introducimos un bloque de
hielo congelado para mantener la temperatura. (Si no, podemos realizar el
proceso de transferencia a 4°C).

Llenamos el tanque con tampdn de transferencia.

Transferir durante 1 hora a 100 V.

Mientras, preparamos el tampon de saturacion (1% de leche descremada en
polvo, Molibco-Sveltesse).

Pasada la hora, deshacemos el sandwich, cogemos las membranas, con una tijera
las marcamos igual que el gel, las metemos individualmente en las cajas
pequefias, las cubrimos de Rojo Ponceau (Sigma) y las ponemos en agitacion
durante 10 minutos.

Retiramos el colorante y afiadimos agua destilada hasta que visualicemos bien las
bandas.
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*Opcional: Tedir los geles de poliacrilamida como estd descrito en el apartado 4.3.1. Se va a

transferir la gran mayoria y no habra tincién en la mayor parte de los casos

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Tabla 35. Comp

Volvemos a poner las membranas en las cajas, afiadimos el Tampén de Saturacién
y lo ponemos en agitacion durante 10 minutos. (Tapamos con papel de aluminio,
para mantener la oscuridad)

Retiramos el tampdn, volvemos a afiadir Tampdén de Saturacién y dejamos en
agitacion otros 20 minutos.

En el transcurso de los 20 minutos, preparamos el Tampdn de Dilucion (Es el
Tampdn de Saturacién diluido en agua 1/3).

- El anticuerpo que usaremos en este caso es CelC2-Peptido (citada previamente).
- En un tubo de agua mezclamos 2ml del anticuerpo y 8 ml del Tampdn de
Dilucién. (5ml por cada membrana).

Retiramos el tampdn de Saturacién de las membranas y afladimos lo preparado
en el punto anterior.

Tapamos las cajas con film y con papel de aluminio. Lo dejamos en agitacion
“overnight”.

A la mafana siguiente, lavamos la membrana 3 veces al menos 5 minutos cada
vez, con una solucion de lavado (0.05% de Tween20 en TBS) (Tabla 35).

Después de lavar las membranas, las incubamos con la solucién de conjugado
(anti-rabbit peroxidasa 1/500) durante 1 hora a temperatura ambiente, en
agitacion.

En este tiempo preparamos la solucidn de Sustrato (Tabla 36).

osicién del Tampdn TBS

Tris 20mM 2.42
NaCl 500mm 29.22

*Ajustar a pH 7.5 con HCl concentrado.

Tabla 36.Composicidn de la solucién de sustrato.

Solucidn de Sustrato ‘

Solucién A
(agitar y mantener en oscuridad)

10 mL metanol
30 mg 4-chloro-naphthol (1 pastilla)

Solucion B

50 mL TBS
30 pL H,0; 30%

20.
21.

Lavamos las membranas con TBS,
Afadimos la solucién de sustrato
visualicemos las bandas.

22.
23.

ahora sin Tween en agitacion, 3 veces.
ya mezclada y lo dejamos en agitacion hasta que

Cuando aparezcan las bandas, cortamos la reaccién afiadiendo agua.
Dejamos secar en oscuridad y fotografiamos.
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6. ENSAYOS EN PLANTA.

6.1 Desinfeccion y germinacion de semillas.

Para realizar los ensayos que se describen en los siguientes apartados, las semillas
seleccionadas se desinfectaron en superficie siguiendo los protocolos referidos en la tabla 37,
todos ellos realizados en condiciones asépticas.

Tabla 37. Esterilizaciones realizadas a las semillas utilizadas en este trabajo.

Semillas Protocolo Desinfeccion ‘ Tiempo ‘ Referencia

Maiz Etanol (70%) 30 seg Arruda et al.
(Zea mays) Hipoclorito sédico 20 min (2013) con
Lavados con agua destilada estéril 5x modificaciones
Rucula Hipoclorito sédico (1%) 15 min Ozdener and
(Eruca sativa) Lavados con agua destilada estéril 5x Kutbay 2009
Albahaca Etanol (70%) 30 seg Heidari and
(Ocimum basilicum) Hipoclorito sédico (2.5%) 10 min Golpayegani
5x (2012) con

Lavados con agua destilada estéril .
modificaciones

Candnigos Hipoclorito sédico + Tween 80 15 min Kittipongpatana
(Valerianella locusta) | Lavados con agua destilada estéril 5x et al. 2002
Berros Etanol (70%) 30 seg Park et al. 2011
(Nasturtium officinale) Hipoclorito sédico (2%) 10 min
Lavados con agua destilada estéril 5x

Una vez desinfectadas las semillas, descartamos el agua y colocamos las semillas en
placas con medio Agar-Agua al 1% (Tabla 38). Sellamos la placa con parafilm y la guardamos a
temperatura ambiente y en oscuridad, hasta que se observe germinacion y el tamaiio radicular
sea el necesario para cada tipo de ensayo.

Tabla 38. Composicién del medio Agar-Agua.

Agar (Conda®) 20g
Agua destilada 1L
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6.2Inoculacidn de semillas en placa.

Para observar el efecto de las cepas seleccionadas en los primeros estadios de

crecimiento de las diferentes semillas utilizadas en este estudio realizamos el siguiente ensayo.

1.
2.

10.

Desinfectar las semillas.

Resembrar las cepas a inocular con el fin de que se encuentren en fase de
crecimiento exponencial el dia de la inoculacién.

Preparar medio de Agar - Agua en placas cuadradas (10x10 cm).

Cortar la parte superior del medio, con el fin de dejar una cdmara de aire para la
parte aérea de la planta y colocar un papel de filtro (Resma) previamente
esterilizado por tindalizacion para evitar el riesgo de posible esporas o
microorganismos resistentes a altas temperaturas.

Colocar 3 semillas previamente pregerminadas por placa.

Inocular con 600 pl/raiz de una suspensién de la cepa a ensayar a una D.O (600nm)
de 0.6. Para ello se resuspende la cepa en unos 30 ml de agua destilada estéril,
medir la solucidon en el espectrofotometro (bioNova) y ajustar hasta la D.O
requerida.

*Cuando se requiera un control negativo sin inocular se inoculardn las raices con
600 pl de agua destilada estéril.

Colocar otro papel de filtro sobre las raices, con el fin de que crezcan rectas entre
los dos filtros.

Sellar las placas con parafilm perforado en la parte superior y la parte radicular se
cubrié con un papel opaco a la luz, como si se tratara de un suelo artificial.
Mantener las placas en vertical en la cdmara iluminada, a una temperatura de
24°C, un fotoperiodo de 16 horas de luz diarias, 8 horas de oscuridad y un 60% de
humedad relativa.

A determinados dias post-inoculacidn, se procedié a tomar los datos pertinentes
de cada tipo de ensayo y fotografiar las plantulas obtenidas empleando una
camara digital compacta (Canon PowerShot G12, 10MP, 5x).

6.3Inoculacién de plantas en camara iluminada.

Con el fin de observar el efecto promotor de las cepas seleccionadas en los primeros
estadios del crecimiento de las plantas de maiz (Zea mays L.), se procedid a realizar un ensayo
en camara iluminada:

1.

Desinfectar y germinar las semillas (descrito en punto 6.1).

Llenar con vermiculita estéril (por tindalizacion) 7 vasos de pldastico de 1 L de
capacidad por cada tratamiento.

Una vez germinadas las semillas, se trasplantaron 3 plantulas de maiz por vaso.
Inocular con 1 ml/raiz de una suspension de la cepa a ensayar a una D.O (600nm)
de 0.6.
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Para el control negativo y positivo inocular las semillas con raices con 1 ml de
agua destilada estéril.

Regar cada 4 dias alternando solucién de riego (Rigaud and Puppo 1975) (Tabla
39) y agua destilada estéril. La solucién de riego llevara nitrégeno Unicamente en
el control positivo, para el control negativo y el resto de los tratamientos se usard
dicha solucién sin nitrégeno.

Una vez transcurridos los dias estimados para el ensayo, se recogieron las plantas
y se tomaron diferentes medidas.

Tabla 39. Composicion de la solucion de Rigaud y Puppo.

Solucién Rigaud & Puppo g/l

KH2PO4(Panreac®) 0.068 g
K2HPO, (Panreac®) 0.044 g
K250, (Panreac®) 0.174 g
CaS0, (Panreac®) 0.120g
MgS0O, x 7H,0 (Panreac®) 0.123 g
Secuestreno (Novartis®) 0.025g
Na;MoO, (Sigma®) 0.00011 g
H3BO3 0.00285 g
MnSQ, x 4H,0 (Panreac®) 0.00307 g
ZnSO,4 (Panreac®) 0.00055 g
CuSO,4 x 5H,0 (Panreac®) 000002 g
*NH,NO;s (Prolabo®) 0.04g
Agua destilada 1L

*Solamente cuando se requiera nitrégeno en la solucién de riego.

6.4Inoculacidn de plantas en invernadero.

Para un mejor desarrollo de las plantas de maiz y las plantas horticolas, se llevaron a
cabo ensayos en el invernadero con temperatura y luz controlada para evitar situaciones de
estrés para las plantas. Estos ensayos se realizaron en el Servicio de Invernadero del Parque
Cientifico de la Universidad de Salamanca (PC-USAL), situado dentro de las inmediaciones del

Centro Hispano-Luso de Investigaciones Agrarias (CIALE).

6.4.1 Ensayo de plantas de maiz.

Para la realizacidn de este ensayo, se selecciond como sustrato suelo de la vega del rio

Tormes, ya que es un tipo de suelo similar al que se usard posteriormente en los ensayos de

produccion.

Desinfectar y germinar las semillas (descrito en punto 6.1).

Para los ensayos con maiz, utilizamos 12 macetas/tratamiento (5L de capacidad).
Para las plantas de albahaca, candnigos y berros se usaron alveolos, para los
candnigos macetas de 3 L de capacidad, todos con una mezcla de sustrato de
turba:vermiculita (3:1).
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Una vez germinadas las semillas trasplantarlas a las macetas.

Pasados aproximadamente 7 dias inocular con 1 ml/planta de una suspension de
la cepa a ensayar a una D.O (600nm) de 0.6.

Regar con agua cuando sea necesario.

Realizar las medidas periddicamente y cuando se estime retirar las plantas,
realizando las medidas oportunas. Ademas, para obtener el peso seco de cada
tratamiento, se realizd un proceso de secado en estufa (502C) y posteriormente,
dichas plantas fueron pesadas.

6.4.2 Ensayo de plantas horticolas.

Desinfectar y germinar las semillas (descrito en el apartado 6.1).

Para las plantas de albahaca y berros, se utilizaron alveolos; para las plantas de
racula y canédnigos se utilizaron macetas de 3 L de capacidad; en todos ellos se
utilizé un sustrato de turba:vermiculita (3:1).

Una vez germinadas las semillas trasplantarlas a las macetas/alveolos.

Pasados aproximadamente 7 dias inocular con 1 ml/planta de una suspension de
la cepa a ensayar a una D.O (600nm) de 0.6.

Regar con agua cuando sea necesario.

Realizar las medidas cada cierto tiempo; cuando se requiera sacar las plantas,
realizar las medidas estimadas y fotografiar.

Ademas, para obtener el peso seco de cada tratamiento, se realizé un proceso de
secado en estufa (502C) y posteriormente, dichas plantas fueron pesadas.

Una vez secas, se trituraron por tratamientos, en el molinillo, y se enviaron al
CEBAS-CSIC.

6.4.3 Estudios de antibiosis en invernadero.

El ensayo se realizd en espacios del invernadero cedidos por el Centro de Diagndstico

Bioldgico de la Junta de Castilla y Leén en Aldearrubia (Salamanca), los cuales tambien nos

cedieron los hongos fitopatdgenos Fusarium graminearum y Rhizoctonia solani, utilizados en

dicho ensayo.

1.

Se recogid suelo agricola, se repartié en macetas de 3 L y se puso una semilla
germinada de maiz por maceta.
Pasados siete dias, de la siembra de las semillas, se realizaron los indculos
correspondientes a las bacterias beneficiosas: Rhizobium y Streptomyces.
a. En el caso de las cepas de Rhizobium, se incubaron previamente 48 horas,
en YMA, a 28°C.
b. En el caso de la cepa de Streptomyces, se incubaron siete dias previos a la
inoculacién, en YMA a 28°C, con el fin de que estuviese esporulada.
A continuacidn, en el caso los Rhizobium, se recogieron células en agua destilada
hasta alcanzar una D.O. 600nm de 0.6. En el caso de la cepa de Streptomyces, se
realizé un inéculo del orden de 10°UFC/ml.
En ambos casos, se inoculd 1 ml de de cada inoculo sobre las plantulas de maiz.
Pasados 10 dias se sacaron las plantulas de maiz, se lavaron con suavidad las raices
para eliminar los restos de tierra.
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6. Para la preparacién de los indculos de hongos, se sembraron 6 placas de cada
hongo en PDA a 25 °C durante 10 dias, con el fin de que estuviesen esporulados.

7. Se retiré con ayuda de un cuter todo el agar con el hongo esporulado y se eché en
un recipiente, a continuacion se anadié agua destilada, se trituré todo con una
batidora y se enrasé el volumen hasta 600 ml.

8. Las raices se sumergieron en una suspensién de 10%/ml de Fusarium graminearum
y de Rhizoctonia solani durante 5 minutos y se volvieron a plantar.

9. Serealizd una evaluacidn semanal de las plantas durante 6 semanas.

10. Al final el ensayo, se recogieron las hojas de maiz, se secaron y posteriormente se
macharcaron con un mortero de cerdmica y se pusieron a incubar sobre medio de
Sabouraud-Cloranfenicol a 25 °C con el fin de comprobar el crecimiento de los
hongos infectados.

6.5Ensayos en plantas de Zea mays en campo.

Puesto que las condiciones de invernadero no nos permiten llegar a produccién con las
plantas de maiz se realizd un ensayo de campo para medir el posible incremento de
produccién en las mazorcas de maiz. Este ensayo se realizé en el municipio de Pino de Tormes
(Salamanca).

Se utilizaron dos parcelas de 378m?, una fertilizada y otra sin fertilizar. Cada una de
estas parcelas se subdividié en 15 parcelas de 6 m? cada una, dejando un espacio de 2m entre
cada una de las subparcelas. Se realizaron tres repeticiones con cada tratamiento (Figura 17).

El tipo de semilla utilizada es Pioneer P0023 ciclo 300 (DuPont®). La siembra se realizo
con una sembradora y el riego se realizé por aspersion Pivot. En el campo fertilizado se afadio
previo a la inoculacién, 1kg/Ha de fertilizante Entec®20+10+10 (20 N, 10 P,0s, 10 K,0). El
agricultor sembré los maices y cuando estaban germinados (15 dias aproximadamente) se
procedio a la inoculacion.

1. Por cada tratamiento a inocular, sembrar 100 placas de en medio YMA, incubar a
28°C durante 5 dias.

2. Pasado el tiempo de incubacidn, preparar un indculo concentrado en un matraz
de 800 ml de agua destilada estéril.

3. Por otro lado, preparar por cada tratamiento 10L de agua estéril (autoclavada).

4. Anadir el inoculo a la garrafa correspondiente el dia de la inoculacién. El inéculo
final se ajusta a una concentracidon aproximada de 102 células/ml.

5. Antes de ir al campo a inocular, ir a delimitar todas las subparcelas y marcar con
una estaca cada tratamiento.

6. Inocular aproximadamente, 1.6L de indculo de cada uno de los tratamientos por
subparcela.

7. Pasados unos 7 meses recoger 15 mazorcas de cada subparcela.

8. Realizar las medias estimadas y llevar a cabo el tratamiento estadistico de los
resultados.
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Fig. 17. Distribucidn realizada en el ensayo de campo. A) Campo sin fertilizar; B) Campo fertilizado.

6.6 Analisis de macro/microelementos.

Con el fin de determinar la composicion mineral de muestras de suelos y materiales
vegetales de este trabajo, se enviaron a analizar al Servicio de lonémica del CEBAS-CSIC. Se
midieron entre otros macroelementos como C, N, P, Ky S, y microelementos como Ca, Fe, Mg,
Mn, Mo y Na.

6.6.1 Analisis del suelo.

En el ensayo realizado en campo, se recogieron tres réplicas del suelo sin fertilizar y
tres del suelo fertilizado.

6.6.2 Analisis del material vegetal.

En los ensayos de plantas horticolas, se recogieron las partes aéreas secas y se
molieron para su posterior analisis. Por otra parte, en los ensayos de campo se recogieron los
granos de maiz secos, se molieron y se analizaron. En todos los casos se enviaron las muestras
por triplicado.
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7. TECNICAS MICROSCOPICAS.
7.1 Montaje de muestras para observacion del microscopio.

7.1.1 Observacion de las células de una colonia al microscopio.
1. Se afiade una gota de agua destilada sobre un portaobjetos seco y limpio.
2. Con el asa de siembra estéril se realiza una extension.
3. Observary fotografiar.
4

7.1.2 Para la observacion de raices al microscopio.
Se afiaden unas gotas de agua destilada sobre un portaobjetos seco y limpio.
Se coloca una raiz previamente cortada con un bisturi estéril.
3. A continuacién, se afiade agua hasta cubrir totalmente la raiz y se coloca el
cubreobjetos intentando que no queden burbujas.
4. Observary fotografiar.
*En los casos que se requiera un colorante de contraste para visualizar las posibles estructuras

N

de la raiz, se afiade Yoduro de Propidio a 10 uM (Sigma) en lugar de agua destilada.

7.1.3 Preparacion cortes transversales de raices.

1. Con ayuda de un bisturi estéril, cortamos aproximadamente 2 cm de la raiz a
observar.

2. Cortamos también unos 2 cm de Médula de Salco (Ventus®) y lo cortamos a la
mitad (perpendicular a la base).

3. Con ayuda de unas pinzas, colocamos la muestra en el interior de una mitad del
cilindro de Sauco y tapamos con la otra mitad.

4. Con la ayuda de una hoja de cuchilla, realizaremos secciones finas de la muestra
montada en la medula de sauco en paralelo a la base.

5. Recoger el trozo de raiz que queda entre las dos partes del salco y poner sobre
un portaobjetos y proceder de la misma manera que en el apartado anterior.

6. Observary fotografiar.

7.1.4 Preparacion de muestras para microscopia electronica.

1. Con ayuda de un bisturi estéril, cortamos aproximadamente 1 cm de la raiz que
gueremos observar y lo metemos en un tubo tipo Eppendorf®.

2. Anadimos Solucién de Fijacién (glutaraldehido al 2,5% en tampdn fosfato) hasta
cubrir la raiz.

3. Introducimos los tubos con las raices, en un desecador conectado a una bomba de
vacio.

4. Hacemos vacio a las muestras durante 2 horas a temperatura ambiente.
*Al finalizar este paso se pueden dejar las muestras a 4 °C y seguir el protocolo al
dia siguiente.

5. Retirar la Solucién de Fijacidn y realizar al menos 5 lavados con tampdn fosfato
0.2 M pH 7.4 (Tabla 40), cada 30 minutos.
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En este punto, entregamos las muestras al servicio de microscopia (Nucelus)
sumergidas en dicho tampdn y siguieron el procedimiento.

Postfijacion en tetréxido de osmio al 1% en tampdn fosfato 0,1M pH 7,4 con
Sacarosa y Cloruro calcico al 1% 1-1,5h. a 4 °C.

Lavado de 3 a 5 veces en tampdn de lavado o con agua destilada.

Deshidratacién con alcoholes o acetonas: 30x10, 50x10, 70x10.

Contraste en bloque con Acetato de Uranilo al 2% en acetona de 70 durante toda
la noche.

Continuacidn de la deshidratacion: 90x20, 100x20, acetona seca 2x30, 6xido de
propileno 2x15.

Inclusiéon en resina: 30 minutos en 6xido de propileno+resina 3:1, 30 en 6xido de
propileno+resina 1:1, 30 en dxido de propileno+resina 1:3 y pasar a resina pura
durante toda la noche.

Pasar a resina pura nueva 1h a 60 °C.

Pasar a resina pura nueva 30 minutos a 60 °C.

Pasar a las capsulas y dejar toda la noche.

Polimerizar 48h a 60°C en el caso del Durcupan. La temperatura y el tiempo
variara en funcién de la resina empleada

A continuacidn, cortan las muestras en semifino y posteriormente en ultrafino con
un Ultramicrotomo (Leica EM UC7), donde se incluyen en una rejilla para poder
visualizar los cortes en el microscopio electrdnico.

Tabla 40. Composicion del tampdn fosfato.

NaH,PO, (Panreac) 5.56¢g
Na;HPO, (Panreac) 1434 ¢
Agua destilada 200 ml

*Afiadimos 19.0 ml de la Solucidon A y 81.0 ml de la Solucidn B y enrasamos a un volumen de 200 ml con agua

destilada. Ajustamos el pH si fuese necesario.

7.2Tipos de microscopia utilizada.

7.2.1 Microscopia 6ptica convencional.

La morfologia de las bacterias fue examinada en un microscopio dptico (Leica FW400).

Para la visualizacion de las colonias crecidas en el medio de cultivo se utilizdé una lupa
estereoscopica (Nikon SMZ800).

7.2.2 Microscopia dptica de fluorescencia.

El microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse 80i), que ademas de dptico, es de

fluorescencia. Por lo que poder visualizar mediante fluorescencia, se necesitan marcar las

cepas, en nuestro caso utilizamos GFP y mCherry. También se utilizd para ver los ensayos de

colonizacién e infeccion con dichas bacterias fluorescentes en las raices en los primeros

estadios de crecimiento.
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7.2.3 Microscopia dptica confocal.

Se utilizd el microscopio confocal Leica TCS SP2 en el Centro Hispano Luso de
Investigaciones Agrarias (CIALE) y Leica TCS SP5 en el caso del Centro de Investigacion del
Cancer (CIC), ambos emplean una técnica éptica para construir imagenes tridimensionales. Las
bacterias marcadas con la proteina GFP se excitaron a 488nm y el Yoduro de Propidio y las
bacterias marcadas con mCherry se excitaron aproximadamente a 617 nm mediante un laser
de Argén. Las proyecciones se llevaron a cabo tomando imagenes individuales
aproximadamente cada 1-2 um y ajustandolos con el software del sistema LAS AF.

7.2.4 Microscopia electronica de transmision.
Se utilizé el microscopio electronico de Transmisidon Tecnai Spirit Twin 120 kv del
servicio Nucleus de la USAL. La imagen se crea a través de un haz de electrones que atraviesa
la muesta.

7.3 Cuantificacion de la colonizacion en el interior de las raices.

Con el fin de corroborar los datos observados mediante microscopia en el interior de
las raices, realizamos un conteo de bacterias. Realizaremos 3 siembras diferentes, las de la
siembra 1 serdn las bacterias que quedan adheridas superficialmente a las raices, las de las
siembra 2, son aquellas que estan fuertemente adheridas a las raices y la siembra 3 son
aquellas que se encuentran colonizando el interior de la raiz.

1. Seleccionamos una raiz de cada tratamiento y la introducimos en un tubo Falcon®

de 15 ml con agua destilada estéril y agitamos.

2. Bacterias levemente adheridas a la raiz (Siembra n21), recogemos 500 pl del
paso anterior y realizamos diluciones seriadas en tubos de agua con 4,5 ml.
Siembro 100 pl en medio YMA las diluciones y la muestra original del paso 1.

3. Cortamos 3 cm de la raiz de cada tratamiento, lo pesamos y posteriormente la
introducimos en un tubo tipo Eppendorf® con 1ml de TE 1X a pH 7.4 (previamente
autoclavado).

4. Sonicamos las muestras durante 1 min los tubos tipo Eppendorf® a temperatura
ambiente.

5. Esperamos 1 minuto y repetimos el paso 4.

6. Bacterias firmemente adheridas a la raiz (Siembra n22), recogemos 500 ul del
paso anterior y realizamos diluciones seriadas en tubos de agua con 4,5 ml.
Siembro 100 pl en medio YMA las diluciones y la muestra original del paso 5.

7. Cogemos la raiz sonicada y la pasamos a un tubo tipo Eppendorf® nuevo.

8. Afadimos 1 ml de HgCl, al 0.1% durante 2 minutos.

9. Realizamos 5 lavados con agua destilada estéril.

10. En una placa de medio YMA, realizamos una impresion de las raices para
comprobar la eficacia de la esterilizacion realizada a las raices.

11. En un mortero previamente esterilizado, ponemos la raiz esterilizada, afiadimos 1
ml de 1ml de TE 1X a pH 7.4 estéril y machacamos la raiz.
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12. Bacterias en el interior de la raiz (Siembra n23), recogemos 500 pl del paso
anterior y realizamos diluciones seriadas en tubos de agua con 4,5 ml. Siembro
100 pl en medio YMA las diluciones y la muestra original del paso 11.

13. Incubamos las placas de YMA a 28°C durante 48 horas.

14. Contamos las bacterias crecidas en cada dilucién y calculamos las UFC/m.

8. SOFTWARES UTILIZADOS.

Para evaluar los perfiles de RAPD obtenidos, se utilizd el programa Bionumerics
(Applied Maths, Nv; EEUU). Desarrollando asi, una matriz de similitud y construyendo un mapa
escalado multidimensional. El coeficiente de correlacidn utilizado fue el de Pearson.

Para editar los fragmentos generados en la secuenciacion, se utilizé el programa
BioEdit 7.2.1 (lbis Bioscience).

Para el ensamblaje de las secuencias de una misma cepa se utilizé el programa Segman
(DNAStar Software).

Para comparar las secuencias del 16S de las cepas tipo de cada especie, utilizando el
servidor EzBioCloud (http://www.ezbiocloud.net/; Yoon, S. H. et al. 2016).

Para realizar los arboles filogenéticos se utilizd el programa Mega5 (Tamura et al.
2011).

Para el disefio de primers se utilizé el programa Primer3 (Untergasser et al. 2012).

Para ensamblar las secuencias obtenidas en la secuenciacion de los genomas se utilizd
la herramienta Velvet (Zerbino and Birney 2008).

Para buscar los genes implicados en la produccion de metabolitos secundarios se
utilizé la herramienta antiSMASH (Medema et al. 2011).

Para enumerar los genes que codifican enzimas activas en carbohidratos (CAZY) se
empled el servidor web dbCAN (Yin et al. 2012).

Para el andlisis de los genomas se utilizd el programa RAST (Rapid Annotation using
Subsystem Technology) (Overbeek et al. 2013).

Para realizar el andlisis y procesamiento de los datos, se utilizé el programa Excel
(Microsoft).

Para el tratamiento estadistico de los datos, se realizé un andlisis de la varianza y se
calcularon las diferencias significativas mediante el test de Fisher (Steel and Torrie 1980),

utilizando el programa Statview (Abacus Corporation).

Para incluir citaciones en el presente trabajo se utilizd el gestor bibliografico Mendeley
(Zaugg et al. 2011).
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Para la visualizacién de acidos nucleicos se utilizé el Gel Doc EZ System (BioRad) y su
edicién se realizd mediante el software Quantity One (BioRad).

Las imagenes se realizaron con la camara digital compacta (Canon PowerShot G12,
10MP, 5x).

La edicidn de las fotos se realizd con el programa Adobe Photoshop CS5 (Adobe). Las
imagenes realizadas en microscopia confocal fueron editadas con el software Leica LCS Suite.

78









Estudio de la biodiversidad bacteriana
en raiz y tallo de Zea mays






Capitulo | Resultados y discusidn

1. RECOLECCION DE MUESTRAS, AISLAMIENTO Y CONSERVACION DE
CEPAS AISLADAS.

El maiz es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial y también uno de los
cultivos mds importantes en los regadios de Castilla y Ledn. El grano de maiz, se utiliza en
alimentacion humanay animal, siendo uno de los principales productos contribuyentes a la dieta
alimenticia mundial. Ademas, las plantas de maiz secas se pueden aprovechar en la alimentacion
de rumiantes. Por otra parte, el maiz también es utilizado para la generacion de materias primas
industriales como la fabricacion del bioetanol. Debido a su adaptabilidad a diferentes suelos y
condiciones climaticas su uso tanto en los paises en desarrollo como desarrollados, esta en
aumento (MAPAMA, 2017).

Puesto que para producir un alto rendimiento en la mayoria de los cultivos no
leguminosas, es necesario aplicar fertilizantes minerales al suelo, se produce un desequilibrio en
los ecosistemas naturales que conllevan elevados costes (Arruda et al. 2013).

Con el fin de evitar pérdidas econdmicas importantes y paliar los impactos ambientales
generados, estudiaremos si existen microorganismos capaces de incrementar el crecimiento de
las plantas y/o disminuir asi las cantidades de fertilizantes requeridos.

Por estos motivos, se recolectaron plantas de maiz con aspecto sano y con la raiz en
buenas condiciones, en la localidad salmantina de Ciudad Rodrigo en Castilla y Ledn (Figura 18).
El suelo donde se recolectaron era franco arenoso y con un pH neutro (pH 7), donde los cultivos
de este cereal habian sido recurrentes.

Portugal

Fig. 18. A) Mapa de Espaifa en el que se sefiala la localidad (Ciudad Rodrigo) en la que se realiz6 el muestreo. B)
Coordenadas del lugar exacto de muestreo (40°34'55"N 6°31'56"W). Fuente: GoogleMaps/Instituto Geogréfico
Nacional.

A partir de raices y tallos de Zea mays se aislaron y seleccionaron en medio YMA colonias
con diversas formas, tamafios, texturas y colores (Figura 19A). A partir de dichas colonias, se
realizaron aislamientos por agotamiento en estria hasta obtener cultivos puros (Figura 19B).
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Finalmente, se obtuvieron 68 cepas de microorganismos endoéfitos. La nomenclatura
que recibieron las cepas fue CRZM seguido de un nimero de ordenacion y de la procedencia

segun fuese de la raiz o el tallo, respectivamente Ry T.

Fig. 19. A) Morfologia que presentaban los aislados inicialmente en medio YMA y B) aislamiento por agotamiento en
estria de una cepa.

Con la ayuda de la lupa estereoscdpica se pudo observar con mayor precision la
morfologia de las colonias, quedando patente la alta diversidad morfolégica encontrada (Figura
20).

‘3“ .‘-‘ AT B
‘ N R

Fig. 20. Diferentes morfologias que presentaban algunas colonias observadas a la lupa estereoscopica.
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2. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LAS CEPAS AISLADAS.

2.1 Microscopia y tincion de gram.

La morfologia celular se observd al microscopio éptico, mediante tincién de Gram. Las
bacterias pueden dividirse basicamente en Gram positivas y Gram negativas. Las bacterias Gram
negativas tienen una pared celular formada por una fina capa de peptidoglucano (polimero de
N-acetil-glucosamina y el acido N-acetilmurdamico unidos mediante enlaces B-1,4) y una
membrana exterior de naturaleza fosfolipidica. Las bacterias Gram positivas tienen una pared
celular formada por una gruesa capa de peptidoglucano. Cldsicamente, éste ha sido un método
esencial para la caracterizacién microscépica de las bacterias ya que el cristal violeta queda
retenido en las paredes celulares de las bacterias Gram positivas dandoles una coloracidon azul
oscuro o violeta, mientras que en el caso de las Gram negativas no queda retenido y son tefiidas
por la safranina que les confiere un color rosado (Figura 21).

Se aislaron un total de 68 bacterias enddfitas de la planta de maiz, 10 cepas se aislaron
del tallo y 58 cepas de la raiz. De los aislados, 30 cepas eran Gram negativas y 38 cepas eran
Gram positivas (Tabla 41).

Fig. 21. A) Cepa CRZM 31T (Gram positiva) vista al microscopio tras ser tefiidas con la tinciéon de Gram; B) Cepa CRZM
26R (Gram negativa) vista al microscopio tras ser teflidas con la tinciéon de Gram.

2.2 Estudio del crecimiento de los aislados sometidos a diferentes
estreses.

Una vez comprobada la amplia morfologia existente entre las cepas aisladas en este
estudio, procedimos a realizar una caracterizacién fenotipica relacionada con su tolerancia a
distintos factores de crecimiento, en concreto los pardmetros estudiados fueron: salinidad,
temperatura y pH (Tabla 41).
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2.2.1 Salinidad.

La presencia de NaCl en el medio influye en el equilibrio osmético de las células. Hay
microorganismos que requieren presencia de Na* para sobrevivir, pero la concentracion que
toleraran dependera de su capacidad de sintetizar solutos compatibles que se almacenaran en
el citoplasma para conseguir un equilibrio osmético y evitar la deshidratacion.

Todos los aislados de este estudio eran capaces de crecer sin necesidad de afiadir NaCl
al medio. Cuando se increment? la salinidad al 0.5% de NaCl, todas las cepas del estudio excepto
una (CRZM52R) crecieron a dicha concentracion y tres de ellas lo hicieron de manera débil
(CRZM22R, CRZM36T, CRZM84R). Cuando se incrementd la salinidad a un 1% las cepas que
anteriormente crecieron de manera débil con esta concentracion no se obtuvo crecimiento, al
igual que la cepa CRZM87R que tampoco crecid; se observé un crecimiento débil en 4 cepas
(CRZM90R, CRZM92R, CRZM107R, CRZM149R) y el resto de las cepas crecieron a dicha
concentracién. A una concentracién de salinidad del 2% nueve de las cepas no fueron capaces
de crecer (CRZM22R, CRZM36T, CRZM52R, CRZM84R, CRZM86R, CRZMS87R, CRZM92R,
CRZM98R, CRZM107R) mientras que dos cepas lo hicieron de manera débil (CRZM9OR,
CRZM149R); el resto de las cepas crecieron a esta concentracién. Finalmente, a una
concentraciéon del 5% de NacCl, 19 de las cepas del estudio no crecieron en este medio, el resto
crecid a dicho porcentaje.

El 54,4% de las cepas crecieron a todas las concentraciones de salinidad probadas, lo
que indica que estas cepas tienen una gran adaptabilidad a la salinidad.

2.2.2 Temperatura.
La temperatura es un factor de enorme importancia para los microorganismos. Debido
a su relacion superficie/volumen, no es posible mantener una temperatura intracelular
diferente a la del medio externo y, en consecuencia, los microorganismos capaces de crecer a
temperaturas extremas tienen sistemas metabdlicos adaptados a esas condiciones de
temperatura.

Todas las cepas fueron capaces de crecer a 28°C. A una temperatura de 37°C el 95,6%
de las cepas crecieron también, aunque la morfologia presentada era irregular; excepto tres de
las cepas que crecieron de manera débil (CRZM18R, CRZM52R, CRZM98R) y cuatro de ellas no
fueron capaces de crecer (CRZM22R, CRZM87R, CRZM126T, CRZM149R). A una temperatura de
50°C el 47% de las cepas de este estudio crecieron a dicha temperatura presentando un
crecimiento masivo, el 16% de las cepas crecieron de manera débil y el 37% no crecieron. A4 °C
el 53% de las cepas no lograron crecer a esta temperatura; el 32% lo hizo de manera débil y
Unicamente el 15% de las cepas pudieron crecer a esta temperatura.

El 19,1% de las cepas fue capaz de crecer en todo el rango de temperatura probado (4°C
- 50°C), lo que indica que tienen capacidad de adaptacién a ambientes con diferentes
temperaturas.
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2.2.3 pH.

Las condiciones de pH del medio externo también son criticas para el crecimiento de los
microorganismos pero, al contrario de lo que ocurre con la temperatura, el pH intracelular debe
mantenerse dentro de unos limites bastante estrechos ya que, fuera de unos rangos de pH
adecuados, el microorganismo muere.

Normalmente, el pH intracelular es ligeramente superior al medio que rodea las células,
ya que en muchos casos, la obtencién de energia metabdlica depende de la existencia de una
diferencia en la concentracién de protones a ambos lados de la membrana citoplasmatica. El pH
interno en la mayoria de los microorganismos estd en el rango de 6.0 a 8.0 (Madigan et al. 2015).

Por tanto, los microorganismos capaces de crecer en condiciones de pH extremos,
tienen que disponer de mecanismos que les permitan mantener el pH intracelular en el rango
adecuado, lo que supone un alto coste energético para la célula.

El 100% de las cepas fue capaz de crecer a pH 7. A un pH basico de 9 todas las cepas
salvo cuatro crecieron (CRZM43R, CRZM52R, CRZM84R, CRZM87R) a dicho pH. A un pH acido de
4.5, el 77.9% de las cepas fueron capaces de crecer mientras que el 22.1% de las cepas no
crecieron. La bajada de pH se puede deber a varios factores uno de los cuales es la liberacion de
acidos organicos de cadena corta (férmico, acético y/o lactico, entre otros) por ciertas bacterias.
En este sentido, hay que tener en cuenta que la accién bactericida de estos acidos organicos de
cadena corta es mas potente que la debida Unicamente a la bajada del pH que producen. Esto
es, los acidos organicos de cadena corta son tdxicos para algunas bacterias por si mismos
(Madigan et al. 2015).

Tabla 41. Resultados obtenidos de la tincion Gram (positivo, +; negativo, -) y del crecimiento de las cepas del estudio
en medios con diferentes concentraciones de salinidad, diversas temperaturas y pH. (++) Crecimiento fuerte; (+)
Crecimiento; (d) Crecimiento débil; (-) Sin crecimiento.

el2 8 3 B|lo ¢ oo o ol2 s
Sl § ¢ | 8 8 K 8|z & 5
= i (@] LN

CRZM 01R - + + + + - + + + - + + +
CRZM 02R + + + + + - - + + + + + +
CRZM 03R - + + + + d + + + + + + +
CRZM 04R - + + + + d + + + + + + +
CRZM 06R - + + + + + + + + + + + +
CRZM 09R - + + + + + + + + + + + +
CRZM 13R + + + + + - d + + + + + +
CRZM 18R - + + + - - d + d d - + +
CRZM 21R - + + + + - + + + + + +
CRZM22R | + | d - - - - - d - - + +
CRZM 23R + + + + + - - + + + - + +
CRZM 25R + + + + + + + + + +
CRZM 26R - + + + + + + + + +
CRZM 27R + + + + + - - + + + - + +
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Tabla 41. Continuacidn.

CRZM28R | + | + + + + - - + + + + + +
CRZM30R | + + + + + - - + + + -
CRZM 31T
CRZM 36T | - - - - - - .
CRZM39R | -
CRZM 42R
CRZM 43R
CRZM 46T
CRZM 47T
CRZM5IR | -
CRZM52R | -
CRZMS55R | +
CRZM56R | +
CRZMS57R | +
+
+
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CRZM 79R +
CRZM 81R -
CRZM 84R +
CRZM 86R -
CRZM 87R -
CRZM 89R -
CRZM 90R +
CRZM 91R -
CRZM 92R -
CRZM 94T +
CRZM 96R -
CRZM 97R -
CRZM 98R
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Tabla 41. Continuacion.

CRZM 126T | - + + + d d d + - - + +
CRZM 129R + + + d d d + + d + +
CRZM 133T + + + d d d + + d - + d
CRZM 135R | + + + + + + + + + + + +
CRZM 139R | - + + + d + + + + d + +
CRZM 145T | + + + + + d + + + - - + +
CRZM 147R | + + + + + d d + + d + +
CRZM 149R | + + d d - - - + - d + +
CRZM 155R | + + + + + - - + + + - + +

En general, se observd que las cepas aisladas tienen una gran adaptabilidad genética y
metabdlica a diferentes factores ambientales probados, ya que el 22,1% eran capaz de crecer a
todas las concentraciones de salinidad, temperatura y pH probadas. Esta gran adaptacion de
dichas cepas al medio podria conferirle una ventaja selectiva frente a otros competidores que
se encuentren en la rizosfera, ya que la microbiota relativa a un hospedador para sobrevivir,
tiene que adaptarse a factores ambientales como la temperatura, la radiacién UV, la
disponibilidad de agua y la biogeografia a la que se encuntre el hospedador (Mller et al. 2016).

2.3 Resistencia a Antibidticos.

El espectro de resistencia natural a antibidticos es una prueba habitual en la
caracterizacién de microorganismos, tanto patégenos como no patégenos, ya que da una idea
de la evolucidn conjunta de diversas especies microbianas que comparten el mismo habitat.

La resistencia puede ser una propiedad natural de un organismo, lo que les puede
conferir ventajas competitivas con respecto a otras cepas y pueden sobrevivir en caso en que
ese antibidtico esté presente. Por otra parte, la resistencia a antibidticos puede ser adquirida,
ya que se puede producir a través de mutaciones o por la transmisiéon de material genético
extracromosémico procedente de otras bacterias (Fernandez Riverdn et al. 2003).

Como se puede observar en la tabla 42, el 50% de los aislados fueron resistentes a
tetraciclina (5 mg/ml), porcentaje que aumento al 62% cuando se duplicé la concentracidn del
antibidtico (10 mg/ml). En el caso de la Kanamicina a las concentraciones sucesivas de 20, 50,
100 y 200 mg/ml las cepas fueron resistentes en un 48.9, 35.3, 26.5 y 11.8%, respectivamente.
A una concentracion de ampicilina 200 mg/ml, el 45.6% mostraron resistencia. A una
concentraciéon de gentamicina de 10 mg/ml, el 36.8% fueron resistentes mientras que a una
concentracion de 50 mg/ml Unicamente fueron resistentes el 13.2%. El 64.7% de las cepas
crecieron cuando la concentraciéon de apramicina fue 50 mg/ml. A una concentracién de
estreptomicina 50 mg/ml, el 70.6% de las cepas fueron resistentes, mientras que a una
concentracidon de 200 mg/ml fueron resistentes sélo el 27.9%; similares valores se obtuvieron
con espectinomicina 50 mg/ml a la que fueron resistentes el 67.6% de las cepas mientras que a
una concentracién de 200 mg/ml las cepas resistentes fueron el 32.4%; a una concentracion de
10 mg/ml de trimetroprima, el porcentaje de cepas resistentes fue del 60.3%.
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Los antibidticos a los que las cepas se mostraron mas sensibles fueron Kanamicina 100
mg/ml, Kanamicina 200 mg/ml, Gentamicina 50 mg/ml, Estreptomicina 200 mg/ml, ya que la
aplicacién de dichos antibiéticos hicieron que el 70% de los aislados no crecieran en su
presencia.

Aunque se utilizan diversos métodos experimentales para el estudio de la evolucion de
las poblaciones microbianas, no se desestiman analisis de antibidticos, pH y limitacion de
nutrientes, entre otros, debido a su gran utilidad para caracterizacion de cepas (Struelens et al.
2001). En nuestro trabajo, observamos que las cepas analizadas tienen una gran variabilidad en
cuanto a las respuestas producidas cuando son expuestas a diferentes antibiéticos y diferentes
concentraciones de las mismas. Por tanto, podemos suponer que existe una alta diversidad
infraespecifica.

Tabla 42. Resultados obtenidos del crecimiento de las cepas del estudio en medios con diferentes antibidticos y
concentraciones de los mismos. (++) Fuerte resistencia; (+) Resistencia; (d) Sensibilidad débil; (-) Sensibilidad.
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CRZMO3R | + + |+ d d -|+1d -1]4d]+ .
CRZM 04R + + - - - - d - - + + + d
CRZMO6R | - - | d - - - | -|- -|-]d -14d -] -
CRZMOSR | + - - - - - + - - - d - d - d
GRZzM13R | - - | - - - -1 -1-1+ -1+ -71-
CRZM18R | - - | - - - - ldl+ - -1- -1- -1+
CRZM 21R + 4 - - - - - + + o+ + d +
CRRM22R | d - | - - « -1 - -1 -1- -1+
GRzM23R | - - | - - - -l -l -1+ - -
CRZM 25R + + d d - - + - - - + - + _
CRZM26R | + + | - - - |+l + - ]+1+ +]|+ =+
CRZM27R | - - | - - - |- - - 1-1+ -1+« -1-
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CRZM30R | - - | - - - - |- - - |-1+ -1+ -
CRZM 31T + o+ + d d - + d d d + - + d
CRZM 36T - - - - - - - - - - - - - - -
CRIM39R | - - | - - - 1+ - ~-1|-14d - +
CRZM42R | - - |d - - | -|- -]-]d d ]
CREM43R | - - | - - <« -1 - <“1-1d -1- -1+
CRZM 46T - - + + d - - d - + | d - d d -
CRZM 47T - - d - - - + - - - d - - - -
CRZMS1R | d - | - - - b+ | - - |-+ -]d -]+
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Tabla 42. Continuacion.

CRZM 52R - - - - - - - - - - - - - - ;
CRZM 55R - - - - - - - - - -
CRZM 56R - - - - - - - - - -
CRZM 57R + o+ |+ o+
CRZM 58R - - + d
CRZM 59R - - - - - - - - - - - - - - -
CRZM 60R - - - - - -
CRZM 62R + + o+
CRZM 65R + +|d d - -
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CRZM 74T - - - - - -
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2.4Produccion de exoenzimas.

La caracterizacién bioquimica de los aislados se completd con un ensayo de utilizacién
de 32 sustratos unidos a p-nitrofenol, que actia como indicador cromogénico de la hidrdlisis
enzimatica. La hidrélisis de dichos sustratos por las distintas cepas del estudio se muestra en la
tabla 43.

La mayoria de los sustratos ensayados fueron los que combinan un azucar con el p-
nitrofenol debido a que son éstos los que estadn disponibles comercialmente y son hidrolizados
por enzimas de naturaleza glicosidasica. Todos los aislados del estudio mostraron, en general,
una importante actividad glicosidasa.

El sustrato PNP-Acetato fue hidrolizado por todos los aislados, al contrario del sustrato
PNP-N-Hidroxisuccinimida que no fue hidrolizado por ningun aislado.

Los sustratos que fueron hidrolizados por mds del 50% de los aislados fueron PNP-N-
Acetil-B-D-Glucosamina (70,6%), PNP-a-L-Arabinopirandsido 75,0%), PNP-B-D-Celobidsido
(66,2%), PNP-Fosfato (pH.5) (54,4%), PNP-Fosfato (pH.7) (77,9%), PNP-Fosfato (pH.8,5) (89,7%),
PNP-Bis-Fosfato (pH.7) (88,2%), PNP-Bis-Fosfato (pH.8,5) (92,6%), PNP-B-D-Fucopirandsido
(66,2%), PNP-a-D-Galactopirandsido (80,9%), PNP-a-D-Glucopirandsido (72,1%), PNP-B-D-
Glucopirandsido (79,4%), PNP-a-D-Maltdsido (57,4%), PNP-B-D-Maltdsido (60,3%), PNP-B-D-
Manopirandsido (52,9%) y PNP-B-D-Xilopiranésido (66,2%). Los demds sustratos fueron
asimilados por debajo de este porcentaje.

Los resultados obtenidos en la degradacién de sustratos derivados del p-nitrofenol por
parte de las cepas, corroboraron la gran variabilidad existente entre ellas, puesto que los
resultados fueron muy dispares.

Sin embargo, los resultados obtenidos en las cepas del género Rhizobium fueron
esenciales para determinar la descripcién de la nueva especie, por lo que estos resultados
concuerdan con los obtenidos en estudios previos en diversas especies de rhizobia que han
mostrado la utilidad de algunos de ellos en la delimitacion de especies (Velazquez and Martinez-
Romero 2001; Velazquez et al. 2001b; Valverde and Veldzquez 2005; Valverde et al. 2006; Zurdo-
Pineiro and Rivas 2007; Ramirez-Bahena 2008).

Estos resultados corroboraron la gran variabilidad existente entre ellas, puesto que los
resultados fueron muy dispares.

Sin embargo, los resultados obtenidos en las cepas del género Rhizobium fueron
esenciales para determinar la descripcién de la nueva especie, por lo que estos resultados
concuerdan con los obtenidos en estudios previos en diversas especies de rhizobia que han
mostrado la utilidad de algunos de ellos en la delimitacion de especies (Velazquez and Martinez-
Romero 2001; Veldzquez et al. 2001b; Valverde and Veldazquez 2005; Valverde et al. 2006; Zurdo-
Pineiro and Rivas 2007; Ramirez-Bahena 2008).
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Tabla 43.Resultados obtenidos del crecimiento de las cepas del estudio en contacto con diferentes exoenzimas. (+) Resistencia; (d) Sensibilidad débil; (-) Sensibilidad.
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Tabla 43. Continuacidn.

CRZM 31T + - - + + - + d + d + + + - - + + - - + + - - + + + d - - - - +
CRZM 36T + - d d - - - - + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
CRZM 39R + - - + - - - - d d - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - -
CRZM 42R + - + + + + + - - - + + + - + + + - + + + + + + + + + + + + + +
CRZM 43R + - - d d d - - d d + + + - - - d - - + + - - + d - - - - - - -
CRZM 46T + - d + + + + - - - d - d - + + + - d + + + - + + + - + d d + +
CRZM 47T + - + + + - + - - - + + + - - + + - - - - - - - - + + - - - - +
CRZM 51R + - - + - - - - + + - - - - - - - - - - d - - - - - - - + - - -
CRZM 52R + - + + + + + - + + + + + - - + + - - + + - + d d + + - - - - +
CRZM 55R + - - - + d + - - - + + + - - + + - - + + - + + + - - - - - - -
CRZM 56R + - + + + + + - + + + + + - - + + - - + + - + + + - + - - + - +
CRZM 57R + - + + + - + - + + + + + - - d + - - + + - - d + - + - - + - +
CRZM 58R + - - - + d - - - - + - + - - + + - + + + + + + + + + + - - - +
CRZM 59R + - - d + - + - - d + + + - - d + + - + + - + + + - - - - + - -
CRZM 60R + - - + - - + - d d d - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - -
CRZM 62R + - - d - - - - + + + + + - - - - - - + + - - + - - - - - - - -
CRZM 65R + - - + - - + - + + + + + - - - - - - + + - - + + - - - - + - -
CRZM 72R + - d + d d + - - + + + + - - - + - - + + - - + + - + - - - - +
CRZM 74T + - + + + - + - + + + + + d - - + - - - d - - - - + + - - - - +
CRZM 77R + - + + + - + - + + + + + d - + + - - d d - + - - - + - - - - +
CRZM 79R + - d + + + + - - - + + + - + + + - + + + + + + + d + + - - + +
CRZM 81R + - - - - - + - + + + + + - - - - - - + + - - + + - - - - - - -
CRZM 84R + - + d + d + - - - + d + - + + + - - + - - + - + - + + - - - +
CRZM 86R + - - - - - - - + + - - - + - + + - - d d - - - - - - - - - - -
CRZM 87R + - + + + - + d + + + + + - - + + - - + + - + + + + + - - + + +
CRZM 89R + - - d d - - - + + d - d + - - + - - + + - - - - - - - - - - -
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Tabla 43. Continuacion.

CRZM 90R + - d + + - + - d d d - d - + + + - - + + - + + + + + + - + - +
CRZM 91R + - + + + - + - + + + + + - - + + - - - + - - - - - d - - - - +
CRZM 92R + - - - + - - - - - + - + - + + - + - - + - - - - - + + - - - d
CRZM 94T + - d + + + + - - - + - + - + + + - d + + + d + + + - + - - + +
CRZM 96R + - + + + - + - + + + + + - - - + - - - - - - - - + + - - - - +
CRZM 97R + - + + + - + - + + + + + + - + + - - d d - + - - - + - - - - +
CRZM 98R + - - + - - - - d d - + + - - - d - - - + - - - d - - - - - - -
CRZM 99R + - - - + + + - d - - - - - d + + - - + + - - + + - + + - + - +
CRZM 100R + - - - + + + - - - + + + - + + + - - - - + + + - - + + - - - +
CRZM 101R + - - - - - - - - d - - - - - - d - - + + - - - + - - - - - - -
CRZM 102R + - + + + - + - + + + + + - - d + - - + + - d d + d + - - d - +
CRZM 103R + - - - + - + - + + + + + - - - + - - - - - - - - + - - - - - +
CRZM 107R + - - - - - - + d d + + + + - d + - - d d - - - - - - - - - - -
CRZM 111R + - - - + + - - - - + - + - - + + - + + + + d + + + - + - - - +
CRZM 118R + - - - + + + - - - + + + - + + + - - + + - + + + + + + - + + +
CRZM 122R + - - - - - - - - - + + + d - - - - - - - - - - - - - - - - - -
CRZM 125T + - - + + - + - - - d d + - - + + - - + + - + + + + d + - + - +
CRZM 126T + - - - - - d - - - + d + - - d d - - + + - - - d - - - - - R +
CRZM 129R + - - - + + + - - - + d + - + + + - - + + - + + + + + + - + + +
CRZM 133T + - - - + - - - - - + + + - - + d - - + + - - + + - - - d - - +
CRZM 135R + - + + + - + - + + + + + d - + + - - - d - + - - - + - - - - +
CRZM 139R + - - - - - + - + d + d + - - - - - - + + - - d + - - - d - d +
CRZM 145T + - - - + - + - - - d - - - - + + - - + + + d + + + - + - - - +
CRZM 147R + - - - + + + - - - + d + - + + + - - + + - + + + + + + - + + +
CRZM 149R + - - - d - + - - - - + d d - - + - - d + - + - + + + + - - - +
CRZM 155R + - + + + - d - d + + + + - - + + - - + + - + + + - d - - - - +
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3. CARACTERIZACION GENOTIPICA.

3.1Analisis de la diversidad mediante perfiles RAPD.

El anadlisis de perfiles de RAPD (Radom Amplified Polymorfic DNA) destaca entre las
técnicas utilizadas actualmente para el analisis de la diversidad genética bacteriana como una
de las mas utiles, ya que nos permite estudiar genomas complejos sin un conocimiento previo
de los mismos. La utilizacion de un solo primer (Mulcahy et al. 1993) puede ser suficiente para
analizar la variabilidad entre cepas como ocurre en el caso de los perfiles de RAPD que se
obtienen utilizando un primer de longitud corta que anilla a bajas temperaturas, como por
ejemplo el primer M13 (Williams et al. 1990).

Estos perfiles se han utilizado para el estudio de la diversidad dentro de poblaciones de
distintos organismos (Mulcahy et al. 1993; Stépniak et al. 2002; Graham and Vance 2003) y
fueron usados por primera vez por Williams et al. 1990 para examinar muestras de DNA
humano. Desde entonces, han sido utilizados en numerosos estudios para analizar la
biodiversidad bacteriana infraespecifica ya que se ha demostrado que distintos perfiles de RAPD
pueden corresponder a cepas que pertenecen a la misma especie (Alves-Santos and Ramos
2002). Estudios recientes que han utilizado esta técnica en sus estudios son Martin and Miera
(2014) que caracterizaron por RAPD distintos aislados de Vitis vinifera; ademds, Dubey et al.
(2014) utilizaron esta tecnica para caracterizar bacterias que degradasen celulosa. Saxena et al.
(2014) también emplearon la técnica de RAPD para realizar un screening de bacterias aisladas
de sueloy Pereira et al. (2016) utilizaron dicha técnica para caracterizar aislados de raices y tallos
de Lavandula dentata. Otras técnicas como el BOX-PCR, han sido utilizados por diversos autores
para agrupar aislados de arroz (Loaces et al. (2011), de maiz (lkeda et al. 2013) y de trigo (Yang
et al. 2011), entre otros.

En nuestro caso, empleamos el primer M13, formado por 15pb y que permite amplificar
diversas regiones de ADN en condiciones poco restrictivas. De esta manera, obtenemos
fragmentos de ADN de distinto tamafio en funcién de las variaciones de las secuencias de
nucledtidos de las zonas donde se haga efectiva la unidn, derivando asi en la ausencia y
presencia de las diferentes bandas en los perfiles. Posteriormente, se realizé un andlisis de los
perfiles obtenidos para los 68 aislados utilizando el programa Bionumerics con el cual, aplicando
el coeficiente de correlaciéon de Pearson y el método de agrupamiento UPGMA, se obtuvo el
dendrograma que se observa en la figura 22. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la
alta diversidad de cepas aisladas del interior del maiz, lo que confirma la utilidad de los andlisis
de los perfiles de RAPD para la investigacion de la biodiversidad de cepas, como se ha mostrado
en numerosos trabajos.

Sin embargo, estas técnicas de agrupacion de aislados presentan limitaciones, ya que no
proporcionan informacion filogenética sobre la composicién bacteriana de la comunidad.
Ademads, el analisis de datos los datos es complicado, puesto que exhiben numerosas bandas de
diferentes intensidades. Por lo que finalmente Ranjard et al. (2000) plantean que la utilidad de
estas técnicas depende del tipo de comunidad estudiada.
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Fig. 22. Dendrograma de las cepas analizadas por M13-RAPD basado en el método de agrupacion UPGMA vy el
coeficiente de Pearson. La linea de puntos roja indica el porcentaje estimado para determinar los grupos.
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Por lo que, en el andlisis de la biodiversidad de las cepas de nuestro estudio, los perfiles
RAPD, no nos supone una 6ptima herramienta para agrupar las cepas a niveles taxondmicos por
lo que se llevé a cabo la secuenciacion y analisis del gen ribosémico 16S.

3.2 Analisis de secuencias del gen ARN ribosémico del 16S.

La comparacién de las secuencias de los ARNr 16S permite establecer las relaciones
filogenéticas existentes entre bacterias. Este hecho ha tenido una enorme repercusién en
taxonomia bacteriana, dando lugar al sistema de clasificaciéon vigente y permitiendo la
identificacion rdpida y precisa de las bacterias (Rodicio and Mendoza 2004).

El ARN ribosémico (ARNr) 16S es la macromolécula mas ampliamente utilizada en
estudios de filogenia y taxonomia bacterianas. Su aplicacion como cronédmetro molecular fue
propuesta por Carl Woese (Universidad de lllinois) a principios de la década de 1970 (Woese and
Fox 1977).

Por tanto, debido a la gran diversidad encontrada en la caracterizacién genotipica se
decidié secuenciar el gen ribosdmico 16S de todas las cepas aisladas para una mayor fiabilidad
de los resultados ya que las cepas eran bastante heterogéneas entre si. Se secuencio este gen
en cada uno de los aislados, obteniéndose secuencias de alrededor de 1500 nucledtidos.

Las secuencias pertenecientes a las bacterias se compararon con las secuencias de los
genes ribosémicos 16S de todas las cepas tipo depositadas en las bases de datos publicas a
través del servidor EzBioCloud (http://www.ezbiocloud.net/; Yoon et al. 2016). En total se
analizaron 68 secuencias correspondientes a los aislados, presentado los porcentajes de
similitud a las especies tipo mds préxima obtenidos en la tabla 44. Todos los valores de similitud
se encontraban en un rango de 96 - 100%.

La secuenciacién y comparacion de la secuencia completa del gen ARNr 16S sirve entre
otras cosas para identificar y diferenciar taxones, establecer diferencias entre cepas y para
describir nuevas especies y/o géneros. Por lo general, para la descripcion de nuevas especies, se
admiten diferencias en el porcentaje de similitud en la secuencia nucleotidica de este gen de
entre un 97 y un 99% entre el aislado y la cepa tipo de especie. Sin embargo, para que estas
diferencias sean validas para la descripcién de un nuevo taxdn deben realizarse distintas pruebas
y analisis, dependiendo del grupo taxondmico al que pertenezcan, como por ejemplo,
caracteristicas fenotipicas, secuenciacion de genes housekeeping, hibridacion DNA-DNA o
determinacion de acidos grasos, entre otros (Kuykendall et al. 2015).

En nuestro grupo de investigacion, se han realizado numerosos estudios sobre la
implicacion de miembros del genero Rhizobium en la mejora del desarrollo de diversos cultivos
con interés agro-econdmico, como por ejemplo, tomate y pepino (Garcia-Fraile et al 2012),
lechugay zanahoria (Flores-Felix et al 2013), alubia (Diez-Mendez et al 2016) o fresa (Flores-Felix
et al., 2016), entre otros. Ademas, ha sido descrito como un género bacteriano seguro para la
salud humana, siendo numerosas de las cepas que componen sus diferentes especies
susceptibles de ser utilizadas como biofertilizantes (Garcia-Fraile et al. 2012). En este sentido,
decidimos continuar este trabajo caracterizando los aislados pertenecientes a dicho género.
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Como podemos ver en la tabla 44, la cepa CRZM 52R, es la Unica cepa de Rhizobium que
mostré una similitud del 100% como la cepa tipo R. leucaenae USDA 9039". La cepa CRZMS87R,
muestra una similitud con R. lusitanum P1-7" del 98,8%; las cepas CRZM91R y CRZM92R
mostraron una similitud del 99,9% y 99,7%, respectivamente. La cepa CRZM18R, mostré un
98,3% de similitud con la cepa tipo R. cellulosilyticum ALA10B2". Debido a que esta Ultima tiene
un bajo porcentaje de similitud en comparacién con la cepa tipo de la especie mas préxima,
decidimos profundizar en su estudio y/o caracterizacién taxondmica para comprobar si este
aislado constituia una especie nueva del genero Rhizobium. Ademas de estos aislados que
pueden asignarse al género Rhizobium, encontramos otros posibles candidatos a constituir
nuevas especies de su género o incluso otro género diferente, debido a su baja similitud de
secuencia con las cepas tipo correspondiente, por ejemplo CRZM21R, CRZM22R, CRZM36T vy
CRZM126T. Estos resultados abren la posibilidad de futuros estudios para clasificar
taxondmicamente dichos aislados.

Tabla 44. Similitud de las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas de este estudio aisladas del interior del maiz
comparadas con las especies tipo depositadas en las bases de datos publicas (http://www.ezbiocloud.net/).

Especie tipo mds proxima Similitud

CRZM 01R Pantoea allii LMG 24248" 100
CRZM 02R Bacillus aryabhattai BSW22" 99,7
CRZM 03R Klebsiella michiganensis W14T 100
CRZM 04R Klebsiella michiganensis W14" 100
CRZM 06R Serratia marcescens subsp. sakuensis KRED' 100
CRZM 09R Enterobacter ludwigii EN-1197 99,7
CRZM 13R Bacillus aryabhattai BSW22" 100
CRZM 18R Rhizobium cellulosilyticum ALA10B2" 98,3
CRZM 21R Pseudomonas plecoglossicida NBRC 1031627 96,2
CRZM 22R Kitasatospora saccharophila SK157 96,7
CRZM 23R Bacillus flexus IFO 157157 100
CRZM 25R Paenibacillus glycanilyticus DS-17 99,8
CRZM 26R Pseudomonas entomophila L48" 100
CRZM 27R Bacillus flexus IFO 157157 99,9
CRZM 28R Paenibacillus cineris LMG 18439" 100
CRZM 30R Bacillus flexus IFO 157157 99,9
CRZM 31T Bacillus altitudinis 41KF2b" 100
CRZM 36T Massilia kyonggiensis TSA1" 98,9
CRZM 39R Pseudomonas graminis DSM 113637 100
CRZM 42R Paenibacillus cineris LMG 18439" 100
CRZM 43R Streptomyces lannensis TA4-8" 99,4
CRZM 46T Arthrobacter nitroguajacolicus G2-17 100
CRZM 47T Bacillus altitudinis 41KF2b" 100
CRZM 51R Pseudomonas graminis DSM 11363 100
CRZM 52R Rhizobium leucaenae USDA 9039" 100
CRZM 55R Bacillus aryabhattai BSW22" 100
CRZM 56R Bacillus aryabhattai BSW22" 100
CRZM 57R Bacillus aryabhattai BSW22" 100
CRZM 58R Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3" 100
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Tabla 44. Continuacidn.

Resultados y discusion

Microbacterium trichothecenolyticum DSM 86087

Streptomyces griseoaurantiacus NBRC 154407

CRZM 59R Bacillus aryabhattai BSW22"

CRZM 60R Pseudomonas graminis DSM 11363
CRZM 62R Bacillus simplex NBRC 157207

CRZM 65R Pseudomonas moraviensis CCM 72807
CRZM 72R Bacillus tequilensis KCTC 136227

CRZM 74T Pantoea allii LMG 242487

CRZM 77R Klebsiella michiganensis W14T

CRZM 79R Paenibacillus glycanilyticus DS-1"

CRZM 81R Brevundimonas intermedia ATCC 152627
CRZM 84R Paenibacillus phyllosphaerae PALXILO4T
CRZM 86R Burkholderia caledonica NBRC 102488
CRZM 87R Rhizobium lusitanum P1-77

CRZM 89R Burkholderia graminis CAD1M"

CRZM 90R Leifsonia soli TG-S248"

CRZM 91R Rhizobium alamii GBV0O16"

CRZM 92R Rhizobium alamii GBVO16'

CRZM 94T Arthrobacter nitroguajacolicus G2-17
CRZM 96R Pantoea allii LMG 242487

CRZM 97R Pseudomonas mediterranea CFBP 54477
CRZM 98R Bacillus circulans ATCC 45137

CRZM 99R Herbiconiux ginsengi DSM19088"

CRZM 100R Paenibacillus glycanilyticus DS-1"

CRZM 101R Paenibacillus chondroitinus DSM 50517
CRZM 102R Klebsiella michiganensis W14"

CRZM 103R Pantoea allii LMG 242487

CRZM 107R Burkholderia caledonica NBRC 102488
CRZM 111R Arthrobacter oryzae KV-6517

CRZM 118R

CRZM 122R Pantoea eucrina LMG 27817

CRZM 125T Microbacterium arborescens DSM 207547
CRZM 126T Sphingomonas desiccabilis CP1D"

CRZM 129R Microbacterium testaceum DSM 20166"
CRZM 133T Agrococcus citreus 1AM 151457

CRZM 135R Staphylococcus pasteuri ATCC 511297
CRZM 139R Pseudomonas moraviensis CCM 72807
CRZM 145T Pseudoclavibacter helvolus DSM 204197
CRZM 147R Curtobacterium citreum DSM 205287
CRZM 149R

CRZM 155R Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 36107

100
99,9
100
99,9
100
100
100
100
100
99,2
100
98,8
99,7
100
99,9
99,7
100
100
100
99,4
99,6
99,7
99,9
100
100
100
100
100
100
100
98,1
99,9
99,9
100
100
99,9
100
100
100

Un total de 68 bacterias endodfitas fueron aisladas del interior de la raiz y el tallo del

maiz, que gracias a la secuenciacién del 16S, pudimos asignar a 3 phyla diferentes:
Proteobacteria (44%; a-Proteobacteria (10%) B-Proteobacteria (6%), y-Proteobacteria (28%)),

Firmicutes (34%) y Actinobacteria (22%).
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Dentro de esos phyla, los aislados pueden ser asignados a 22 géneros y 45 especies
diferentes, lo que corrobora lo obtenido en las pruebas de caracterizacidn genotipica (RAPD), es
decir, obtuvimos una alta diversidad de enddfitos bacterianos del interior de ambas zonas de la
planta de maiz. Como podemos ver en la figura 23, los géneros mds comunes son Bacillus
(22,1%), Pseudomonas (11,8%), Paenibacillus (10,3%), Pantoea (7,4%) y Rhizobium (7,4%).
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Fig. 23. Graficos que muestran la distribucion por géneros de los aislados.

Con las secuencias obtenidas, se realizé un andlisis filogenético, cuyo resultado grafico
se muestra en las figuras 24 y 25, aplicando el método de Neighbour-Joining y el pardmetro de
Kimura 2-p. Este analisis de las secuencias se realizd para conocer la relacién de las cepas con
respecto a la cepa tipo mds préxima. Este proceso se lleva a cabo utilizando el programa
informdatico Mega 5.0 (Tamura et al. 2011) con el que se calculd la distancia evolutiva y se
construyeron los arboles filogenéticos.

Por tanto, encontramos que en la raiz existia una gran cantidad y diversidad de especies,
mayor con respecto al tallo, ya que el 85,3% de las especies aisladas en este estudio pertenecian
a ésta parte de la planta. En el tallo se encontré una menor diversidad, solamente un 14,7% de
las especies se encontraban en esta zona. Estos datos concuerdan con los resultados de aislados
en maiz (Pereira and Castro 2014; Rodriguez-Blanco et al. 2015), en cafia de azlcar (Pariona-
Llanos and Ferrara 2010), en Solanum nigrum (Luo et al. 2011) y en Thlaspi goesingense (Idris et
al. 2004).

Esta diferencia se puede deber a que la poblacién de microorganismos es mayor en la
rizosfera de la plantas hospedadora que en el interior de estas, ya que los microorganismos se
sienten atraidos por los exudados radiculares que proporcionan un ambiente rico en carbono
(Chen et al. 2003). Debido al contacto intimo que las raices de las plantas establecen con el suelo
mediante el crecimiento y el desarrollo, propician la entrada de algunas bacterias a los tejidos
radiculares (Kobayashi and Palumbo 2000). Por otro lado, los endéfitos son capaces de persistir
mas tiempo en las raices que en los érganos aéreos de las plantas (Junior et al. 2000) y ademas,
la migracion de los microorganismos ocurre lentamente de las raices a los tallos y hojas (Liu et
al. 2006).

Ademads, pudimos observar que cuatro géneros fueron identificados en comun en las
raices y en los tallos, estos fueron Arthrobacter, Bacillus, Microbacterium y Pantoea. Estas han
sido descritas previamente por diferentes cualidades, el género Arthrobacter ha sido descrito
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como un potencial promotor del crecimiento vegetal (Morrissey et al. 1976; Chelius and Triplett
2000; Banerjee et al. 2010). Por otra parte, algunas cepas de Bacillus se han descrito como
endofitas en plantas superiores (Li et al. 2012; White et al. 2014) y ademas han mostrado
capacidad para promover el crecimiento de algunas plantas (Wang et al. 2009; White et al.
2014). Aungue la aparicidn de cepas de Microbacterium como endéfitos no ha sido ampliamente
estudiada, los datos actuales sugieren que este microorganismo puede ser comun en los tejidos
de las plantas (Alves et al. 2014). Algunas cepas de Pantoea, han mostrado ejercer un buen papel
en el biocontrol de enfermedades fitopatdgenas (Braun-Kiewnick et al. 2000; Bonaterra et al.
2005). También se han utilizado en biorremediacién, para degradar herbicidas (Pileggi et al.
2012). Se ha descrito como un grupo ideal para explorar su adaptacion y el oportunismo
especificos a los nichos (Walterson and Stavrinides 2015). Esta misma cepa fue aislada del tallo
y de la raiz del maiz en los ensayos de Pereira and Castro (2014); por lo que indica que puede
ser una excelente colonizadora y ademds puede ser comun que colonice a dicho hospedador.

Por otro lado, las cepas aisladas en las raices y en los tallos fueron 68, pertenecientes a
22 géneros y 45 especies diferentes, incluidos todos ellos en tres phyla diferentes. La clase a la
que pertenecian gran parte de los aislados eran las Proteobacterias al igual que lo que
obtuvieron Peiffer et al. (2013) en sus aislados de la rizosfera del maiz. Este hallazgo no es
sorprendente, ya que las proteobacterias son bien conocidas por responder a fuentes de
carbono labil, y generalmente se consideran de crecimiento rapido (Fierer et al. 2007) y tienen
la capacidad de adaptarse bien a la rizosfera de la planta (Peiffer et al. 2013).

Dentro de las proteobacterias, las mds abundantes fueron las y-Proteobacterias,
coincidiendo con lo descrito en otros estudios de aislados de maiz (Johnston-Monje and Raizada
2011; Arruda et al. 2013; Rodriguez-Blanco et al. 2015). Ademas, el género Pseudomonas,
representd dentro de las y-Proteobacterias, el 42% de las cepas, lo que concuerda también con
los resultados de (Johnston-Monje and Raizada 2011; Rodriguez-Blanco et al. 2015). El género
Pseudomonas se ha utilizado en numerosas ocasiones como promotora del crecimiento de las
plantas (Gravel et al. 2007; Shaharoona et al. 2008; de Souza et al. 2015; Calvo et al. 2016). Pero,
por otro lado, algunas cepas son fitopatdgenas pudiendo causar efectos nocivos para las plantas
hospedadoras (Andreote and Araujo 2009).

Otro género abundante dentro de las y-Proteobacterias, fue Pantoea que representa el
27% de los aislados de esta clase. Algunas cepas de Pantoea son enddfitos beneficiosos (Feng et
al. 2006) y pueden ser importantes en la proteccion de semillas contra hongos (Rijavec et al.
2007). Por otro lado, otras especies se consideran patogenos responsables de la podredumbre
blanda (Toth et al. 2003; Coutinho and Venter 2009) y otras pueden causar enfermedades en
humanos (Cruz et al. 2007).

Por tanto, suponemos que las y-Proteobacterias estan perfectamente asociadas a dicho
hospedador (Zea mays), independientemente del genotipo de la planta, tipo de suelo y
suministro de nutrientes (Rodriguez-Blanco et al. 2015).

Segun la bibliografia revisada hasta ahora, hemos observado que los géneros que
citamos a continuacién ya se han descrito como endéfitos de maiz: Arthrobacter (Mclnroy and
Kloepper 1995; Pereira and Castro 2014), Bacillus (Lalande et al. 1989; Mclnroy and Kloepper
1995; Orole and Adejumo 2011; Pereira and Castro 2014), Brevundimonas (Montafiez et al.
2012; Pereira and Castro 2014), Burkholderia (Mclnroy and Kloepper 1995; Montafiez et al.
2012), Curtobacterium (Mclnroy and Kloepper 1995; Pereira and Castro 2014), Enterobacter
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(Mclnroy and Kloepper 1995; Orole and Adejumo 2011; Liu et al. 2012; Montafiez et al. 2012;
Pereira and Castro 2014), Klebsiella (Mclnroy and Kloepper 1995), Microbacterium (Mclnroy and
Kloepper 1995; Orole and Adejumo 2011; Pereira and Castro 2014), Paenibacillus (Liu et al. 2012,
2016), Pantoea (Mclnroy and Kloepper 1995; Liu et al. 2012; Montafiez et al. 2012; Pereira and
Castro 2014), Pseudomonas (Lalande et al. 1989; Orole and Adejumo 2011; Montafiez et al.
2012; Pereira and Castro 2014), Rhizobium (Mclnroy and Kloepper 1995; Gutiérrez-Zamora and
Martinez-Romero 2001; Montafiez et al. 2012), Serratia (Lalande et al. 1989; Mclnroy and
Kloepper 1995; Liu et al. 2012), Sphingomonas (Mclnroy and Kloepper 1995; Liu et al. 2012;
Pereira and Castro 2014), Staphylococcus (Mclnroy and Kloepper 1995; Orole and Adejumo
2011) y Streptomyces (Araujo et al. 2000).

Sin embargo, los géneros Agrococcus, Herbiconiux, Kitasatospora, Leifsonia, Massilia y
Pseudoclavibacter hasta la fecha y hasta donde nosotros conocemos no han sido descritos.

Ademas, puesto que los resultados secuenciacidon, mostraron que varias cepas de este
estudio presentan una similitud entre el 96% y el 100%, por lo que es posible que algunas de
ellas puedan ser especies nuevas. Debido a los bajos porcentajes que presentaban algunas de
las cepas de este estudio, nos indica que los microorganismos que se encuentran en el interior
de la planta puede ser un nicho interesante de nuevas especies por descubrir, por lo que
dejamos también un campo abierto para la investigacién de posibles nuevas especies
pertenecientes a diversos géneros.
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Fig. 24. Andlisis filogenético basado en las secuencias obtenidas del gen ribosdmico 16S de los aislados de este estudio
y sus cepas tipo mds préximas de las bacterias pertenecientes a las Gram-negativas. El analisis se ha obtenido con el
método Neighbour-Joining y el parametro de Kimura 2-p, mediante 1000 réplicas. Los valores Bootstrap se muestran

en los nodos. La barra indica 0.02 sustituciones por posicidon de nucleétido.
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Fig. 25 Analisis filogenético basado en las secuencias obtenidas del gen ribosémico 16S de los aislados de este estudio
y sus cepas tipo mas préximas de las bacterias pertenecientes a las Gram-positivas. El andlisis se ha obtenido con el
método Neighbour-Joining y el parametro de Kimura 2-p, mediante 1000 réplicas. Los valores Bootstrap se muestran
en los nodos. La barra indica 0.02 sustituciones por posicidon de nucleétido.
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3.3 Caracterizacion de una nueva especie aislada del interior de las
raices de Zea mays.

Segun LPSN (“List of Prokaryotes names with Standing in Nomenclature”; JP EUZEBY;
www.bacterio.net), existen 103 especies descritas dentro del género Rhizobium en Julio de
2017, donde la especie y cepa tipo del género es R. leguminosarum USDA 2370".

Debido a las diferentes evidencias que nos hacian pensar que la cepa de Rhizobium
CRZM18R, presentaba un porcentaje de similitud bajo con respecto a la especie mas préxima
observada en las bases de datos (Rhizobium cellulosilyticum ALA10B2T), caracterizamos una cepa
de este trabajo como R. zeae CRZM18RT, en base a sus caracteristicas genotipicas,
guimiotaxondmicas y fenotipicas (Celador-Lera et al. 2017).

3.3.1 Caracterizacion genotipica.

En primer lugar, se realizdé un andlisis filogenético con la secuencia del ARNr 16S de la
cepa CRZM 18Ry el mismo gen del resto de las especies del género Rhizobium (Figura 26).
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Fig. 26. Arbol filogenético construido con el método Neighbor-joining a partir de las secuencias del gen ARN
ribosémico 16S (posiciones 1385) que muestra la relacion entre la cepa CRZM18R" y el resto de las especies del género
Rhizobium. La significancia de cada rama se indica mediante un porcentaje calculado con 1000 repeticiones,
mostrando solo aquellos valores que fueron superiores al 50%. La escala indica dos sustituciones de nucleétidos por
cada 100.

A continuacioén se realizé el mismo arbol, con las mismas cepas, pero en este caso con
las secuencias concatenadas de los genes recA y atpD (Figura 27).
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Rhizobium soli DS-427 (GQ260192, GQ260191)
Rhizoblum alvei LMG 268957 (KX938338, KX938336)
Rhizobium populis K-38T (KF951420, KF898922)
Rhizobium halophytocola YC6881T (HQ174465, HOQ174464)
izobium helanshanense CCNWQTX14T (HQ132354, HQ132359)
Rhizobium marinum MGLO6T (KMB892804, KJ941332 )

_—
0.02

Fig. 27. Arbol filogenético construido con el método Neighbor-joining a partir de las secuencias concatenadas de los
genes recAy el atpD, por este orden y con un total de 720 posiciones que muestra la relacion entre la cepa CRZM18R”
y el resto de las especies del género Rhizobium. La significancia de cada rama se indica mediante un porcentaje
calculado con 1000 repeticiones, mostrando solo aquellos valores que fueron superiores al 50%. La escala indica dos
sustituciones de nucleétidos por cada 100.
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Del mismo modo se realizaron los arboles filogenéticos con la secuencia del ARNr 16S
de la cepa CRZM 18R y el mismo gen de las especies tipo representativas del género Rhizobium
(Figura 28) y de las secuencias concatenadas de los genes recAy el atpD (Figura 29).

66— Rhizobium helianthi Xi19" (JQ032629)
L Rhizobium capsici CC-SKC2T (HQ113369)
Rhizobium straminoryzae CC-LY845" (KF444510)
\— Rhizobium rhizoryzae J3-AN59" (EF649779)
Rhizobium lemnae L6-16" (AB738386)
Rhizobium oryzicola ZYY136" (JX446583)
1 * Rhizobium tarimense PL-417 (HM371420)
Rhizobium pakistanensis BN-19" (AB854065)
Rhizobium endolithicum JC140" (HE818072)

70 Jj Rhizobium flavum YW14" (KC904963)
100 Rhizobium halotolerans AB21" (JX307098)
Rhizobium gilianshanense CCNWQLSO01" (JQ728555)
Rhizobium puerariae PCO04" (LC014930)

69 "*3,% izobium phenanthrenilyticum F117 (F1743436)
100 Rhizobium petroleariumSL-1" (EU556969)
Rhizobium marinum MGLO6" (KJ751545)
Rhizobium kunmingense LXD30" (FI560597)
{ Rhizobium smilacinae PTYR-5T (KF551141)
Rhizobium yantingense H66" (KC934840)
" Rhizobium cellulosilyticum ALA10B2™ (DQ855276)
74— Rhizobium zeae CRZM18RT (KX932068)
Rhizobium soli DS-427 (EF363715)
Paraburkholderia graminis C4D1MT (U96939)

b
0.02

Fig. 28. Arbol filogenético construido con el método Neighbor-joining a partir de las secuencias del gen ARN
ribosémico 16S (posiciones 1385) que muestra la relacidn entre la cepa CRZM18R"y las especies tipo representativas
del género Rhizobium. La significancia de cada rama se indica mediante un porcentaje calculado con 1000
repeticiones, mostrando solo aquellos valores que fueron superiores al 50%. La escala indica dos sustituciones de
nucledtidos por cada 100. Los puntos negros y los asteriscos se obtuvieron con el algoritmo de méaxima verosimilitud
y algoritmos de parasimonia, respectivamente
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qu Rhizobium flavum YW14" (KF609368, KF609369)
Rhizobium halotolerans AB21" (JX872399, JX878388)

Rhizobium tarimense PL-417 (JF508523, JF508524)

T

Rhizobium marinum MGLO6" (KM892804, K/941332)

Rhizobium pakistanensis BN-197 (AB855792, AB856324)

80| *+
71

Rhizobium puerariae PCO04" (LC014932, LC014932)
s LRhizobium phenanthrenilyticum F117 (GQ504267, JF518833)

100 Rhizobium petrolearium SL-17 (EU556970, EU556968)

Rhizobium kunmingense LXD30" (GQ227357, F/882039)

*
4
*

Rhizobium soli DS-42T (GQ260192, GQ260191)

Rhizobium smilacinae PTYR-5 (KF738708, KF738707)

;

L

60
\_*i
*
|

42

Rhizobium cellulosilyticum LMG 236427 (AM286427, AM286426)
Rhizobium zeae CRZM18T (KX938341, KX938340)
Rhizobium yantingense H66" (KM029983, KM029981)

4"}
98

Rhizobium oryzicola ZYY136" (1X443617,1X443616)

Rhizobium straminoryzae CC-LY845" (K1863426, K1863419)

97 Rhizobium helianthi Xi19" (JX094430, JX094429)
*
* Rhizobium capsici CC-SKC2T (KJ863428, KI863421)
83 * Rhizobium rhizoryzae )3-AN59" (KF384476, EU732563)
99 Rhizobium lemnae L6-16" (AB746183, AB746180)
—_

0.02

Fig. 29. Arbol filogenético construido con el método Neighbor-joining a partir de las secuencias concatenadas de los
genesrecAvy el atpD, por este orden y con un total de 720 posiciones que muestran la relacidn entre la cepa CRZM18R"
y las especies tipo representativas del género Rhizobium. La significancia de cada rama se indica mediante un
porcentaje calculado con 1000 repeticiones, mostrando solo aquellos valores que fueron superiores al 50%. La escala
indica dos sustituciones de nucleétidos por cada 100. Los puntos negros y los asteriscos se obtuvieron con el algoritmo
de maxima verosimilitud y algoritmos de parasimonia, respectivamente

En los arboles filogenéticos obtenidos, se puede observar que existian diferencias
nucleotidicas con las cepas tipo mds préximas. Estableciendo como especies mas préximas las
cepas tipo R. cellulosilyticum ALA10B2T; R. yantingense LMG 28229T; R. smilacinae LMG 27604;
R. legquminosarum USDA 2370".

3.3.2 Quimiotaxonomia: acidos grasos.
Los acidos grasos celulares se analizaron mediante el Sistema de Identificacion
Microbiana (ID Microbial) Sherlock 6.1 y la biblioteca RTSBA6 de acuerdo con las instrucciones
técnicas proporcionadas por este sistema (Sasser 1990).

Para realizar esta prueba se cultivd la cepa CRZM18R'"y las cepas préximas utilizadas
para la caracterizacién, en medio TY a 282C y se recogieron las células durante la fase de
crecimiento exponencial.

Los resultados obtenidos mostraron que los principales acidos grasos de la cepa
CRZM18R son los de summed feature 8 (Cis.1w6c / Cis1 w7c) y C16:0. Se encontraron ligeras
diferencias en el perfil de acidos grasos de la cepa CRZM18R" con respecto a las especies
proximas, particularmente en el ciclo C8: 0 que estaba presente en cantidades mayores que en
R. yantingense LMG 28229 y en cantidades menores que en R. smilacinae LMG 27604". Como
era de esperar, debido a la distancia filogenética encontrada con respecto a R. legquminosarum
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USDA 23707, se encontraron diferencias mas relevantes con respecto a esta cepa,
particularmente en las cantidades de Cis.oy Cis1w7cl1-metilo (Tabla 45).

Tabla 45. Composicion de los dcidos grasos de Rhizobium zeae CRZM18RT (1) y las cepas tipo relacionadas (R.
cellulosilyticum ALA10B2T (2); R. yantingense LMG 282297 (3); R. smilacinae LMG 276047 (4); y la cepa tipo del género
Rhizobium, R. leguminosarum USDA 23707 (5).

Acidos grasos L2 | 3 4 5 |

Cis0 11.9 12.7 10.9 11.9 7.18
Ci7:0 0.1 0.6 0.4 0.2 nd

Ciso 1.0 1.8 2.5 1.0 12.71
C16:030H 2.5 2.0 2.5 2.4 nd

Ci18:030H 0.3 nd 1.7 0.3 0.99
Cig:1 w7c 11-methyl 1.1 nd 0.4 0.7 7.06
Cig:0Cyclo w8c 5.3 7.5 2.2 9.8 3.74
Summed feature 2 4.1 3.8 2.2 5.1 3.59
Summed feature 3 33 2.0 1.9 35 1.19
Summed feature 8 68.6 66.5 72.4 63.3 62.77

Summed feature 2: (C14.030H/ Cig.1is0 )
Summed feature 3: (Ci6.1w7¢ / C16:1w6C)
Summed feature 8: (C1s.1w7¢/ C1g.1W6C)

3.3.3 Caracterizacion fenotipica.

Se realizaron ademadas diversas pruebas de caracterizacion fenotipica de la cepa
CRZM18R"y de las cepas proximas para establecer las diferencias y completar asi las diferencias.
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 46.

Para alguna de las pruebas se utilizaron galerias comerciales (APl 32GN y API 20NE)
disefiadas para la identificacion de bacterias clinicas; sin embargo, pueden ser utilizadas para la
caracterizacién de cualquier aislado bacteriano, ya que es un sistema rapido que presenta la
ventaja de permitir la estandarizacion de los resultados y, ademas, ya han sido empleados para
la caracterizacién de bacterias aisladas de plantas (Vantomme et al. 1987; Rivas et al. 2004).
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Tabla 46. Resumen de las caracteristicas diferenciales entre Rhizobium zeae CRZM18R y las cepas tipo relacionadas.
Cepas: (1) Rhizobium zeae CRZM18RT; (2) R. cellulosilyticum ALA10B2T; (3) R. yantingense LMG 282297; (4) R.
smilacinae LMG 276047; (5) R. leguminosarum USDA 2370". +, Reaccidn positiva; -, reacciéon negativa; d, reaccion
débilmente positiva. Los datos pertenecen a este estudio. fLos resultados difieren de los de Zhang et al. 2014 y Chen
et al. 2015.

Caracteristicas

Reduccién de Nitrato + - - d -

Crecimiento a:

pH5 - - + + -
2% NaCl + + + - -
Asimilacién de:
Melibiosa + - -1 - +
5 keto-gluconato + - + + -
Citrato - - + - -
4-hydroxibenzoato + - - - -
L-histidina - + + - +

Produccién de:

Lactosidase + - + + -
B-xylosidase + - + - +
a-arabinosidase + - - d +

Resistencia a:

Cefuroxima (30ug ) + + - - -

Los resultados obtenidos en la caracterizacion fenotipica y genotipica de todos los
aislados nos permiten concluir que la cepa CRZM18R" pertenece a una especie nueva del género
Rhizobium, cuya descripcidn se expone a continuacién.

3.3.4 Descripcion de Rhizobium zeae sp. nov.

Rhizobium zeae (ze'ae. L. gen. n. zeae, of Zea mays)

Esta especie, es un bacilo gram negativo como las demds especies del género. Tienen un
tamafo de un ancho de 0.6 a 0.9um y un largo de 2.0 a 3.0um. Las colonias son pequefias de
color blanco perla cuando se observan en medio de YMA. Su temperatura éptima de crecimiento
es de 280C. El pH ptimo es de 7 a 7,5. Se observd crecimiento en presencia al 3,5% (w/v) NaCl,
en un rango de temperatura entre 15 a 359C y en un rango de pH entre 6 y 8. No se observé
crecimiento a 400C, a pH 5 o en presencia de 4% (w/v) NaCl. La reduccién de nitrato y nitrito fue
positiva. También fueron positivas la oxidasa y la catalasa. La fermentacion de la glucosa es
negativa. La produccién de ureasa y la hidrolisis de esculina son positivas.

La produccidn de indol, H,S, arginina dihidrolasa, caseinasa, almidén y gelatinasa fue
negativa en el sistema de APl 20NE. Glucosa, L-arabinosa, manosa, manitol, N-acetyl-
glucosamina, maltosa, gluconato y malato fueron asimilados en el Sistema de APl 20NE, pero no
fue el caso de caproato, adipato, citrato y fenilacetato. En el Sistema de API 32GN la asimilacién
de L-ramnosa, N-acetil-glucosamina, L-ribosa, inositol, sucrosa, maltosa, manitol, glucosa,
melibiosa, L-fucosa, L-sorbosa, L-arabinosa, acetato, D, L-lactato, L-alanina, 2 y 5 ceto-gluconato,
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4-hidroxibenzoato y L-prolina fue positiva. La asimilacion de L-serina fue débil. La asimilacién
de Itaconato, suberato, malonato, glucdgeno, 3-hidroxibenzoato, salicine, propionato, caprato,
valerato, citrato, L-histidina y 3-hidroxibutirato fue negativa. Sensible a la ciprofloxacina,
tetraciclina, neomicina y gentamicina. Débilmente sensible a la eritromicina. Resistente a la
polimixina B, penicilina, ampicilina, cefuroxima y cloxacilina. Los principales acidos grasos son
Cis:1 W6c/Cig1 W7c¢ (summed feature 8), Ciso, Cig:0 cyclo w8c, Cieo 30H, Cip1 W6HC/Cis:1 W7C
(summed feature 3), Cia:0 30H/Cy6:1 is0 | (summed feature 2), Cs1 w7c 11-methyl y Cigo. El
contenido de G + C de la cepa CRMZ18R" es 62,7% en moles. La cepa tipo CRMZ18R" (= LMG
29735T = CECT 9169T) se aisl6 de la raiz de Zea mays en Espaniia.

Por tanto, las pruebas determinantes para definir esta cepa como una nueva especie del
género Rhizobium, se determind en base a diferencias genotipicas, quimiotaxondémicas vy
fenotipicas con las cepas tipo mas préximas genotipicamente, que fueron R. yantingense aislada
de la superficie de roca erosionada (Purple siltstone) (Chen et al. 2015); R. smilacinae aislada de
la superficie esterilizada de la hoja de Smilacina japonica (Zhang et al. 2014); y por ultimo con
R.cellulosilyticum aislada de madera en descomposicion de Populus alba (Garcia-Fraile et al.
2007).

Ninguna de ellas fue aisladas de plantas leguminosas, por lo que corroboramos que
aunque en un principio el género Rhizobium se asociase Unicamente como endosimbiontes de
leguminosas (Peix et al. 2015); se encuentran asociados también a multitud de plantas no
leguminosas incluyendo algunos cereales como maiz, arroz y trigo, cuyo crecimiento es
promovido por estas bacterias (Gutiérrez-Zamora and Martinez-Romero 2001; Yanni et al.
2016). Siendo algunos de ellos aislados de raices de cereales como Rhizobium oryzicola aislada
de arroz (Zhang et al. 2015); Pero nuestro aislado de raices de maiz, ha sido la primera especie
del género Rhizobium aislada a partir de raices de maiz (Celador-Lera et al. 2017).

Por tanto, los resultados presentados en este trabajo mostraron la presencia de una
abundante y diversa poblacion de bacterias endodfitas dentro de las raices y tallos de maiz,
Indicando que las gammaproteobacterias es la clase de proteobacterias dominantes entre las
bacterias asociadas con los cultivos de maiz. Ademas, el tejido interno del maiz puede ser una
fuente de nuevas especies por describir y ademas, su caracterizacidon fenotipica y genotipica
puede ofrecernos la oportunidad de conocer su utilidad en la agricultura como PGPR, en la
proteccién de la planta frente a posibles patégenos, en biotecnologia, etc.
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1. MECANISMOS PGPB (PLANT GROWTH PROMOTING BACTERIA) IN
VITRO.

Debido a que la necesaria fertilizacidn del suelo representa un desembolso econémico
importante para el agricultor y a su vez, ocasiona un gran impacto ambiental, en las ultimas
décadas se han incrementado los estudios sobre cémo los microorganismos del suelo pueden
jugar un papel importante en la fertilizacién de la planta. En este sentido, las bacterias
beneficiosas para las plantas se denominan PGPB, que cuando se asocian con las raices y otros
tejidos de las plantas, mejoran el suministro de nutrientes a las plantas por varios mecanismos
(Kloepper et al. 1989; Saharan and Nehra 2011).

Se ha observado en la bibliografia que las bacterias PGPB pueden promover el
crecimiento de las plantas a través de una amplia variedad de mecanismos (Bhattacharyya and
Jha 2012a). Estos mecanismos incluyen mecanismos directos como la fijacidon biolégica de
nitrégeno, la solubilizacién de minerales como el fosfato o la produccién de reguladores del
crecimiento, entre otros (Garcia-Fraile et al. 2015). Por otro lado, se encuentran los
mecanismos indirectos tales como la sintesis de enzimas extracelulares (Martinez-Viveros et al.
2010), la estimulacion del desarrollo de micorrizas, la exclusién competitiva de patégenos y/o
la eliminacién de sustancias fitotéxicas (Bashan and De-Bashan 2010). Debido a estos
mecanismos, diversos autores han utilizado las bacterias PGPB como inoculantes en diversos
cultivos agricolas, en los cuales ademas de producir un incremento y rendimiento de la
produccién, son capaces de mejorar el contenido nutricional (Garcia-Fraile et al. 2012; Flores-
Félix et al. 2013, Silva et al 2014; Flores-Felix et al 2015; Diez-Méndez et al. 2016).

Por tanto, en este capitulo nos propusimos dar un paso mds en la caracterizaciéon de
los aislados obtenidos una vez identificados. Para ello, se procedié a evaluar las posibles
capacidades que podrian poseer para promover el crecimiento vegetal, con el fin de evaluar
cual de ellos podria tener mayor potencial como biofertilizante. En este sentido,
determinamos la capacidad de los aislados para producir sideréforos, solubilizar fosfato,
producir acido indol acético, producir celulasas y realizar una primera aproximacién de la
capacidad de los aislados para fijar nitrégeno atmosférico, creciendo las cepas en medio sin
fuente de nitrégeno.

1.1 Produccion de sideroforos.

En el medio ambiente, existen ciertas limitaciones para captar el hierro del suelo, ya
que la forma férrica del hierro es insoluble a pH neutro; algunas PGPB son capaces de
sintetizar sideréforos que son unas pequefias moléculas, que tienen alta afinidad por el hierro
férrico, mejorando la captacion del hierro por los microorganismos (Saha et al. 2016). Por
tanto, estas bacterias, juegan un papel importante en la agricultura, ya que aumentan la
fertilidad del suelo y ejercen de biocontroladores, debido a que influyen en la promocién del
crecimiento de las plantas ya sea directamente por el suministro de hierro a la planta o
indirectamente limitando la disponibilidad del mismo a los patégenos (Ali and Vidhale 2016).
Por tanto, determinar que aislados de este estudio son capaces de producir sideréforos, es un
factor determinante para dilucidar su potencial uso como biofertilizante.
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En este estudio, se ha valorado la capacidad de todos los aislados para producir
siderdforos de forma cualitativa (Figura 30) (Tabla 47). Observamos que el 57,4% de las cepas
mostraron capacidad para producir sideroforos, de las cuales el 30.88% producian halos
claramente positivos y en el 26,5% de las cepas fueron mas débiles. Finalmente, en un 42.65%
de las cepas no se observd capacidad de producir siderdforos cuando se evaluaron en
condiciones in vitro.

Fig. 30. Cepas sembradas en medio M9-CAS-Agar en las que se observa la produccion o ausencia de sideréforos. A)
La ausencia de produccion obtenida por la cepa CRZM118R; B) Produccion débil de siderdforos por la cepa
CRZM79R; C) Mayor produccién de sideréforos por la cepa CRZM39R.

Entre las cepas que han mostrado mayor capacidad para producir siderdforos se
encuentran cepas pertenecientes al género Pantoea (CRZMO1R, CRZM74, CRZM96, CRZM103),
Klebsiella (CRZMO3R, CRZMO4R, CRZM77R, CRZM102R), Serratia (CRZMOG6R), Bacillus
(CRZM23R, CRZM27R, CRZM30R, CRZM155R), Pseudomonas (CRZM39R, CRZM51R, CRZM60R,
CRZM97R), Burkholderia (CRZM86R, CRZM89R, CRZM107R) y Paenibacillus (CRZM101R).

Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos en estudios similares, como en el
de Pereira y Castro (2014), en el que aislaron endéfitos de maiz y analizaron su potencial PGPR
para degradar metales en el suelo y, al igual que en nuestro estudio, identificaron los géneros
Pantoea, Bacillus y Pseudomonas como productores de siderdforos. Arruda et al. (2013),
también encontraron cepas productoras de siderdforos entre sus aislados de maiz, la mayoria
pertenecientes a los géneros de Pseudomonas y Burkholderia. Otros autores encontraron
también los siguientes géneros como productores de siderdforos: Pseudomonas (Cornelis and
Matthijs 2007), Klebsiella Ahmad et al. (2014), Bacillus, Paenibacillus (Verma et al. 2016) y
Serratia (Grimont and Grimont 2006; Petersen and Tisa 2012). Por tanto, todos ellos ya se han
descrito en la literatura como productores de sideroforos.

Ademas, existen numerosos estudios en los que sugieren que la produccién de
siderdforos por parte de los enddfitos puede ser un fenotipo general, ya que tienen que
competir con las células vegetales, bacterias y hongos por el suministro de hierro (Ali and
Vidhale 2016); por tanto, la produccién de sideréforos puede ser muy importante para el
desarrollo endofitico en las plantas (Pereira and Castro 2014). Por otra parte, en numerosas
ocasiones se correlaciona la produccidon de siderdéforos con su capacidad de agente de
biocontrol (Cornelis and Matthijs 2007). Por tanto, es imprescindible evaluar esta capacidad
para la eleccién de una cepa como posible componente en la formulacidn de biofertilizantes.
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1.2 Solubilizacion de fosfato.

La mayoria de los suelos agricolas contienen altas cantidades de fosfato, pero solo una
pequefia proporcidn estd disponible para las plantas (Shen et al. 2011), siendo el fésforo un
micronutriente esencial para todos los seres vivos. En las plantas, este elemento es esencial
para los principales procesos bioquimicos, la fotosintesis y la respiracién (Sharma et al. 2013).

Existen numerosos estudios que muestran como las bacterias son capaces de
solubilizar fosfato inorganico del suelo, estando esta actividad determinada por su capacidad
para producir acidos organicos, cuyos grupos carboxilos quelan cationes (especialmente
fosforo unido a calcio), liberando asi fésforo soluble, el cual queda disponible para la
asimilacion de las plantas (Zaidi et al. 2009; Venieraki et al. 2011; Mohammadi 2012).

Con el fin de conocer si las bacterias endéfitas aisladas de maiz tienen la capacidad de
solubilizar fosfato, se realizd una prueba descrita por Peix et al. (2004) en condiciones in vitro
(Figura 31). Observamos que el 22% de las cepas fueron capaces de solubilizar fosfato (Tabla
47). Entre las cepas que eran capaces de solubilizar fosfato se encuentran cepas
pertenecientes a los géneros Pseudomonas (CRZM26R, CRZM39R, CRZM51R, CRZMG6OR,
CRZM65R, CRZM139R), Paenibacillus (CRZM28R, CRZMA42R, CRZMS84R), Arthrobacter
(CRZM46T, CRZM94T, CRZM85R) y Burkholderia (CRZM86R, CRZM107R).

Fig. 31. Ejemplos de aislados solubilizadores de fosfato. A) Placa con medio YED-P donde se puede observar los
halos producidos por las cepas de la izquierda y la ausencia de halo producido por las cepas de la derecha; B)
Detalle de un halo producido por la cepa CRZM28R, capaz de solubilizar fosfato.

Del screening realizado encontramos que el 22,1% de nuestros aislados eran capaces
de solubilizar fosfato, los cuales pertenecian a los siguientes géneros: Pseudomonas (40%),
Arthrobacter (20%), Paenibacillus (20%), Burkholderia (13%) y Rhizobium (7%). Por otra parte,
destacamos que un 86,7% de los aislados que presentaban capacidades para solubilizar fosfato
procedian de las raices, pudiendo estar relacionado con el potencial para mejorar la
disponibilidad de fosforo a las plantas durante la colonizacién inicial.

El porcentaje total de solubilizadores de fosfato en nuestro estudio fue menor al
encontrado en otros, como en el realizado por Pereira and Castro (2014), en el que el 66,7% de
los enddfitos de maiz procedentes del screening realizado eran capaces de solubilizar fosfato,
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pero coincidian en las especies que solubilizaban en mayor proporcion, siendo estos
Pseudomonas y Arthrobacter. Arruda et al. (2013) también aislaron esos mismos géneros del
interior del maiz, describiendo al género Pseudomonas con capacidad para solubilizar fosfato;
sin embargo, no encontraron Arthrobacter dentro de los endéfitos solubilizadores de fosfato.
Estos mismos géneros, a excepcidn de Rhizobium (que no fue aislado), coincidian también
como mayoritarios en la solubilizacion de fosfato con los aislados de enddéfitos de semillas de
maiz del estudio de (Johnston-Monje and Raizada 2011). Por otra parte, se han descrito cepas
pertenecientes al género Paenibacillus como solubilizadoras de fosfato y de potasio (Verma et
al. 2016). En el screening realizado por Arruda et al. (2013), la mayoria de las cepas que tenian
capacidad de solubilizar fosfato pertenecian al género Burkholderia. También se ha
documentado la actividad de solubilizacién de fosfato in vitro por cepas de Burkholderia
aisladas de diferentes suelos (Song et al. 2008; Park et al. 2010).

1.3 Produccion de acido indol acético.

Las auxinas son compuestos que estan relacionadas directa o indirectamente con
todos los aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas (Halliday et al. 2009; Grossmann
2010). La auxina natural mds importante (y la mas comun) es el acido indol-3-acético (AlA),
producido por bacterias, plantas y hongos (Duca et al. 2014). Ademas, es una de las
fitohormonas mas abundantes y mds importante en el desarrollo de las plantas, debido a que
esta fitohormona tiene la capacidad de controlar el desarrollo de la planta ya que desempefia
un importante papel en la divisién celular, el alargamiento, el desarrollo de los frutos y la
senescencia (Phillips et al. 2011). En el caso de las dicotiledéneas como el maiz, el AlA induce
especificamente la formacion de la raiz lateral, mientras que en las monocotiledéneas induce
la formacidn de raices adventicias (McSteen 2010).

Las bacterias poseen diferentes formas para la biosintesis de AIA, de las cuales cinco
usan el triptéfano como principal precursor de la biosintesis de AIA (Spaepen and
Vanderleyden 2007; Ahmad et al. 2008). El triptéfano esta compuesto por un grupo indol y
estd universalmente presente en los tejidos vegetales, ya sea en forma libre o incorporada
(Taiz et al. 2006). Por tanto, en los ensayos llevados a cabo utilizaremos triptéfano como
precursor.

Debido a la importancia de esta auxina evaluamos la capacidad de todos nuestros
aislados para producir acido indol acético con triptéfano como precursor. El resultado de
nuestros andlisis mostré que todas las bacterias eran capaces de producir en mayor o menor
medida acido indol acético en medio suplementado con L-triptéfano (Figura 32).

Las cepas que fueron capaces de biosintetizar acido indolacético y/o derivados en
concentraciones superiores a 200 mg I constituyeron el 16,1% del total, mientras que el
36,8% de las cepas mostraron valores entre 100 mg Ity 200 mg I y el 47,1% produjeron
valores por debajo de 100 mg I (Tabla 47).
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Fig. 32. Diferentes tonalidades obtenidas con la reaccién colorimétrica realizada en la prueba de deteccién de acido
indol acético.

Patten and Glick (1996) estimaron que el 80% de las bacterias aisladas de la rizosfera
pueden producir sustancias reguladoras del crecimiento vegetal. Ademas, debido a que las
bacterias pueden sintetizar AIA por varias rutas de forma triptéfano-dependientes (indol 3-
acetonitrilo, indol 3-pirtdvico y indol 3-acetamida), cada cepa induce de manera distinta esta
hormona, aumentando asi las probabilidades de produccion de dicha hormona, siendo ésta
una capacidad cepa-dependiente (Korasick and Enders 2013; Liu etal. 2016). Muchas son las
especies y géneros bacterianos encontrados en la literatura con capacidad de producir acido
indol-acético como por ejemplo, especies del género Rhizobium, Bradyrhizobium, algunas
especies de los géneros Azorhizobium, Pseudomonas, Erwinia, Bacillus, Burkholderia,
Enterobacter asi como otros géneros de bacterias que habitan en la rizosfera (Taiz et al. 2006;
Tsavkelova et al. 2006; Mehboob et al. 2009; Ali et al. 2010). Ademds, diversas especies de
rhizobia han sido descritas en la literatura como bacterias capaces de producir esta auxina,
pudiendo constituir eficaces promotores del crecimiento vegetal (Mehboob et al. 2009). Sin
embargo, la produccidon de AIA debe estar regulada puesto ya que una concentracion muy
elevada puede contribuir al estrés hormonal de la planta (Davies, 2010), siendo los
microorganismos del suelo productores de AIA a bajas concentraciones, los que pueden
favorecer el crecimiento vegetal (Duca et al. 2014)

Nuestros resultados muestran que la produccion de AIA fue el mecanismo PGP mas
extendido entre nuestros aislados, ya que todos ellos producian en mayor o en menor medida
dicha hormona, lo que concuerda con estudios recientes en los que se presenta este
mecanismo PGP como el rasgo mas comun entre las comunidades de enddfitos cultivables
aisladas de maiz y en otros cultivos de interés (El-Azeem et al. 2007; Montafiez et al. 2012;
Arruda et al. 2013). De entre nuestros aislados, las cepas asignadas a los géneros Klebsiella,
Paenibacilllus y Pantoea presentaron los valores mas altos de produccién de acido indol
acético (superiores a 300 mg I'Y). Los aislados pertenecientes al género Rhizobium denotan que
esta capacidad estd extendida entre las distintas cepas de la especie, obteniéndose diversos
valores en cuanto a produccidn de AIA (entre 17 y 108 mgl ), salvo en el caso de la cepa CRZM
52R, identificada como Rhizobium leucaenae, en la que se obtuvo un valor de 362 mg I,

El rango de valores de AIA obtenido en este trabajo, estdn comprendidos entre 1 mg |*
y 603 mg I'}; por lo tanto, existe una variabilidad en el rango de concentraciones obtenidas de
nuestros aislados, incluso dentro de cepas pertenecientes a una misma especie bacteriana. Por
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ejemplo, los aislados CRZM39R, CRZM51R y CRZMG6OR, asignados a una misma especie
(Pseudomonas graminis), produjeron valores de 199 mg I%, 43 mg Ity 70 mg |7,
respectivamente. Estas diferencias en el rendimiento de la produccién de AIA pueden
atribuirse a las propiedades inherentes de cada cepa bacteriana (ruta metabdlica que utilizan,
factores externos...), con lo cual podemos decir que este caracteristica es cepa-dependiente
(Sarwar et al. 1992). Por ejemplo, en el screening de enddfitos de maiz caracterizados por
Montafiez et al. (2012), se observd que los valores de AIA de cepas de la misma especie, tenian
resultados notablemente diferentes como en el caso de Pseudomonas fluorescens 130,7 y 56,4
pg mlt. Lo mismo ocurrid entre las cepas de Enterobacter ludwigii también aisladas de maiz,
con valores de 125,9y 91,4 mg I'* (Pereira and Castro 2014).

1.4 Capacidad de crecimiento en medio sin fuente de nitrégeno.

Se analizé la capacidad de crecimiento in vitro de todos los aislados en medios tanto
con fuente de nitrégeno como sin nitrégeno.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 47. Todos los aislados mostraron
crecimiento en el medio suplementado con nitrégeno, en el 63,2% el crecimiento se observo
de manera clara mientras que el 36,8% lo hicieron de manera mdas débil. Cuando se probaron
estos aislados utilizando el mismo medio pero sin el aporte de nitrégeno, se observé que
solamente el 2,9% crecia de manera positiva; el 16,2% lo hacia de manera débil y el 80,9% no
presentaba crecimiento en este medio sin fuente de nitrégeno.

Son numerosas las especies de bacterias endodfitas diazotroficas que se han aislado e
identificado en el interior de plantas monocotiledéneas como el maiz, con capacidad de fijar
nitrégeno y reduciendo asi la aplicacién de fertilizantes nitrogenados (Prakamhang et al. 2009;
Lara 2011).

Cuando se evalud la capacidad de crecimiento de los microorganismos en medio sin
nitrégeno, se observd que solo el 2,9% de los aislados era capaz de crecer en este medio con
normalidad y el 16,2% crecia de manera débil, de los cuales el 76,9% provienen de las raices,
por lo que probablemente puedan ser bacterias fijadoras de nitrégeno, ya que indicarian que
disponen del sistema enzimatico que les permite reducir el nitrégeno atmosférico y utilizarlo
en su metabolismo. El porcentaje de positivos fue menor que el obtenido por Pérez-Cordero et
al. (2014), el 63% de los endéfitos de maiz presentaron una actividad positiva para la fijacion
bioldgica de nitrégeno, siendo la mayoria de ellos procedentes de la raiz.

Otros trabajos han utilizado medios libres de nitrogeno con el fin de aislar bacterias
fijadoras de nitrégeno (Rennie 1981; Baldani et al. 1986). Roesch et al. (2007), realizaron un
screening con aislados de maiz para evaluar la fijacion de nitrégeno in vitro cuantificando el
nitrégeno total presente en el medio libre sin nitrégeno. También se utilizan otras técnicas
para determinar si los microorganismos fijan el isotopo N** (Lin et al. 2012).
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1.5Produccidon de celulasas.

Comprobamos también si nuestros aislados eran capaces de producir celulasas, ya que
esta enzima podria estar implicada directamente en la rotura de la celulosa vegetal, pudiendo
ser un mecanismo de entrada de los enddfitos al interior de la planta (Menéndez et al. 2015).

Para determinar la actividad celulolitica usaremos una técnica cualitativa de difusién
en placas de agar con carboximetilcelulosa como sustrato (Mateos et al. 1992). Las cepas que
producen celulasa presentan un halo visible de hidrdlisis de carboximetilcelulosa (CMC,
celulosa no cristalina) (Figura 33).

Los resultados de todos los aislados se muestran en la tabla 47. En el 36,7 % de las
cepas se observé claramente dicho halo, por tanto, eran capaces de hacer uso de la celulosa
como fuente de carbono, el 11,8% lo hacian de manera débil; mientras que el 51,5% de las
cepas no eran capaces de degradar la celulosa como fuente de carbono.

Fig. 33. Placa de doble agar con carboximetilcelulosa tefiida con Rojo Congo, en la que podemos ver la producciéon
cualitativa de celulasa. A) Ausencia de celulasas; B) Produccidon débil de celulasas; C) Produccién positiva de
celulasas; D) Alta produccion de celulasas.

El 46,6% de las bacterias aisladas de la raiz eran capaces de producir celulasas,
mientras que un 50% de las bacterias aisladas del interior del tallo producian celulasas. Estos
datos se asemejan a otros estudios, como los resultados obtenidos en el estudio de
biodiversidad de Pereira and Castro (2014), en el que el 76,5% de las bacterias aisladas del
tallo fueron capaces de producir celulasas, mientras que las de la raiz fueron el 18,2%. Y
también, en el screening realizado por (Johnston-Monje and Raizada 2011) de enddfitos de
semillas de maiz, encontraron que el 31,9% de los aislados eran capaces de producir dicha
enzima. En el caso de los aislados asignados al género Rhizobium, 60% mostraron actividad
celuldsica, lo cual concuerda con lo previamente publicado en nuestro grupo de investigacion
(Robledo et al. 2008; Menendez et al 2015) y sugiere la posibilidad de que dichas cepas tengan
mecanismos de entrada similares a los descritos en leguminosas o que puedan entrar en la raiz
mediante cracks o zonas de emergencia radicular.

Por otra parte, un dato importante que podemos relacionar con la produccién de
celulasas, es que en el anterior capitulo, observamos que los géneros de Arthrobacter, Bacillus,
Microbacterium y Pantoea habian sido aislados tanto en la raiz como en el tallo del maiz, entre
estos aislados destacamos, que a excepcion del género Arthrobacter, las cepas aisladas del
tallo, correspondientes a estos géneros, eran capaces de producir celulasas. Este dato,
coincide con el estudio de Pereira and Castro (2014), en el que la Unica cepa en comun aislada
de tallo y raiz es Pantoea allii y en ambos casos son productoras de celulasas.
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Por tanto, estos datos nos sugieren que la consecucién de la colonizacién del tallo por
parte de los aislados, estd estrechamente relacionada con la capacidad de los mismos para
producir enzimas hidroliticas.

Tabla 47. Caracterizacién de los mecanismos PGPB in vitro producidos por los aislados de este estudio. (++) Fuerte

produccidn; (+) Produccidn; (d) Produccion débil; (-) Sin produccidn.
v |
Sideréforos Solubilizacin AIA_ Celulasas Fijacian de Nitrogeno
de Fosfato (mg I) Con nitrégeno | Sin nitrégeno
CRZM 01R ++ - 260 + + -
CRZM 02R - - 224 - + d
CRZM 03R ++ - 201 + + -
CRZM 04R ++ - 169 - + d
CRZM 06R ++ - 118 d + -
CRZM 09R + - 208 - + -
CRZM 13R - - 121 - + d
CRZM 18R + + 170 + + -
CRZM 21R + - 46 - + -
CRZM 22R - - 37 ++ + -
CRZM 23R ++ - 102 - d -
CRZM 25R - - 112 ++ + -
CRZM 26R - + 56 - + -
CRZM 27R ++ - 111 - + -
CRZM 28R - + 112 ++ d -
CRZM 30R ++ - 163 - d d
CRZM 31T - - 164 + d -
CRZM 36T - - 152 - d -
CRZM 39R ++ + 199 - + d
CRZM 42R - + 146 + d -
CRZM 43R - - 20 - + -
CRZM 46T + + 35 - + -
CRZM 47T - - 2 d + -
CRZM 51R ++ + 43 + + -
CRZM 52R + - 362 + + -
CRZM 55R - - 172 + + -
CRZM 56R - - 248 - + -
CRZM 57R + - 188 + + d
CRZM 58R ++ + 153 - + -
CRZM 59R - - 203 - + -
CRZM 60R - + 70 - + -
CRZM 62R - - 58 - d -
CRZM 65R + + 31 - d -
CRZM 72R - - 12 + d -
CRZM 74T ++ - 183 + + d
CRZM 77R ++ - 462 - + d
CRZM 79R - - 335 + d -
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Tabla 47. Continuacion.

Resultados y discusidn

CRZM 81R
CRZM 84R
CRZM 86R
CRZM 87R
CRZM 89R
CRZM 90R
CRZM 91R
CRZM 92R
CRZM 94T
CRZM 96R
CRZM 97R
CRZM 98R
CRZM 99R
CRZM 100R
CRZM 101R
CRZM 102R
CRZM 103R
CRZM 107R
CRZM 111R
CRZM 118R
CRZM 122R
CRZM 125T
CRZM 126T
CRZM 129R
CRZM 133T
CRZM 135R
CRZM 139R
CRZM 145T
CRZM 147R
CRZM 149R
CRZM 155R

++

++

++
++

++
++
++
++

42
21
32
17
46
170
29
%94
19
603
21
21
21
21
52
135
17
289
165
15

140
121

170
20
172
25
14
110

++
++

++

+ -
d -
+ -
+ d
d -
d -
+ +
+ -
+ +
+ -
d -
d -
d -
d d
+ -
+ -
d -
+ -
+ -
d -
d -
+ -
+ -
d -
+ d
+ -
d -
d -
d -
d -
+ -

Diferentes estudios versan sobre

ademas la capacidad para producir acido indol acético.

la multifuncionalidad de algunos aislados,
relacionando la capacidad para solubilizar fosfato con la capacidad para producir sideréforos
(Vassilev et al. 2006a; Viruel et al. 2011; Brigido et al. 2017). Nuestros resultados concuerdan
con dichos estudios ya que el 73.33% de los aislados de nuestro estudio que son capaces de
solubilizar fosfato lo son también de producir sideréforos, por otra parte todos ellos tenian

Existen numerosas publicaciones que relatan la variedad de mecanismos que tienen las
bacterias para mejorar el desarrollo vegetal (Bhattacharyya and Jha 2012a; M. Usha Rani 2012;
Garcia-Fraile et al 2015; Pérez-Montafiio et al. 2014; Santoyo et al 2016). Ademas, la capacidad
de algunos de los aislados para producir simultdaneamente mecanismos como siderdéforos,
solubilizacion de fosfato y AIA ha sido reportada por diversos autores (Vassilev et al. 2006,
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Brigido et al 2017). En nuestro estudio, las cepas que resultaron ser positivas en los tres
mecanismos pertenecian a los géneros Arthrobacter, Pseudomonas y Burkholderia.

Pero, los estudios en plantas no leguminosas, revelan que no se ha determinado hasta
la fecha las contribuciones relativas de los diferentes procesos responsables que incrementen
con éxito el desarrollo vegetal (Bhattacharyya and Jha 2012b). Por tanto, reunir el maximo
numero de mecanismos podria aumentar las posibilidades de que se mejore el desarrollo de
las plantas con alguno de ellos; sin embargo, no debemos descartar la posibilidad de estudiar
aislados uni o multifuncionales.

Por tanto, una adecuada caracterizacién de las PGPB de cada una de las cepas de este
estudio facilita el desarrollo de un dptimo inoculante, ya que seria de gran utilidad hacer
coincidir correctamente los mecanismos PGPR adecuados para cada cultivo y mejorar asi su
crecimiento.

2. PROTECCION FRENTE A PATOGENOS VEGETALES EJERCIDA POR LA
CEPA STREPTOMYCES GRISEOAURANTIACUS.

Puesto que son numerosas las veces que se han descrito las capacidades
antimicrobianas de la especie Streptomyces (Valan Arasu et al. 2009; Duraipandiyan et al.
2010; Yekkour et al. 2012), decidimos utilizar una de las cepas de este estudio identificada
como Streptomyces griseoaurantiacus CRZM149R, la cual presentaba varios mecanismos PGP,
para evaluar su capacidad in vitro para producir antimicrobianos, frente a diversos hongos y
bacterias fitopatégenas de interés.

Después, analizamos su efecto en invernadero en plantas de maiz previamente
infectadas con patdgenos, con el fin de poder utilizar esta cepa como un posible inoculante
para promover el crecimiento vegetal y ademds, evitar una posible infeccion por
fitopatogenos. Ademas, el uso de bacterias enddfitas implica que ya tienen una asociacién con
las plantas huésped, son capaces de colonizar la planta y estdn adaptadas a esos nichos
ecologicos (Gray and Smith 2005). Por otra parte, no producen ninguna contraindicacién para
la salud humana y el medio ambiente (Gerhadson 2002).

Todas las cepas de hongos y bacterias fitopatdgenas utilizadas son patdgenos
vegetales de cuarentena, elegidos por su importancia en los cultivos de la Peninsula. Las
bacterias utilizadas en este apartado fueron las siguientes Erwinia amylovora, Pectobacterium
chrysanthemi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas syringae pv.
pisi, Pseudomonas syringae pv. syringae, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli, Pectobacterium atrosepticum y Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens
y los hongos fueron Diplodia seriata, Monilinia laxa, Monilinia fructigena, Rhizoctonia solani ,
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, Fusarium pseudograminearumy Fusarium graminearum.

2.1Estudios in vitro.

Para este ensayo, se utilizé un criterio de valoracion basado en el halo de inhibicion,
producido por la cepa CRZM149R frente a las bacterias y hongos fitopatdgenos, obteniendo asi
un analisis semicuantitativo de los resultados (Taechowisan et al. 2017; con modificaciones).
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Como podemos observar, la cepa CRZM149R identificada como Streptomyces
griseoaurantiacus mostré una clara actividad antifingica frente a todos los hongos
fitopatdgenos estudiados, a excepcidon de Fusarium pseudograminearum (Figura 34A, B y C).
Por el contrario, no se vio afectado el crecimiento de ninguna de las bacterias fitopatégenas
enfrentadas a la cepa CRZM149R de Streptomyces (Figura 34D).

Fig. 34. Ensayo de antibiosis in vitro ejercida por la cepa CRZM 149R identificada como Streptomyces
griseoaurantiacus (estria central), enfrentada a ambos lados con los hongos fitopatégenos seleccionados A)
Inhibicion del crecimiento de Diplodia seriata (izquierda) y Monilinia laxa (derecha); B) Inhibicidn del crecimiento de
Rhizoctonia solani (derecha) e incapacidad de inhibir el crecimiento de Fusarium pseudograminearum (izquierda); C)
Inhibicion del crecimiento de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (izquierda) y Monilinia fructigena (derecha); D)
ausencia de inhibicién del crecimiento de las bacterias fitopatégenas testadas.

Nuestros resultados sugieren que la cepa CRZM149R tiene un gran potencial como
agente de biocontrol frente a hongos fitopatégenos que afectan a cultivos de interés agricola.
Dichos resultados concuerdan con estudios similares, en los que por medio de los ensayos in
vitro seleccionan una cepa de Streptomyces griseorubens E44G por sus buenos resultados en
cuanto a la actividad antifingica contra R. solani (Al-Askar et al. 2015). Por otro lado, Mousa et
al. (2015), al igual que en nuestro ensayo evaluaron in vitro la capacidad antifiingica frente a F.
graminearum de aislados endéfitos de maiz.
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2.2 Ensayos in planta.

Debido a la eficiente actividad antifungica encontrada por parte del aislado de
Streptomyces griseoaurantiacus contra hongos fitopatégenos y puesto que la linea principal de
trabajo de esta tesis engloba lo referente al cultivo de maiz, decidimos realizar este ensayo
infectando previamente con patdgenos de dicha planta e inoculando después con nuestros
aislados de interés para observar los resultados.

Ademads, con el fin de incrementar el posible efecto aditivo de los mecanismos directos
de los endéfitos de maiz, quisimos evaluar el efecto de coinocular esta cepa de Streptomyces
con dos cepas del género Rhizobium puesto que este género es conocido por sus multiples
interacciones beneficiosas como enddéfito o como bacteria promotora del crecimiento vegetal
(PGPB), por lo que las cepas de este género junto con las propiedades PGPB y antifliingicas de
la cepa de Streptomyces podrian ser buenos candidatos para poder ser usadas como
biofertilizantes. La combinaciéon de cepas bacterianas en este tipo de ensayos ya ha sido
reportada con anterioridad ya que se ha visto que aumenta la actividad de biocontrol de la
enfermedad, debida a la comunicacion intraespecifica entre las cepas inoculadas (Boer et al.
2003).

Las cepas de Rhizobium utilizadas fueron CRZM18R", identificada como R. zeae, y
CRZM52R, identificada como R. leucaenae, las cuales habian presentado buenos resultados en
las pruebas de PGPB. Por un lado, R. zeae CRZM18R era capaz de solubilizar fosfato, producir
sider6foros y ademas produjo una cantidad de acido indol acético de 108 mgl?, mientras que
la R. leucaenae CRZM52R era capaz de producir sideréforos y producir una cantidad de acido
indol acético de 362 mgl™.

Por otra parte, los hongos fitopatdgenos seleccionados para esta prueba fueron
Rhizoctonia solani y Fusarium graminearum, que afectan a la planta de maiz en Espafia,
disminuyendo la produccién y el rendimiento de sus cultivos (Mousa et al. 2015; Muis and
Quimio 2016). El sustrato utilizado fue suelo recogido de tierras que se usan para cultivo de
gramineas, para comprobar de esta manera la adaptabilidad y la competitividad de nuestros
aislados.

Todas las plantas de este ensayo fueron infectadas con los hongos seleccionados para
este ensayo, por tanto los controles son infectados pero no inoculados con ninguna bacteria
PGPB. De esta manera se puede comprobar el efecto que produce el hongo a la planta sin
otros factores a tener en cuenta.

A lo largo del ensayo, se realizaron las medidas a los 9, 23 y 38 dias después de la
infeccién de las plantas de maiz con los hongos (Tabla 48 y 49) (Figura 35). Se tomaron
medidas de la clorofila de las plantas en todos los dias observados, por lo que pudimos ver su
evolucidn a lo largo del ensayo. En las plantas infectadas con R. solani se pudo observar que el
control infectado (solo con el hongo fitopatégeno) mostré siempre valores de clorofila
menores a los obtenidos en las plantas inoculadas. Ademds, a partir del dia 23 después de la
infeccidn con los hongos, los tratamientos que habian sido coinoculados obtuvieron valores
significativamente superiores al control sin inocular. Como es tendencia en las plantas de maiz
cultivadas en invernadero, los valores de la clorofila disminuyeron a medida que se pasaban
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los dias, ya que el contenido de clorofila estd directamente relacionado con el contenido en
nitrégeno y como las plantas se regaron Unicamente con agua, sin anadir ningin compuesto
nitrogenado, el contenido en nitrégeno disminuye (Mendoza 1998; Hamblin et al. 2014; Parry
et al. 2014; Saravia et al. 2016; Monostori et al. 2016). Lo mismo ocurre con las plantas
infectadas con F. graminearum pero la disminucién en el contenido de clorofila es menor. Los
valores de clorofila son similares en todos los tratamientos aunque levemente superiores en
los tratamientos inoculados.

En cuanto a la longitud de la parte aérea, en el caso de las plantas de maiz infectadas
con R. solani, a los 23 dpi, los tratamientos inoculados con las cepas seleccionadas presentaron
valores estadisticamente significativos con respecto a su correspondiente control infectado sin
inocular. A los 38 dpi, también fueron significativamente mayores los valores del tratamiento
coinoculado con las cepas CRZM52R + CRZM149R. Por otro lado, las plantas infectadas con F.
graminearum mostraron a los 23 dpi que los valores de las plantas inoculadas fueron mayores
al control sin inocular pero no mostraron diferencias significativas. Mientras que a los 38 dpi,
ocurria de forma similar que en el caso de las plantas infectadas con R. solani, donde los
valores fueron significativamente superiores con respecto a su correspondiente control
infectado sin inocular. Cabe destacar que los valores obtenidos en la coinoculacién de las
cepas CRZM52R + CRZM149R fueron estadisticamente superiores al resto de los tratamientos.

A los 38 dpi se tomaron medidas del peso fresco y del peso seco de la parte aérea. En
el caso de las plantas infectadas con R. solani, el peso fresco de todos los tratamientos fue
estadisticamente superior a las plantas solo infectadas con el hongo y ademis, el tratamiento
coinoculado con las cepas CRZM52R + CRZM149R fue estadisticamente superior al resto de los
tratamientos. En el caso de las plantas infectadas con F. graminearum, los tratamientos
inoculados presentaron valores significativamente mayores al control solo infectado con el
hongo.

En el caso de las medidas del peso seco de las plantas infectadas con R. solani, todos
los tratamientos mostraron valores significativamente mayores que el control sin inocular. Lo
mismo ocurre con las plantas infectadas con F. graminearum, todos los tratamientos
inoculados obtuvieron valores significativamente superiores al control sin inocular. Por lo que
el incremento observado en las plantas inoculadas con respecto a las plantas control, puede
indicarnos que las plantas estan realizando un esfuerzo para combatir a los hongos
fitopatdgenos y no en su crecimiento, por lo que se ven favorecidas por las bacterias PGPR
inoculadas.
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Fig. 35. A) Plantas de maiz representativas de cada uno de los tratamientos a los 38 dias después de la infeccidn con
R.solani; B) Imagen que muestra las plantas de maiz representativas de cada uno de los tratamientos a los 38 dias
después de la infeccidn con F. graminearum.

Tabla 48. Datos recogidos a los 9, 23 y 38 dias post infeccidén del hongo R. solani en plantas de maiz.

Tratamientos

Rhizoctonia
solani

Contenido en

Clorofila
(Unidades

Longitud Parte

Aérea (cm)

Parte Aérea (g)

Peso Seco Parte
Aérea (g)

Peso Fresco

SPAD)

9 dpi 23,3741,19a No evaluado

Control 23 dpi 23,98+1,07a 41,612,21a
38 dpi 19,55+0,28a 85,0%0,31a 25,26+0,57a 2,5740,219a

9 dpi 25,64+0,93a No evaluado

CRZM149R 23 dpi 26,0+0,96a 58,17+3,01b
38 dpi 22,68+0,24b 95,17+0,48b 30,8+0,526b 3,36%0,39b

9 dpi 25,18+0,57a No evaluado

CRZM18R™+149R 23 dpi 26,96+0,40ab 60,25+0,95b
38 dpi 23,2+0,41b 95,75+0,48b 31+0,47b 3,44+0,19b

9 dpi 25,42+0,60a No evaluado

CRZM52R+149R 23 dpi 27,15+0,45ab 63,75+1,44b
38 dpi 23,53+0,19b 97,610,25c 32,48+0,42c 3,52+0,08b

*Los valores muestran la media y el error estandar de 10 plantas (zS.E) por ensayo de cada uno de los tratamientos.
*Valores seguidos de diferente letra son estadisticamente significativos (Test de Fisher p<0,05).
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Tabla 49. Datos recogidos a los 9, 23 y 38 dias post infeccion del hongo F. graminearum en plantas de maiz.

. Contenido en .
Tratamientos " Longitud de la
Clorofila Parte Adrea Peso Fresco Peso Seco Parte
(Unidades Parte Aérea (g) Aérea (g)

Fusarium

graminearum

(cm)

SPAD)

9 dpi 23,26+0,46a No evaluado
Control 23 dpi 24,3+0,58a 63,6+1,29a
38 dpi 23,36+0,93a 97,8340,31a 33,2+0,50a 3,22+0,27a
9 dpi 24,46+0,74a No evaluado
CRZM149R 23 dpi 24,67+0,49a 64,1+1,25a
38 dpi 24,82+0,81a 99,8+0,37b 35,53+0,76b 4,12+0,24b
9 dpi 24,77+0,62a No evaluado
CRZM18R™+149R 23 dpi 25,52+0,29a 64,4+0,87a
38 dpi 24,98+0,59a 100,8+0,91b 35,54+0,62b 4,12+0,26b
9 dpi 24,1+0,46a No evaluado
CRZM52R+149R 23 dpi 25,72+0,48a 65,8+1,39a
38 dpi 25,17+0,69a 102,8+0,74c 37,07+0,31b 4,33+0,17b

*Los valores muestran la media y el error estandar de 10 plantas (£S.E) por ensayo de cada uno de los tratamientos.
*Valores seguidos de diferente letra son estadisticamente significativos (Test de Fisher p<0,05).

Finalmente, con el fin de comprobar que los hongos habian infectado las plantas, una
vez recogidas las partes aéreas de las plantas de maiz, se recogié una proporcion de las mismas
de cada uno de los tratamientos incluido el control con cada uno de los hongos infectados y se
incubaron dichas partes aéreas durante 7 dias. Al cabo de dicha incubacién se observé el
crecimiento de un hongo con morfologia similar al hongo fitopatdgeno con el que estaban
infectadas inicialmente las plantas de maiz en ambos casos. Por ello, podemos suponer que la
infeccidn se mantuvo durante el tiempo del ensayo.

Por tanto, los resultados obtenidos en nuestro ensayo mostraron que en el caso de las
plantas infectadas con R. solani, todas las plantas que habian sido inoculadas con nuestras
cepas, resultaron tener valores significativamente mayores en todos los parametros medidos,
que el control Unicamente infectado con el hongo fitopatdgeno. En el caso de F. graminearum
se observaron diferencias entre tratamientos, pero no igual de evidentes como en el caso de R.
solani. Estos datos concuerdan con Patil et al. (2010), que encontraron diversas cepas
antagonistas contra R. solani en condiciones in vitro y después analizaron su efecto en
invernadero donde pudieron observar mediante microscopia electrénica la reduccién de la
enfermedad de las plantulas de maiz tratadas con Streptomyces tricolor vh85. En nuestro
estudio evaluamos la infeccidn por parte de los hongos mediante el posterior reaislamiento de
las hojas del maiz. Ademas, se observé un aumento del peso seco de la parte aérea en las
plantas inoculadas, lo que implica una reduccion de los efectos causados por los patdgenos.

Por otro lado, Mousa et al. (2015), a diferencia de nuestros ensayos, consiguieron
alcanzar la produccion en ensayos de invernadero, observando que las plantas de maiz
tratadas con las bacterias enddfitas mostraron una notable reduccién de la contaminacion de
micotoxinas producidas por F.graminearum, durante el almacenamiento. En nuestro caso, por
causas de tiempo y espacio, no fue posible llegar a produccién en condiciones de invernadero.
Sin embargo, nuestros resultados permiten extrapolar que ha habido infeccién, debido al
posterior aislamiento del hongo inoculado. Esto concuerda con resultados previos de diversos
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estudios en los que no se observan sintomas de infeccién hasta que la planta de maiz se
encuentre en un estado avanzado de desarrollo (Reuveni et al. 2002; Hashem et al. 2010).

Ademas, tanto en las plantas infectadas con R. solani como en las de F. graminearum,
las cepas seleccionadas estimularon el crecimiento de la parte aérea del maiz y se
incrementaron los valores de clorofila obtenidos a lo largo del ensayo. En este sentido, Costa
Pinto et al. (2000) relacionaron la disminucién del contenido en clorofila en las hojas de maiz
con las toxinas producidas por la infeccion del hongo Fusarium moniliforme, ya que su
infeccion afecta al metabolismo del cloroplasto. En nuestro ensayo, los tratamientos control
infectados con ambos hongos pero no inoculados presentaban menores valores de clorofila
gue las plantas inoculadas con las cepas seleccionadas. Estos resultados nos indican, que las
plantas inoculadas tienen mejor contenido nutricional que las plantas control y podrian
sobrellevar mejor la enfermedad causada por los hongos fitopatdgenos.

Este efecto inhibitorio por parte de las cepas inoculadas puede deberse también a que
todas las cepas utilizadas eran capaces de producir sideréforos, cualidad importante para los
microorganismos utilizados como agentes de biocontrol, ya que mediante la producciéon de
siderdforos privan a los hongos patdgenos del acceso al hierro del suelo (Loper and Henkels
1999). Este efecto, fue descrito por primera vez por Kloepper et al. (1980), al observar la
importancia de la produccién de sideréforos en el control bioldgico de Erwinia carotovora por
cepas de Pseudomonas fluorescens que promovian el crecimiento de las plantas.

Finalmente, las plantas de maiz inoculadas con las bacterias endéfitas pertenecientes
al género Rhizobium produjeron mayor beneficio a las plantas previamente infectadas con los
hongos fitopatdgenos (ambos) y co-inoculadas con la cepa CRZM149R, perteneciente al género
Streptomyces. Por lo que, los resultados obtenidos de nuestro y otros estudios podrian
suponer una reduccidon de las pérdidas econdmicas causadas por las enfermedades que
producen dichos hongos fitopatdgenos que tanto afectan al sector agricola. Ademads, con el
uso de bacterias enddfitas, se podria disminuir la contaminacidon producida por el uso de
plaguicidas y fungicidas que entran directa o indirectamente en los ecosistemas vy
posteriormente se biomagnifican en la cadena alimentaria, poniendo en peligro el ecosistema
y la salud publica.

Futuros estudios deberian ser realizados para validar este resultado en condiciones de
invernadero o en condiciones que permitieran el éptimo desarrollo del maiz para que se
observase el efecto en las mazorcas de maiz y medir los niveles de micotoxinas producidas. La
medida de la concentracidon de micotoxina daria pie a saber si estos niveles se encuentran por
debajo de los umbrales de seguridad permitidos en alimentacidn. En ese caso, la aplicacién en
maiz de biofertilizantes formulados con las cepas analizadas en este estudio (una
coinoculacion de Rhizobium con Streptomyces) podrian mitigar los efectos causados por los
hongos fitopatdgenos R. solaniy F. graminearum.
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1. CARACTERISTICAS FENOTIPICAS ASOCIADAS A LA COLONIZACION.

Entre los polisacdridos insolubles, la celulosa parece jugar un importante papel en la
adhesién firme a las superficies, siendo ademas esencial para la formacidn de biofilms maduros
(Flemming and Wingender 2010). Por tanto, las cepas que sean capaces de formar celulosa
podrian ser unas excelentes candidatas para la formulacién de bioinoculantes ya que, a priori,
les proporcionara ventajas en la adhesién y colonizacién de las plantas, y después podrian
formar biofilms que contribuiran al crecimiento, desarrollo y defensa de la planta. Por tanto, en
este apartado evaluaremos la capacidad de todos los aislados del estudio para biosintetizar
celulosa y la capacidad de los aislados seleccionados para formar biofilms.

1.1 Produccion de celulosa.

Las microfibrillas de celulosa son uno de los polisacaridos bacterianos (Davey and
O’toole 2000) esenciales para la adhesién de la bacteria a los pelos radicales y la mantienen en
la superficie radicular (Dazzo et al. 1984; Smit et al. 1987; Mateos et al. 1995). Fue en nuestro
grupo de investigaciéon donde se consiguieron detectar dichas microfibrillas en cepas del
género Rhizobium (Mateos et al. 1995).

Mas adelante, Robledo et al. (2012), examinaron la capacidad para producir celulosa de
una coleccién de especies pertenecientes a los Rhizobiaceae, encontrando que todas las
especies examinadas producian celulosa en mayor o menor grado. Ademas, comprobaron que
existe una enorme variacién incluso entre cepas de la misma especie. Para su clasificacion,
establecieron una escala de coloracién que abarcaba desde el rosa palido al rojo intenso, con
los tonos descritos en la “Royal Horticultural Society Color Chart” de la Royal Horticultural
Society (1966) (Robledo, TD, 2010). Con el fin de determinar la capacidad de nuestros aislados
para producir celulosa se realizaron siembras en medio que contenia una determinada
concentracion de Rojo Congo (25mg/L) y se siguid la misma escala de coloracion citada
anteriormente.

Los resultados observados se muestran en la tabla 50 y las distintas tonalidades
observada en la figura 36. Se observd que el 52,9% de los aislados eran capaces de producir
celulosa en mayor o menor medida, que el 35,3% lo hacian de manera débil y que solamente el
11,8% no era capaz de producir este tipo de polisacarido. Por tanto, el 88,2% de las cepas
podrian tener una ventaja para iniciar la colonizacion de la planta frente a otros
microorganismos que no dispongan de esta capacidad.
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Tabla 50. Resultados obtenidos por parte de los aislados de este estudio de la produccién de celulosa in vitro. (++)

Fuerte produccién; (+) Produccién; (w) Produccién débil; (-) Sin produccién.

CRZM 01R CRZM 74T

CRZM 02R + CRZM 77R d
CRZM 03R + CRZM 79R d
CRZM 04R + CRZM 81R d
CRZM 06R + CRZM 84R -
CRZM 09R - CRZM 86R d
CRZM 13R d CRZM 87R +
CRZM 18R + CRZM 89R d
CRZM 21R d CRZM 90R +
CRZM 22R - CRZM 91R d
CRZM 23R - CRZM 92R d
CRZM 25R + CRZM 94T d
CRZM 26R - CRZM 96R +
CRZM 27R - CRZM 97R d
CRZM 28R + CRZM 98R ++
CRZM 30R d CRZM 99R

CRZM 31T + CRZM 100R

CRZM 36T - CRZM 101R -
CRZM 39R + CRZM 102R +
CRZM 42R + CRZM 103R +
CRZM 43R + CRZM 107R +
CRZM 46T d CRZM 111R d
CRZM 47T d CRZM 118R +
CRZM 51R + CRZM 122R +
CRZM 52R + CRZM 125T +
CRZM 55R + CRZM 126T +
CRZM 56R + CRZM 129R +
CRZM 57R + CRZM 133T +
CRZM 58R + CRZM 135R d
CRZM 59R d CRZM 139R d
CRZM 60R d CRZM 145T +
CRZM 62R + CRZM 147R +
CRZM 65R d CRZM 149R +
CRZM 72R d CRZM 155R d
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CRZMOSR ' CRZM79R

Fig. 36. Placa de YMA con Rojo Congo en la que se puede ver la produccion de celulosa. A) Ausencia de celulosa; B)
Produccion débil de celulosa; C) Produccién positiva de celulosa.

1.2 Determinacion de la formacion de biofilms in vitro.

La formacion de biofilms ofrece ventajas importantes en cuanto a la adhesion,
agregaciéon de las células, aprovechamiento de agua, barrera protectora, absorcion de
componentes organicos, absorcién de iones organicos, fuente de nutrientes, intercambio de
electrones, entre otros (Flemming and Wingender 2010). Debida a la importancia que tiene la
formacidn de biofilms por parte de los microorganismos, se realizaron ensayos llevados a cabo
segln Fujishige et al. (2006). Se utilizaron placas de microtitulacion de PVC (cloruro de
polivinilo) para determinar la capacidad de adhesién bacteriana a sustratos abidticos
permitiendo realizar, de este modo, estimaciones cuantitativas. Las bacterias que sean capaces
de adherirse a la superficie abidtica tendran la capacidad de formar biofilms; por el contrario
otras no seran capaces de adherirse, permaneciendo suspendidas en el medio en estado
plancténico.

Ya se ha descrito con anterioridad la capacidad de formar biofilms por parte numerosas
especies de Rhizobium, como por ejemplo Rhizobium leguminosarum bv. viciae (Fujishige et al.
2006), Rhizobium leguminosarum bv. trifolii (Janczarek 2011) o Ensifer (Sinorhizobium) meliloti
(Fujishige et al. 2006; Bogino et al. 2013), entre otros.

En este estudio, utilizamos la técnica que emplea el colorante cristal violeta para teiiir
las bacterias, tanto las que han conseguido adherirse a la superficie, como las que se
encuentran en suspension. Tras sucesivos lavados con agua, Unicamente permaneceran en el
pocillo aquellas que se adhirieron y unieron de forma irreversible al pocillo de la placa. Cuanto
mas intensa sea la coloracidn presente, mdas cantidad de bacteria ha conseguido quedar
adherida y formar biofilms. Si a las 72 h una cepa muestra mas coloracién que la que se midid a
las 24 h, es porque el biofilm ha conseguido afianzarse y mantenerse, suponiendo que ademas
la cepa ha continuado creciendo.

Esta prueba se realizd con las cepas del estudio seleccionadas (CRZM18R', CRZM52R,
CRZM87R, CRZM91R, CRZM92R, CRZM149R), realizando medidas a las 24, 48 y 72 horas, de
este modo obtendremos una primera aproximacién progresiva del potencial de las bacterias
para formar biofilms.

Antes de la tincidn con cristal violeta, se midieron las densidades dpticas de los cultivos
con el fin de obtener una pequefia curva de crecimiento, al igual que se verificd la ausencia de
contaminaciones. Puesto que las cepas de Rhizobium presentan una curva de crecimiento
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diferente de la cepa de Streptomyces, no podemos comparar la formacion de biofilms entre
ellas, por lo que presentaremos los datos por separado.

En el caso de las cepas de Rhizobium, se observaron tres tendencias de formacién de
biofilms (Figura 37): (i) tendencia de produccion de biofilm va aumentando a lo largo del
tiempo, como es el caso de las cepas CRZM52R, CRZM87R y CRZM92R; (ii) tendencia que
disminuye en las sucesivas medidas tomadas, como es el caso de la cepa CRZM91R, pudiendo
deberse a que el biofilm ha comenzado a disgregarse vy, (iii) tendencia donde el valor maximo
se da a las 48 horas y después este valor disminuye a las 72 horas, como en el caso de la cepa
CRZM18RT, pudiendo deberse a que la estructura del biofilm es tan grande que no consigue
permanecer adherida y termina por caer o que ha comenzado a disgregarse. Estos resultados
se correlacionan con la produccion de polisacdridos por parte de las cepas seleccionadas,
puesto que las cepas CRZM18R", CRZM91R y CRZM92R son mdas mucosas que el resto. Sin
embargo, de ellas, la que presenta mayor afinidad por el Rojo Congo, CRZM18R', es decir
mayor cantidad de celulosa, es capaz de adherirse de una forma no reversible y formar un
biofilm mas desarrollado. Los polisacaridos de las cepas CRZM52R y CRZMS87R también
presentaban afinidad por Rojo Congo, siendo mayoritariamente celulosa y por ello se adhieren
y desarrollan biofilms de manera similar a la cepa CRZM18R". La diferencia en la tendencia
seguida puede deberse a que la cepa CRZM18R llegue antes a fase estacionaria de crecimiento
que el resto. En cuanto a las cepas CRZM91R y CRZM92R, no presentaron coloracién en los
ensayos de produccién de celulosa, lo que puede correlacionarse con la menor formacién de
biofilms en este ensayo. Por lo tanto, podemos decir que existe una relacién entre la
produccion de celulosa y la formacion de biofilms en las cepas del género Rhizobium, lo que
concuerda con los resultados obtenidos anteriormente en nuestro grupo de investigacion
(Robledo et al 2012).

Biofilms Rhizobium
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Fig. 37. Resultados de las absorbancias medidas para las cepas correspondientes al género Rhizobium a las 24, 48 y
72 horas de crecimiento a 28°C en YMB. Los valores son la media de 6 medidas tomadas por cada una de las cepas.
*Valores seguidos de diferente letra son estadisticamente significativos (Test de Fisher p<0,05).

Ademas, cuando comparamos las tendencias de formacion de biofilms descritas
anteriormente con las descritas en otros estudios de nuestro grupo de investigacion,
encontramos que las cepas CRZM52R, CRZM87R y CRZM92R, mostraron una tendencia que
aumentaba a lo largo de los dias medidos, similar a los obtenidos por R. leguminosarum TPV08
(Diez-Mendez et al. 2015), R. leguminosarum bv. trifolii. ANU843 (Robledo et al. 2012) y
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Rhizobium sp. PEPV12 (Jiménez-Gomez et al. 2016). Por otro lado, la tendencia observada en la
cepa CRZM91R era similar a la observada en E. medicae WSM419 (T.D Menéndez 2014). Por
ultimo, la tendencia que presentaba la cepa CRZM18R', era similar a las observadas en las
cepas R. cellulosilyticum ALA10B2" (Diez-Mendez et al. 2015).

Una tendencia similar a la observada en caso de la cepa CRZM 18R se observé también
en el caso de la cepa CRZM149R de Streptomyces (Figura 38), la cual presenta un gran aumento
de la cantidad de biofilm a las 48 horas y una pequefia disminucién producida a las 72 horas.
Estudios futuros deben ajustar y/o establecer puntos de lectura adicionales, como por ejemplo,
en el caso de la cepa de Rhizobium CRZM91R se deberian realizar las lecturas a las 6 y 12 horas.
De igual forma, y segln su cinética de crecimiento, deberian establecerse diferentes puntos de
lectura en el caso de la cepa CRZM149R de Streptomyces.

Biofilm Streptomyces
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Fig. 38. Resultados de las absorbancias medidas para las cepas correspondientes al género Streptomyces a las 24, 48
y 72 horas de crecimiento a 28°C en YMB. Los valores son la media de 6 repeticiones.*Valores seguidos de diferente
letra son estadisticamente significativos (Test de Fisher p<0,05).

También son numerosos los autores que han demostrado la capacidad de algunas
cepas de Streptomyces para formar biofilms como por ejemplo S. griseus ATCC13273 (Winn et
al. 2014) y S. venezuelae ATCC10712" (Li et al. 2007), entre otros; ademads, estas cepas
presentaban la misma tendencia de crecimiento que la cepa CRZM149R, en la que el biofilm
aumenta de tamafio pero finalmente disminuye. En el caso de la cepa CRZM149R, la
produccidn de celulosa también resulté positiva, el polisacarido producido por esta cepa
presentaba afinidad por el Rojo Congo. Nuestros resultados podrian relacionarse con los
presentados por De Jong et al. (2009) que determinaron que la adhesion de S. coelicolor
(formacion de biofilms) estda mediada por fibras amiloides ancladas a la célula mediante fibras
de celulosa, presentando ambas afinidad por Rojo Congo.
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2. INOCULACION DE LAS CEPAS SELECCIONADAS EN SEMILLAS DE ZEA
MAYS.

Para realizar una primera aproximacion de las aptitudes de los microorganismos
seleccionados para promover el crecimiento vegetal en el maiz, comenzamos evaluando la
capacidad de incrementar el nimero y el tamafio de raices secundarias.

Para realizar este ensayo, se inocularon 12 plantulas de maiz por cada tratamiento, con
los correspondientes controles sin inocular y se tomaron medidas a los 4dpi, 7dpi y 9dpi.
Debido que a los 9dpi, es cuando se obtienen mayores diferencias, son los datos que
analizaremos en este ensayo (Figura 39).

Los tratamientos inoculados en este ensayo fueron: inoculaciones simples de las
distintas cepas de Rhizobium (CRZM18RT", CRZM52R, CRZM87R, CRZM91R y CRZM92R) y de
Streptomyces (CRZM149R), ademas de las respectivas coinoculaciones de las cepas de
Rhizobium junto con la cepa de Streptomyces.

Fig. 39. Aspecto de las plantulas de maiz, a los 9dpi, inoculadas con distintas cepas con los tratamientos: A) control
sin inocular; B) CRZM149R; C) CRZM18RT; D) CRZM52R; E) CRZM87R; F) CRZM91R; G) CRZM92R; H) control sin
inocular; I) CRZM18R7+149R; J) CRZM52R+149R; K) CRZM87R+149R; L) CRZM91R+149R; M) CRZM92R+149R.
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Cuando se analizaron los datos obtenidos (Tabla 51), se pudo observar que las
longitudes de la raiz principal fueron superiores en el caso de las inoculaciones y
coinoculaciones respecto al control sin inocular, obteniendo los mejores resultados con las
cepas CRZM87R, CRZM91R y CRZM92R+149R, con aumentos del 49,3%, 50% y 40%,
respectivamente.

En el caso de las raices adventicias se obtuvieron los mejores resultados con las
inoculaciones simples, siendo los mejores los obtenidos con los tratamientos CRZM18RT,
CRZM52R y CRZMB87R, con incrementos del 300%, 403,7% y 241,7%, respectivamente.

Tabla 51. Resultados obtenidos a los 9dpi, inoculando diferentes cepas y sus combinaciones sobre plantulas de maiz.

Control 10,0040,35a 3,00+0,58a
CRZM149R 10,9240,35b 6,9010,31b
CRZM18R" 11,06+0,50b 12,00£0,42c
CRZM18R™+149R 12,18+0,62c 11,00£0,54cd
Control 10,0040,35a 3,00+0,58a
CRZM149R 10,92+0,35a 6,9010,31b
CRZM52R 11,38+0,30b 15,11+0,35¢
CRZM52R+149R 12,17+0,53b 13,1140,42cd
Control 10,00+0,35a 3,00%0,58a
CRZM149R 10,92+0,35a 6,9010,31b
CRZM87R 14,9340,53b 10,25+0,53c
CRZM87R+149R 11,22+0,36a 7,14+0,34cd
Control 10,00+0,35a 3,00%0,58a
CRZM149R 10,92+0,35a 6,9010,31b
CRZM91R 15,00+0,26b 6,38+0,38b
CRZM91R+149R 14,64+0,62b 3,17+0,48a
Control 10,00+0,35a 3,0040,58a
CRZM149R 10,92+0,35b 6,90+0,31b
CRZM92R 13,14+40,51c 4,00+0,31ab
CRZM92R+149R 14,00+0,29d 3,50+0,22ab

*Los valores representan la media * el error estandar de 12 plantas por cada uno de los tratamientos.
*Valores seguidos de diferente letra son estadisticamente significativos (Test de Fisher p<0,05).

Como hemos podido comprobar todas las plantulas de maiz inoculadas mejoraban
tanto su longitud como el nimero de raices adventicias en mayor o menor medida. Al igual que
en nuestro ensayo, Cassan et al. (2009) también observaron un incremento en el peso seco
radicular del maiz en aquellos tratamientos inoculados con Bradyrhizobium japonicum E109 y
A. brasilense Az39 en comparacién con las raices control sin inocular. Sin embargo, a diferencia
de nuestro estudio, las inoculaciones no incrementaron la longitud de las raices.

Estos efectos positivos en el desarrollo radicular pueden ser debidos a la produccién de
AlA producido por las bacterias inoculadas, ya que las auxinas promueven el crecimiento de las
raices, aunque por otro lado, una alta concentracién podria producir un retardo en el
crecimiento de las raices (Facella et al. 2012; Taiz et al. 2015). En este trabajo, pudimos
comprobar que todas las cepas utilizadas para la inoculacién de las semillas de maiz producian
en mayor o en menor medida 4cido indol acético. Ademas, las auxinas controlan otros
procesos vegetales como la iniciacion de las raices laterales, la diferenciacidon vascular y el
desarrollo embrionario, entre otros (Hopkins and Huner 2004; Smith 2008; Facella et al. 2012;
Muday et al. 2012; Niklas and Kutschera 2012). Estas ventajas podrian dar lugar a una mayor
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superficie radicular y por tanto una mayor absorcién de agua y nutrientes minerales disueltos
en ella, pudiendo repercutir en un mejor desarrollo de la planta. Este incremento esta
relacionado también con la mejora de la planta para soportar mejor las fluctuaciones
ambientales, pues la raiz llega a capas mas profundas del suelo y es menos sensible a las
situaciones de estrés hidrico o nutricional (Egorshina and Khairullin 2012). De esta manera,
podrian producirse una mayor cantidad de asociaciones simbidticas con los microorganismos
del suelo, ya que, las raices de la planta exudan compuestos quimicos a la rizosfera que
favorecen el crecimiento de gran cantidad de microorganismos (Anaya-Lopez and Gonzalez-
Chavira 2011). Estos exudados, son ricos en compuestos carbonados, aminoacidos, vitaminas y
derivados fendlicos, que se caracterizan por la capacidad de atraer especies microbianas
especificas mediante quimiotaxis, restringiendo asi la colonizacién de las raices de las plantas
por comunidades bacterianas especificas de toda la poblacién microbiana presente en la
rizosfera (Ahmed and Hasnain 2014).

3. ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE LA
COLONIZACION DE LOS AISLADOS EN RAICES DE ZEA MAYS.

Para evaluar la capacidad de las cepas seleccionadas para colonizar las raices de maiz,
realizamos ensayos in vitro para posteriormente visualizar la colonizacién mediante
microscopia de fluorescencia. Decidimos centrarnos en dos cepas de Rhizobium y la cepa
perteneciente al género Streptomyces CRZM149R. Una de las cepas de Rhizobium fue la
especie descrita en este estudio como Rhizobium zeae CRZM18R", con el fin de comprobar los
efectos de interaccidn y promocién con el maiz; la otra cepa fue Rhizobium leucaenae
CRZM52R, debido a los buenos resultados de promocidn radicular que junto a R. zeae
obtuvimos en el ensayo realizado en plantulas. Por otra parte, seleccionamos la cepa de
Streptomyces CRZM149R debido a su posible potencial como promotor del crecimiento vegetal
y como agente de biocontrol. Ademas, en el ensayo anterior produjo una mejora radicular en
las plantulas de maiz cuando fue coinoculada con ambas cepas de Rhizobium seleccionadas.

Para ello, las cepas de Rhizobium fueron marcadas con el plasmido pHC60 que contiene
el gen de la gfp que codifica para una proteina verde fluorescente, lo cual nos permite observar
la colonizacion mediante microscopia de fluorescencia. Ademds, la raiz se tifd con una solucion
de contraste, yoduro de propidio, que emite fluorescencia roja. De esta manera se distingue
claramente qué espacios de la raiz son colonizados por la bacteria. Muchos autores han
demostrado ya el potencial de marcar las bacterias con GFP para la visualizacién in situ de las
mismas en las raices de cereales (Chi et al. 2005; Deng et al. 2014; Ji et al. 2014; Mitra 2014).

Por otro lado, para el marcaje de la cepa de Streptomyces, se utilizd el plasmido
pTST101-mCherry (Heichlinger and Ammelburg 2011) que contiene un gen que emite para una
proteina fluorescente de color rojo. De esta manera, podremos identificar la colonizacion tanto
de las bacterias de Rhizobium (verde) como las de Streptomyces (rojo) cuando éstas estan
coinoculadas en la raiz de maiz. En este caso, las raices no se tifien puesto que el contraste es
del color rojo. Las raices se observan en campo claro.
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Tras la inoculacion de las cepas seleccionadas, se realizaron observaciones periddicas al
microscopio de fluorescencia, para analizar de qué manera se distribuian y crecian sobre la
superficie radicular del maiz.

Debido al rapido desarrollo de la raiz del maiz, determinamos que los dias éptimos para
este ensayo son a los 10 y a los 14 dpi (dias post inoculacién), ya que a menos dias no da
tiempo a observar la colonizacidn por parte de la cepa de Streptomyces y después de estos, la
raiz del maiz seria demasiado grande para este tipo de ensayo.

En primer lugar, observaremos las inoculaciones simples realizadas en las raices de
maiz. En el caso de la cepa CRZM18R, a los 10 dpi, colonizaba con éxito la superficie de la raiz
del maiz (Fig. 40A), observdndose también pequefias formaciones de biofilms sobre Ila
superficie radicular (Fig. 40B). A los 14 dpi, se puede observar el incremento de la colonizacién
por parte de la cepa de Rhizobium (Fig. 40C), asi como biofilms de mayor tamario (Fig. 40D).

En el caso de la inoculacién por parte de la cepa CRZM52R, se puede observar a los 10
dpi una colonizacién difusa de la superficie de la raiz (Fig. 40E) y una predileccién por la zona
de los pelos radiculares (Fig. 40F), donde se puede observar una especie de hilo de infeccion
(Infection thread-like), similar al que forman los rhizobia en los pelos radiculares de plantas
leguminosas (Murray 2011). A los 14 dpi, se observa un ligero aumento de la colonizacién
sobre la superficie radicular con alguna pequefia formacion de biofilm (Fig. 40G), ademas se
pudo observar una predileccion por las bacterias al lugar de emergencia de una de las raices
secundarias (Fig. 40H).

Por otro lado, se hace notable en las imagenes de la colonizacion de la cepa CRZM149R
perteneciente al género Streptomyces, que en ambos dias observados, desarrolla una
colonizacién mas discreta que la observada en el caso de los rhizobia. En las imagenes, se
puede apreciar una cierta predileccidn por colonizar los pelos radicales de la raiz del maiz (Fig.
40 1, J y L) y también unas pequeias aglomeraciones en forma de biofilms sobre la superficie
de la raiz de maiz (Fig. 40K).

Por tanto, se observa que se produce un incremento de la colonizacidn con el paso del
tiempo tanto de las cepas de Rhizobium como en la de Streptomyces. Ademds, cabe la
posibilidad de que las zonas de emergencia de las raices secundarias sean una ruta de entrada
a la planta. Este mecanismo de entrada ha sido observado en raices de arroz al inocular
Azorhizobium caulinodans (Senthilkumar et al. 2008) y Azospirillum brasilense (Jain and Gupta
2003), entre otros. Ademas, se pudo confirmar también la capacidad de los aislados para
formar biofilms no solo in vitro, si no también in planta.
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CRZM52R CRZM18R

CRZM149R

Fig. 40. Microscopia de fluorescencia de raices de maiz inoculadas con las cepas seleccionadas. A) Vista general de la raiz de maiz colonizada de manera homogénea por la cepa CRZM18RT, a
los 10 dpi; B) Detalle de la raiz a los 10 dpi, que muestra una formacion de biofilm por parte de la cepa CRZM18RT sobre la superficie del maiz; C) Colonizacién intercelular de la cepa CRZM18RT
de la superficie de la raiz de manera homogénea, a los 14 dpi; D) Detalle de formacion de biofilms a los 14 dpi, por parte de la cepa CRZM18RT sobre la superficie de la raiz; E) Superficie de la
raiz colonizada de manera homogénea y difusa por la cepa CRZM52R a los 10 dpi; F) En la parte superior de la imagen, se observa la superficie de la raiz a los 10 dpi, colonizada por la cepa
CRZM52R de manera homogénea, mostrando ademas, una abundante colonizacién sobre los pelos radicales; G) Colonizacion difusa por la superficie radicular por parte de la cepa CRZM52R a
los 14 dpi; H) Detalle de la colonizacidn por parte de la cepa CRZM52R a los 14 dpi, en una zona de emergencia de una de las raices secundarias; |I) Colonizaciéon a los 10 dpi, por parte de la
cepa CRZM149R de Streptomyces en el apice de algunos pelos radicales; J) Detalle de la colonizacién a los 10 dpi, por parte de la cepa CRZM149R sobre un pelo radical del maiz; K) Colonizacion
producida por la cepa CRZM149R a los 14 dpi en la superficie de la raiz y en los pelos radiculares; L) Detalle de la colonizacidn producida a los 14 dpi, por la cepa de Streptomyces a los largo de
un pelo radical.
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En el caso de las coinoculaciones de las cepas de Rhizobium con las de Streptomyces,
pudimos observar que en la coinoculacién de las cepas CRZM18R™+149R a los 10 dpi, se
observa una colonizacién difusa por la superficie radicular por parte de Rhizobium y por parte
de la cepa de Streptomyces la colonizacién se producia sobre la punta de algunos pelos
radiculares (Fig. 41A y B). Sin embargo, a los 14 dpi, se puede observar que la cepa CRZM149R
comienza a colonizar las raices secundarias y que la colonizacién por parte de la cepa
CRZM18R se incrementa en la superficie radicular alcanzando también las raices secundarias
(Fig. 41C y D). A los 10 dpi, se puede observar en la coinoculacién realizada con las cepas
CRZM52R+149R una efectiva colonizacién por parte de la cepa de Rhizobium y una gran
estructura tridimensional adherida a la superficie de la raiz del maiz por parte de la cepa de
Streptomyces (Fig. 41E), asi como una colonizacién sobre los pelos radiculares (Fig. 41F). A los
14 dpi, podemos ver la colonizacidon de Rhizobium por la superficie de la raiz y la cepa de
Streptomyces sobre los pelos radiculares y sobre la superficie radicular (Fig. 41G y H).

Por tanto, podemos apreciar que en las coinoculaciones se observa el lento desarrollo
de la cepa CRZM149R comparado con la colonizacion presentada por las cepas de Rhizobium,
lo que nos hace pensar que a los 10 dpi solo podemos observar una colonizacién discreta sobre
los dpices de los pelos radicales ya que podrian necesitar mas dias para desarrollarse en las
raices del maiz.

Son pocos los trabajos encontrados de coinoculaciéon de cepas de Streptomyces con
Rhizobium en cultivos de plantas, por ejemplo Li and Alexander (1990) coinocularon el cultivo
de soja, con cepas de Rhizobium, Bradyrhizobium, Streptomyces y Bacillus con el fin de
promover su nodulacidn; Aung and Takeo (2015) evaluaron la coinoculacidn de Bradyrhizobium
y Streptomyces en soja y en maiz observando un incremento en el peso seco de las raices
Unicamente en el cultivo de soja. Pero hasta la fecha y segln nuestro conocimiento, dichos
trabajos se han llevado a cabo para promover la nodulacién en cultivos de leguminosas, pero
no han incluido ensayos donde muestren colonizacion.

No obstante, la colonizacién de Rhizobium y Streptomyces si ha sido estudiada,
inoculando varias cepas por separado en cereales. Varias especies y cepas de rizobios son
capaces de colonizar la superficie de las raices o el interior del trigo (Sabry et al. 1997), arroz
cultivado y salvaje (Yanni et al. 1997; Chaintreuil et al. 2000; Singh et al. 2009), cebada y canola
(Lupwayi et al. 2004), Arabidopsis (Stone et al. 2001) y alamo (Doty et al. 2005). En el caso del
maiz, varios trabajos estudiaron las capacidades PGPR de distintas cepas de Rhizobium y su
interaccidn y efecto promotor del crecimiento en plantas de maiz; sin embargo, no visualizaron
las cepas interaccionando con las raices del maiz (Chabot et al. 1996; Gutiérrez-Zamora and
Martinez-Romero 2001; Rosenblueth and Martinez-Romero 2004; Ormeno-Orrillo et al. 2008).
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CRZM18R + 149R

CRZM52R + 149R

Fig. 41. Microscopia de fluorescencia de raices de maiz coinoculadas con las cepas seleccionadas. A y B)
Coinoculacion a los 10 dpi, de las cepas CRZM18RT de Rhizobium y la cepa CRZM149R de Streptomyces, ambas
imdgenes muestran la colonizacion en la superficie de la raiz por parte de la cepa de Rhizobium y la  colonizacidn
sobre los pelos radicales por parte de la cepa de Streptomyces; C) Colonizacién extensa y en superficie producida
por la cepa de Rhizobium CRZM52R y una leve colonizacién sobre una de las raices secundarias por parte de la cepa
de Streptomyces CRZM149R a los 14 dpi; D) Detalle a los 14 dpi de una raiz secundaria en la que se puede observar
la colonizacidn por parte de ambas cepas, la cepa de Streptomyces es mayoritaria en la zona del dpice mientras que
el Rhizobium se extiende discretamente a los largo de la raiz; E) Vista general a los 10 dpi de las raices secundarias
de la raiz del maiz coinoculada con la cepa CRZM52R de Rhizobium y la cepa CRZM149R de Streptomyces, donde se
observa una colonizacion homogénea por la superficie de la raiz por parte de la cepa de Rhizobium y un gran biofilm
producido por la cepa de Streptomyces sobre la parte de los pelos radicales y otra acumulacion en el 4pice de una de
las raices; F) Detalle de los pelos radiales de la raiz donde se observa colonizacion a los 10 dpi por ambas bacterias
inoculadas, tanto de Rhizobium como de Streptomyces; G) Detalle de la superficie del maiz a los 14 dpi, en las que se
observa una colonizacién mayor por parte de la cepa de Rhizobium, y donde la cepa de Streptomyces coloniza
algunos pelos radicales; H) Colonizacion discreta a los 14 dpi, por parte de ambas cepas en la raiz principal del maiz.
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En el caso de Streptomyces, también se realizaron estudios de colonizacién vy
localizacién en cereales. A diferencia de nuestro estudio, Coombs and Franco (2003),
observaron la colonizacion ejercida por una cepa enddfita de Streptomyces en semillas de trigo,
desde las 24 horas hasta los 3 dpi, y fue a los 3 dpi, donde comenzaron a observar colonizacion
en el endospermo y en la radicula emergente del embrién, lo que indicaba que la bacteria era
capaz de asociarse con el huésped en una etapa muy temprana del desarrollo de la planta. Sin
embargo, obtuvimos resultados similares al estudio de Toumatia et al. (2016), que inocularon
S. mutabilis en raices de trigo, observando que a los 10 dpi existia colonizacién en la superficie
de la raiz, especialmente en la zona de los pelos radiculares.

Por tanto, como hemos podido comprobar en este trabajo, tanto las cepas de
Rhizobium y de Streptomyces probadas son capaces de colonizar con éxito la superficie
radicular del maiz, sin causarles dafio alguno, es mds, en son capaces de mejorar
significativamente el crecimiento radicular de las mismas.

4. ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIA CONFOCAL DE LA INFECCION
DE LOS AISLADOS EN LAS RAICES DE ZEA MAYS.

La microscopia confocal en combinacidon con las bacterias marcadas con proteinas
fluorescentes es una poderosa herramienta para el estudio de las interacciones planta-
microorganismo (Dhandayuthapani et al. 1995; Chi et al. 2004, Liu et al. 2006).

Para discernir si las cepas inoculadas alcanzaban el interior del maiz, realizamos un
ensayo a los 14 dpi, en las mismas condiciones y las mismas cepas que en el apartado anterior
pero en este caso realizando cortes transversales de las raices de maiz y utilizando microscopia
confocal.

Ademas, para un mayor contraste y para visualizar mejor la estructura de la planta, se
tifneron con Yoduro de Propidio las raices de los tratamientos inoculados con las bacterias de
Rhizobium marcadas con GFP y, tanto los tratamientos de las coinoculaciones como las
inoculaciones simples con la cepa de Streptomyces marcada con mCherry se observaron en las
raices sin tefiir en el campo visible.

El primer tratamiento observado fue el inoculado con la cepa CRZM18RT identificado
como Rhizobium zeae. Se puede apreciar en la figura 42A que en la zona sefialada hay una gran
acumulaciéon de bacterias, sugiriendo que existe en ese punto una via de entrada de las
bacterias al interior de la raiz. Se puede apreciar también que existen dos zonas de la corteza
ampliamente colonizada por esta cepa e incluso un gran grupo de ellas han conseguido
traspasar la endodermis alcanzando colonizar el cilindro central, mayoritariamente en la zona
del xilema primario. Por tanto, apreciamos una infeccién intracelular en las raices de maiz en
los primeros estadios de crecimiento por parte de esta cepa.

La figura 42B, muestra el corte transversal de la raiz de maiz, inoculada con la cepa
CRZM52R donde se puede observar colonizacién a lo largo de los pelos radicales, en la zona de
la circunferencia de la rizodermis, una discreta infeccion de en el cértex de la raiz y algunas
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bacterias ya en el interior del cilindro vascular asi como en el interior del xilema primario.
Ademas, se puede observar claramente una colonizacién intracelular.

La figura 42C, muestra en campo claro, la colonizacidn producida por la coinoculacién
en las raices de maiz por parte de la cepa CRZM18R" de Rhizobium (verde) y de la cepa
CRZM149R de Streptomyces (rojo). Pudimos apreciar una colonizacién en el interior de la raiz
mucho mas discreta por parte de la cepa de Rhizobium que cuando fue inoculada sola;
practicamente la colonizacidon se limitd a la zona de la rizodermis y alrededor de los vasos del
xilema en el interior del cilindro central. Por otro lado, se puede observar que la cepa de
Streptomyces ha colonizado los pelos de radicales de la raiz; también se puede ver que
comienza a colonizar la zona de la rizodermis que coincide con la zona que mas coloniza
Rhizobium en este tratamiento.

En cuanto al tratamiento de la coinoculacidn de la cepa de Rhizobium CRZM52R con la
cepa de Streptomyces CRZM149R (Figura 42D), podemos observar que la colonizacion por
parte de la cepa de Rhizobium es muy similar a como coloniza cuando es inoculada sola sobre
las raices de maiz; observandose principalmente en las zonas de la rizodermis y en la zona del
cortex. Sin embargo, se pudo apreciar que la cepa de Streptomyces habia avanzado a través de
la corteza cortex de la raiz, hecho que pudo venir dado por una entrada facilitada por la cepa
de Rhizobium.

Cuando se inoculd la raiz de maiz con la cepa de Streptomyces, se pudo apreciar que la
colonizacién era en su mayoria por la superficie de la raiz (Figura 42E) y parece tener cierta
predileccion por los pelos radiculares (Figura 42E y F).
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Fig. 42. Microscopia de confocal de raices de maiz a los 14 dias después de inocularlas con las cepas seleccionadas
marcadas. A) Corte transversal de la raiz del maiz tefiida con Yoduro de Propidio (rojo) donde se ve la colonizacion
por parte de la cepa CRZM18RT identificada como Rhizobium zeae marcada con GFP (verde); B) Corte transversal de
la raiz del maiz tefiida con Yoduro de Propidio (rojo) donde se ve la colonizacién por parte de la cepa CRZM52R
identificada como Rhizobium leucaenae marcada con GFP; C) Corte transversal de la raiz del maiz donde se ve la
colonizacion por parte de la cepa CRZM18RT (verde) y CRZM149R (rojo) en campo claro; D) Corte transversal de la
raiz del maiz donde se ve la colonizacidn por parte de la cepa CRZM52R (verde) y CRZM149R (rojo) en campo claro;
E) Vista general de la raiz del maiz donde se puede apreciar la colonizacién de CRZM149R en la superficie radicular;
F) Detalle de la colonizaciéon de la cepa de Streptomyces en los pelos radicales del maiz.
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Con el fin de confirmar y de algin modo cuantificar, la colonizacidn observada en los
cortes transversales de los ensayos de microscopia confocal realizamos conteos de unidades
formadoras de colonia (UFC) tanto de bacterias adheridas a la superficie radicular como de las
que han entrado en el interior. Los datos de la cuantificacién de la colonizacién en los distintos
tratamientos inoculados y en distintas zonas de la raiz se pueden observar en la tabla 52.

Tabla 52. Cuantificacidn de la colonizacion por partes de las cepas inoculadas en distintas zonas de la raiz (Valores
obtenidos por gramo de raiz).

Bacterias levemente Bacterias firmemente Bacterias en el interior
Tratamiento adheridas a la raiz adheridas a la raiz de la raiz
(UFC/ml) ( UFC/mI) (UFC/ml)
Control - - -

CRZM18RT" 4,0x10° 1,7 x 10* 1,1x10%
CRZM52R 2,1x10° 1,0 x 10* 6,9x 103
CRZM149R 1,5x 10° 1,1 x10% 2,8x 103
CRZM18R" 2,7x10° 1,7 x 10* 4,1x103

CRZM18R™+149R
CRZM149R 6,6 x 102 4,1x 10" 5,8 x 10!
CRZM52R 1,6 x 10° 7,3x10° 6,0 x 10°

CRZM52R+149R
CRZM149R 2,4 x 102 7,2 x 101 7,9 x 10!

Por tanto, estos ensayos se correlacionan con lo observado mediante microscopia
fluorescencia, pudiendo confirmar que todos los aislados seleccionados fueron capaces de
colonizar a los 14 dpi eficazmente tanto la superficie como el interior de la raiz del maiz. En el
caso de las cepas de Rhizobium, se observd una extensa colonizacién de las cepas de
Rhizobium de los espacios intra e intercelulares de la superficie de la raiz primaria, en la zona
de emergencia y superficie de las raices secundarias y también a lo largo de los pelos
radiculares. Una vez en el interior, se extienden desde la corteza hasta el interior del cilindro
vascular de las raices de maiz. La colonizacidn realizada por la cepa de Streptomyces, se
caracteriza por colonizar zonas con pelos radiculares y formar biofilms sobre la superficie. Esta
atraccion de la cepa de Streptomyces por colonizar la superficie de los pelos radiculares ha sido
observada en diversos trabajos con distintas especies de Streptomyces, S.mutabilis en raices de
trigo (Toumatia et al. 2016), S. lydicus en guisante (Tokala et al. 2002), S. griseoviridis en nabo
(Kortemaa et al. 1994) y S. turgidiscabies en rabano (Johnson et al. 2008), entre otros. Es
posible que este proceso pudiese estar relacionado con las funciones que desempefian los
pelos radiculares de interfase de nutrientes y agua, anclaje y exudacion (Mercado-Blanco and
Prieto 2012). Diversos estudios han proporcionado evidencias de colonizacion endéfita sobre
los pelos radiculares (Paungfoo-Lonhienne et al. 2010; Prieto et al. 2011), coincidiendo con los
resultados obtenidos en este apartado.

Los datos del conteo muestran que en los casos de las bacterias adheridas leve y
firmemente a la superficie radicular, no existen diferencias entre los valores de UFC obtenidas
en las inoculaciones simples. Sin embargo, cuando se coinocularon las cepas de Rhizobium
junto con la cepa de Streptomyces, se puede apreciar que el nimero de UFC obtenidas en las
inoculaciones simples en el caso de Rhizobium se mantienen en las coinoculaciones, pero el
numero de UFC disminuye drasticamente en el caso de la cepa de Streptomyces. Podemos
apreciar también que esta disminucidén, se da también en el interior de las raices. Este

150



Capitulo Il Resultados y discusion

resultado puede haberse originado debido a una competencia entre las cepas de Streptomyces
Y Rhizobium inoculadas o que la cepa de Streptomyces tarde mas tiempo en penetrar a los
tejidos internos de la raiz.

Por tanto, podemos deducir de este ensayo que tanto las cepas de Rhizobium como de
Streptomyces son buenos colonizadores de la rizosfera y también verdaderos endéfitos del
maiz, cuando se inoculan en tratamientos simples, pero cuando se realizan coinoculaciones con
las combinaciones de cepas utilizadas, la cepa de Streptomyces no es capaz de ser una buena
colonizadora.

Un estudio de similares caracteristicas realizaron Naher et al. (2009), en el que
inocularon una cepa de Rhizobium y otra de Corynebacterium spp perteneciente al igual que
Streptomyces al filo de las actinobacterias, en raices de arroz variedad Mayang Segumpal. Del
mismo modo que en nuestro estudio el recuento de bacterias fue superior en el exterior que
en el interior y la poblacidn de Rhizobium superaba a la de Corynebacterium, pero a diferencia
de nuestro ensayo, en el interior encontraban valores de UFC similares en ambas especies.

El hecho de que la cantidad de microorganismos sea mas alta en el exterior que en el
interior puede venir dada por el exopolisacarido producido por las bacterias, ya que este las
bacterias lo utilizan como fuente de carbono de su propio desarrollo (Burdman et al. 2001). Por
otro lado, los flagelos de las bacterias podrian influir en el anclaje de éstas a la superficie
(Naher et al. 2009). Burdman et al. (2001) también relaciondé el anclaje a la superficie de la
planta con el pili de Azoarcus sp. Ademas, Naher et al. (2009) pudieron observar por
microscopia electrénica que al igual que lo observado en nuestro ensayo, las bacterias
entraban al interior de la raiz a través de las grietas de la emergencia de las raices laterales. Por
tanto, debido a que la colonizacién de bacterias enddfitas en plantas no leguminosas, se realiza
por las grietas radiculares, mediante los espacios intercelulares hasta alcanzar el interior del
cilindro central (Webster et al. 1998) o mediante la produccién de enzimas celuloliticas que
inician el proceso de invasién (Reinhold-Hurek and Hurek 1998), es Idgico que las bacterias se
encuentren en mayor proporcion sobre la superficie que en el interior.

Podemos ver que, en lineas generales, las cepas de Rhizobium CRZM18R" y CRZM52R
en inoculacién simple fueron las cepas que mejor colonizaban tanto la superficie radicular
como el interior de la raiz, por lo que podemos suponer que una dptima colonizacién por parte
de la bacteria podria suponer un mayor efecto de los mecanismos PGPB y mejores resultados
en la promocién del crecimiento de las plantas de maiz.
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1. CEPAS SELECCIONADAS PARA LA SECUENCIACION DE GENOMAS.

Debido al gran potencial que mostraban las cepas de Rhizobium (CRZM18R'" y
CRZM52R) vy la cepa de Streptomyces (CRZM149R) para evaluar la capacidad de colonizar y de
promover el crecimiento vegetal del maiz, decidimos escoger dichas cepas para secuenciar sus
genomas y analizar los genes implicados en diversos mecanismos de mejora del crecimiento
vegetal.

En primer lugar realizamos un analisis filogenético de las cepas para localizar en que
grupos taxonémicos se encontraban. Los resultados se muestran en las figuras 43 y 44. Este
analisis nos sirve para conocer la relacion de las cepas con respecto al resto de las especies
mds proximas dentro de los géneros en los que se encuadran. Este proceso se lleva a cabo
utilizando el programa informatico Mega 6.0 (Tamura et al. 2013) con el que se calculé la
distancia evolutiva y se construyeron dichos arboles filogenéticos.

La cepa CRZM149R, mostré una similitud del 100% con la cepa S. griseoaurantiacus
NBRC 15440" (Figura 43). Mientras que la cepa CRZM18R" ya se describid en este trabajo como
Rhizobium zeae sp nov y la cepa CRZM52R presentaba una similitud del 100% con Rhizobium
leucaenae USDA 9039". Se puede observar que las dos cepas de Rhizobium seleccionadas
pertenecen a dos grupos muy diferentes. La cepa de Rhizobium leucaenae CRZM52R pertenece
al grupo de los Rhizobium sensu stricto, puesto que se engloba en el mismo grupo que la cepa
tipo de este género Rhizobium leguminosarum USDA 2370" (Ormefio-Orrillo et al. 2015),
mientras que la cepa CRZM18R" se encuentra en un grupo filogenéticamente alejado de la
cepa tipo (Figura 44).
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Streptomyces coelescens DSM 404217 (AF503496)
Streptomyces anthocyanicus NBRC 148927 (AB184631)

#7 | Streptomyces tricolorNBRC 154617 (AB184687)

Streptomyces violaceoruber NBRC 128267 (AB184174)

32| | Streptomyces violaceolatus DSM 404387 (AF503497)

64| Streptomyces humiferus DSM 430307 (AF503491)

- Streptomyces lienomycini LMG 200917 (AJ781353)

ot Streptomyces tendae ATCC 198127 (D63873)

36| | Streptomyces rubrogriseus LMG 203187 (AJ781373)

" {— Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-17737 (DQ026631)

B - Streptomyces coelicoflavus NBRC 153997 (AB184650)

T [ Streptomyces thinghirensis DSM41919T (FM202482)
Streptomyces marokkonensis Ap1T AJ965470

i — Streptomyces coeruleorubidus 1SP 51457 (AJ306622)
Ly Streptomyces ambofaciens ATCC 238777 (CP012382)

0 Streptomyces paradoxus NBRC 148877 (AB184628)

77 | | Streptomyces griseoloalbus NBRC 130467 (AB184275)

” Lfoo Streptomyces albaduncus JCM 47157 (AY999757)
Streptomyces lasiicapitis 3H-HV17T (KX777589)

Streptomyces alboflavus NRRL B-2373T (JNXT01000131)

Streptomyces aureoverticillatus NRRL B-33267 (AY999774)

Streptomyces intermedius NBRC 130497 (AB184277)

Streptomyces rutgersensis NBRC 128197 (AB184170)

Streptomyces gougerotiiNBRC 31987 (AB184742)

Streptomyces diastaticus subsp. diastaticus NBRC 37147 (AB184785)

s
o

Streptomyces nogalater JCM4799T (AB045886)
Streptomyces griseoaurantiacus NBRC 154407 (AB184676)

100 | CRZM149R

Streptomyces spiralisNBRC 142157 (AB184575)
82 Streptomyces fumigatiscleroticus NBRC 129997 (AB184248)
Thermotoga maritima DSM 3109 (AE000512)

0,02

Fig. 43. Andlisis filogenético del gen ribosémico 16S de la cepa CRZM149R perteneciente al género Streptomyces y
de las especies tipo proximas a ésta. El analisis se ha obtenido con el método Neighbour-Joining y el parametro de

Kimura 2-p, basandose en 1000 réplicas.
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19| Rhizobium hainanense CCBAU 570157 {(FMAC01000030)
Rhizobium miluonense HAMBI 29717 (JGI 1052910)

82 | Rhizobium freirei PRF 81T (AQHNO01000056)
Rhizobium tropici CIAT899T (CPD04015)

30 Rhizobium multihospitium HAMBI 29757 (1G] 1052913)
CRZM52R

93 Rhizobium leucaenae USDA 90397 (AUFB01000074)
0 Rhizobium calliandrae CCGER247 (JX855162)
Rhizobium mayense CCGE526" (JX855172)
Rhizobium lusitanum P1-77 (JGI 1052907)
= Rhizobium rhizogenes NBRC 132577 (BAYX01000035)
Rhizobium jaguaris CCGE525T (JX855169)
Rhizobium acidisoli FH13T(KJ921033)

Rhizobium anhuiense CCBAU 232527 (KF111868)
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Rhizobium sophorae CCBAU 033867 (KJ831229)
99 | Rhizobium anhuiense CCBAL 232527 (NR137229)

Rhizobium leguminosarum USDA 23707 (U29386)

Rhizobium laguerreae FB206™ (JN558651)

L— Rhizobium gollicum R602sp™ (U29386)

Rhizobium tubonense CCBAU 85046 (EU256434)

. Rhizobium pakistanense BN-197 (AB854065)

a7 ] L Rhizobium tarimense PL-41T(HM371420)

Rhizobium zeae CRZM18RT (KX932068)

Rhizobium soli DS-427(EF363715)

Rhizobium cellulosilyticum ALA10B2T {DQ855276)
Rhizobium yantingense He6T (KC934840)

43 || Neorhizobium huautlense S02T (AF025852)

Neorhizobium alkalisoli CCBAU 013937 (EU074168)

Neorhizobium galegae ATCC 436777 (D11343)

Azorhizobium caulinodans ORS57 17 (NC 009937)

—
0,01

Fig. 44. Analisis filogenético del gen ribosémico 16S de las cepas CRZM18RT y CRZM52R, pertenecientes al género
Rhizobium vy las especies tipo cercanas a éstas. El andlisis se ha obtenido con el método Neighbour-Joining y el
parametro de Kimura 2-p, basdndose en 1000 réplicas.
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2. SECUENCIACION DE LOS GENOMAS DE LAS CEPAS
SELECCIONADAS.

Los genomas de las cepas descritas anteriormente, se secuenciaron en una plataforma
Illumina Miseq y se ensamblaron usando Velvet 1.2.10 (Zerbino and Birney 2008). Finalmente,
los genes se anotaron automaticamente con la herramienta RAST (Rapid Annotation using
Subsystem Technology), que es un servicio de anotacidon de procariotas (Aziz et al. 2008;
Overbeek et al. 2013).

Las caracteristicas generales que se obtuvieron de los genomas se presentan en la
tabla siguiente (Tabla 53):

Tabla 53. Caracteristicas generales de los genomas de Rhizobium zeae CRZM18RT, Rhizobium leucaenae CRZM52R y
Streptomyces griseoaurantiacus CRZM149R.

Tamafio (pb) 6.215.185 6.036.781 5.469.840
Numero de contigs 639 78 1034
Contenido en G + C (%) 59.4 59.6 72.4
Numero de CDSs 6100 6091 6442
rRNA 60 49 52
tRNA 54 46 48

La representacién grafica de la anotacion automatica realizada por RAST puede
observarse en la figura 45, donde los genes se clasifican en grupos funcionales o subsistemas.
Por el contrario existen genes a los que el programa no ha asignado un subsistema. Podemos
observar que en la cepa de R. zeae CRZM18R" el 43% de los genes han sido asignados
automaticamente a una funcion, mientras que este porcentaje baja a un 29% en la cepa de R.
leucaenae CRZM52R y disminuye alin mas en la cepa de S. griseoaurantiacus CRZM149R. Estos
porcentajes nos indican que una gran cantidad de los genes no se encuentran anotados. En la
actualidad, existen diversos programas bioinformaticos disponibles con la capacidad de anotar
genomas. Sin embargo, todavia se estan incorporando nuevos procesos que permitan anotar
un mayor numero de genes. Por lo tanto, algunos de los genes de interés los tendremos que
buscar manualmente.

Por lo que hemos podido observar en la bibliografia, hay dos genomas secuenciados de
cepas pertenecientes a la especie Rhizobium leucaenae. En concreto dos Rhizobium leucaenae
USDA9039 (BioProject PRINA195751) y CPAO29.8 (BioProject PRINA195751). También existe
un genoma secuenciado de una cepa de la especie Streptomyces griseoaurantiacus. En
concreto Streptomyces griseoaurantiacus MO045 (Li et al. 2011). La cepa CRZM18R" de
Rhizobium zeae, es una especie nueva derivada de este trabajo, por lo que aln no existe
ningun genoma depositado de dicha especie.
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Subsystem Feature Counts
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (282) A
Cell wall and Capsule (126)
Virulence, Disease and Defense (83)
Potassium metabolism (21)
Photosynthesis (0)
Miscellaneous (59)
Phages, Proph Transposable el ts, Pl ids (14)
Membrane Transport (253)
Iron acquisition and metabolism (68)
RNA Metabolism (140)
Nucleosides and Nucleotides (112)
Protein Metabolism (261)
Cell Division and Cell Cycle (32)
Motility and Chemotaxis (124)
Regulation and Cell signaling (112)
Secondary Metabolism (4)
DNA Metabolism (140)
Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (161)
Nitrogen Metabolism (64)
Dormancy and Sporulation (0)
Respiration (154)
Stress Response (198)
Metabolism of Aromatic Compounds (42)
Amino Acids and Derivatives (490)
Sulfur Metabolism (68)
Phosphorus Metabolism (52)
Carbohydrates (641)

Subsystem Feature Counts B
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (193)
Cell wall and Capsule (69)

Virulence, Disease and Defense (55)

Potassium metabolism ({9)

Photosynthesis (0)

Miscellaneous (21)

Phages, Prophages, Transposable el ts, Plasmids (22)
Membrane Transport (143)

Iron acquisition and metabolism (26)

RNA Metabolism (48)

Nucleosides and Nucleotides (92)

Protein Metabolism (171)

Cell Division and Cell Cycle (0)

Motility and Chemotaxis (67)

Regulation and Cell signaling (85;

Secondary Metabolism (6)

DNA Metabolism (95)

Fatty Acids, Lpids, and Isoprenoids (97)

Nitrogen Metabolism (15)

Dormancy and Sporulation (1)

Respiration (139)

Stress Rasponse (101)

Metabolism of Aromatic Compounds (48)

Amino Acids and Derivatives (417)

Sulfur Metabclism (21)

Phosphorus Metabolism (49)

Carbohydrates (424)

Subsystem Feature Counts C

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (98)
Cell wall and Capsule (31)

Virulence, Disease and Defense (38)
Potassium metabolism (9)
Photosynthesis (0)

Miscellaneous (34)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (9)
Membrane Transport (46)

Iron acquisition and metabolism (29)
RNA Metabolism (49)

Nucleosides and Nucleotides (91)

Protein Metabolism (142)

Cell Division and Cell Cycle (0)

Motility and Chemotaxis (3)

Regulation and Cell signaling (33)
Secondary Metabolism (4)

DNA Metabolism (98)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (158)
Nitrogen Metabolism (40)

Dormancy and Sporulation (2)
Respiration (104)

Stress Response (74)

Metabolism of Aromatic Compounds (51)
Amino Acids and Derivatives (397)

Sulfur Metabolism (19)

Phosphorus Metabolism (33)
Carbohydrates (327)

Fig. 45. Resultados del andlisis funcional mediante RAST para las cepas seleccionadas: A) CRZM18RT; B) CRZM52R y
C) CRZM149R. Las barras que se encuentran al margen izquierdo de cada figura, representan los genes asignados a

un subsistema (verde) y los que no (azul).
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3. BUSQUEDA DE GENES IMPLICADOS EN LA PROMOCION DEL
CRECIMIENTO VEGETAL.

Puesto que las cepas seleccionadas, presentaban buenos resultados en cuanto a los
mecanismos PGPB evaluados in vitro, se decidié analizar en primer lugar los posibles genes
implicados en los mecanismos directos de la promocién del crecimiento de las plantas. Por
ello, realizamos una busqueda de genes implicados en las rutas de produccién de sideréforos,
de solubilizacion de fosfato, de solubilizacién de potasio, de tolerancia a la salinidad, de acido
indol acético, de fijacion de nitrédgeno y de produccién de celulasas.

3.1. Genes implicados en la produccion de sideréforos.

Puesto que las tres cepas seleccionadas para este estudio habian sido capaces de
producir sideréforos cuando dicha capacidad PGP fue evaluada in vitro, analizamos qué
posibles genes podrian estar implicados en este proceso. Como cabia esperar, el genoma de
todas las cepas presentaba diversos genes y complejos de genes que estan implicados en las
rutas de biosintesis de siderdforos y en la adquisicién de hierro (Tabla 59).

Para capturar hierro, las bacterias y los hongos pueden producir sideréforos. Las
bacterias que producen siderdforos, como algunos Rhizobia, pueden utilizar genes que
codifican para proteinas implicadas en la biosintesis de sideréforos de tipo hidroxamato férrico
(fhu) (Ormefio-Orrillo et al. 2012). No todos los Rhizobia son capaces de biosintetizar
siderdforos, por lo que se encuentran en desventaja frente a los microorganismos que si son
capaces de producirlos (Geetha and Joshi 2013).

En primer lugar, se necesita el gen fhuA que codifica para una proteina de membrana
externa que actua como receptor del sideréforo de tipo hidroxamato (Ferguson et al. 2006). A
continuacidn, se necesitan transportadores que internalicen el sideréforo desde la membrana
externa al interior de la célula, este complejo transportador es codificado por los genes fhuB,
fhuc y fhuD (Mikael et al. 2002). Tanto el transporte como la induccién de este siderdforo
requieren transduccién de energia del complejo TonB-ExbB-ExbD ubicado en la membrana
externa (Geetha and Joshi 2013) y una vez en el periplasma los sideréforos son internalizados
en el citoplasma mediante los transportadores de tipo ABC.

Los resultados obtenidos en el andlisis de los genomas muestran como ambas cepas de
Rhizobium poseen los genes que codifican para el complejo TonB. Ademas, los genes que
codifican para las proteinas FhuA, FhuB, FhuC y FhuD se encontraron en la cepa CRZM18RT; sin
embargo, en el caso de la cepa de Rhizobium CRZM52R, Gnicamente se encontrd la proteina
FhuB y FhuC, pero puesto que posee parte del sistema de transporte y ademas dispone del
complejo TonB, todo indica que podria tener también los genes que codifican para las
proteinas, por lo que realizamos una busqueda manual, utilizando la secuencia conocida de las
proteinas FhuA y FhuC de la cepa CRZM18R" y realizamos un Blastn, obteniendo una similitud
del 100% con las respectivas secuencias buscadas en CRZM52R, por lo que esta cepa también
dispone de todo el complejo para biosintetizar sideréforos de tipo hidroxamato.
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En este sentido, en el estudio publicado por Ormeno-Orrillo et al. (2012) identificaron
los genes que estdn implicados en la biosintesis de siderdforos de tipo hidroxamato, al igual
que en nuestro estudio, observando que R. tropici CIAT 899 posee un grupo de genes
involucrados en la biosintesis del sideréforo de tipo hidroxamato, algunos de cuyos genes son
similares a los genes R. leguminosarum (Carter et al. 2002). Sin embargo, en la cepa de
Rhizobium sp. PRF 81, no observaron estos genes, planteandose la hipdtesis de que la cepa de
R. tropici estaba adaptada a suelos acidos donde el Fe®* estd mas disponible, mientras que la
cepa de Rhizobium sp. PRF 81 evoluciond en suelos neutrales por lo que explicaria la ausencia
de estos genes. Otra hipdtesis que plantean es que estuviese adaptada para obtener formas de
hierro quelado de fuentes externas, una estrategia utilizada por la bacteria endofitica Azoarcus
sp. BH72 (Krause et al. 2006). En este sentido, existen otros tipos de sideréforos que no son
dependientes de un receptor TonB, como es el caso de las cepas que utilizan citrato férrico
(Wexler et al. 2002).

Este podria ser el tipo de sideréforos sintetizado por la cepa de Streptomyces, ya que
carece del complejo TonB pero si posee los genes que codifican para la enzima citrato sintasa.
Ademas, la utilizacion de la enzima citrato sintasa ya se ha descrito en el género Streptomyces,
por lo que las bacterias Gram positivas, o al menos los Actinomicetos como es nuestro caso,
podrian utilizar el citrato férrico como fuente de hierro mediante la enzima citrato sintasa
(Guerinot et al. 1990).

Las cepas de Rhizobium mostraron tener también la enzima citrato sintasa, por lo que
podrian ser capaces de sintetizar sideréforos de diferentes tipos. Esta capacidad también se ha
descrito en bacterias del género Rhizobium, como en el caso de Ormefio-Orrillo et al. (2012),
que ambas cepas de Rhizobium CIAT 899 y PRF 81 poseen un gen codificante para citrato
sintasa, también se ha descrito en R. tropici (Hernandez-Lucas et al. 1995), en R. etli (Resendis-
Antonio et al. 2007) y en R. leguminosarum (Karunakaran et al. 2009), entre otros.

Ademas, pudimos observar que ambas cepas de Rhizobium de nuestro estudio poseen
el gen rirA que codifica para un regulador transcripcional sensible al hierro (RirA). Este gen esta
asociado con las especies de género Rhizobium por lo que es predecible que no se encuentre
en la cepa de Streptomyces, como revela el resultado negativo encontrado en la busqueda de
dicho gen en su genoma (Tabla 59). La proteina RirA en R. leguminosarum parece tener
funciones muy diversas, controlando la expresion de muy diversos genes implicados en la
toma de hierro. Un homdlogo de ésta en E. meliloti parece estar implicado en controlar la
homeostasis del hierro durante el crecimiento de vida libre y la simbiosis (Todd et al. 2002).
Por lo que la implicacion de esta proteina en nuestras cepas de Rhizobium podrian tener una
funcién similar.

También ambas cepas de Rhizobium poseen genes fur, que codifican para las proteinas
que regulan principalmente de los genes sensibles al hierro en la familia de los Rhizobiaceae; y
ademads, poseen un segundo regulador de menor accidon en Rhizobiales, denominado Irr
(Johnston et al. 2007). También poseian dichos genes las cepas de Rhizobium, R. tropici CIAT
899 y Rhizobium sp. PRF 81, utilizadas en el estudio de (Ormefio-Orrillo et al. 2012).

Por lo que sugieren que todas las cepas seleccionadas en el estudio de los genomas,
son capaces de producir algun tipo de sideréforo en varias condiciones y mediante varias vias,
siendo capaces por tanto de incorporar al citoplasma el ion ferroso (Fe?*), el cual destinan al
almacenamiento o a la incorporacion de enzimas importantes tanto para la bacteria como para

161



Capitulo IV Resultados y discusidn

su interaccidén con la planta. Por otra parte, también las hace susceptibles de ser mejores
competidoras por la supervivencia en vida libre.

3.2. Genes implicados en la solubilizacidon de fosfato.

Puesto que la capacidad para solubilizar fosfato es una caracteristica importante para
seleccionar dptimas cepas capaces de promover el crecimiento vegetal, se analizaron si estas
cepas disponian de genes implicados en dicho mecanismo.

El regulador de fosfato (Pho) es un complejo de genes reguladores que codifican para
un complejo implicado en la captacién del fosfato (Santos-Beneit 2015). Pudimos observar que
los tres genomas disponian de genes que codifican para este regulador. Estos reguladores se
han descrito ya tanto en cepas de Rhizobium (Janczarek and Urbanik-Sypniewska 2013) como
en Streptomyces (Diaz et al. 2005).

La captacion inorgdnica de fosfato por parte de estas bacterias puede estar promovida
por dos sistemas de transporte de fosfato, uno de baja afinidad (Pit) que encontramos tanto
en las cepas de Rhizobium (CRZM18R"y CRZM52R) como en las de Streptomyces (CRZM149R);
y dos de alta afinidad (Pst y Phn). Pst es la proteina encargada de transportar el fosfato
inorganico mas conservado en todas las bacterias (Santos-Beneit 2015), de hecho aparece en
las tres cepas evaluadas. Por otro lado, se encuentra la proteina transportadora de fosfonatos
(Phn) (Gebhard et al. 2014), que encontramos Unicamente en la cepa CRZM18R".

La diferencia entre estos tipos de transporte de fosfato se encuentra en que los de alta
afinidad se inducen por inanicién de fosfato, mientras que el sistema de baja afinidad se basa
en la afinidad presentada por una proteina de membrana que se expresa constitutivamente
(Gebhard et al. 2009).

Los polifosfatos inorganicos, poliP, son polimeros lineales de residuos de ortofosfato
unidos entre si, por enlaces pirofosfato (P-O-P), ricos en energia, empleado en multitud de
organismos para almacenar fosfato y, cuando es necesario, reutilizarlo (Ghorbel et al. 2006),
caracteristica importante en la tolerancia a distintos tipos de estrés. Varias proteinas
enzimaticas intervienen en el metabolismo de los poliPs contribuyendo asi al mantenimiento
de su equilibrio en la célula (Thayil et al. 2011), como por ejemplo la exopolifosfatasa (PPX, EC
3.6.1.11) y la polifosfato quinasa (PPK, EC 2.7.4.1), siendo ésta ultima la que sintetiza poliP
reversiblemente a partir de ATP. Por otro lado, el acido glucdnico es uno de los principales
acidos organicos en la mayoria de las bacterias responsables de la solubilizacién de los fosfatos
minerales y es catalizada por la glucosa deshidrogenasa (GDH; EC 1.1.5.2) y su cofactor
pirrologuinolina quinona (PQQ; Liu et al. 2016). Todas las enzimas citadas en este apartado se
han encontrado en todos los genomas analizados. Ademas, en las bacterias del género
Rhizobium se encontraron también las fosfatasas alcalinas (PhoA, EC 3.1.3.1), que son de las
enzimas mas comunes inducidas en respuesta a la inanicién de fosfato inorganico en bacterias
(Wanner and Chang 1987).

Gupta et al. (2014) encontraron en los genes de dos cepas (CPCRI-1 y 3) PGPR de
Enterobacterias los genes transportadores de fosfato pstA, pstB y pstC. También Zhu et al.
(2012) encontraron estos mismos genes en Enterobacter spp. SP1, PGPR aislado de la cafia de
azucar. Ademas, en las cepas con caracteristicas PGP de Pseudomonas sp. UW4 (Duan et al.
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2013) y Klebsiella sp. D5A (Liu et al. 2016) se encontraron los sistemas de transporte PstBACS y
PhnDCE1E2, asi como el transportador de fosfato de baja afinidad Pit (Duan et al. 2013). En
todos estos estudios estas cepas fueron descritas como solubilizadoras de fosfato por poseer
alguno de los genes descritos anteriormente. Por tanto, al igual que estos autores podemos
decir que tanto las cepas de Rhizobium como las de Streptomyces contienen los genes para
solubilizar fosfato.

Estos datos no coinciden con lo que habiamos evaluado en las pruebas in vitro, ya que
Unicamente la cepa CRZM18R" fue positiva. Sin embargo, tanto la cepa CRZM52R de Rhizobium
como la cepa CRZM149R de Streptomyces, no fueron positivas en la prueba realizada in vitro,
pero si observamos que disponen genes para solubilizar el fosfato. Esto se puede deber a que
para las pruebas realizadas in vitro, se utilizaba el fosfato tricdlcico, que es una de las formas
de fésforo inorganico presentes en el suelo, siendo una de las formas menos solubles y asi se
discrimina con mayor certeza, no queriendo decir que estas bacterias no sean capaces de
solubilizar el fosfato en otras formas y condiciones. Por tanto, tanto las cepas de Rhizobium
(CRZM18RT y CRZM52R) como la cepa de Streptomyces CRZM149R, poseen los genes
implicados en la solubilizacion de fosfato por alguna de las vias, en sus genomas.

3.3. Genes implicados en la tolerancia a la salinidad y la solubilizacion
de potasio

Puesto que el sodio y el potasio se encuentran relacionados, debido a la bomba de
Na*/K*, proteina que actlia como un transportador del intercambio existente entre dos solutos
en diferentes direcciones (Morth et al. 2011), abordaremos este apartado en conjunto.

El andlisis del genoma revelé que las cepas disponen de diversos genes relacionados
con la tolerancia a la salinidad. Se encontraron tanto en las cepas de Rhizobium como en la de
Streptomyces, dos de los genes considerados como responsables de la tolerancia a la salinidad
(Ren et al 2010). Estos son los genes betA y betB, que codifican respectivamente para la colina
deshidrogenasa y para la betaina aldehido deshidrogenasa. Ademds, encontramos genes
implicados en la biosintesis de la trehalosa, que puede actuar como un osmoprotector bajo
estreses ambientales como alta salinidad, sequia, bajas temperaturas o estrés osmético en
muchos microorganismos (Duan et al 2013). Por ejemplo, la trehalosa se acumula en el arroz
transgénico mejorando asi la tolerancia al estrés abidtico de la planta (Garg et al 2002). Liu et
al (2016) encontraron en el genoma de la cepa PGPB de Klebsiella sp. D5A genes que
codificaban para complejos proteicos que participaban en dos posibles rutas por las cuales esa
cepa podria biosintetizar la trehalosa. Encontramos al menos uno de estos grupos de genes
implicados en una de dichas rutas metabdlicas en los genomas de todas las cepas de este
estudio, ya que tanto existian genes para la trehalosa-6-fosfato sintasa, la cual puede sintetizar
trehalosa-6-fosfato a partir de glucosa-6-fosfato como de UDP-glucosa (Liu et al. 2016).

Por otro lado, la captacidon de K* es esencial para los procesos homeostaticos de la
regulacion de la presidn de la turgencia y el mantenimiento del pH citoplasmatico (Csonka y
Epstein 1996; Stumpe et al., 1996), por lo que buscaremos en los genomas de las cepas
seleccionadas genes relacionados con la captacidn del potasio. En este sentido, se han descrito
en Escherichia coli K-12 dos tipos principales de sistemas de captacion de K* (Trk y Kdp) y un
sistema de captacién menor de K* (Kup) (Schleyer y Bakker 1993). El sistema Kdp es inducible
bajo respuestas al estrés por alta salinidad y transporta K* con alta afinidad (Heermann& Jung,
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2010). Encontramos en las cepas de Rhizobium (CRZM18R" y CRZM52R) y en la cepa de
Streptomyces (CRZM149R) el gen kdpD, que estd implicado en este sistema de captacion de K*.
Por otro lado el complejo Trk se encuentra muy difundido entre las bacterias y tiene una
afinidad moderada por la absorcion de K*. Encontramos los genes que codifican para la
proteina TrkA de unidn a NAD requerida para la actividad del sistema de captacién del K*
(Sleator y Hill, 2002) en las cepas CRZM18R" y CRZM149R. Ademads, encontramos solamente en
las cepas de Rhizobium genes implicados en el sistema de captacién de baja afinidad de K*, el
sistema Kup (Meena et al 2014). Y por ultimo, encontramos en todas las cepas analizadas en
este apartado los genes kefA y kefB, que forman parte de un grupo de genes que codifican
para el sistema de transporte del potasio (Liu et al 2016).

Por tanto, podemos observar que todas las cepas poseen genes implicados en la
captacién del potasio, por lo que las haria susceptibles de solubilizar el K insoluble del suelo,
pudiendo incrementar de esta manera el rendimiento de los cultivos. Ademads, este
rendimiento podria incrementarse también en cultivos que se dan en condiciones edafoldgicas
gue sean adversas, ya que como hemos podido comprobar nuestras cepas podrian tolerar
mejor el estrés salino.

3.4. Genes implicados en la produccion de acido indol acético.

Otro mecanismo que todas las cepas habian mostrado capacidad para producirlo in
vitro fue el acido indol acético (AIA), por lo que se evaluaron los posibles genes implicados en
este proceso.

Las bacterias pueden sintetizar dicha hormona a partir del triptéfano, a través de dos
vias biosintéticas, la del indol-3 acetamida o la del indol-3 piruvato (Bianco et al. 2006). Una via
puede convertir mediante nitrilo hidratasa, el indol- 3-acetonitrilo en indol-3 acetomida y
convertirse finalmente en AIA mediante la amidasa. La otra via puede convertir mediante indol
piruvato descarboxilasa, el indol-3 piruvato en indol-3 acetaldehido y convertirse en AIA
mediante el aldehido deshidrogenasa (Liu et al. 2016).

Encontramos que todos los genomas poseen genes codificantes de las enzimas
asociadas con el complejo piruvato deshidrogenasa de la ruta del indol-3-piruvato (EC 1.2.4.1).
Ademas, las tres cepas disponen de los genes (tsa y tsb) que codifican para una triptéfano
sintasa (EC 4.2.1.20) que cataliza la conversién del fosfato de indol glicerol en triptéfano, el
paso final en la biosintesis de triptofano (Last et al. 1991). También participan en esta
biosintesis del triptofano, los genes encontrados que codifican para la enzima Indol-3-glycerol
fosfato sintasa (Schlee et al. 2013).

También poseen genes codificantes para la enzima aldehido deshidrogenasa, que es la
enzima que convierte el indol-3 acetaldehido en AIA. Un estudio comparativo de cuatro
genomas pertenecientes a cuatro cepas del género Klebsiella, mostraron que Unicamente la
cepa de Klebsiella sp. D5A, poseia el gen que codificase para la aldehido deshidrogenasa, lo
que indicaba que no podian producir AIA por la via del piruvato (Liu et al. 2016). Son muchas
las bacterias que se describen como productoras de AIA, (Khamna et al. 2009; Bhattacharjee et
al. 2012; Mohite 2013) pero pocas discriminan que via utiliza para sintetizar dicha hormona,
encontrando que la via del indol-3 piruvato, es utilizada también por Azospirillum brasilense
(Spaepen et al. 2008) y Enterobacter cloacae (Ryu and Patten 2008) para producir AlA.
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Ademas, encontramos en la bibliografia que una cepa de Streptomyces productora de AIA por
la via del indol-3 acetamida (Manulis et al. 1994), asi como una cepa de Rhizobium por esa
misma via (Kobayashi and Palumbo 2000), lo que nos indica que las cepas producen AlA por la
via del piruvato independientemente de que sean gram positivas o gram negativas.

Como podemos observar de los tres genomas analizados (tabla 59), la cepa CRZM52R
poseia mas genes implicados con la produccién de acido indol acético que las demas, lo que se
puede co-relacionar con el hecho de que fue la cepa que mas acido indol acético producia de
las tres en las pruebas y condiciones evaluadas in vitro.

3.5. Genes implicados en la fijacion de nitrogeno y simbiosis.

Realizamos también una busqueda de genes que pudiesen estar implicados en la
simbiosis y en la fijacién de nitréogeno. En muchas especies de Rhizobia dichos genes se
encuentran en un plasmido simbidtico, pero existen algunas especies en los que estos genes se
encuentran en islas gendmicas, también denominadas islas simbidticas; estas regiones se han
originado por recombinacién, transferencia horizontal y transposicién (Gonzalez et al. 2003).

Por ejemplo, en R. leguminosarum bv. viciae 3841 la mayoria de los genes simbidticos
se encuentran en el pldsmido pRL10 (Hungria et al. 2003), mientras que en Mesorhizobium loti
MAFF 303099, recientemente reclasificada en Mesorhizobium japonicum (Martinez-Hidalgo et
al. 2016), existe una isla gendmica de 500 kb contiene los genes responsables de la simbiosis
(Kaneko et al. 2000; Giraud et al. 2007). También Bradyrhizobium japonicum USDA110 y M.
japonicum MAFF303099 poseen grandes islas genémicas (~500 kb) que contienen todos los
genes de nodulacién, nif y fix (Hernandez-Lucas et al. 2006; Ramsay et al. 2009). Sin embargo,
hay excepciones, por ejemplo, en Ensifer sp. NGR 234, los genes nif y nod se encuentran en un
plasmido, mientras que los genes de la fijacion de N,, estan en el cromosoma (Schmeisser et al.
2009). También en R. etli CFN 42, el plasmido simbidtico (pSym) p42d contiene la mayoria de
los genes necesarios para la simbiosis, pero homdlogos de los genes de nodulacién se
encuentran en otros replicones del genoma (Gonzalez et al. 2006).

En los genomas analizados en este estudio, no encontramos genes fix, ni nod, por lo
que o no disponen de ellos, o bien podrian estar en algun pldsmido o que el servidor utilizado
no haya sido capaz de anotarlos automaticamente. Sin embargo, si encontramos en ambas
cepas de Rhizobium el gen nifU, que codifica una proteina que participa en la sintesis de
metalocloruros de hierro-azufre (Fe-S) necesarios para la fijacion de nitrégeno (Zheng et al.
1993; Dean et al. 1993; Hwang et al. 1996).

Por otro lado, encontramos también los genes ntrB, ntrC, ntrX y ntrY, que codifican
para proteinas que estan implicadas en la regulacién del metabolismo del Nitrégeno. Estos
mismos genes se encontraron en Herbaspirillum seropedicae, una proteobacteria diazotréfica
asociada a gramineas. Pankievicz et al. (2016) demostraron que el crecimiento dependiente de
nitrato de dicha bacteria se encontraba regulado por dos componentes reguladores de
nitrégeno ntrB y ntrC, y por dos reguladores especificos del metabolismo del nitrato ntrY y
ntrX. Ademas, mediante la realizacion de analisis in silico demostraron el papel del sistema
ntrY-ntrX en la regulacién del metabolismo de nitratos en H. seropedicae. Por tanto, en este
sentido, este sistema podria estar regulando también el metabolismo de nuestras cepas de
Rhizobium.
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4. BUSQUEDA DE GENES IMPLICADOS EN LA COLONIZACION E
INFECCION ENDOFITICA.

Debido a que también hemos podido comprobar la habilidad de las cepas
seleccionadas para colonizar con éxito las raices de maiz, mediante diferentes ensayos
realizados in vitro, quisimos analizar también que genes podrian estar implicados en la
colonizacion e infeccion de las plantas por parte de las bacterias, como la producciéon de
celulosa y exopolisacaridos, de biofilms y los mecanismos de entrada de dichas bacterias.

4.1. Genes implicados en la produccion de enzimas implicadas en
biosintesis, procesamiento y degradacion de polisacaridos.

Ademads de la informacién obtenida con el RAST, con la ayuda de la herramienta
dbCAN (Yin et al. 2012), se pudieron comparar las secuencias proteicas de los genomas con
algunas de las secuencias de enzimas existentes en las bases de datos de CAZy (Carbohydrate
Active Enzymes). Entre ellas, destacamos las glicosil hidrolasas (GHs) que son un amplio grupo
de enzimas que hidrolizan los enlaces glicosidicos para generar gllicidos menores y las glicosil
transferasas (GTs) que son enzimas que catalizan la transferencia de grupos glicosil a un
aceptor. La biosintesis de disacdridos, oligosacaridos y polisacaridos implica la accién de
cientos de diferentes glicosil transferasas.

Las bacterias celuloliticas han sido ampliamente estudiadas en diversos ambientes
desde nichos ambientales e industriales, incluyendo suelos, sedimentos marinos, hasta en la
microbiota de animales y humanos (Medie et al. 2012). Estas bacterias poseen enzimas que
pertenecen a diferentes familias basadas en secuencias de glicosil hidrolasas (GH), que
incluyen, entre otras, celulasas que rompen los enlaces B (1->4) de la celulosa (Medie et al.
2012). Utilizamos la herramienta dbCAN para predecir las glicosil hidrolasas en nuestras cepas,
en la cepa CRZM18R" se predijeron 76, en la cepa CRZM52R se predijeron 86 y en la cepa
CRZM149R, se predijeron 113. En cuanto a las GH anotadas en RAST Unicamente en la cepa de
Streptomyces se anotaron las familias a las que pertenecian algunas de estas GH, entre las que
pudimos observar GH8 (entre las que se incluyen actividades celulasicas), GH31 (entre las que
se incluyen actividades descritas como a-glucosidasa, a-galactosidasas, a-manosidasa, etc) y
GH48 (entre las que se incluyen actividades descritas como quitinasas, endo-B-1,4 glucanasa y
celobiohidrolasa), las demas no disponian de funciones definidas en RAST.

También se predijeron varias glicosiltransferasas (GT) en los genomas de estudio,
resultando que en la cepa CRZM18RT se predijeron 64, en la cepa CRZM52R se predijeron 76 y
en la cepa CRZM149R, se predijeron 41. Sin embargo, en los resultados obtenidos en el RAST
se anotaron Unicamente cuatro GTs pertenecientes al grupo 1, 2, 8 y 25 para la cepa de R. zeae
CRZM18RT; mientras que la cepa de R. leucaenae se anotaron sélamente GTs de los grupos 1, 2
y 25. Ademds, para la cepa de S. griseoaurantiacus también se anotaron tres GTs
pertenecientes a los grupos 1, 2 y 28. En este caso, la herramienta dbCAN nos ofrece un mayor
numero de grupos predichos de GHs y de GTs que la propia herramienta de prediccion
utilizada por RAST. Ademas, cabe afiadir que en el caso de las cepas de Rhizobium, la bateria
enzimatica de la que disponen estd muy poco estudiada. Este estudio aporta nueva
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informacidn que tiene aplicacién directa en las interacciones de las cepas de Rhizobium con las
plantas de estudio. Ademds, completa la informacidn disponible sobre bateria enzimatica que
posee nuestra cepa de Streptomyces.

Todas las cepas estudiadas poseen GT1 y GT2, siendo las glicosiltransferasas de Ila
familia 1 las responsables de la glicosilacidn de varias estructuras organicas importantes como
los terpernos y esteroides, entre otros; y las glicosiltransferasas de la familia 2, las cuales han
sido reconocidas como la familia de enzimas que polimerizan la celulosa directamente a partir
de UDP-glucosa (Lairson et al. 2008).

Por otra parte, las endoglucanasas (EC 3.2.1.4) hidrolizan los enlaces internos en
posiciones aleatorias de las regiones menos ordenadas (o amorfas) de la celulosa. Estas
enzimas generan extremos de cadena para el procesamiento del segundo tipo de celulasas, las
celobiohidrolasas, que son exoglucanasas (Medie et al. 2012). Entre nuestros genomas de
estudio, encontramos que todas las cepas tienen en sus genomas genes que codifican para
diversas endoglucanasas, lo que se podria relacionar con lo observado en las pruebas in vitro,
ya que todas habian sido positivas para el ensayo de produccion de celulasas. Estas celulasas
encontradas podrian también formar parte del proceso de biosintesis de celulosa, sobre todo
en las cepas del género Rhizobium, lo que se correlacionaria con lo descrito anteriormente en
la bibliografia (Robledo et al. 2012; Menéndez et al. 2016).

Las celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) actuan de manera unidireccional tanto a partir de
los extremos no reductores como de la reduccién de las cadenas de polisacdridos de celulosa,
liberando la celobiosa como principal producto. Un gen que codifica para esta enzima aparece
en el genoma de la cepa de Streptomyces CRZM149R. Por otro lado, las f-D-glucosidasas (EC
3.2.1.21) hidrolizan ademas la celobiosa y liberan asi el sistema de la inhibicién del producto
final (Himmel et al. 2007). Genes que codifican para B-D-glucosidasas aparecen en todos
nuestros genomas analizados.

Otras enzimas ademds de las celulasas endoactivas y exoactivas participan en la
descomposicion de la celulosa. Algunas utilizan un proceso de quimica oxidativa, como ocurre
en la escision de la quitina (polimero cristalino fibroso de residuos de [-1,4-N-
acetilglucosamina) por la enzima N-acetylglucosaminidasa. Pudimos ver que la cepa de
Streptomyces disponia de genes que codificarian tanto la a como de la B-N-
acetylglucosaminidasa, mientras que la cepa CRZM52R Unicamente disponia de genes que
codifican para B-N-acetylglucosaminidasa. En este sentido se ha demostrado que un homaélogo
de Streptomyces coelicolor de N-acetylglucosaminidasa actuaba sinérgicamente con celulasas
en la digestién de celulosa (Forsberg et al. 2011), por lo que nuestra cepa de Streptomyces
podria actuar de manera similar ya que dispone en su genoma tanto de genes que codifican
para las enzimas N-acetylglucosaminidasa como para endoglucanasas.

Por tanto, como hemos podido observar nuestras cepas de estudio poseen genes que
codifican enzimas implicadas en la degradacion de la pared celular, y esta capacidad podria ser
utilizada por los microorganismos para colonizar el interior de las plantas.
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4.2. Genes implicados en la biosintesis de celulosa.

La biosintesis de celulosa es otra caracteristica de gran importancia para la
colonizacion de la planta por parte de las bacterias. Aunque se trata de una caracteristica
ampliamente distribuida entre los rizobios (Robledo et al 2012), la biosintesis de este
polisacarido es un proceso complejo que comparte similitudes con la biosintesis de celulosa en
las plantas (Peng et al. 2002), aunque difieren en complejidad y en las propiedades fisico-
guimicas que poseen dichos polimeros (Ross et al. 1991). La celulosa es un biopolimero que
consiste en cadenas de R-(1-4)-D- glucopiranosa, componente esencial de las paredes celulares
vegetales.

Los genes implicados en la sintesis de celulosa bacteriana estan proximos entre si,
localizados en una regidon cromosdmica denominada operdn celABC o bcsABZ. La regulacidn de
esta ruta biosintética se lleva a cabo por el mensajero secundario di-GMP ciclico y por varias
proteinas con dominios GGDEF (Romling 2002). Debido al importante papel que desempeiia el
operén celABC no solo en colonizacion sino en la simbiosis con plantas (Robledo et al 2012),
realizamos una busqueda de genes que formasen parte de dicho operdn en los genomas de
nuestras cepas seleccionadas.

Solamente encontramos los tres genes que forman dicho operén en la cepa CRZM52R.
Realizamos una comparacion de cada uno de los genes identificados en las bases de datos
mediante BLAST. En primer lugar, encontramos en el genoma el gen celA (acsA o bcsA) que
codifica para una celulosa sintasa que alberga un dominio glicosiltransferasa (GT2) (Tabla 54).

Tabla 54. Porcentaje de similitud y funciones anotadas de proteinas obtenidas enfrentando la secuencia
nucleotidica del gen que codifica para la celulosa sintasa anotada en el genoma de R. leucaenae CRZM52R,
utilizando la herramienta BLAST.

L . . . Similitud
Funcidn descrita Microorganismo %
(]

g::::ﬁf;i'gf:;;‘;?:ﬂgi‘; Rhizobium leucaenae CRZM52R 100
Celulosa sintasa Agrobacterium radiobacter K84 84
Celulosa sintasa (formadora UDP) | Rhizobium tropici CIAT899 83
Celulosa sintasa (formadora UDP) | Rhizobium sp. 10195 83
Celulosa sintasa subunidad CelA Rhizobium etli NXC12 81
Celulosa sintasa Rhizobium etli CFN42 81
EeDlzl)ﬁzts;?::?e(lonrmadora Rhizobium etli bv. mimosae Mim1 81
Celulosa sintasa subunidad CelA Rhizobium sp. N741 81
Celulosa sintasa subunidad CelA Rhizobium sp. N871 81
Celulosa sintasa subunidad CelA Rhizobium sp. N113 81
Celulosa sintasa subunidad CelA Rhizobium sp. N1341 81
Celulosa sintasa subunidad CelA Rhizobium etli N561 81
Celulosa sintasa subunidad CelA Rhizobium sp. N621 81
Celulosa sintasa subunidad CelA Rhizobium sp. N6212 81
Celulosa sintasa subunidad CelA Rhizobium sp. TAL182 81
Celulosa sintasa subunidad CelA Rhizobium sp. N1314 81
Celulosa sintasa subunidad CelA Rhizobium sp. N731 81
Celulosa sintasa (formadora UDP) | Rhizhobium leguminosarum bv. viciae 3841 81
Celulosa sintasa (formadora UDP) | Rhizhobium leguminosarum bv. viciae BIHB1148 81
Celulosa sintasa subunidad CelA Rhizobium sp. NXC14 81
Celulosa sintasa Rhizhobium leguminosarum bv. trifolii Rt623 74 81
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En segundo lugar, encontramos un gen que presenta similitud con los genes celB o
bcsB, que se anotan automaticamente como la subunidad B del complejo celulosa sintasa
(Tabla 55). Esta subunidad posee un dominio de unién a di-GMP ciclico, que actia como un
regulador de la biosintesis de celulosa (Romling et al. 2013).

Tabla 55. Porcentaje de similitud y funciones anotadas de proteinas codificadas por el gen celB putativo anotado en

el genoma de R. leucaenae CRZM52R enfrentando la secuencia nucleotidica de dicho gen con las secuencias
disponibles depositadas en las bases de datos del NCBI, utilizando la herramienta BLAST.

L . . . Similitud
Funcion descrita Microorganismo %
(]

Zr'\(;l’;elna precursora Cyclic di- Rhizobium leucaenae CRZM52R 100
Celulosa sintasa subunidad BcsB | Rhizobium leguminosarum Vaf10 73
Celulosa sintasa Rhizobium etli CFN42 73
Celulosa sintasa subunidad BcsB | Rhizobium leguminosarum Vaf108 73
Celulosa sintasa subunidad BcsB | Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841 73
Celulosa sintasa subunidad BcsB | Rhizobium leguminosarum bv. viciae BIHB1217 73
Celulosa sintasa subunidad BcsB | Rhizobium sp. NXC14 73
Celulosa sintasa subunidad BcsB | Rhizobium leguminosarum bv. viciae BIHB 1148 72

Y por ultimo, en tercer lugar comparamos la proteina anotada por RAST como
endoglucanasa con la base de datos NCBI (Tabla 56). El gen que codifica para esta
endoglucanasa se describe en la literatura como bcsZ en E.coli, también denominado celC en A.
tumefaciens y R. lequminosarum bv. trifolii (Robledo et al. 2012). Dicha glicosil hidrolasa (EC
3.2.1.4) encontrada en el genoma esta anotada como beta-1,4-glucanasa (celulasa). Ademas,
esta endoglucanasa pertenece a la familia 8 de las glicosil hidrolasas, presente en todas las
especies productoras de celulosa (Yanni et al. 2001; Robledo et al. 2011a), por lo que podemos
denominar dicho gen como gen celC.

Este gen se encuentra ampliamente distribuido y relativamente conservado dentro de
los microorganismos capaces de nodular e implicados en la simbiosis. Ademas, también se ha
propuesto como marcador filogenético auxiliar para la diferenciacién de las especies del
género Rhizobium (Robledo et al. 2011a)

Tabla 56. Porcentaje de similitud y funciones anotadas de proteinas obtenidas enfrentando la secuencia
nucleotidica de la endoglucanasa anotada en el genoma de R. leucaenae CRZM52R, utilizando la herramienta BLAST.

L . . . Similitud
Funcidn descrita Microorganismo %
(]

Endoglucanasa Rhizobium leucaenae CRZM52R 100
FGr?J;:? din;j izflol:;:s:)asa Agrobacterium radiobacter K84 81
Endoglucanasa Agrobacterium rhizogenes 163C 81
Endoglucanasa Agrobacterium rhizogenes ATCC11325 80
Endoglucanasa Rhizobium sp. 10195 78
Celulasa Rhizobium tropici CIAT899 77
Proteina endoglucanasa Rhizobium sp. N1314 77
Proteina endoglucanasa Rhizobium sp. N731 77
Proteina endoglucanasa Rhizobium sp. TAL182 77
Proteina endoglucanasa Rhizobium sp. N741 77
Proteina endoglucanasa Rhizobium sp. N871 77
Proteina endoglucanasa Rhizobium sp. N113 77
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Tabla 56. Continuacidn.

Resultados y discusidn

Proteina endoglucanasa
Proteina endoglucanasa
Proteina endoglucanasa
Proteina endoglucanasa
Endoglucanasa

Proteina endoglucanasa
Proteina endoglucanasa
Proteina endoglucanasa
Proteina endoglucanasa

Rhizobium sp. N1341
Rhizobium etli N561
Rhizobium sp. N621
Rhizobium sp. N6212
Rhizobium hainanense 166
Rhizobium sp. NXC14
Rhizobium sp. N941
Rhizobium sp. N541
Rhizobium sp. N324

77
77
77
77
77
76
75
75
75

Como pudimos ver, el gen celC que codifica para esta endoglucanasa se encuentra
localizado muy préximo a los genes que codifican para enzimas implicadas en la biosintesis de
celulosa bacteriana, con lo que podemos considerar que estos tres genes conforman el operén
celABC en esta cepa de R. leucaenae (Figura 46).
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Cyclic di-GMP binding protein precursor

Fig. 46. Esquema correspondiente a los genes que conforman el operdn celABC de la cepa de R. leucaenae

CRZM52R.

Por otra parte, en el genoma de la cepa de Rhizobium leucaenae CRZM52R,
encontramos genes que codifican para otras dos glicosil hidrolasas (EC 3.2.1.4). En primer
lugar, un gen que codifica para otra beta-1,4-glucanasa (celulasa), en este caso perteneciente a
la familia 5 de las glicosil hidrolasas. Podriamos pensar que este gen podria formar parte de

otro operdn celABC o similar, pero como podemos ver en la figura 47, la estructura observada
no se corresponde. Sin embargo, se encuentra préxima al gen anotado como exoZ, implicado
en la produccién de exopolisacaridos, lo que puede indicar su implicacién en dicho proceso.
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CDS Feature fig|6666666.284716.peg.2904
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Fig. 47. Esquema correspondiente a los genes proximos a la celulasa anotada en RAST como beta-1,4-glucanasa
(flecha roja).

Y en segundo lugar, encontramos un gen que codifica para una tercera glicosil
hidrolasa de la familia 26 identificada como endoglucanasa H. Como en el caso anterior no se
puede decir que forme parte de otro operdn celABC o similar, pero, como podemos observar
en la figura 48, se encuentra precedida por la celulosa sintasa, lo que puede relacionarse con
otros procesos de produccidn de celulosa u otros polisacaridos con enlaces glucano.
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CDS Feature fig|6666666.284716.peg.4141
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Fig. 48. Esquema correspondiente a los genes préoximos a la celulasa anotada en RAST como endoglucanasa H
(flecha roja).

Los tres genes que conformaban el operdn celABC en CRZM52R presentan siempre una
elevada similaridad con los genes depositados correspondientes a cepas pertenecientes al
género Rhizobium y Agrobacterium. En este sentido, que aparezcan algunos representantes
del género Agrobacterium no es extrafio, ya que éste fue reclasificado en Rhizobium (Young et
al. 2011). Podemos observar también que la similitud que presentaba el gen celA con las veinte
primeras cepas, ésta variaba entre el 81% y el 84%; mientras que en el gen celB, el buscador
encontré Unicamente siete cepas con las que presentaba una similitud entre 72 y 73%; por
otra parte el gen celC, presentaba con las veinte primeras cepas una similaridad comprendida
entre 75y 81%. Estos resultados son similares a los obtenidos en la T.D Menéndez (2014), en la
que observé que los porcentajes de similaridad de la celA y celB de la cepa de R.
leguminosarum bv trifolii ANU843 comparada con las cepas de Ensifer, eran mucho mas
elevados que en el caso del gen celB, gen que resultd menos similar entre las especies con
genes celB mas proximos. Este hecho coincide también con Lin et al. (1990), que describen el
gen celA como el mas largo de los genes del operdn y ademas la mejor conservada. Sin
embargo, el gen celB se describe como el menos conservado y ademas codifica una subunidad
de la celulosa sintasa, que esta presente en todas las especies de Rhizobium productoras de
celulosa. Finalmente, el gen celC también se describe como un gen ampliamente conservado
entre las especies Rhizobium (Robledo et al. 2011a).

En relacion con el operén celABC, no encontramos ningun operdn similar en la cepa
CRZM18RT, Unicamente posee un gen que codifica una enzima cuya funcién esta relacionada
con la actividad celulasa. La secuencia de dicha celulasa se compard con la base de datos,
mediante la herramienta BLAST (Tabla 57). Pudimos comprobar que esta enzima presentaba
una homologia elevada respecto a otras celulasas pertenecientes al género Rhizobium, en las
que las funciones identificadas pertenecian a las descritas para glicosil hidrolasas de la familia
5 (GH5).
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Tabla 57. Porcentaje de similitud y funciones anotadas de proteinas obtenidas enfrentando la secuencia de la
celulasa anotada en R. zeae CRZM18RT obtenida en el genoma, utilizando la herramienta BLAST.

. . . . Similitud
Funcién descrita Microorganismo %
(]

Celulasa Rhizobium zeae CRZM18R" 100
Glucdsido hidrolasa familia 5 Rhizobium sp. TAL182 93
Glucdsido hidrolasa familia 5 Rhizobium sp. N1314 93
Glucésido hidrolasa familia 5 Rhizobium sp. N731 93
Celulasa Rhizobium leguminosarum bv. viciae Vaf-108 85
Celulasa Rhizobium leguminosarum bv. viciae BIHB1148 81
Putativa carboxymetil celulosa Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841 81
Glucdsido hidrolasa familia 5 Rhizobium sp. NXC14 80
Celulasa Rhizobium leguminosarum bv. viciae WSM1689 80

La ultima de las cepas analizadas fue la cepa de Streptomyces CRZM149R, en la que
encontramos un gen que codificaria una proteina identificada como endoglucanasa (EC
3.2.1.4) (Tabla 58) que pertenece a la familia 5 de las glicosil hidrolasas. Cuando comparamos
la secuencia de este gen con la base de datos encontramos que presentaba similitud con otras
cepas pertenecientes al género Streptomyces, en las que existen glicosil hidrolasas de la familia
1 y 5. La familia GH1, no presenta actividades celuloliticas entre sus funciones, pero si que
presenta actividades beta-manosidasa, beta-glucosidasa o beta-xilosidasa, entre otras.

Tabla 58. Porcentaje de similitud y funciones anotadas de proteinas obtenidas enfrentando la secuencia
aminocidica de la celulasa anotada en S. griseoaurantiacus CRZM149R obtenida en el genoma, utilizando la
herramienta BLASTp.

., . . . Similitud
Funcién descrita Microorganismo %
(]

Endoglucanasa Streptomyces griseoaurantiacus CRZM149R 100
Glucédsido hidrolasa Streptomyces sp. 11-12 84
Aryl-phospho-beta-D-glucosidasa .

h XM201 4
BgIC, familia GH1 Streptomyces hygroscopicus 0 8
Aryl-phospho-beta-D-glucosidasa
BgIC, familia GH1 Streptomyces sp. 3124.6 83
Glucésido hidrolasa familia 5 Streptomyces violaceusniger Tu4113 83
Glucésido hidrolasa familia 5 Streptomyces rapamycinicus NRRL5491 82
Glucésido hidrolasa familia 5 Streptomyces malaysiensis DSM4137 82
Celulasa Streptomyces hygroscopicus subsp. jinggangensis 82

TLO1

Glucésido hidrolasa Streptomyces SP. PBH53 81
Glucdsido hidrolasa Streptomyces reticuli TUE45 81
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4.3. Otros genes implicados en la colonizacion y produccion de
biofilms.

Como ya vimos en capitulos anteriores, las cepas de Rhizobium tenian capacidad para
sintetizar polisacaridos como la celulosa in vitro y ademds, eran excelentes colonizadores de
raices de maiz, en este caso la cepa CRZM52R. La cepa CRZM149R también mostrd capacidad
de colonizacién cuando ésta fue evaluada in vitro. Ademas, en capitulos posteriores veremos
como la cepa CRZM18R" presenta un comportamiento similar en términos de colonizacién en
raices de plantas horticolas. Ambas cepas de Rhizobium seleccionadas también mostraron
tener capacidad in vitro para formar biofilms, caracteristica descrita en otras cepas del género
Rhizobium capaces de colonizar raices de leguminosas y no leguminosas (Garcia-Fraile et al.
2012; Robledo et al. 2012; Flores-Félix et al. 2013; Abbamondi et al. 2016; Jiménez-Gémez et
al. 2016). En el caso de la cepa de Streptomyces, también mostrd capacidad de formar biofilms,
lo que es consistente con estudios que muestran como especies de Streptomyces forman
biofilms en diferentes superficies y producen distintos tipos de polisacaridos (Chater et al.
2010). En la formacion de biofilms, ademas de la celulosa, que es importante en el género
Rhizobium (Robledo et al 2012), hay implicados otros tipos de polisacadridos y moléculas
implicadas en su formacidon y maduracion (Rinaudi and Giordano 2010). En este estudio, se han
identificado varios genes implicados en su formacion en las cepas de Rhizobium y también en
la cepa de Streptomyces.

Entre los genes identificados que codifican para polisacaridos que puedan estar
implicados en formacién de biofilms se encuentran genes que codifican para lipopolisacaridos
(LPS), polisacaridos capsulares (CPS), polisacaridos extracelulares (EPS), polisacarido del
antigeno K (KPS), B-glucano ciclico (CG; recientemente encontrado en R. leguminosarum
(Janczarek 2011), polisacarido neutro de alto peso molecular (NP o glucomanano) y
polisacarido formador de gel (GPS) (Fraysse et al. 2003; Laus et al. 2006). Dentro de los
exopolisacaridos (EPS) se han encontrado en Ensifer (Sinorhizobium) meliloti 1021, dos tipos de
EPS encuentran los succinoglicanos (EPS 1) y galactoglucanos (EPS Il) (Oliveira et al. 2010).

Observamos que el servidor RAST anoté en la cepa CRZMI18R', varios genes
relacionados con la biosintesis de exopolisacaridos que fueron exoR, exoD, exoQ y exoF. No
encontramos genes pps, relacionados con la produccién de EPS de tipo I. Sin embargo, se
encontraron genes implicados en las exportaciones de los polisacaridos capsulares (kpsC, kpsT
y kpsS). Estos genes kps relacionados con el orden Rhizobiales, son polisacaridos acidos que
muestran una analogia estructural con los antigenos K del grupo Il de Escherichia coli y que, en
algunos casos, puede sustituir funcionalmente a los polisacaridos capsulares (CPS) (Becker and
Fraysse 2005).

Black et al. (2012) realizaron un estudio de comparacion de los genomas de 14 cepas
de rhizobia diferentes, en el que encontraron una gran variedad en el contenido de los genes
implicados en la produccién de biofilms. Por ejemplo, encontraron que las cepas de
Bradyrhizobium tienen pocos genes exo y pps, mientras que la cepa de Mesorhizobium tiene
pocos genes pps y bastantes genes exo. En nuestro estudio Unicamente encontramos cuatro
genes exo en la cepa de Rhizobium zeae CRZM18R" (exoD, exoF,exoR y exoQ) y otros cuatro en
la cepa de CRZM52R (exoF, exoR, exoQ y exoZ), de forma similar a lo encontrado por Black et al
(2012) respecto a numero de genes exo en los genomas de Azorhizobium caulinodans ORS 571
y en las cepas de Bradyrhizobium. Estas diferencias en el nimero de genes podrian ser
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indicativos de una limitada produccion de EPS | o que utilizan diferentes estrategias o
conjuntos de genes para la produccion de estos polisacdridos. El gen exoR y otros genes exo
(exoAMNOP) ya fueron identificados anteriormente en cepas de Ensifer (Sinorhizobium),
Rhizobium vy otros Rhizobia, muchos de ellos ampliamente conservados (Reed et al.
(1991);Becker et al. (1993); Black et al 2012; Tomlinson et al. 2017).

También se encontraron en la cepa de Rhizobium CRZM18R" genes implicados en la
sintesis y la exportacién de lipopolisacaridos (LPS), como el gen wzxC, que codifica una
proteina implicada en la biosintesis de lipopolisacaridos (Janczarek 2011). Este gen también lo
encontraron Mazur et al. (2005) en R.leguminosarum bv trifolii TA1.

Por otro lado, en la cepa de Streptomyces encontramos un gen anotado como adpA,
que codifica para la formacidn de hifas aéreas. Este gen también se encontrd anteriormente en
estudios que empleaban una cepa de Streptomyces griseus (Ohnishi et al. 1999; O'Toole 2003).
También se encontré el gen opdF, al igual que en una cepa de Pseudomonas aeruginosa, que
es necesario para el crecimiento anaerdbico de los biofilms de dicha cepa (Sun Yoon et al.
2002), por lo que también puede estar implicado en algun proceso de formacién de biofilms de
nuestra cepa de estudio CRZM149R.

Por tanto, queda patente que nuestras cepas tienen los genes necesarios para producir
biofilms, propiedad que podrd favorecerles a la hora de colonizar la planta huésped.

5. PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS ASOCIADAS A LA CEPA DE
STREPTOMYCES CRZM149R.

Debida a las capacidades antimicrobianas asociadas a las especies pertenecientes al
género Streptomyces, en el capitulo Il mostramos ensayos tanto in vitro como in planta con la
cepa CRZM149R frente a diversos hongos fitopatédgenos en el que pudimos observar una
disminucién de los efectos producidos los mismos. Por esta razén, en el caso particular de la
cepa de Streptomyces quisimos realizar una busqueda de genes implicados en antibiosis en su
genoma. Ademds, en este capitulo, también identificamos, que la cepa CRZM149R de
Streptomyces posee una bateria enzimatica de degradacion de polisacaridos que posiblemente
esté implicada en la lucha contra hongos patégenos.

Pudimos observar que contenia gen/es codificantes de la enzima penicilina amidasa,
utilizada comercialmente para la produccion de penicilinas semisintéticas. Esta enzima se
utiliza en la industria farmacéutica para la produccién de diversos antibiéticos como Ia
carbacefalosporina y el cephalexin. Por lo tanto, tiene un gran interés para la produccién y
utilizacion comercial (Wenda et al. 2011).

Encontramos también gen/es codificantes de una enzima B-lactamasa. Los antibidticos
B-lactdmicos, constituyen el 60% del uso mundial de antibidticos, siendo uno de los agentes
mas efectivos y cominmente utilizados en el tratamiento de enfermedades infecciosas
(Livermore and Woodford 2006). Pero desafortunadamente, la aparicion de bacterias
resistentes a los antibidticos B-lactdmicos va en aumento (Boucher et al. 2009). Entre las
diferentes formas de resistencia a los antibidticos de dicho tipo se encuentra la produccién de
enzimas B-lactamasas que hidrolizan el anillo de B-lactama del antibidtico. Las B-lactamasas se
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dividen en cuatro clases (Clase A-D) segun su similitud de secuencia. Las clases A, Cy D
funcionan mediante el mecanismo de hidrdlisis de éster de serina y especificamente la clase C
pertenece al grupo de las cefalofosfonatosas (Oztiirk et al. 2015). En el genoma de la cepa de
Streptomyces CRZM149R, encontramos genes que codifican para la B-lactamasa de tipo C. Por
tanto, es de gran importancia identificar y estudiar las B-lactamasas para permitir la
generacidn de nuevas hipdtesis para una mayor investigacion del desarrollo de antibidticos e
inhibidores efectivos para patdgenos especificos.

Debido al aumento de las resistencias, en las ultimas décadas se investigan tanto los
mecanismos subyacentes de resistencia, como acabamos de ver, como el descubrimiento de
nuevas drogas. En este sentido, se ha observado en la bibliografia que en Streptomyces
rimosus, conocido como productor de oxitetraciclina (OTC), estaba constituido por el gen de
resistencia a OTC, otrB (McMurry and Levy 1998) y un gen transportador ABC (putativo), otrC.
El gen otrC, lo encontramos también en nuestra cepa de S. griseoaurantiacus CRZM149R. Este
gen codifica una proteina con ATPasa y actividades de eflujo multidrogas vy, por lo tanto, puede
representar un objetivo de manipulacidén de estrategias para mejorar la produccion de OTC en
las cepas que lo contengan (Yu et al. 2012).

Encontramos también en el genoma de Streptomyces, genes que codifican proteinas
de resistencia a la biciclomicina (Bcr/CflA) (Torres-Cortés et al. 2011), asi como genes que
codifican los componentes de un sistema de regulacion que media la resistencia al cobalto,
cadmio y zinc (Anton et al. 2004) y un regulador transcripcional de resistencia a antibidticos
(Brown et al. 2003).

Ademas esta cepa mostré poseer genes que codifican para enzimas con actividad
quitinasa (EC 3.2.1.14). A través de ellas, la cepa de Streptomyces de este estudio podria ser
capaz de degradar la pared celular de los hongos fitopatdgenos, como estd descrito en la
bibliografia (Faheem et al 2015), puesto que la quitina es uno de los componentes
estructurales de la pared celular de los hongos y se considera esencial para la patogénesis y la
transmisién de la enfermedad asociada (Ruiz-Herrera et al., 2006). Las bacterias que tienen
esta capacidad de lisis son potenciales candidatos para ser utilizados en el control bioldgico
(zhao et al 2013).

Algunas cepas de Streptomyces con quitinasas han sido efectivas contra fitopatdgenos,
como por ejemplo Streptomyces goshikiensis YCXU contra Fusarium oxysporum f. sp. niveum
(Faheem et al 2015), S. griseus contra Fusarium oxysporum (Anitha 2010) y S. rochei ACTA1551
contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Kanini et al 2013), entre otros.

Por tanto, la capacidad de inhibicion in vitro, que mostré nuestra cepa de
Streptomyces contra diversos hongos fitopatdgenos podria estar relacionada con la produccién
de quitinasas. Ademdas como hemos podido ver en este capitulo esta cepa posee ademds los
genes implicados en la produccién de siderdforos a través de la enzima citrato sintasa, estando
este mecanismo también relacionado con la actividad antifingica de los microorganismos.
Tortora 2011 relacionaron directamente la capacidad inhibitoria de Azospirillum brasilense
contra Collecutricum acutatum (responsable de la antracnosis en fresa) con la capacidad de
esta cepa para formar siderdéforos.

Para complementar este apartado realizamos una busqueda mediante la herramienta
Antismash (Medema et al. 2011) de los metabolitos secundarios que podria estar produciendo
o podria llegar a producir dicha bacteria. Esta herramienta predijo 24 grupos de genes
(clusters), entre los que se encontraron 4 clusters identificados como NRPS (péptidos sintasas
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no ribosomales), 4 clusters como diferentes terpenos (compuestos organicos), 2 clusters como
PKS-1 (poliquetido sintasa tipo 1), 2 clusters como PKS-3 (poliquetido sintasa tipo 3), 2 clusters
gue se relacionarian con la produccién de sideréforos, 6 clusters con acidos grasos, 1 cluster
como furanos (compuestos orgdnicos), 1 cluster como bacteriocinas (toxinas proteicas que
inhiben el crecimiento de otras bacterias) y otros 2 clusters no especificamente identificados
en los que no se ha encontrado ninguna relacidn con otros clusters de los que se conozca
previamente la funcién de los productos para los que codifican. Cabe destacar que estos
clusters podrian codificar la sintesis de nuevas moléculas, no descritas, con capacidad para
inhibir el crecimiento de otros microorganismos.
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Tabla 59.Proteinas y/o enzimas relacionadas con las caracteristicas PGPB de los genomas de las cepas CRZM18RT, CRZM52R y CRZM149R. (Azul: Enzimas/proteinas encontradas en la cepa
de R. zeae CRZM18RT; Verde: Enzimas/proteinas encontradas en la cepa de R. leucaenae CRZM52R; Naranja: Enzimas/proteinas encontradas en la cepa de S. griseoaurantiacus CRZM149R).
EC= Enzyme Commission. TC=Transporter Clasification.

Enzimas/

Proteinas Clasificacion Actividades conocidas (CaZy) CRZM18RT CRZM52R CRZM149R
Produccidn de sideréforos
FhuA Ferric hydroxamate outer membrane receptor
FhuB (TC3.A.1.14.3) Ferric hydroxamate ABC transporter, permease component
FhuC (TC3.A.1.14.3) Ferric hydroxamate ABC transporter, ATP-binding protein
FhuD (TC3.A.1.14.3) Ferric hydroxamate ABC transporter, periplasmic substrate binding protein
TonB Ferric siderophore transport system, periplasmic binding protein TonB
Fur Ferric uptake regulation protein Fur
RirA Iron-responsive repressor RirA
Irr Iron-responsive regulator Irr
(EC2.3.3.1) Citrate synthase
Solubilizacién de fosfato
PhoA (EC3.1.3.1) Alkaline phosphatase
PhoB Phosphate regulon transcriptional regulatory protein PhoB (SphR)
(EC3.1.1.5) Lysophospholipase
PhoH Phosphate starvation-inducible protein PhoH, predicted ATPase
PhoR (EC 2.7.13.3) Phosphate regulon sensor protein PhoR (SphS)
PhoQ response regulator in two-component regulatory system with PhoQ
GlpQ (EC3.1.4.46) Glycerophosphoryl diester phosphodiesterase
PhnA (TC3.A.1.9.1) Alkylphosphonate utilization operon protein PhnA
PhnE1 (TC3.A.1.9.1) Phosphonate ABC transporter permease protein PhnEl
PhnE2 Phosphonate ABC transporter permease protein PhnE2
PhnF Transcriptional regulator PhnF
PhnH PhnH protein
Phnl Phnl protein
Phn)J PhnJ protein
PhnK Phosphonates transport ATP-binding protein PhnK
PhnL Phosphonates transport ATP-binding protein PhnL
PhnM Metal-dependent hydrolase involved in phosphonate metabolism
PhnO PhnO protein
PstA (TC3.A.1.7.1) Phosphate transport system permease protein
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PstB (TC3.A.1.7.1) Phosphate transport ATP-binding protein

PstC (TC3.A.1.7.1) Phosphate transport system permease protein
(EC3.6.1.1) Inorganic pyrophosphatase

Pit Low-affinity inorganic phosphate transporter

Ppx (EC3.6.1.11) Exopolyphosphatase

Ppk (EC2.7.4.1) Polyphosphate kinase

Pqq (EC1.1.5.2) Glucose dehydrogenase, PQQ-dependent

KdpD (EC2.7.3.-) Osmosensitive K+ channel histidine kinase KdpD

KefA Potassium-transporting ATPase subunit A

KefB Potassium-transporting ATPase subunit A

(EC 5.4.99.16)

Trehalose synthase

(EC3.1.3.12) Trehalose-6-phosphate phosphatase
(EC 2.4.1.15) Alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase [UDP-forming]
TrkA-like protein
Kup system potassium uptake protein
TSa (EC4.2.1.20) Tryptophan synthase alpha chain
TSb (EC4.2.1.20) Tryptophan synthase beta chain
(EC1.13.11.11)  Tryptophan 2,3-dioxygenase
(EC6.1.1.2) Tryptophanyl-tRNA synthetase
(EC1.2.1.3) Aldehyde dehydrogenase
(EC1.2.1.22) Aldehyde dehydrogenase B
(EC4.1.1.48) Indole-3-glycerol phosphate synthase
(EC1.8.1.4) Dihydrolipoamide dehydrogenase of pyruvate dehydrogenase complex
(EC 2.3.1.61) Dihydrolipoamide succinyltransferase component (E2) of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex
(EC1.2.1.10) Acetaldehyde dehydrogenase
LorA (EC1.2.7.8) Indolepyruvate oxidoreductase subunit lorA
LorB (EC1.2.7.8) Indolepyruvate oxidoreductase subunit lorB Il
Indolepyruvate ferredoxin oxidoreductase, alpha and beta subunits
Nifu NifU-like domain protein
NtrB (EC 2.7.13.3) Nitrogen regulation protein NtrB
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NtrC Nitrogen regulation protein NtrC
NtrX Nitrogen regulation protein NtrX
NtrY Nitrogen regulation protein NtrY

(EC3.2.1.4) Glycosyl hydrolase (GH26)

(EC3.2.1.4) Glycosyl hydrolase (GH5)

Glycosyl transferase

(EC3.2.1.91) Cellulose 1,4-beta-cellobiosidase (non-reducing end)

(EC3.2.1.21) Beta-glucosidase

(EC 3.2.1.50) Alpha-N-acetylglucosaminidase

(EC3.2.1.52) Beta-N-acetylglucosaminidase
CelA (EC2.4.1.12) Cellulose synthase catalytic subunit [UDP-forming]
CelB Cyclic di-GMP binding protein precursor
CelC (EC3.2.1.4) Endoglucanase (Glycosyl hydrolase family 8)
ExoD Exopolysaccharide synthesis ExoD
ExoF Exopolysaccharide production protein ExoF precursor
ExoR Exopolysacchride production negative regulator ExoR
ExoQ Exopolysaccharide production protein ExoQ
ExoZ Exopolysaccharide production protein ExoZ
KpsC Capsular polysaccharide export system protein KpsC
KpsT Capsular polysaccharide ABC transporter, ATP-binding protein KpsT
KpsS Capsular polysaccharide export system protein KpsS
WzxC Encoding a lipopolysaccharide biosynthesis protein
LptB Lypopolysaccharide ABC transporter, ATP-binding protein
AdpA A-factor-dependent protein AdpA
OpdF Outer membrane protein OpdF

180



Obtencion y caracterizacion bioquimica
de un mutante superproductor de
celulasa CelC2 en Rhizobium leucaenae






Capitulo V Resultados y discusidn

En nuestro grupo de investigacidn se ha desarrollado una larga trayectoria en el estudio
de las celulasas, en concreto, en la celulasa CelC2 producida por R. leguminosarum bv trifolii
ANU843. Esta celulasa presenta una serie de caracteristicas que la implican en el proceso de
infeccidon primaria y secundaria de su hospedador Trifolium repens (Robledo et al., 2008;
Robledo et al. 2011b). Debido al importante papel que representa dicha enzima en varios puntos
de la interaccion mutualista Rhizobium-leguminosa, decidimos dar un paso adelante y realizar
un estudio en cereales, utilizando Rhizobium leucaenae CRZM52R, excelente colonizadora de las
superficies radiculares de plantas de maiz que, en este caso, expresa de manera heteréloga la
celulasa (CelC2) de R. leguminosarum bv trifolii ANU843.

1. OBTENCION DE LA CEPA TRANSFORMANTE DE R. LEUCAENAE QUE
EXPRESA HETEROLOGAMENTE LA CELULASA CELC2.

Para sobreexpresar la celulasa en la cepa CRZM52R de R.leucaenae, se utilizd un
pldasmido estable en rizobios que expresa constitutivamente el gen celC, denominado pJZC2,
disefado previamente por Robledo et al. (2011b). Esta transformacién se realiz6 mediante
conjugacion triparental, utilizando como donadora la cepa de E.coli DH5a que contenia dicho
plasmido, la cepa helper E. coli pRK2013 y la cepa receptora de R.leucaenae CRZM52R.

Paralelamente, se realizd una conjugacién en la que utilizamos como donadora una
E.coli DH5a que contenia el plasmido vacio pBBR1-MCS-2 (Kovach et al. 1994), y mediante la
misma metodologia, se realizdé el mutante denominado “empty vector”, transformando la cepa
silvestre CRZM52R con el plasmido, con el fin de utilizar esta cepa como control. Este es el
plasmido que también se utilizé para la realizacién del plasmido pJZC2 en Robledo et al. (2011).

1.1. Deteccion de la actividad celulasica.

Por tanto, una vez obtenidos los transformantes deseados, se llevaron a cabo distintos
ensayos enzimaticos para determinar, la actividad celuldsica y celulolitica tanto de forma
cualitativa como cuantitativa de las cepas de estudio.

1.1.1. Deteccion de la actividad celuldsica en cultivo celular y en
extractos mediante la técnica de difusion en placa de doble
capa.

En primer lugar, determinamos cualitativamente la existencia de la actividad celulolitica
por parte de las cepas de estudio mediante cultivos celulares (Fig 49A) y extractos sonicados (Fig

49B). De esta manera podremos establecer diferencias, ya que en las zonas donde existe
hidrélisis enzimatica del sustrato no se tifien de Rojo Congo.
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Fig. 49. A) Deteccion de la actividad carboximetilceluldsica de las cepas de estudio en placas de doble capa A)
mediante cultivo celular; B) Actividad celulolitica de los extractos celulares protéicos obtenidos por sonicacién de la
cepa CRZM52RWT, CRZM52RC2*y CRZM52REV.

En ambos ensayos pudimos observar claramente que la actividad celulolitica por parte
de la cepa CRZM52RC2*, se vio incrementada respecto a las cepas CRZM52RWT y CRZM52REV.
Estos datos confirman la sobreexpresién del gen celC en la cepa seleccionada de R.leucaenae
(CRZM52RC2%).

Otros trabajos previamente confirmaron mediante esta técnica la expresion de las cepas
superproductoras de la celulasa CelC2 (Robledo et al 2011b, T.D Rivera 2013) T.D Menéndez
2014), obteniendo en todos ellos halos de hidrdlisis mayores que en sus respectivas cepas
silvestres.

1.1.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE vy

zimograma.

Para determinar las isoenzimas con actividad celuldsica en los extractos proteicos de las
cepas de estudio, se realizd en primer lugar una separacidn de las proteinas contenidas en el
extracto, realizandose una electroforesis en condiciones semidesnaturalizantes (Jiménez-Zurdo
et al. 1996) (Fig 50A). En segundo lugar, se realizé la deteccién de actividad poniendo en
contacto los geles de poliacrilamida con geles de agarosa que contenian CMC y revelando con
Rojo Congo, al igual que se realizd con las placas en doble capa. Con ello, se visualizaron las
zonas de hidrdlisis que corresponden con la banda detectada de la celulasa CelC2 (Fig 50B).

Podemos observar como en el gel de poliacrilamida se observa una banda mas intensa
alrededor de 31 Kda en el carril correspondiente al extracto de CRZM52RC2*, que no aparecen
ni en la cepa CRZM52RWT, ni en la CRZM52REV. En el zimograma podemos comprobar que en
el carril correspondiente a la cepa CRZM52RC2* aparece un halo de hidrdlisis a la misma altura
que aparece la banda mas intensa en el gel de poliacrilamida, confirmandose la actividad de esa
proteina. Ademads, tanto en el carril correspondiente a la cepa CRZM52RWT y en el de
CRZM52REV se observan dos halos de hidrélisis a una altura un poco superior a la del halo
producido por la cepa CRZM52RC2". Estos halos se corresponden con una alta probabilidad con
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alguna proteina con actividad celuldasica homdloga a la CelC2 de R. leguminosarum bv trifolii
ANUS843. Ademas, debemos tener en cuenta que existe la posibilidad de que el halo de hidrdlisis
de la cepa superproductora esté enmascarando el halo correspondiente a su propia celulasa.
Este resultado y la aparicién de halo en las cepas silvestre y EV en las placas de doble capa nos
confirman la existencia de una celulasa propia de R. leucaenae CRZM52R, que presente
homologia con la de R. leguminosarum bv trifolii ANU843 y posiblemente con otras celulasas
CelC presentes en las diferentes especies del género Rhizobium, lo que se relaciona con los
resultados obtenidos por Robledo et al (2011b), T.D Robledo (2010) y T.D Menéndez (2014), en
los que logran identificar genes celC en las especies de Rhizobium que codifican para proteinas
con cierta homologia con la celulasa CelC2.

CRZM52RC2* CRZMS52REV

Fig. 50. A) Separacion y deteccion de isoenzimas mediante SDS-PAGE y B) Zimograma, ambos realizados con los
extractos de las cepas de estudio. Los asteriscos corresponden a la banda correspondiente a una posible celulasa CelC
y la flecha indica la banda correspondiente a la acumulacién de CelC2 de R. leguminosarum bv trifolii ANU843
expresada en R. leucaenae CRZM52R.

1.1.3. Cuantificacion de la actividad celulolitica.

Por ultimo cuantificamos la actividad celulolitica mediante un ensayo de valoracion de
la reducciéon de azucares o BCA (4,4"-dicarboxi-2,2"-biquinolina) del extracto sonicado de las
cepas de estudio, utilizando para ello el método de valoracién de azucares reductores propuesto
por Waffenschmidt and Jaenicke (1987) y modificado por Mateos et al. (1992).

El valor resultante de la actividad enzimatica de la cepa transformante CRZM52RC2%,
triplica los valores obtenidos en las cepas CRZM52RWT y CRZM52REV (Fig. 51). Por lo que se
puede confirmar de manera cuantitativa que existe un incremento en la actividad celulasica con
respecto a la cepa silvestre.
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Fig. 51. Cuantificacidn de la actividad celulasica en extractos celulares por el método BCA. Los resultados se muestran
en unidades enzimaticas (U), definidas como la cantidad de enzima que libera un nmol de azlcar reductor equivalente
(en este caso glucosa) por minuto a 40°C y pH5. Los resultados corresponden a la media de tres réplicas y las barras
de error a la desviacion estandar. Valores seguidos por la misma letra no son estadisticamente significativos segun el
test LSD protegido de Fisher (p<<0,05).

Estos valores se compararon con los obtenidos en estudios anteriores, obteniendo que
la actividad de la cepa CRZM52RC2* es superior a la detectada en la cepa WSM419C2* y menor
alos valores obtenidos en las cepas ANU843C2%, 1021C2*y E11C2*. Estas diferencias en actividad
celulolitica entre cepas que sobreexpresan la celulasa CelC2 tanto de manera homdloga como
heterdloga pueden deberse al nimero de copias que posean del pldsmido que contiene el gen
celC, el plasmido pJZC2.

1.1.4. Deteccidn de la proteina CelC2 mediante Inmunoblot.

Para despejar cualquier duda en cuanto a la posibilidad de la existencia de una celulasa
con actividad y gracias a la disponibilidad de anticuerpos especificos de la proteina CelC2, se
realizd un Western Blot con los extractos sonicados de las cepas de estudio. Disponiamos de la
celulasa CelC2 purificada (TD Menendez 2014) y también de los anticuerpos policlonales
disefados contra un fragmento del centro catalitico de dicha proteina. Por ello, y con la premisa
de comprobar silos anticuerpos que tenemos pueden también reaccionar con la posible celulasa
propia de R. leucaneae, realizamos un Western Blot (inmunoblot) con los extractos sonicados y
normalizados de las cepas de estudio empleados en las pruebas anteriores; ademas, incluimos
un control positivo de la celulasa CelC2 purificada (Fig 52).
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M52RWT CRZM52REV CRZM52RC2*

Fig. 52. Western blot de los extractos obtenidos de las cepas de estudio. Se incluye también un control de celulasa
CelC2 purificada.

Los resultados obtenidos muestran la deteccién de una banda correspondiente al
extracto del transformante heterélogo CRZM52RC2*, que coincidia en tamafio con la banda
correspondiente a la celulasa CelC2 purificada. No obtuvimos ninguna banda en el caso de la
cepa CRZM52RWT y en la cepa CRZM52REV, lo que sugiere que la(s) posible(s) celulasa(s) de
dicha cepa no presenta homologia en la zona en la cual fue disefiado el anticuerpo policlonal.

2. EVALUACION DE LA IMPLICACION DE LA PRODUCCION
HETEROLOGA DE CELULASA CELC2 EN LA BIOSINTESIS DE CELULOSA
Y FORMACION DE BIOFILMS.

En este apartado determinamos el comportamiento de la cepa silvestre CRZM52RWT y
sus derivados, tanto en la produccion de celulosa como en la formacién de biofilms, es decir,
cédmo colonizan las superficies abidticas.

Pudimos observar que la produccidn del exopolisacdrido tanto la cepa silvestre (Fig. 53A)
como la empty vector (Fig.53B) presentaban un color mas rojizo que la cepa del transformante
heterdlogo (Fig. 53C), donde apreciamos un cambio en la estructura y en la coloracion, ya que
en la zona central el exopolisacarido es de color blanquecino mientras que el cilindro exterior
tiene color rojizo similar al de la cepa silvestre.

Fig. 53. Produccion de celulosa en medio YMA suplementado con Rojo Congo por parte de las cepas: A) CRZM52RWT,
B) CRZM52REV y C) CRZM52RC2*.

Cuando se compararon nuestros resultados con los obtenidos en otros estudios de
sobreexpresion de la celulasa CelC2, observamos que nuestro resultado no coincidia con el
obtenido por ninguno de ellos, ya que a pesar que observamos disminucién en la coloracidn,
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seguia siendo una produccion de celulosa positivo y ademas, presentaba un cambio en su
estructura. También T.D Menéndez (2014) observd un cambio estructural de la produccién de
celulosa en la cepa WSM419C2*, cuando se compard con su cepa silvestre, asociandolo con una
alteracion en la formacién de polisacarido. Sin embargo, al igual que la cepa 1021C2* no
observaron cambio aparente con sus respectivas cepas silvestres (T.D Menéndez 2014). En
cuanto a las cepas de R. leguminosarum bv trifolii ANU843C2* (Robledo et al. 2012) y E11C2*
(T.D Rivera 2013), disminuyeron sus coloraciones drdsticamente, respecto a sus cepas silvestres.

Cuando analizamos la capacidad para formar biofilms de la cepa CRZM52RWT vy sus
derivados (Figura 54), observamos que los datos obtenidos siguen la misma tendencia que la
obtenida en la produccién de celulosa por parte de estas mismas cepas. Los resultados
mostraron que la formaciéon de biofilms, es significativamente mayor a las 48 y a las 72 horas,
en el caso de las cepas CRZM52RWT y CRZM52REV, en comparacion con la produccion por parte
de la cepa superproductora de celulasa CelC2.

1,2

B da

< 1 a

(=]

= L

08

A -

5 £ a  a b

% s 0,6

I~

t L, 1

€S 04 a a

= a I

(=]

N ]

O N
= > - = > - = = +
: & ¢ 2 & ¢g & & ¢
o~ 3 5 o 3 5 o 3 5
el 73] 73] 73]
= & == = & = = & =
= o r~J E o r~J E o r~J
o -~ s O = & iy o o
24 horas 48 horas 72 horas

Fig. 54. Ensayo de formacién de biofilms en placas de microtitulacién de polivinil cloruro (PVC) de las cepas de estudio.
El ensayo se realizd a distintos tiempos de crecimiento estatico en medio rico suplementado con antibidtico cuando
fue necesario. La capacidad de formacidn de biofilms de las especies de estudio se midié a 570 nm, después de una
tincién con Cristal Violeta al 0,3%. Antes de la medida del revelado se realizd una lectura a 595 nm para valorar el
crecimiento y que no hubiese diferencias significativas entre ellas. Cada columna representa el valor medio de al
menos 8 pocillos. Las barras de error representan el error estandar. Valores seguidos por la misma letra no son
estadisticamente significativos segun el test LSD protegido de Fisher (p<0,05).

Nuestras observaciones son similares a las descritas en Robledo et al. (2012), ya que
también la cepa de R. leguminosarum bv trifolii ANU843C2* presentd una disminucion en la
formacién de biofilms que resulté ser estadisticamente significativa respecto a su cepa silvestre.
Ademas, los resultados presentados en otros trabajos de nuestro grupo de investigacidn en que
se evalud la producciéon de celulosa y formacidn de biofilms en transformantes de Rhizobium
que sobreexpresaban la celulasa CelC2 (TD Robledo, 2010; TD Rivera, 2013) fueron similares a
los obtenidos en el presente estudio. Sin embargo, los resultados presentados por las cepas que
producian heterélogamente la celulasa CelC2 en cepas del género Ensifer fueron ligeramente
diferentes, no presentando diferencias significativas entre los biofilms formados por las cepas
silvestre/vector vacio y el transformante CelC2* (TD Menéndez, 2014). En el caso de la
produccién de celulosa en E. medicae WSM419C2*, la consistencia del polisacarido se veia
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afectada, pero no la afinidad por el Rojo Congo. Todos los mutantes superproductores de
celulasa CelC2 muestran alterados sus comportamientos en cuanto a la biosintesis de celulosa 'y
formacidn de biofilms en un mayor o menor grado. Estos resultados, unidos a los derivados de
este estudio indican que la disminucidn significativa de la produccién de biofilms y las diferencias
en coloracién obteniadas en el ensayo de produccién de celulosa en el caso de las cepas
superproductoras podria ser una caracteristica asociada a las cepas del género Rhizobium, ya
que las cepas del género Ensifer no muestran resultados tan evidentes, lo que sugiere que existe
una cierta especificidad en la celulasa CelC2 a este nivel.

Robledo et al. (2012) sugiere que la reduccion de la produccion de celulosa en la cepa
de R. leguminosarum bv. trifolii ANU843C2* implica que no produzca otras sustancias que se
unen fuertemente al rojo Congo y por tanto no contribuyen a la coloraciéon roja. Al mismo tiempo
gueda reducida también su capacidad para producir biofilms tanto en superficies abidticas como
bidticas, puesto que le afectd a la capacidad para producir microfibrillas externas, evitando asi
gue establezcan una estrecha unidn al sustrato (Robledo et al. 2012).

Se ha demostrado que las microfibrillas de celulosa producidas por los rizobios facilitan
la colonizacién del hospedador (Dazzo et al. 1984; Mateos et al. 1995), pero no es un factor
limitante, ya que por ejemplo la inactivacion de la biosintesis de celulosa en R. leguminosarum
bv. trifolii no impidié a dicha bacteria a nodular el trébol, en condiciones de laboratorio
(Ausmees et al. 1999). Ademds, como ya hemos podido ver en capitulos anteriores existen otros
factores que permiten a las bacterias a colonizar las plantas como los CWDEs (James et al. 2002),
la hidrdlisis localizada de los pelos radicales, en el caso de las leguminosas (Robledo et al. 2008,
2011), la entrada pasiva por las raices secundarias (Gregory 2008) o la estimulacién de la
colonizacion mediante flavonoides (Jain and Gupta 2003), entre otros.

3. EVALUACION DE LA [IMPLICACION DE LA PRODUCCION
HETEROLOGA DE LA CELULASA CELC2 EN EL DESARROLLO
RADICULAR DE PLANTULAS DE ZEA MAYS.

Una vez caracterizado el transformante de R. leucaenae CRZM52R que expresa
heterélogamente la celulasa CelC2, nos planteamos evaluar el fenotipo que podria producir in
planta. En un primer lugar, realizamos un ensayo in vitro de interaccién de dicha cepa con raices
de plantulas de maiz en los primeros estadios de crecimiento, analizando el nimero de raices
secundariasy lalongitud de la raiz principal alos 6, 10 y 13 dpi. Se incluyen en el ensayo plantulas
inoculadas con las cepas silvestre y empty vector, ademas de un control sin inocular (Tabla 60)
(Figura 55).
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Tabla 60. Resultados obtenidos a los 6, 10 y 13 dpi, inoculando las cepas de estudio sobre plantulas de maiz.

Dias post Tratamientos Numero de raices Longitud de la raiz principal

inoculacion secundarias (cm)

6 dpi Control 4,600%0,245a 4,500%0,500a
CRZM52RWT 7,667+0,408b 8,66710,441b
CRZM52REV 7,800+0,200b 8,500+0,500b
CRZM52RC2* 7,00040,667b 9,00040,577b

10 dpi Control 5,250%0,479a 10,73310,536a
CRZM52RWT 8,66710,333b 14,750+0,250b
CRZM52REV 8,500£0,500b 15,750+0,479b
CRZM52RC2* 7,33310,333b 15,125+0,427b

13 dpi Control 7,583%0,403a 10,73310,536a
CRZM52RWT 10,3334,0333b 18,050+0,250b
CRZM52REV 10,000+0,408b 17,950+0,479b
CRZM52RC2* 9,25040,479b 19,125+0,427b

*Los valores representan la media t el error estandar de 12 plantas por cada uno de los tratamientos (n=12).

*Valores seguidos por la misma letra no son estadisticamente significativos segun el test LSD protegido de Fisher
(p=0,05).

C- CRZM52RWT  CRZMS52REV ~ CRZM52RC2

Fig. 55. Fenotipo mostrado por las plantas de Zea mays, a los 13 dpi, de izquierda a derecha, control sin inocular,
inoculadas con la cepa CRZM52RWT, CRZM52REV y CRZM52RC2*.

Los resultados obtenidos muestran como la inoculacion con el transformante
CRZM52RC2* no suponia ninguna alteracion visible del fenotipo de la plantula de maiz.Tanto las
medidas obtenidas de la longitud de la raiz principal como en los resultados del nUmero de raices
secundarias fueron superiores al control sin inocular. Previamente, comprobamos que la cepa
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CRZM52RWT, producia una promocion del crecimiento radicular en los primeros estadios y que
los resultados de las medidas (longitud de la raiz principal y nimero de raices) eran
estadisticamente significativos con respecto al control sin inocular. El transformante
CRZM52REV se comportd de una forma similar a la cepa silvestre. Las plantas inoculadas con el
transformante CRZM52RC2* mostraron un nimero de raices secundarias ligeramente inferior al
de las plantas inoculadas con la cepa silvestre y la que contenia el vector vacio. Sin embargo, en
cuanto a la longitud de la raiz principal, las plantas inoculadas con el transformante que expresa
heterélogamente la celulasa CelC2 presentd unos valores ligeramente superiores a los de las
plantas inoculadas con la cepa silvestre y la que contenia el vector vacio. Estos resultados se
mantuvieron de una forma similar en todos los dias post-inoculacién en los que fueron tomadas
dichas medidas.

4. EVALUACION DE LA COLONIZACION E INFECCION DE R. LEUCAENAE
CRZM52RC2* EN RAICES DE ZEA MAYS.

Debido al importante papel que desempeia la celulasa CelC2 en la colonizacién de
superficies tanto bidticas como abidticas (Robledo et al. 2012), y habiendo evaluado su efecto
en superficies abidticas, decidimos evaluar la implicacidon de la superproduccién de celulasa
CelC2 en la colonizacidn e infeccidon de las cepas de estudio en las raices de maiz mediante
microscopia confocal, es decir, en superficies bidticas.

4.1. Ensayos de colonizacion mediante microscopia confocal.

Para la realizacién de dicho ensayo transformamos en primer lugar las cepas de estudio
con el plasmido pHC60, que expresa una GFP, y posteriormente, inoculamos las raices para ver
su comportamiento mediante microscopia confocal.

Todas las raices se observaron a los 13 dpi, ya que en el capitulo anterior pudimos ver la
colonizaciéon optima entorno a dichos dias. Observamos que las cepas CRZM52RWT vy
CRZM52REV, colonizaban las raices de modo similar, apreciandose una efectiva colonizacién de
la superficie radicular (Figura 56A y 56B). En los cortes transversales de la raiz, observamos que
las cepas inoculadas colonizan intra e intercelularmente (Figura 56D y 56E). Ademas, se ha
observado infeccion intracelular en los pelos de la raiz (Figura 56G) y formacidn de biofilm cerca
de éstos (Fig. 56H). La colonizacidén observada en este ensayo se asemeja a la observada por la
cepa silvestre CRZM52R en el capitulo anterior, observandose una predileccién en la zona de los
pelos radicales, colonizacién intracelular y bacterias que atravesaban desde la corteza hasta el
interior del cilindro vascular.

En el caso de las raices inoculadas con el transformante heterdlogo CRZM52RC2%,
aparentemente se muestra una disminucion de la colonizacion (Figura 56C), pero sin embargo,
se observa una mayor infeccion (Figura 56F). Observamos también una posible infeccién
intracelular de los pelos de la raiz (Figura 56l).
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154 pm

Fig. 56. Raices de maiz inoculadas con las cepas de estudio transformadas con GFP (verde) y tefiidas con yoduro de propidio (rojo) a los X dpi. Raices de maiz inoculadas con la cepa CRZM52RWT
A) Superficie radicular de maiz; B) Seccidn de la raiz del maiz; C) Detalle de la seccién. Raices de maiz inoculadas con la cepa CRZM52REV D) Superficie radicular de maiz; E) Seccién de la raiz del
maiz; F) Detalle un biofilm formado en un pelo radicular. Raices de maiz inoculadas con la cepa CRZM52RC2* G) Superficie radicular de maiz; H) Seccion de la raiz del maiz; |) Detalle de la

colonizacién a lo largo de los pelos radiculares.
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Las raices de maiz inoculadas con la cepa CRZM52RC2*, comparadas con las cepas
CRZM52RWT y CRZM52REV, presentan una disminucién de la colonizacién superficial, ademads, se
aprecia una disminucién de la formacién de biofilms y una colonizacién a lo largo de los pelos
radiculares, mientras que en la cepa silvestre y en la empty vector, la colonizacién se acumula en
la base de los pelos radiculares.

Cuando se compararon nuestros resultados con otros trabajos en los que se utilizaron
cepas de Rhizobium y sus derivados que producen homo u heterdlogamente dicha celulasa para
observar la colonizacion, observamos que al igual que en nuestro ensayo la cepa E11C2* de
Rhizobium (T.D Rivera 2013) tenia disminuida la capacidad de formacion de biofilms con respecto
a la cepa silvestre en raices de arroz; sin embargo, en dicho trabajo observaron una predileccién
por parte de la cepa superproductora por la base de los pelos radiculares mientras que nuestra
cepa mostraba una colonizacion a lo largo de los pelos. Al igual que en nuestro ensayo Robledo et
al. (2012), observaron diferencias en los pelos radiculares en la cepa superproductora de
Rhizobium ANU843C2* en raices de Trifolium repens, ya que la cepa silvestre formaba caps en el
apice de los pelos radiculares, mientras que la cepa sobreproductora de celulasa CelC2, no
formaba dichos caps, si no que colonizan los pelos radiculares a lo largo y/o en su base. Este
fenotipo también fue observado en raices de Medicago truncatula con la cepa 1021C2* de Ensifer
meliloti, un género afin a Rhizobium (T.D Menéndez 2014).

Por otra parte, aunque se ha visto que la biosintesis de celulosa no es imprescindible para
la colonizacién (Robledo et al. 2012), si que tiene cierta influencia, lo que se confirma en este
estudio, en el que la colonizacién de la cepa CRZM52RC2* se ha visto influenciada por la
sobreexpresién de dicha celulasa. Ademas, la cantidad de biofilm producido por la cepa
CRZM52RC2* se ha visto disminuida, lo que concuerda con los estudios previos realizados en
nuestro laboratorio sobre cepas que sobreexpresan la celulasa CelC2 que han visto disminuida en
mayor o menor grado su capacidad para producir biofilms (T.D. Robledo 2010; T.D. Rivera 2013;
T.D Menéndez 2014). Ademas, la ausencia de este polimero probablemente afecta a la formacion
de biopeliculas tridimensionales también en la punta de los pelos radicales, tal como ha sugerido
(Williams et al. 2008).

Otra hipdtesis es que exista una implicacién de la planta en la adhesidn bacteriana a la
superficie de la raiz, bien de forma directa debida a la propia produccidn de celulosa vegetal o a
la induccidn por parte de la planta de la biosintesis de celulosa bacteriana; o de forma indirecta
inhibiendo el enzima (CelC2) mediante la produccién de proteasas que la degraden u otras
moléculas o condiciones que afecten a su accién enzimatica. Ademads, se debe tener en cuenta
gue existen diferencias entre la capacidad de las cepas de estudio de adherirse a la superficie de
la raiz y a los pelos radicales (T.D Menéndez 2014).

Por tanto, se observa que la formaciéon de biofilms se ve alterada tanto en los ensayos
realizados in vitro como los realizados in planta, por las cepas superproductoras de la celulasa
CelC2, lo cual permite afirmar que dicha celulasa se encuentra implicada en la adhesién de las
bacterias a la planta y en la formacién de biofilms, probablemente a través de su implicacién en
la biosintesis de celulosa.
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4.2, Ensayos de colonizacion mediante microscopia Optica y
electronica.

Para una caracterizacion mas completa de la interaccién de las cepas de estudio con las
raices de maiz, se realizd el analisis de la interaccidén de dichas cepas en raices de maiz mediante
microscopia electrénica de transmisién, lo que nos permite determinar de una forma mas fina si
existe verdaderamente infeccion por parte de las bacterias en el interior de las raices de maiz.

Para llevar a cabo dicho estudio, se inocularon las cepas de estudio sobre raices de maiz
previamente esterilizadas en superficie y germinadas y pasados 14 dpi, se llevaron al servicio
Nucleus de la USAL, para la preparacion de los cortes semifinos y ultrafinos, y posteriormente
observar las muestras en el microscopia electrénica de transmision.

Previa a la visualizacién de los cortes ultrafinos en el microscopio electrénico veremos en
primer lugar, los cortes semifinos tefiidos con azul de toluidina en el microscopio éptico para tener
asi una visién general de los cortes transversales a menores aumentos.

En las raices de maiz control sin inocular, podemos ver que la estructura de la raiz, se
encuentra en buen estado y aparentemente no se observan bacterias en el interior (Fig. 57A).
Tanto la cepa CRZM52REV como la cepa CRZM52RWT se comportan de manera similar en las
raices de maiz, en ellas apreciamos unas estructuras que se corresponden a las bacterias
inoculadas y que no veiamos en las raices control; ademas, se pueden observar unas estructuras
del tipo de canales de infecciéon, por donde podrian entrar las bacterias desde la zona externa de
la raiz al interior de la misma (Fig 57B). También, vemos claramente estructuras tridimensionales,
gue se asemejan a las formaciones de biofilms creados por las bacterias, y préximo a éstas,
apreciamos lo que podria ser una posible entrada de las bacterias entre las células vegetales de la
raiz, es decir, colonizacidn intercelular (Fig 57C). En este mismo tratamiento apreciamos de nuevo,
los posibles canales de infeccién, formados por las bacterias para colonizar la raiz (Fig 57D). Sin
embargo, en las raices inoculadas con la cepa que sobreexpresa la celulasa CelC2, CRZM52RC2%,
apreciamos que la cantidad de bacterias es visiblemente mayor en el interior de las células (Fig
57E). En este mismo tratamiento observamos también tanto formaciones de biofilms en la
superficie radicular, como los canales de infeccidn ya observados (Fig 57F).
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Fig. 57 Cortes transversales semifinos de las raices de maiz, tefiidos con azul de toluidina, observados mediante
microscopia Optica de fluorescencia. A) Corte transversal de la raiz de maiz a los 14 dpi sin inocular; B, C, D) Cortes
transversales de raices de maiz a los 14 dpi, inoculadas con la cepa CRZM52RWT; E, F) Cortes transversales de raices de
maiz a los 14 dpi, inoculadas con la cepa CRZM52RC2*.
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Una vez localizadas las bacterias mediante microscopia éptica pasamos a analizar los
cortes ultrafinos en el microscopio electrénico. De nuevo, en las muestras de raices control sin
inocular, no observamos ninguna estructura que nos pudiesen indicar la presencia de bacterias,
lo que confirma que las raices control no contenian contaminaciones de tipo microbiano (Fig 58A).

Por otro lado, como en todos los ensayos previos veiamos que la cepa CRZM52REV, se
comportaba siempre de manera similar a la cepa CRZM52RWT, nos centramos en los resultados
obtenidos en las inoculaciones realizadas con ésta ultima. En las raices de maiz inoculadas con la
cepa CRZM52RWT, observamos en primer lugar, el contenido casi completo de una de las células
de la raiz del maiz, en la que pudimos apreciar que en la zona inferior de la imagen, aparecian
unas estructuras que no vimos en ningun caso en las raices control (Fig 58B).

Cuando aumentamos la imagen, pudimos observar unas formaciones que aparentemente
podrian ser bacterias, éstas parecen provenir de una invaginacion desde espacio periplasmico
hacia el interior, situdndose en el citoplasma, pero no en contacto directo, si no formando unas
estructuras, similares a las “vesiculas” flanqueadas por la membrana plasmadtica vegetal, lo que
les impide quedarse en contacto directo con el citoplasma (Fig 58C). A mas aumentos, podemos
ver mejor que se trataba de bacterias (Fig 58D)

En el caso de las raices de maiz inoculadas con la cepa CRZM52RC2*, podemos observar
también las invaginaciones formadas por las supuestas bacterias, de la misma manera que en lo
hacian las bacterias CRZM52RWT, invagindandose desde el espacio periplasmico hasta el
citoplasma envueltas en la membrana plasmatica (Fig 58E). Sin embargo, en este tratamiento
pudimos observar en repetidas ocasiones que, a diferencia de los tratamientos anteriores, se
encontraban roturas en las células vegetales, posiblemente debidas a una accién localizada de la
celulasa (Fig 58F).
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500 nm

Fig. 58. Micrografias de cortes transversales de raices de maiz a los 14 dpi, observados mediante microscopia electrénica
de transmisién A) Corte transversal de una raiz control sin inocular; B) Corte transversal de una raiz inoculada con la
cepa CRZM52REV; C y D) Cortes transversales de la raiz de maiz inoculada con la cepa CRZM52RWT; E y F) Corte
transversal de una raiz inoculada con la cepa CRZM52REV; Cy D) Cortes transversales de la raiz de maiz inoculada con
la cepa sobreexpresora de la celulasa CelC2, CRZM52RC2*.
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Por tanto, debido a que mediante microscopia confocal determinamos que
aparentemente las bacterias se encontraban en el interior del maiz, con este ensayo realizado
mediante microscopia electrénica, podemos confirmar dicha hipdtesis, ya que bajo las
condiciones probadas y las muestras analizadas, observamos la presencia de bacterias en el
interior de las raices de maiz. Las bacterias observadas se encontraban en todos los tratamientos
recubiertas de la membrana plasmatica por lo que no estaba en contacto directo con el
citoplasma, pudiendo ser que de este modo, las bacterias eviten una posible activacién de las
respuestas de defensa de la planta. Ademas, pudimos comprobar que la sobreexpresién de la
celulasa afectaba a las células vegetales de la raiz del maiz, en el caso de las raices inoculadas con
la cepa CRZM52C2*.

Las estructuras formadas por las bacterias nos recuerdan a las estructuras que se forman
en el interior de los nddulos que forman los rizobios en simbiosis con leguminosas, denominadas
simbiosomas, donde la bacteria se diferencia en bacteroide y comienza a fijar Nitrégeno. Ademas
tambien recuerda a las estructuras que forman las bacterias del género Frankia en simbiosis con
plantas lefosas, tras la infeccion llevada a cabo por el simbionte (Cocking 2005).

Una formacién similar a la encontrada en nuestro estudio, fue observada por
Christiansen-Weniger (1998), mediante microscopia electrdnica, en raices de maiz inoculadas con
Azospirillum brasilense C3, en la que las bacterias se establecian entre las células corticales de la
raiz empaquetadas densamente en de los espacios intercelulares. Sin embargo, en nuestro
estudio, las bacterias se encuentran cubiertas por la membrana plasmatica sin estar en contacto
con el citoplasma. Por otra parte y a diferencia de nuestro estudio, Christiansen-Weniger (1998)
no encontraron bacterias dentro del sistema vascular central.

También, Ladha and Reddy (2000), observaron unas estructuras originadas en las raices
laterales similares a los nédulos, cuando inocularon rizobios sobre raices de arroz, pero estos no
eran comparables con los que se dan en las leguminosas, y a diferencia de nuestro ensayo no
observaron colonizacién intracelular.

Otros estudios realizados en cereales, también muestran como las bacterias colonizan el
interior de las raices. Al igual que en nuestro ensayo, (Olivares et al. 1997) mostraron que
Herbaspirrillum rubrisubalbicans y H. seropedicae se encontraban adheridos a las raices de cafia
de azlcar, en las zonas de emergencia de las raices laterales, asi como en los espacios
intercelulares, los vasos del xilema y las células del parénquima. También Christiansen-Weniger
(1998), observaron mediante microscopia electrénica cortes de raices de arroz inoculadas con
Azorhizobium caulinodans ORS571, que las bacterias son capaces de invadir a través de los cracks
la zona de la corteza y de la epidermis, por los espacios intercelulares. Ademas, veian zonas en la
pared vegetal interrumpidas por la lisis realizada por parte de las bacterias. Estas zonas las
pudimos ver reiteradamente en nuestro trabajo en el caso de las plantas inoculadas con la cepa
CRZM52RC2*.

Por tanto, en nuestro estudio podemos observar como las bacterias entran inter e
intracelularmente y se forman unos simbiosomas pero habria que comprobar si son capaces de
fijar nitrdgeno en la planta por ejemplo a través de la determinacién del N incorporado.
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5. EVALUACION DEL EFECTO DEL TRANSFORMANTE EN EL DESARROLLO
VEGETAL DEL MAIZ EN ENSAYO DE CAMARA CLIMATIZADA.

Un vez observado que las bacterias de estudio son capaces de penetrar en el interior de
la raiz y que ademas, en los primeros estadios de crecimiento todas las plantas inoculadas, se
desarrollaban mejor que las plantas control sin inocular, quisimos evaluar en este ensayo el efecto
de las mismas cepas bajo condiciones controladas de luz y de temperatura pasados 34 dias
después de la inoculacidn de las plantulas de maiz. Tanto los resultados de los pardmetros
obtenidos como el fenotipo presentado por las plantas, se muestran en la Tabla 61 y figura 59.

Tabla 61. Datos recogidos a los 34 dias post inoculacién con las cepas seleccionadas y las coinoculaciones.

Tratamientos Contenido en Longitud de la Peso Fresco Peso Seco Peso Fresco
Clorofila Parte Aérea Parte Aérea Parte Aérea Parte
(Unidades SPAD) (cm) (g) (g) Radicular (g)
Control 31,76+0,443a | 40,600%0,245a | 0,905+0,091a | 0,158+0,009a | 0,655+0,075a
CRZM52RWT | 36,067+0,385b | 47,200+1,000b | 1,993+0,188b | 0,221+0,006b | 1,271+0,081b
CRZM52REV | 35,625+0,463b | 47,833+0,401b | 1,946+0,150b | 0,201+0,01b | 1,270+0,121b
CRZM52RC2* | 35,750+0,268b | 45,000+1,000b | 1,900+0,133b | 0,187+0,012b | 1,119+0,141b

*Los valores muestran la media y el error estandar de 12 plantas (S.E) por ensayo de cada uno de los tratamientos
(n=12).
*Valores seguidos de diferente letra son estadisticamente significativos (Test de Fisher p<0,05).
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Fig. 59. Fenotipo mostrado por las plantas de maiz a los 34 dpi, bajo condiciones de cdmara iluminada, de izquierda a
derecha, control sin inocular, inoculada con la cepa wild type CRZM52R, inoculada con la cepa empty vector CRZM52R
e inoculada con la cepa CRZM52RC2*. A) Fenotipo mostrado en las macetas; B) Fenotipo mostrado una vez que las
plantas se sacaron.

Los valores de clorofila (en Unidades SPAD) obtenidos, muestran un aumento significativo
en las plantas de maiz inoculados con las cepas de dicho estudio, cuando se compararon con las
plantas de maiz sin inocular; los resultados fueron muy similares en todos los tratamientos
inoculados. Puesto que el valor de la clorofila se relaciona directamente con el contenido de

199



Capitulo V Resultados y discusion

nitrégeno de la planta, podemos decir que el estado nutricional de la planta no se ve afectado por
la sobreexpresion de la celulasa CelC2.

De la misma manera, los valores de la longitud de la parte aérea muestran un aumento
significativo de las plantas de maiz inoculadas respecto a aquellas plantas control que no habian
sido inoculadas. En dicho parametro, se observaron valores similares en los tratamientos con las
cepas CRZM52RWT y CRZM52REV, mientras que las plantas inoculadas con la cepa CRZM52RC2*
dieron como resultado valores de longitud ligeramente inferiores a estos. Datos similares a los
obtenidos en el peso fresco y seco de las partes aéreas y de la parte radicular.

Cuando comparamos nuestros ensayos de plantas, con otro estudio realizado en Oryza
sativa con mutantes sobreexpresores de celulasa (T.D Rivera 2013), observamos resultados
similares a los obtenidos en nuestro ensayo, ya que a los 21 dpi, las plantas de arroz inoculadas
con las cepas E11 y E11C2°, presentaban una longitud de la parte aérea mayor que le control sin
inocular y ademas, presentaban mejor coloraciéon. Sin embargo, a diferencia de nuestro ensayo,
los resultados de las longitudes radiculares mostraron que los valores mas pequefios se
obtuvieron con las plantas inoculadas con la cepa E11C2* y los mayores con el control sin inocular.
Cuando realizaron este estudio en el invernadero, observaron que a los 350 dpi y sin aporte de
nitrogeno, el mayor incremento de la parte aérea del arroz, se obtuvo con la cepa E11C2%, seguido
de la cepa silvestre, en comparacion con el control sin inocular. Por otro lado, a los 35 dpi, dias
similares a los de nuestro ensayo, no obtuvieron diferencias entre los tratamientos, sin embargo
en nuestro trabajo a los 34 dpi, ya observamos diferencias significativas respecto al control sin
inocular.

Por tanto, los mayores incrementos respecto a las plantas de maiz sin inocular, se
obtuvieron en las plantas inoculadas con las cepas CRZM52RWT y CRZM52REV, dicho incremento
puede venir dado por la produccion de hormonas como el acido indol acético generadas por
dichas cepas. También, se puede observar que en todos los pardmetros evaluados los resultados
de la cepa salvaje y de la empty vector, fueron siempre similares, por lo que podemos confirmar
que la presencia del gen celC es al que realmente se debe este fenotipo y no al vector en si.

Podemos apreciar también, que a los 13 dpi, el mayor desarrollo de la longitud principal
del maiz venia dado por las plantulas inoculadas con la cepa sobreproductora de celulasa CelaC2*,
mientras que claramente, a los 34 dpi, el mayor desarrollo de las plantas de maiz viene dado por
las plantas inoculadas con las cepas CRZM52RWT y CRZM52REV, seguido de la cepa CRZM52RC2*.
Corroboramos por tanto que tanto en las plantulas de maiz como en los primeros estadios de
crecimiento del maiz, la cepa heteréloga que sobreexpresa la celulasa CelC2, no afecta de manera
negativa al crecimiento de las plantas de maiz.

Por tanto, observamos que fenotipicamente, las plantas de maiz no presentan ninguna
alteracion visible. Ademds, como se describe en apartados anteriores, la inoculacion con la cepa
CRZM52RC2* no conlleva una desorganizacidn de las estructuras internas de la raiz, solamente se
observaron rupturas de la pared celular de una forma muy localizada en el interior de las
estructuras similares a un simbiosoma observadas en los ensayos de microscopia electrénica de
transmisidn. Todo ello indica que la sobreexpresidn heteréloga de esta celulasa en R. leucaneae
no es suficiente para desencadenar efectos negativos en planta y que su accién es muy localizada,
sugiriendo una especificidad de accidn.
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1. EVALUACION DE LA PROMOCION DEL CRECIMIENTO DE LAS CEPAS
SELECCIONADAS EN CONDICIONES CONTROLADAS.

Una vez observado y comprobado, que las cepas seleccionadas, eran capaces de
colonizar con éxito las raices de maiz, procedimos a evaluar su efecto PGPR inoculando
semillas esterilizadas en superficie en condiciones controladas de luz y temperatura.

Los tratamientos inoculados sobre las plantulas de maiz fueron realizados al igual que
en los ensayos de colonizacidn e infeccidn, con las cepas CRZM18R", CRZM52R, CRZM149R
identificadas respectivamente como R. zeae, R. leucaenae, S. griseoaurantiacus y las
coinoculaciones de las cepas CRZM18R™+CRZM149R y CRZM52R+CRZM149R. Ademas, se
utilizaron dos controles sin inocular; uno positivo suplementado con solucién nutritiva con
nitrégeno, y un control negativo, que al igual que los tratamientos restantes se suplementaron
con una solucién nutritiva sin nitrégeno.

Este experimento se llevé a cabo en vasos con vermiculita, tras la inoculacién, se
incubaron en camara iluminada, bajo condiciones controladas de humedad y temperatura, y
fueron regadas alternando agua destilada estéril y con solucién de nutritiva cada cuatro dias
aproximadamente.

A los 47 dias post inoculacion, se observaron los resultados (Figura 60).
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C- C+ CRZM18R CRZM52R CRZM14SR CRZM18R+149R CRZM52R+1459R

Fig. 60. Imagen donde se observa el aspecto de las plantas de maiz inoculadas con los distintos tratamientos a los 47
dpi.

Los resultados indicaron claramente un aumento significativo en varios pardmetros de
crecimiento de la planta en presencia de las cepas seleccionadas cuando estas se compararon
con las plantas control sin inocular, tanto suplementadas como no suplementadas con
Nitrégeno (Tabla 62).
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Tabla 62. Datos de los diferentes tratamientos obtenidos en las plantas de maiz a los 47 dpi.

. Longltud’de la Peso Fresco Parte Peso Seco Parte Longitud Raices Contenld.o en
Tratamientos Parte Aérea Aérea (g) Aérea (g) (cm) Clorofila
(cm) (Unidades SPAD)
C-(-N) 40,00+0,41a 0,93+0,08a 0,09+0,01a 40,00+0,41a 9,39+0,26a
C+ (+N) 44,60+0,40b 1,18+0,07b 0,160,01b 55,75+0,25b 11,2440,21b
CRZM18R" 45,83+0,40c 1,33+0,08c 0,19+0,01c 58,33+0,33c 13,47+0,40c
CRZM149R 40,86+0,34a 0,96+0,04a 0,09+0,01a 51,50+0,50d 9,65+0,18a
CRZM18R"+149R 43,00+0,58d 1,14+0,07b 0,13+0,0,18b 60,71+0,29e 10,5340,27b
C-(-N) 40,00+0,41a 0,93+0,08a 0,09+0,01a 40,00+0,41a 9,39+0,26a
C+ (+N) 44,60+0,40b 1,18+0,07b 0,160,01b 55,75+0,25b 11,24+0,21b
CRZM52R 44,6310,26b 1,18+0,03b 0,15+0,01b 58,67+0,33c 10,94+0,29b
CRZM149R 40,86+0,34a 0,96+0,04a 0,09+0,01a 51,50+0,50d 9,65+0,18a
CRZM52R+149R 41,00+0,33a 1,02+0,05a 0,11+0,01a 54,38+0,26e 11,62+0,31b

*Los valores representan la media + el error estandar de 21 plantas por cada uno de los tratamientos. Valores seguidos por la
misma letra no son estadisticamente significativos segun el test LSD protegido de Fisher (p<0,05).

En el caso de los tratamientos inoculados sélo con Rhizobium, los resultados obtenidos
en todos los pardmetros analizados son significativamente mayores al control sin inocular y sin
aporte de Nitrégeno. La inoculacion simple de R. zeae CRZM18R" es la que muestra valores
mayores en todos los parametros estudiados, siendo incluso estadisticamente significativos al
control sin inocular con aporte de Nitrégeno. Dicha cepa mostrd incrementos significativos
respecto al control positivo en el caso de las medidas de longitud y peso seco de la parte
aérea, longitud de las raices y contenido en clorofila, siendo estos aumentos del 2,7%, 18,7%,
4,6% y 19,8%, respectivamente. En el caso de la inoculacién simple con R. leucaneae CRZM52R
Unicamente se observd un aumento significativo respecto al control negativo suplementado
con Nitrégeno en el caso de la longitud de la raiz. Los resultados obtenidos concuerdan con
(Singh et al. 2010), quienes obtuvieron a los 30 dpi incrementos tanto en el peso fresco como
seco de la parte aérea y en el contenido en clorofila al inocular una cepa de Rhizobium sp. en
plantas de maiz.

Cuando evaluamos el efecto de la cepa CRZM149R de Streptomyces, los resultados
obtenidos en la mayoria de los pardametros son similares a los del control sin inocular y sin
suplemento de Nitrégeno, excepto en el caso de la longitud de las raices, que resulté ser
significativamente mayor que dicho control. No se observa ningun incremento respecto al
control sin inocular suplementado con Nitrégeno en el caso de esta cepa.

En el caso de las coinoculaciones Rhizobium-Streptomyces, existen ciertas diferencias
entre ambas combinaciones. La coinoculacion CRZM18R" + CRZM149R presentd valores
significativamente mayores a los presentados por el control sin inocular y sin aporte de
nitrégeno e incluso similares y significativamente mayores al control con aporte de Nitrégeno
en parametros como pesos de la parte aérea y longitud de la raiz, respectivamente. En el caso
de la coinoculacion CRZM52R + CRZM149R, los resultados no fueron tan evidentes, siendo muy
similares a los del control sin inocular y sin aporte de nitrégeno en la mayoria de los casos,
excepto en la longitud de la raiz.

En el parametro longitud de la raiz, se obtuvieron valores significativamente mayores
gue en los controles negativos en todos los casos. En las combinaciones realizadas con las
cepas CRZM18R™ y CRZM149R, se obtuvieron tanto con el tratamiento inoculado con la cepa
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CRZM18R™ como con la coinoculacién de las cepas CRZM18R™+149R, aumentos significativos
con respecto al control positivo del 4,6% y del 8,9%, respectivamente. En las combinaciones
realizadas con las cepas CRZM52R y CRZM149R, Unicamente el tratamiento CRZM52R, se
incrementod significativamente en un 5,2%, respecto al control suplementado con nitrégeno.
Sin embargo, la medida de este parametro puede no ser muy objetivo, ya que las raices estan
confinadas en un espacio reducido.

Cabe destacar los resultados obtenidos en el contenido de clorofila, mediados en
unidades SPAD. El contenido en clorofila en hojas de maiz ha sido relacionado en numerosas
ocasiones con el contenido de nitrégeno total en la planta (Acciaresi et al. 2014; Elos et al.
2016; Rozier et al. 2016). Los resultados muestran que, con respecto al control negativo, todos
los tratamientos a excepcién del tratamiento inoculado con la cepa CRZM149R, mostraron
incrementos significativos, obteniendo ademads, con el tratamiento inoculado con la cepa
CRZM18R", un incremento significativo del 19,8%, respecto al control suplementado con
nitrégeno. Por tanto, un mayor incremento de clorofila en las plantas de maiz inoculadas
supone un dato importante, ya que las bacterias no solo incrementarian el desarrollo de la
planta, sino también mejorarian su estado nutricional.

En resumen, los resultados confirman que en ambas combinaciones fueron mejores en
el caso de los tratamientos de las inoculaciones simples, CRZM18R" y CRZM52R. Podemos
observar que los tratamientos con los que mejores resultados fueron los inoculados con las
cepas CRZM18RT, CRZM52R y CRZM18R™149R. Pero fue, con la cepa CRZM18R" identificada
como R. zeae con el que se obtuvieron en algunos de los pardmetros evaluados mejores
valores que en el tratamiento control suplementado con nitréogeno. Por tanto, a priori, la
accién de dicha cepa podria llegar a mejorar incluso los valores obtenidos en un tratamiento
en el que se afada un fertilizante nitrogenado.

2. ENSAYOS DE MICROCOSMOS EN INVERNADERO.

Los ensayos de invernadero se realizaron para evaluar la eficiencia de las cepas
seleccionadas en condiciones cercanas a la realidad (campo). Por este motivo, se utilizd suelo
recogido de las proximidades del rio Tormes como sustrato, con el fin de realizar este ensayo
en un suelo de tipologia similar al usado en agricultura para los cultivos de maiz. Las semillas
de maiz fueron inoculadas al séptimo dia después de la germinacién. El ensayo tuvo una etapa
de crecimiento corta (59 dias después de la inoculacion) por lo que no se pudo llegar a
produccion debido principalmente a la limitacién de espacio y de nutrientes. Las plantas
fueron regadas con agua cuando fue requerida.

Los tratamientos utilizados fueron los mismos que en el ensayo anterior, inoculaciones
simples con las cepas CRZM18R", CRZM52R, CRZM149R y coinoculaciones con las cepas
CRZM18R™149R y CRZM52R+149R.

Los fenotipos presentados por las plantas de maiz transcurridos 59 dpi, se pueden
observar en la figura 61 y los datos de los parametros tomados en este ensayo, en la tabla 63.
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Fig. 61. Fenotipos de las plantas de maiz a los 59 dpi inoculadas con las cepas seleccionadas. A) Fenotipos que
muestran las plantas de maiz en las macetas; B) Fenotipos que muestran las plantas de maiz una vez acabado el

ensayo.

Tabla 63. Datos recogidos a los 59 dias post inoculacidon con las cepas seleccionadas y las coinoculaciones.

Tratamientos

Longitud de la Parte

Aérea (cm)

Peso Fresco Parte
Radicular (g)

Peso Fresco Parte

Aérea (g)

Control 112,65+0,15a 51,93+0,57a 57,80%0,26a
CRZM18R" 132,70+0,30b 57,07+0,22b 84,80+0,50b
CRZM149R 139,53+0,52c 53,95+0,25c¢ 71,03+0,23c
CRZM18R"+149R 144,13+0,34d 62,31+0,01d 72,86+0,39d
Control 112,65+0,15a 51,93+0,57a 57,80%0,26a
CRZM52R 142,75+0,42b 55,80+0,20c 79,27+0,58b
CRZM149R 139,53+0,52c 53,95+0,25d 71,03%0,23c
CRZM52R+149R 146,10+0,40d 55,41+0,39c 80,45+0,50d

Tratamientos

Contenido en Clorofila

(Unidades SPAD)

Calibre (cm)

Control 22,47+0,20a 4,11+0,06a 3,08+0,08a
CRZM18R" 21,65+0,19a 4,30+0,08b 3,58+0,19b
CRZM149R 23,17+0,31a 4,13+0,06a 4,00+0,0c

CRZM18R"+149R 24,80+0,30b 4,13+0,08a 3,83+0,11b
Control 22,47+0,20a 4,11+0,06a 3,08+0,08a
CRZM52R 25,57+0,27b 4,22+0,04b 3,91+0,08b
CRZM149R 23,17+0,31a 4,13+0,06a 4,00£0,0b

CRZM52R+149R 22,50+0,41a 4,17+0,08a 3,83+0,11b

*Los valores muestran la media y el error estandar de 12 plantas (%S.E) por ensayo de cada uno de los tratamientos.
Valores seguidos de diferente letra son estadisticamente significativos (Test de Fisher p<0,05).

206



Capitulo VI Resultados y discusion

Los resultados obtenidos en las longitudes de las partes aéreas de las plantas de maiz
mostraban que los tratamientos inoculados eran significativamente mayores que en control
sin inocular, obteniendo los mayores aumentos respecto al control con las coinoculaciones
CRZM18R™+149R y CRZM52R+149R, con incrementos del 28% y 29,7%, respectivamente.
Ademas, las co-inoculaciones presentaron valores significativamente mayores respecto a cada
una de las inoculaciones simples.

Al analizar los valores obtenidos de los pesos de las raices, se observé que en todos los
tratamientos se obtuvieron valores de peso radicular mas altos que en el control sin inocular,
siendo todos ellos estadisticamente significativos. El mayor aumento obtenido con respecto al
control, se obtuvo con el tratamiento CRZM18R™149R con un 20%. En este caso, ambas
coinoculaciones también resultaron ser mejores o al menos similares en dicho pardmetro con
respecto a las inoculaciones simples.

También se observé en los datos del peso fresco de las partes aéreas que los
tratamientos inoculados fueron significativamente mayores que los del control sin inocular,
obteniéndose el mejor resultado con el tratamiento inoculado con la cepa CRZM18RT, con un
aumento respecto al control del 46,7%. Sin embargo, los valores obtenidos en la coinoculacidn
de dicha cepa con la cepa CRZM149R resultaron ser menores que los obtenidos en la
inoculacion simple de CRZM18R?T, pero significativamente mayores a los obtenidos con la cepa
CRZM149R. En el caso de los tratamientos en los que empleamos la cepa CRZM52R la
coinoculacion de dicha cepa con CRZM149R vuelve a mostrar la tendencia de los resultados de
parametros anteriores.

En cuanto a los datos de la medida de la clorofila de las hojas de maiz en unidades
SPAD, pudimos observar que Unicamente los tratamientos CRZM52R y CRZM18R™+149R,
fueron significativamente mayores cuando se compararon con el control sin inocular,
obteniendo incrementos del 13,8% y 10,4%, respectivamente. Ademas, fueron similares a los
resultados obtenidos en el resto de los tratamientos.

Puesto que transcurridos dos meses, las plantas de maiz alcanzan un buen desarrollo
de la parte aérea, pudimos evaluar los calibres de los tallos. Los resultados mostraron que en
todos los tratamientos inoculados, se obtuvieron promedios superiores al control, siendo
ademas, significativamente superiores en comparacion con el control los tratamientos
inoculados con las cepas CRZM18R"T y CRZM52R, con aumentos del 4,6% y 2,8%
respectivamente.

También pudimos contar en este ensayo los nudos de los tallos, pudiendo observar
que los valores resultaron ser significativamente mayores en todos los tratamientos
inoculados, destacando entre ellos, el incremento obtenido con los tratamientos CRZM52R y
CRZM149R, con un 27,1% y 29,7%, respectivamente. Este pardmetro es el Unico que resulta
favorecido en el caso de la inoculacién simple con la cepa CRZM149R.

Debido a que trabajamos con una planta de porte grande y que requiere un amplio
espacio para su desarrollo, las condiciones de invernadero y tamafo de las macetas que se
emplean no son del todo favorables para su total desarrollo, no llegando asi las plantas de
maiz a la produccidon de mazorcas. No obstante, de esta manera se puede observar el efecto
promotor ejercido por los indculos in planta en los estadios previos a la floracion.

En este sentido, son muchos los autores que estudian el efecto promotor por parte de
bacterias PGPR en el invernadero como paso previo al ensayo en campo. Wu et al. (2005)

207



Capitulo VI Resultados y discusion

utilizaron diversas bacterias PGPR para la inoculacidon de plantas de maiz, en condiciones de
invernadero. A los 87 dias después de la inoculacidn, las plantas de maiz inoculadas mostraron
un efecto promotor sobre el crecimiento del maiz, aumentando la biomasa y la altura de las
plantas, en comparacion con las plantas sin inocular. También, Mehnaz and Lazarovits (2006)
realizaron un ensayo de maiz bajo condiciones de invernadero, inoculando bacterias con
capacidades PGPR, mostraron a los 30 dpi, un aumento en el peso de la raiz y la parte aérea
comparadas con las plantas sin inocular. Mas recientemente, Kuan et al. (2016) realizaron un
ensayo bajo condiciones de invernadero en plantas de maiz, inoculando bacterias PGPR. En su
estudio, se obtuvo un incremento de las biomasa seca de la parte aérea y radicular del maiz y
ademas aumento también el contenido total de nitrégeno en las plantas inoculadas, respecto a
las que no habian sido inoculadas, relaciondandose este incremento con la produccién de AIA
por parte de las bacterias PGPR inoculadas. De la misma forma, Arruda et al. (2013)
relacionaron la produccion de AIA por parte de las cepas utilizadas con un aumento
significativo de la materia seca tanto de la parte aérea como de la raiz del maiz de dos
cultivares diferentes cuando fueron inoculados con bacterias PGPR. Las cepas utilizadas
producian AlA in vitro lo que pudo haber afectado al desarrollo de las plantas, ya que el AIA
influye positivamente en el crecimiento y desarrollo de las raices y por lo tanto aumenta la
absorcién de nutrientes (Khalid et al. 2004). Los incrementos observados en las plantas
inoculadas de nuestro ensayo también podrian venir dados por la capacidad de las cepas
utilizadas para producir dicha hormona, como se comprobd en el capitulo II.

Sin embargo, el uso del género Rhizobium como inoculante bacteriano en plantas de
maiz, bajo condiciones de invernadero ha sido menos estudiado. Singh et al. (2013b)
inocularon plantas de maiz con dos cepas de Rhizobium, R. leguminosarum bv. phaseoli RRE6 y
R. undicola RRE36, en condiciones de invernadero, entre otras cepas. Las plantas inoculadas
mostraron un aumento significativo en la altura de la planta, la longitud de la raiz y el peso
seco de ambas partes, respecto al control sin inocular. Por tanto, al igual que los datos
analizados en nuestro ensayo los resultados mostraron un incremento de los parametros
evaluados en comparacién con el control sin inocular.

Por otra parte, no se encontrd ningun ensayo probado en plantas de maiz, utilizando
como inoculantes bacterianos cepas del género Streptomyces ni en inoculaciones simples, ni
coinoculados con otras cepas de otros géneros. Sin embargo, se encontraron diversos trabajos
de biorremediacidn en los que inoculaban distintas cepas de Streptomyces en plantas de maiz,
con el fin de extraer contaminantes, observando una reduccion de dichos contaminantes y un
aumento en el porte del maiz (Benimeli et al. 2008; Schiitze et al. 2014; Al-Askar et al. 2015;
Alvarez et al. 2015), pero debido a las condiciones utilizadas, nuestros datos no son
comparables a dichos estudios.

Diversos estudios han relacionado el contenido de clorofila medido en unidades SPAD
con el contenido de nitrégeno total en la planta (Mendoza 1998; Hamblin et al. 2014; Parry et
al. 2014; Saravia et al. 2016; Monostori et al. 2016). En plantas de arroz, demostraron que las
unidades SPAD es un valor proporcional al contenido de nitrégeno en estas plantas (Turner
and Jund 1991). También se calibré para plantas de trigo, algoddn (Wood et al. 1994) y Festuca
(Kantety et al. 1996). También se ha documentado en varias ocasiones el contenido de
clorofila en hojas de maiz (Acciaresi et al. 2014; Elos et al. 2016; Rozier et al. 2016). En todos
ellos al igual que en nuestro trabajo, el contenido de clorofila disminuia con el paso de los dias.

En nuestro ensayo, los valores de clorofila no se vieron incrementados en todos los
tratamientos con respecto al control. Esto se puede deber a que como hemos visto en general,
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las plantas inoculadas tienen un mayor desarrollo tanto de la parte radicular como de la parte
aérea, por tanto es normal que la planta agote antes los nutrientes del suelo y por tanto
disminuya el contenido de nitrégeno en las hojas del maiz.

Ademas, los nutrientes en las macetas son muy limitados y no se ha realizado ningin
aporte de nutriente durante los ensayos, con el fin de observar Unicamente los efectos
causados por la inoculacién de las diferentes cepas y no por otros factores.

Por otra parte, pudimos comprobar que en el cultivo de maiz utilizado tanto las
inoculaciones simples como las coinoculaciones, mostraban mejores resultados que en las
plantas control sin inocular. A diferencia de los resultados obtenidos en condiciones
controladas (cdmara iluminada), la mayoria de los valores de los parametros obtenidos en los
tratamientos que conllevan coinoculaciones resultaron ser significativamente mayores que los
correspondientes a las inoculaciones simples. En este ensayo de invernadero, ademas de los
indculos también existe una microbiota asociada al suelo escogido, lo que puede tener
influencia, en concordancia con los resultados obtenidos. En este ensayo y en el ensayo de
camara iluminada, la cepa de Streptomyces por si sola no parece ser muy efectiva; sin
embargo, puede estar ejerciendo otro tipo de accion.

Existen numerosos estudios en los que se ha descrito el uso de cepas potencialmente
beneficiosas para un cultivo y no han resultado efectivas cuando se han probado en
condiciones de invernadero. Por ejemplo, Hungria et al. (2010) mostraron que el maiz
respondié de manera positiva a la inoculaciéon de una cepa comercial de Azospirillum
brasilense AbV6. Sin embargo, en el ensayo de Arruda et al. (2013) realizado con la misma cepa
comercial no se obtuvo el mismo efecto. Por tanto, estos resultados sugieren que los efectos
positivos de las bacterias pueden variar entre las especies o entre cultivares del mismo tipo de
cultivo (Chanway et al. 1988; Montafiez et al. 2009). Salomone and Ddbereiner (1996)
evaluaron la eficacia que la inoculacién de varias cepas tenia sobre las plantas de 15 genotipos
de maiz, obteniéndose un efecto positivo en solo 6 de ellos. Por otro lado, los indculos
bacterianos de Moutia et al. (2010) mostraron respuestas positivas en dos cultivares distintos
de maiz, Pioneer 30R50 y Fepagro 35, en condiciones de invernadero. Los resultados
demostraron que las cepas bacterianas no eran especificas de cultivar y estimulaban el
crecimiento de las plantas del maiz independientemente del cultivar utilizado.

En general, debido a los positivos efectos observados en la aplicacion de las bacterias
seleccionadas en plantas de maiz, en condiciones de invernadero, resultaban excelentes
candidatas para comprobar su efecto en condiciones de campo y observar su efecto en la
produccidn de mazorcas.

3. ENSAYO DE CAMPO.

Puesto que en los ensayos de invernadero contabamos con la limitacién del tamafio de
las macetas, no alcanzando produccidn, decidimos realizar un ensayo en campo con plantas de
maiz. Las plantas se inocularon con las cepas de Rhizobium utilizadas en este estudio
(CRZM18R™ y CRZM52R). En este caso no utilizamos la cepa de Streptomyces. Esta decision se
tomod teniendo en cuenta la legislacidn existente, y aunque los fertilizantes microbianos no
estan contemplados en la normativa europea sobre abonos, segin la AEFA (Asociacion
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Espafiola de Fabricantes de Agronutrientes) el futuro Reglamento de la Unién Europea relativo
a la comercializacién de fertilizantes autorizara en 2018 ciertos microorganismos para su uso
como bioestimulantes microbianos. En principio, principalmente estaran incluidos los géneros
Azotobacter, Rhizobium y Azospirillum y hongos micorricicos. Por estos motivos y puesto que
el género Rhizobium se ha descrito en numerosas ocasiones como inoculante seguro ya que no
presenta peligro para la salud humana, decidimos trabajar solamente con cepas de Rhizobium.

El experimento se llevd a cabo en un campo utilizado para el cultivo de maiz situado en
el municipio salmantino de Pino de Tormes (Figura 62). Una zona fue tratada con las mismas
condiciones que las utilizadas por el agricultor para este cultivo, es decir, fertilizacion antes de
la siembra del maiz (Fertilizacidn de base). En segunda zona, las condiciones empleadas fueron
las mismas pero en este caso el suelo no se fertilizd. Para estar seguros de que no hubiese
fertilizante residual, el agricultor nos habilité una zona en la que nunca se habian afiadido
fertilizantes al suelo.

fj Parcela Fertilizada  |_ | Parcela Sin Fertilizar

Fig. 62. Localizacion de las dos zonas utilizadas en este ensayo. El rectdngulo rojo muestra la parcela fertilizada y el
rectangulo azul la parcela sin fertilizar.

Cada tratamiento cuenta con tres réplicas, ya que se disefiaron tres subparcelas por
cada cepa inoculada. Este ensayo comenzé en el mes de mayo y termind en diciembre. A los
215 dias después de la inoculacion, se procedié a la recogida y el andlisis de los distintos
parametros evaluados (Figura 63).
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Fig. 63. Diferentes etapas del crecimiento del maiz en el ensayo de campo. A) Aspecto de las plantas de maiz el dia
de la inoculacidon, B) Aspecto de las plantas a los 81 dpi y C) Aspecto de las plantas el dia de la recogida de las
mazorcas, a los 215 dpi.

3.1 Analisis de los valores obtenidos en campo.

Los resultados obtenidos en el ensayo de campo se pueden observar en la tabla 64. Los
valores de productividad representan el nimero de mazorcas obtenidas por planta, en el caso
del tratamiento CRZM18R?" fertilizado, se obtuvo un incremento significativo del 13,1%. En los
tratamientos inoculados con la cepa CRZM52R se observa un aumento de un 2,2% de la
productividad tanto en el campo fertilizado vy sin fertilizar.

En cuanto al numero de granos por mazorca, se observa un incremento en los
tratamientos inoculados ambas cepas de Rhizobium, tanto en las parcelas fertilizadas como en
aquellas que no habian sido fertilizadas, obteniéndose mayor incremento en las plantas sin
fertilizar.

Ademas, el peso del grano de maiz aumenta con las inoculaciones, tanto en el campo
fertilizado como sin fertilizar, obteniéndose el mayor aumento (20,75%) en el tratamiento
inoculado con la cepa CRZM52R sin fertilizar.

Dichos incrementos dan lugar a un aumento en el rendimiento total del cultivo del
maiz, obteniéndose importantes aumentos en las parcelas inoculadas con las cepas de
Rhizobium. En el caso de los tratamientos fertilizados comparados con su control sin inocular
correspondiente, se obtuvieron unos incrementos del 36,73% y del 29% cuando las parcelas se
inocularon con las cepas CRZM18R™ y CRZM52R, respectivamente. En aquellos tratamientos
que no habian sido fertilizados, se obtuvieron unos incrementos del 48,39% y del 37,53% en
los respectivamente inoculados con las cepas CRZM18R™ y CRZM52R, comparados con el
control sin inocular correspondiente. Ademas, los rendimientos obtenidos comparando los
tratamientos control fertilizados con los tratamientos inoculados sin fertilizar aumentan en el
caso de las inoculaciones sin previa fertilizacién, obteniéndose unos aumentos del 23,76% vy
del 14,69% con las cepas CRZM18R™ y CRZM52R, respectivamente. Estos resultados indican
qgue los campos sin fertilizar e inoculados con Rhizobium producen mayores rendimientos que
cuando son Unicamente fertilizados los suelos al inicio del cultivo.
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Tabla 64. Resultados en campo recogidos al inocular 251dpi con las cepas Rhizobium zeae CRZM18R™ y Rhizobium
leucaenae CRZM52R.

Productividad Numero de .
Tratamiento Condiciones (Mazorcas grano Peso de grano Rendimiento
Jplanta) (+E.E) (+E.E) (mg) (+E.E) (Kg/Ha) )(E.E)
Sin inocular Fertilizado 1,044+0,022 486,311+6,828 0,825+0,039 31,452
Sin Fertilizar 1,044+0,022 453,561+19,802 0,723+0,096 26,234
CRZM1SRT Fertilizado 1,181+0,043* 500,433+1,802 0,863+0,022 43,004
Sin Fertilizar 1,022+0,022 594,515+76,686 0,775+0,002 38,924
CRZMS2R Fertilizado 1,067+0,035 492,567+39,900 0,85310,044 40,576
Sin Fertilizar 1,067+0,067 513,29245,958 0,87310,063 36,074

*Por cada uno de los tratamientos, se recolectaron las mazorcas de 15 plantas de maiz. Ademas, cada tratamiento se realizé por
triplicado. Valores significativos a P<0.05 de acuerdo con Fisher’s Protected LSD (Least Significant Differences). E.E. = Error
Estandar

Diversos autores han estudiado el efecto de la inoculacién de bacterias en plantas de
maiz en ensayos de campo. Hungria et al. (2010) utilizaron una combinacién de dos cepas de
Azospirillum brasilense que aumentaron en condiciones de campo fertilizado el rendimiento
del cultivo de maiz en un 27%, atribuyendo estos efectos al aumento de la captacidon de
nutrientes por parte de las cepas inoculadas. En nuestro ensayo de campo bajo previa
fertilizacion obtuvimos mayores incrementos en el rendimiento del maiz en comparacién con
el control.

Ferreira et al. (2013) utilizaron una cepa de Azospirillum para ver su efecto en
combinacion con fertilizantes nitrogenados, en invernadero y en campo. Al igual que en
nuestro ensayo de invernadero, obtuvieron incremento en el peso de la parte aérea y de la raiz
de las plantas inoculadas con Azospirillum en comparacién con el control. En el ensayo de
campo, la produccién de grano se incrementd en un 29% en el tratamiento con Azospirillum, el
cual es un porcentaje de incremento similar al que obtuvimos en nuestro ensayo con la cepa
CRZMS52R e inferior al que obtuvimos con la cepa CRZM18R".

Viruel et al. (2014), realizaron un ensayo preliminar de invernadero con siete cepas
solubilizadoras de fosfato, de las cuales finalmente seleccionaron una para realizar un ensayo
de campo, ésta fue Pseudomonas tolaasii que se combind con superfosfato triple (TSP) como
fertilizante. La inoculacién de esta cepa estimuld la aparicidon de plantulas (8%), la longitud del
brote (19%), el rendimiento de grano (44%), el peso de 1000 granos (18%), la biomasa seca
total (32%) y el contenido de fosforo (56%) en las plantas de maiz. Observaron que el efecto de
dicha cepa era mas eficiente como bioinoculante sin el fertilizante que con él. Lo mismo ocurre
en nuestro ensayo de campo en el que se obtienen mejores rendimientos con las cepas en el
campo sin fertilizar que fertilizado.

También Mehnaz et al. (2010) realizaron ensayos en plantas de maiz inoculando
bacterias PGPR en condiciones de invernadero y de campo. En los ensayos de invernadero, las
plantas inoculadas mostraron aumentos significativos tanto en el peso seco de las raices como
de la parte aérea. En el ensayo de campo utilizaron dos parcelas, una de ellas contenia el 100%
de fertilizante nitrogenado que se usa normalmente en cultivos de maiz (110 Kg N hal) y en la
otra parcela, adicionaron el 50% de ese fertilizante (55 Kg N ha?). Al igual que en nuestro
ensayo, sus resultados mostraron en ambas parcelas, mejores rendimientos en las plantas
inoculadas en comparacién con las plantas sin inocular. Las toneladas por hectdreas fueron
mayores en las parcelas que contenian un 100 Kg N ha. Sin embargo, la pérdida econémica
para el agricultor es mayor en este caso, puesto que en la parcela con un contenido en
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fertilizante de 55 Kg N ha?, el rendimiento de la produccidn es menor pero también es menor
el gasto en fertilizante. Por tanto, econdmicamente resulta ser mas rentable el campo con la
mitad del fertilizante y con las inoculaciones probadas.

Dichos resultados concuerdan con los datos obtenidos en nuestro ensayo, ya que se
obtiene mas rendimiento en los suelos fertilizados e inoculados que en los suelos sin fertilizar
e inoculados, pero econdmica y ambientalmente hablando resulta mas rentable inocular y no
fertilizar. Cultivando en un suelo sin fertilizacién quimica y aplicando bacterias PGPB se
obtienen incrementos en el rendimiento, gastando asi menos recursos econdmicos vy
minimizando el deterioro de sus tierras por el uso de los fertilizantes quimicos.

Los resultados obtenidos parecen ser muy eficaces en términos de produccidn,
indicando que estas cepas podrian ser aplicadas en campo sin producir problemas adversos. En
futuros ensayos se deberia contemplar también la recogida de material vegetal en diferentes
estadios del cultivo, con el fin de determinar el grado de efectividad e infectividad de dichas
cepas mediante técnicas moleculares y/o microscopia.

3.2 Analisis del suelo.

Para comprobar las diferencias en cuanto a elementos nutricionales del suelo sin
fertilizar y el fertilizado, se realizé un analisis iondmico de ambos suelos. Una vez recogidas las
muestras, se analizaron en el Servicio de inédmica (CEBAS-CSIC). Los datos obtenidos aparecen
reflejados como una media de tres muestras por cada uno de los suelos.

Podemos ver que tanto el contenido de los elementos principales del suelo y el
contenido iondmico de los minerales presentes en el suelo son valores similares aunque en la
mayoria son valores superiores en el suelo sin fertilizar (Tablas 65 y 66). Los valores de B, Co,
Mo y Sb ya que en todos ellos se obtuvieron valores inferiores a 0,01 mg/Kg.

Tabla 65. Concentraciones del contenido de los elementos principales del suelo. Los valores representan la media +
el error estandar.

(8/100g) (8/100g) (8/100g) (8/100g) (8/100g)
Sin Fertilizar 0,08+0,01 0,67+0,07* 8,37+7,77 0,10+0,02 0,32+0,06 0,04+0,01
Fertilizado 0,09+0,001 0,42+0,02 4,67+18,30 0,09+0,01 0,28+0,06 0,03+0,001
Se realizaron tres réplicas de cada medida. Valores marcados con asterisco son significativos a P<0.05 de acuerdo con Fisher’s
Protected LSD (Least Significant Differences).

Tabla 66. Concentraciones del contenido iondmico de los minerales presentes en el suelo. Los valores representan
la media * el error estandar.

11.0000+0,03* 1,35+0,17* 0,76+0,03* 2,65+0,13* 0,08+0,01* 17,47+1,06* 6,50+0,14*

8.800+0,10 0,80+0,13 0,50+0,11 0,68+0,05 0,02+0,01 11,77+0,13 4,44+0,52
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+ +
12;?07,(1)3_6 32,08+2,28* 0,21+0,01* 166’93_41'0 100+0,002 5,15+1,28 7,26x1,44 38,67+1,11*

+ +
915?'32_21 23,80%0,49 0,14+0,02 133’4;_18'6 100+0,003 3,96%0,49 6,08+0,66 28,64+1,35

2+0,0002 9,91+0,45 433,62+20,94 23,11+0,55 17,13+0,49* 29,58+0,94

0,62+0,32

0,46+0,01 50+0,002 8,29+0,83 290,29+45,93 12,55+1,43 11,75+1,69 23,47+2,00

Se realizaron tres réplicas de cada medida. Valores marcados con asterisco son significativos a P<0.05 de acuerdo con Fisher’s
Protected LSD (Least Significant Differences).

En muchos paises los suelos dedicados a la actividad agricola se han empobrecido por
el uso inadecuado, incremento demografico mundial y produccidon agricola en suelos
marginales. Estos suelos no tienen un equilibrio de elementos nutritivos esenciales para las
plantas, y pueden mejorarse a largo plazo (Bastidas 2000). En este sentido, el analisis de suelo
sigue siendo el enfoque mas utilizado a nivel mundial, para determinar la cantidad de
nutrientes disponibles en el suelo (Centen and Gonzalez 2016).

El fertilizante que se utilizé en este ensayo fue Entec®20+10+10 (20 N, 10 P,0s, 10 K;0)
y como podemos observar, las concentraciones de NPK son los Unicos valores de los elementos
principales del suelo que son superiores en los suelos fertilizados que en los no fertilizados
previamente. Ademads, en agricultura, se considera una liberacién media de nitrégeno
adecuada cuando el ratio de C/N, se encuentra entre 8 y 12 (Heinze et al. 2010). Por tanto, lo
gue podemos observar es que en nuestro ensayo en el suelo fertilizado se da una fuerte
liberacién de nitrégeno y consecuentemente habria que reducir este valor. Por otro lado, el
suelo sin fertilizar tiene el ratio adecuado, segun ese estudio.

Se pudo observar también que el suelo sin fertilizar contenia, en general, mayor
cantidad de elementos nutricionales disponibles para la planta, siendo estos valores
estadisticamente significativos en algunos elementos (C, Al, As, Be, Bi, Cd, Cr, Cu, Fe, Li, Mg, Rb
y V). Esto se puede deber a que los nutrientes del suelo disminuyen por la sobreexplotacién,
eliminacién de la cobertura vegetal y el exceso de laboreo entre otros (Centen and Gonzélez
2016), como podria ser el caso del suelo fertilizado.

Las plantas de Zea mays utilizadas en nuestro estudio presentaron un desarrollo
vegetativo normal y adecuado durante el tiempo que durd el ensayo de campo, sin denotar
algun sintoma aparente o visible de enfermedad relacionada con la deficiencia de nutrientes.
Por ello podemos concluir que el suelo utilizado en este ensayo es adecuado y saludable para
realizar actividades agricolas.
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3.3 Analisis del contenido nutricional del grano de maiz.

Una vez finalizado el ensayo de campo y con el fin de comprobar el estado nutricional
de los granos de maiz, se molié una parte representativa de los granos de maiz de cada
tratamiento, incluyendo los controles y se enviaron tres réplicas por tratamiento al Servicio de
lonémica del CEBAS-CSIC. Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 67 y 68, a
excepcidn de los valores de As, Be, Bi, Cd, Mo, Se, Sb, Tiy V, que no se muestran, puesto que
en todos los resultados obtenidos de los tratamientos eran inferiores a 0,01 mg/kg.

Tabla 67. Concentraciones del contenido de los elementos principales del grano de maiz. Los valores representan la
media % el error estandar.

(g/100g) (8/100g) (8/100g) (8/100g) (8/100g)

Control Sin Fertilizar 1,01+0,03 40,38+0,17 0,01+0,01 0,27+0,03 0,21+0,04
Sin Inocular Fertilizado 0,86+0,10 40,30+0,24 0,01+0,01 0,23+0,02 0,19+0,03
CRZM1SRT Sin Fertilizar 1,03+0,02 40,25+0,36 0,01+0,01 0,22+0,01 0,1940,03
Fertilizado 1,11+0,04* 40,55+0,32 0,01+0,01 0,20+0,05 0,16+0,01

CRZMS2R Sin Fertilizar 1,08+0,08 40,37+0,50 0,01+0,01 0,25+0,05 0,19+0,05
Fertilizado 1,17+1,13*% 40,80+0,31 0,01+0,01 0,26+0,02 0,19+0,01

Se analizo por triplicado cada uno de los tratamientos. Valores marcados con asterisco son significativos a P<0.05 de acuerdo con
Fisher’s Protected LSD (Least Significant Differences).

Tabla 68. Concentraciones del contenido iondmico de los minerales presentes en el grano de maiz. Los valores

representan la media + el error estandar.

Tratamiento

Control Sin Fertilizar 0,090 0,91+0,04 <0,01 0,2410,25 0,57+0,14 14,19+0,24*
Sin Inocular Fertilizado 0,03£1,36 1,70+0,27* 0,05£0,01* 0,180,12 0,7610,17 11,62+0,16
cRzvggT | Sin Fertilizar 0,08+0* 1,31+0,43 <0,01 0,470,50 0,70:0,20 11,17+1,54

Fertilizado 0,060 1,58+0,071* | 0,05+0,01* 0,18+0,02 0,71%0,19 10,01+1,17
CRZMSIR Sin Fertilizar 0,020 0,42+0,03 <0,01 <0,01 0,62+0,04 11,0040,46
Fertilizado 0,020 0,57+0,53 0,010 <0,01 0,6110,18 11,87+1,12

Tratamiento

Control Sin Fertilizar 0,02+0* 700+0,01* 10,97+1,68 40+0,01* 0,28+0,10 0,23+0,06
Sin Inocular Fertilizado 0,01+0 500+0,01 9,59+0,95 30+0,01 0,22+0,03 0,23+0,01
cRzmigrT | SN Fertilizar 0,15+0* 500+0,01 9,3310,87 20+0,01* 0,190,10 0,19:0,08

Fertilizado <0,01 500+0,01 9,77+1,30 100,01 0,20:0,01 0,2610,05
CRZMSIR Sin Fertilizar | 0,19+0,02* 900+0,02* 11,08+2,27 100+0,01 0,261£0,10 0,1610,03
Fertilizado 0,11+0 800+0,01 9,61+1,56 100+0,01 0,25+0,04 0,13+0,04

Tratamiento

Control Sin Fertilizar 1,40£0,10 500+0,04 0,12+0,06 0,2510,08 15,76+7,58
Sin Inocular | Fertilizado 1,45+0,28 500+0,04 0,100,02 0,14+0,03 14,48+1,08
CRzmggT | Sin Fertilizar 1,21+0,15 500+0,03 0,08+0,02 0,38+0,04 12,57+0,33

Fertilizado 1,51+0,32 5000,01 0,07+0,01 0,260,11 12,48+0,62
CRZMS2R Sin Fertilizar 1,39+0,30 500+0,04 0,070,01 0,490,21 15,05£0,05
Fertilizado 1,48+0,25 500+0,03 0,080,03 0,2740,01 12,68+2,67

Se analizé por triplicado cada uno de los tratamientos. Valores marcados con asterisco son significativos a P<0.05 de acuerdo con
Fisher’s Protected LSD (Least Significant Differences).
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El nitrogeno es un componente elemental para los nucleétidos y las proteinas (Xu et al.
2012). Ademas, es el principal limitante para el rendimiento de las plantas en la mayoria de los
cultivos agricolas (Robertson and Vitousek 2009). Se puede observar que los valores del
contenido de nitrégeno en las semillas de maiz es mayor en las plantas inoculadas que en las
plantas control. Este dato se corrobora con lo que argumenta Puente et al. (2004), que
generalmente las plantas inoculadas con capacidades PGPR aumentan el contenido en
nitrégeno frente a aquellas que no han sido inoculadas.

El fosforo es un elemento de gran importancia para las células, ya que es un
componente de acidos nucleicos, fosfolipidos, adenosina trifosfato (ATP) y varias coenzimas.
Su deficiencia provoca un crecimiento atrofiado de la planta (Soetan et al. 2010). Otros
elementos como el K, Ca, Mg, Na y oligoelementos tales como Fe, Cu, Mn, Mo, Zn, Se, Cr, etc;
son necesarios para procesos fisioldgicos importantes y ademads, son importantes para los
organismos en niveles tréficos superiores (Bukhsh et al. 2007). Los valores de otros elementos
como el P, Ca, Fe, Cu, Sy Mn mantienen valores similares en todos los tratamientos.

Los valores obtenidos en nuestro estudio de P, N y K fueron mayores a los obtenidos
por Biari et al. (2008) en el andlisis del contenido nutricional de las semillas de maiz tras haber
sido coinoculados con las cepas PGPR de Azospirillum y Azotobacter; mientras que otros
valores como el Fe, Mn, Zn y Cu fueron menores en nuestro ensayo.

El magnesio es otro de los macronutriente esencial para su crecimiento y reproduccion
porque es constitutivo de la molécula de clorofila (Bukhsh et al. 2007). Los mejores valores del
magnesio se obtienen en los tratamientos inoculados con la cepa CRZM52R. Este elemento es
otro de los macronutriente esencial para su crecimiento y reproduccidn porque es constitutivo
de la molécula de clorofila (Bukhsh et al. 2007). Por lo que, una deficiencia de este elemento
afecta al crecimiento de la planta y por lo tanto su rendimiento; ademas, las plantas son mas
susceptibles a patdégenos y danados por las bajas temperaturas y también produce clorosis
afectando consecuentemente al proceso de fotosintesis (Socha and Guerinot 2014).

En ningln caso, el contenido nutricional de las plantas se vio alterado por incrementos
de elementos que pueden considerarse nocivos como el arsénico, el litio, el rubidio, el
estroncio y el talio, ya que ciertos valores no pueden superar en ningun caso la concentracion
de los metales pesados recomendados para alimentacién segun la AAFCO (Associattion of
American Feed Control) y el Real Decreto 465/2003, de 25 de Abril, que regula las sustancias
indeseables en los productos destinados a la alimentacion animal y los niveles maximos
tolerados de sustancias indeseables en aquellos, a fin de proteger la salud humana, la sanidad
animal y el medio ambiente.

Por tanto, nuestro estudio proporciona evidencias claras de que la inoculaciéon en maiz
de las bacterias PGPR seleccionadas, son susceptibles de ser utilizadas como biofertilizantes ya
gue promueven el crecimiento, la productividad y el rendimiento de las plantas de maiz.
Ademas, el contenido nutricional de los granos de maiz, no se vio alterado negativamente
pudiendo destinarse perfectamente para el consumo tanto humano como animal.

Estas bacterias son aceptadas internacionalmente como una fuente alternativa a los
fertilizantes nitrogenados, ya que son respetuosos con el medio ambiente y pueden utilizarse
para garantizar una produccion sostenible de cereales.
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En la actualidad, cientificos de todo el mundo desarrollan estudios en los que
determinan el potencial de los microorganismos con capacidades promotoras del crecimiento
en diversos cultivos agricolas (Garcia-Fraile et al. 2017). Este modelo de biofertilizacidn, es mas
saludable que los fertilizantes quimicos que tienen costes elevados y producen muchos
problemas ambientales y de salud humana (Garcia-Fraile et al. 2015). Por estos motivos, muchos
paises estdn aceptando e incluyendo politicas verdes en sus legislaciones. Una de estas
iniciativas consiste en promover el consumo de hortalizas ricas en sustancias bioactivas
(Jiménez-Gémez et al. 2017). En este sentido hemos visto que se ha incrementado
considerablemente el consumo de los cultivos horticolas como rdcula, albahaca, candnigos y
berros, y actualmente, existen pocos estudios de interaccidon con biofertilizantes. Por este
motivo, en este estudio hemos querido evaluar el posible potencial efecto promotor del
crecimiento vegetal de uno de nuestros aislados en los cultivos horticolas mencionados.

Puesto que se trata de una especie nueva, seleccionamos la cepa Rhizobium zeae
CRZM18R" descrita en este estudio, para averiguar si al igual que ocurre en las plantas de maiz
inoculadas con esta cepa, también incrementa la produccién de los cultivos horticolas
seleccionados.

1. ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPIA CONFOCAL DE LA INTERACCION
DE LOS AISLADOS CON LAS RAICES DE RUCULA, ALBAHACA,
CANONIGOS Y BERROS.

En primer lugar quisimos averiguar si la cepa CRZM18R" era capaz de interaccionar de
manera eficaz con las raices de los cultivos seleccionados, realizamos un ensayo inoculando la
cepa marcada con GFP en las diferentes raices y a continuacidn se visualizaron en diferentes dias
mediante microscopia de fluorescencia.

A los 11 dpi, se puede observar la superficie de la raiz de rucula colonizada por la cepa
CRZM18R", ademads se aprecia una mayor colonizacién en la base de los pelos radiculares,
también se observa colonizacidon en los espacios intercelulares y pequeinas formaciones de
biofilms (Figura 64A). En las raices de albahaca, a los 11 dpi, se puede apreciar una colonizacion
discreta de la superficie radicular por parte de la cepa de Rhizobium (Figura 64B). A los 7 dpi, la
cepa de Rhizobium colonizé también de manera discreta, la superficie de la raiz de candnigos, la
base de los pelos radiculares y alguno de los pelos (Figura 64C). En las raices de berros a los 11
dpi, se observd al igual que en las raices de albahaca una discreta colonizacién de la superficie
radicular (Figura 64D).
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Fig. 64. Microscopia confocal de las raices de los diferentes cultivos horticolas utilizados en este estudio inoculadas
con la cepa CRZM18RT identificada como Rhizobium zeae marcada con gfp (verde). A) Superficie de la raiz de rdcula
a los 11 dpi, tefiida con yoduro de propidio (rojo) donde se puede ver una extensa colonizacion por parte de la cepa
inoculada sobre la superficie; B) Superficie de la raiz de albahaca a los 11 dpi, en campo claro, en la que se puede
observar la colonizacion por parte de la cepa CRZM18RT; C) Superficie de la raiz de candnigo a los 7 dpi, tefiida con
yoduro de propidio (rojo) donde se aprecia una mayor colonizacién por parte de la cepa de Rhizobium en las zonas
cercanas a los pelos radiculares; D) Superficie de la raiz de berro a los 11 dpi, tefiida con yoduro de propidio (rojo)
donde se observa una escasa colonizacién por parte de la cepa CRZM18RT.

Para analizar si la colonizacion se veia incrementada por parte de la cepa de Rhizobium
en las raices con el paso del tiempo, el ensayo se realizd a diferentes dias. Por tanto, a los 14
dpi, se pudo observar en las raices de rucula, una gran colonizacion por parte de la bacteria asi
como la formacién de biofilms a lo largo de la superficie (Figura 65A). Ademas, se observd una
adhesidén de células bacterianas sobre la superficie, la base y la punta de los pelos radicales. En
este caso los biofilms se han desarrollado de tal manera, que forman una barrera que
posiblemente pueda impedir la entrada a otros microorganismos competidores de la rizosfera.

En el caso de las raices de albahaca, se puede apreciar infeccion a través de los espacios
intercelulares. Se observaron también microcolonias sobre la superficie de la raiz que son el
primer paso de la formacidn de biofilms (Figura 65B).
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Cuando se observaron las raices de candnigos, se encontrd la colonizacién por parte de
la cepa CRZM18R" sobre la superficie radicular y en los espacios intercelulares. También se
observa colonizando la superficie de los pelos radicales y la punta de los pelos. Se pueden
apreciar formaciones de biofilms sobre la superficie de la raiz (Figura 65C).

Finalmente, cuando se observaron las raices de berros, se pudo observar que la
colonizacidn por parte de la cepa CRZM18R" se concentraba a lo largo de la superficie radicular
y sobre los pelos radiculares. Se puede observar también la formacién de biofilms en la
superficie de la raiz (Figura 65D).

0 pm 250

Fig. 65. Microscopia confocal de las raices de los diferentes cultivos horticolas utilizados en este estudio inoculadas
con la cepa CRZM18RT identificada como Rhizobium zeae transformada con gfp (verde). A) Superficie de la raiz de
rdcula a los 14 dpi, teflida con yoduro de propidio (rojo) donde se puede ver la colonizacién por parte de la cepa
inoculada; inferior izquierda, se puede ver la colonizacién detallada sobre un pelo radicular; B) Superficie de la raiz de
albahaca a los 14 dpi, en campo claro, en la que se puede observar la colonizaciéon por parte de la cepa CRZM18RT; C)
Superficie de la raiz de candnigos a los 10 dpi, tefiida con yoduro de propidio (rojo) donde se puede ver la colonizacion
por parte de la cepa inoculada; D) Superficie de la raiz de berros a los 14 dpi, tefiida con yoduro de propidio (rojo)
donde se puede ver la colonizacién por parte de la cepa CRZM18RT.
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Por tanto, la primera etapa de la colonizacion se cumple en todas las plantas estudiadas
observando colonizacidn tanto en la superficie radicular, como en la superficie y punta de los
pelos radicales. Por otra parte, a los tiempos ensayados no se han visto células en el interior de
las raices, excepto en el caso de la albahaca y los candnigos que se ha observado una
colonizacién de los espacios intercelulares.

Diversos estudios han analizado la capacidad para producir un crecimiento importante
y una colonizacién efectiva a partir de cepas rizobianas. Garcia-Fraile et al. (2012) observaron
gue dos especies de rizobios se encontraban firmemente unidas a las superficies de raiz de
tomate y pimiento, colonizando los espacios intercelulares. Por otra parte, Flores-Félix et al.
(2013) demostraron que una cepa de Rhizobium leguminosarum coloniza la epidermis de la raiz
y los espacios intercelulares en plantas de Lactuca sativa y Daucus carota. Jiménez-Gomez et al.
(2016) observaron como una cepa de Rhizobium sp. colonizaba gradualmente la superficie y
ocupaban los espacios intercelulares de las raices de espinaca. También observaron formaciones
de biofilms.

Por tanto, nuestro estudio reveld que la inoculacién con la cepa CRZM18R" en diversas
plantas de horticolas presentaba un modo similar de colonizacidon observado en otros estudios
(Chabot et al. 1996; Garcia-Fraile et al. 2012b; Flores-Félix et al. 2013; Jiménez-Gémez et al.
2016).

Sin embargo, en esos estudios no se ha reportado tanta cantidad de biofilm como la que
observamos en la superficie radicular de las raices de rucula a los 14 pdi. Este hecho se puede
deber a que la cepa CRZM18R" ha demostrado tener capacidad in vitro para formar biofilms,
caracteristica descrita en otras cepas del género Rhizobium capaces de colonizar raices de
leguminosas y no leguminosas (Garcia-Fraile et al. 2012b; Robledo et al. 2012; Flores-Félix et al.
2013; Abbamondi et al. 2016; Jiménez-GAmez et al. 2016); ademas como vimos en el capitulo
Ill, de este trabajo, se han identificado los genes implicados en su formacién, tanto en la
biosintesis de dichos exopolisacaridos (exoR, exoD, exoQ y exoF), como en su exportacion (kpsC,
kpsT y kpsS).

Sin embargo, el hecho de que solo se haya observado esta gran formacion de biofilms
en el caso de las raices de rucula, podria estar relacionado con una cierta especificidad de la
planta, ya que las plantas secretan exudados, que son compuestos organicos que pueden
proporcionar una fuente de nutrientes para las bacterias (Rudrappa et al. 2008). Segun este
hecho, podria ser que las raices de rucula secreten una mayor cantidad de exudados haciéndolas
mas atractivas para las bacterias.

Por otro lado, aunque la cepa CRZM18R', es enddfita de maiz, su interaccién no es
especifica de dicha planta, ya que la interaccion y colonizacidon es efectiva en todas las especies
de plantas horticolas probadas, aunque en el caso de las raices de rucula la colonizacién fue
notablemente mayor.
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2. ANALISIS DE LA PROMOCION RADICULAR EN SEMILLAS DE RUCULA,
ALBAHACA, CANONIGOS Y BERROS.

Una vez que comprobamos que la cepa CRZM18R" colonizaba de manera eficaz las raices
de los cultivos seleccionados para este ensayo, realizamos una inoculacidn de la cepa sobre las
semillas germinadas de los diferentes cultivos, para observar si se producia algin efecto
promotor en las raices de los cultivos en los primeros estadios de desarrollo. Se analizaron, en
diferentes dias, los resultados obtenidos en cuanto a la longitud de la raiz principal y el nimero
de raices secundarias, comparados con raices sin inocular (Tabla 69, Figura 66).

Control CRZM18R Control CRZM18R

Y

Control CRZM18R S Control CRZM18R

Fig. 66. Aspecto de las plantulas control comparadas con las inoculadas con la cepa CRZM18RT. A) Plantulas de rdcula
a 12 dpi; B) Plantulas de albahaca a 12 dpi; C) Plantulas de candnigos a 16 dpi; D) Plantulas de berros a 16 dpi.
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Tabla 69. Resultados que muestran los datos obtenidos in vitro inoculando Rhizobium zeae CRZM18RT en semillas

de rucula, albahaca, canénigos y berros.

Dias post Tratamientos Longitud de la raiz Numero de raices
inoculacion principal (cm) secundarias
Eruca sativa 8dpi Control 8,5210,94 2,3040,08
CRZM18R" 8,62+0,70 2,63+0,08*
12 dpi Control 11,20+0,37 2,50+0,09
CRZM18R" 12,10+0,25%* 2,82+0,06*
Ocimum basilicum 8dpi Control 1,61+0,15 3,10£0,18
CRZM18R" 2,05+0,21 3,25+0,16
12 dpi Control 2,05+0,30 3,44+40,18
CRZM18R" 2,78+0,12* 3,75+0,25
Valerianella locusta 8 dpi Control 1,4240,10 6,00+0,45
CRZM18R" 1,58+0,20 7,0010
16 dpi Control 1,86+0,20 7,25+0,25
CRZM18R" 2,85+0,29* 14,00+2,00*
Nasturtium officinale 8 dpi Control 1,50+0,13 3,00+0,26
CRZM18R" 1,85%0,29 3,7510,25
16 dpi Control 1,90+0,23 3,67+0,33
CRZM18R" 2,37+0,09 4,60+0,51

*Los valores representan la mediat el error estdndar de 12 plantas por cada uno de los tratamientos. (n=12)
*Valores marcados con asterisco son significativos a P<0.05 de acuerdo con Fisher’s Protected LSD (Least Significant Differences).

Los resultados muestran como la inoculaciéon de la cepa de Rhizobium CRZM18R"
promovid el desarrollo de la longitud de la raiz principal de las cuatro plantas horticolas,
observandose un aumento en todos los dias evaluados, siendo estadisticamente significativos a
los 12 dpi en rucula y albahaca y en candnigos a los 16 dpi.

También en las raices secundarias se pudo observar un aumento en los tratamientos
inoculados con la cepa CRZM18RT, siendo estadisticamente significativos los valores de todos
los dias evaluados en el caso de la rucula. En el caso de los candnigos, los resultados fueron
significativamente superiores a los 16 dpi.

Por tanto, este ensayo mostro el efecto positivo que produce la inoculacidn de la cepa
Rhizobium zeae CRZM18R" en las diferentes plantas horticolas probadas en este estudio, en los
primeros estadios de crecimiento, cuando se evaluaron en condiciones in vitro.

Otros estudios también obtuvieron mejoras en el desarrollo radicular al inocular
bacterias PGBPB en semillas de rucula y de candnigos. Por ejemplo, de manera similar a nuestro
estudio, de Souza et al. (2016) aislaron 210 cepas rizobianas de Phaseolus vulgaris, entre los que
seleccionaron Rhizobium leguminosarum E15 y Rhizobium radiobacter L5, por su capacidades
PGPB, para realizar un ensayo in vitro en semillas de rucula. Los resultados mostraron, la igual
que en nuestro estudio, que las plantulas inoculadas incrementaron el porcentaje de
germinacion, la longitud y el peso seco en comparacién con las plantulas sin inocular,
relaciondndose este incremento con la produccién de fitohormonas del grupo indol por parte
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de estas cepas. Por otra parte, Kunova et al. (2016) probaron el efecto biocontrolador de
distintas cepas de Streptomyces, observando también un incremento en la tasa de germinacion
de las semillas de candnigos.

Los incrementos obtenidos en las raices inoculadas de los diferentes cultivos de
horticolas podrian estar relacionadas con la capacidad de la cepa CRZM18R" para producir AlA,
ya que mostré capacidad para producir esta hormona en ensayos realizados in vitro, asi como
genes asociados con el complejo piruvato deshidrogenasa de la ruta del indol-3-piruvato (EC
1.2.4.1), que es una de las rutas utilizadas por las bacterias para sintetizar el acido indol acético.
Otros autores también han relacionado efectos similares en la estimulacidn del nimero de raices
debido con la produccién de AIA por parte de las bacterias inoculadas (Dell’Amico et al. 2008;
Duca et al. 2014).

Por tanto, nuestros resultados apoyarian la aplicaciéon de Rhizobium zeae CRZM18R"
como potencial bioinoculante en los cultivos de rdcula, albahaca, candnigos y berros. Estos
incrementos en los sistemas radiculares podrian proporcionar una mejor absorcion de los
nutrientes del suelo a la planta y por lo tanto un mejor crecimiento y desarrollo. Por tanto, para
cerciorarnos de dicha hipdtesis, debemos realizar un ensayo en condiciones de invernadero y
analizar si incrementa la produccion de dichos cultivos.

3. ENSAYOS DE MICROCOSMOS EN INVERNADERO.

Los datos obtenidos de los cultivos tratados en este estudio en condiciones de
invernadero, se pueden observar en la figura 67 y en la tabla 70.

En el caso de las plantas de rucula inoculadas con la cepa de R. zeae CRZM18R', los
resultados obtenidos a los 40 dpi, en todos los pardmetros estudiados fueron estadisticamente
significativos al control sin inocular, mostrando incrementos del 27,4% en la clorofila, 15% en la
longitud de la parte aérea, 16,4% en la longitud de las raices, 26,7% en el peso fresco de la parte
aéreay del 30% en la radicular y por ultimo, del 48,3% y 24,3% respectivamente en el peso seco
de la parte aérea y radicular.

En el caso de las plantas de albahaca inoculadas con la cepa de Rhizobium, se obtuvieron
a los 45 dpi, incrementos significativos en los valores de la clorofila, la longitud de la parte aérea
y radicular, siendo estos aumentos del 7,7%, 13,4% y 10,4%, respectivamente.

En el caso de las plantas de candnigos, a los 30 dpi, se observaron valores
estadisticamente significativos en las plantas inoculadas con la cepa CRZM18R" respecto al
control, en la clorofila, la longitud de la parte aérea y de las raices, y también en el peso seco de
las raices, siendo estos aumentos del 20,4%, 12,9%, 11,2% y 81,1%, respectivamente.

Finalmente, en el caso de los berros, a los 30 dpi, se obtuvieron valores estadisticamente
significativos en las plantas inoculadas con la cepa de Rhizobium CRZM18R', en los parametros
de clorofila, peso fresco y seco de la parte aérea y de las raices, con unos aumentos respecto al
control sin inocular del 13,7%, 58,5%, 83,3%, 9% y 8,8%, respectivamente.
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Tabla 70. Resultados que muestran los datos obtenidos en condiciones de invernadero inoculando Rhizobium zeae CRZM18RT en plantas de rucula, albahaca, candnigos y berros.

Clorofila Longitud parte Longitud raices Peso fresco Peso fresco Peso seco parte Peso seco raices
Plantas i Tratamiento  (Unidades SPAD) aérea (cm) (cm) parte aérea raices aérea (g planta’)
(g planta?) (g planta’) (g planta’)

. . Sininocular 35,97+0,29 20,25+0,28 31,63+0,47 20,97+0,39 17,2510,29 2,11+0,10 1,36+0,07
Eruca sativa 40dpi

CRZM18RT 45,83+0,37* 23,3+0,23* 36,81+0,35%* 26,57+0,30%* 22,4240,41%* 3,13+0,13* 1,69+0,08*

. . . Sininocular 18,07+0,39 13,5+0,29 18,96+0,30 2,93+0,12 2,77+0,15 0,57+0,04 0,25+0,03
Ocimum basilicum 45dpi

CRZM18RT 19,46+0,16* 15,31+0,32* 20,9410,20* 3,15+0,19 2,92+0,24 0,66+0,08 0,2810,03

. . Sininocular 33,6510,26 6,40+0,16 15,49+0,27 1,09+0,06 1,38+0,08 0,0740,01 0,0410,02
Valerianella locusta ~ 30dpi

CRZM18RT 40,52+40,28* 7,2310,16* 17,23+0,22* 1,16+0,06 1,47+0,07 0,08+0,01 0,07+0,02*

. . . Sininocular 26,86+0,28 15,07+0,27 23,37+0,25 1,88+0,14 2,21+0,09 0,11+0,01 0,07+0,01
Nasturtium officinale ~ 30dpi

CRZM18RT 30,53+0,29* 15,8710,28 24,83+0,22* 2,98+0,18* 4,05+0,21* 0,23+0,02* 0,14+0,01*

*Los valores representan la media * el error estandar de 30 plantas por cada uno de los tratamientos. (n=30)
*Valores marcados con asterisco son significativos a P<0.05 de acuerdo con Fisher’s Protected LSD (Least Significant Differences).
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Fig. 67. Comparacién de los fenotipos mostrados por dos plantas control sin inocular (izquierda) y dos plantas
inoculadas con la cepa CRZM18RT (derecha) de los cultivos de A) rucula a los 40 dpi; B) albahaca a los 45 dpi; C)

candnigos a los 30 dpi; D) berros a los 30 dpi.

La inoculacion con bacterias promotoras del crecimiento en estos cultivos también
fueron estudiados por otros autores pero hasta la fecha y hasta donde nosotros sabemos en
ninguno de ellos se utilizaron cepas de género Rhizobium para sus ensayos.

Uno de estos estudios fue el de Kamran et al. (2016) que evaluaron la capacidad en
fitorremediadora de plantas de rdcula, en suelos con diferentes niveles de cadmio (Cd),
inoculando una cepa de Pseudomonas putida, con capacidad de producir acido inddl acético y
de solubilizar fosfato. Los resultados que obtuvieron fueron similares a los de nuestro estudio,
mostrando que a niveles bajos de Cd, las plantas inoculadas aumentaron un 34% y 41% en la
longitud de las raices y brotes y el 38% y 24% en el peso seco fresco, respectivamente, en
comparacion con las plantas no inoculadas, favoreciendo el crecimiento saludable bajo estrés.
También observaron aumentos en los contenidos de clorofila de las plantas inoculadas

relaciondndolo con la producciéon de diferentes hormonas.

El cultivo de albahaca también se ha probado ya con diversas PGPR. Por ejemplo,
Ordookhani et al. (2011) estudiaron el efecto de coinocular las raices de Ocimum basilicum, con

diferentes combinaciones de bacterias PGPR: Pseudomonas putida, Azotobacter chroococcum y

Azosprillum lipoferum. Los resultados mostraron que algunas de las combinaciones
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incrementaban significativamente el peso fresco y seco de la parte aérea, las raices, la altura de
los brotes y el contenido de N, P, K en las plantas de albahaca inoculadas. También, Singh et al.
(2013) estudiaron el efecto de inocular Pseudomonas monteilii, Cronobacter dublinensis subsp.
dublinensis y Bacillus spp. para evaluar si se incrementaba el rendimiento del cultivo de
alabahaca. Los resultados mostraron una mayor produccién debido a que las plantas inoculadas
presentaban una mayor altura y una mayor concentracién de nutrientes que las plantas sin
inocular. Ademas, Kumar et al. (2017), evaluaron el efecto de Azophos, un producto compuesto
por Azospirillium y Phosphobacterium (1:1) en plantas de albahaca, obteniendo un incremento
en el crecimiento y el rendimiento del cultivo.

Al igual que en los estudios mencionados, en nuestro ensayo se incrementa también la
produccion del cultivo de albahaca cuando es inoculado con la cepa CRZM18R. A su vez, se ven
incrementados también algunos elementos principales como elCaenun 5,2%y el Penun 16,7%,
entre otros. El incremento del fosforo se puede deber a la capacidad de nuestra cepa para
solubilizar fosfato, ya que esta habilidad fue comprobada in vitro. Pero ademas se detectaron
en el genoma genes que codifican proteinas implicadas en dicho mecanismo, tanto el regulador
Pho, encargado de activar las enzimas que obtienen el fosfato inorgdnico a partir de fosfatos
organicos, como también los transportadores de P inorganico Pit, Pst y Phn.

En cuanto al cultivo de candnigos, hasta la fecha, no tenemos constancia de estudios de
sobre inoculacidn de estos cultivos con bacterias PGPR en invernadero por lo que es interesante
saber qué beneficios se obtiene al inocular dichas bacterias. Este estudio contribuye a este
conocimiento.

En el caso del cultivo del berro, Unicamente encontramos un estudio en el utilizasen
bacterias PGPB. Pignata et al. (2016) quisieron comprobar como afectaba la inoculacién de una
cepa de Bacillus subtilis, sobre el rendimiento y la calidad en el cultivo de berro cultivado en un
sistema flotante. A diferencia de nuestro ensayo, sus resultados no mostraron ningiin aumento
ni el desarrollo de la planta, ni en la produccidn de dicha horticola.

Por otro lado, todas las plantas inoculadas de todos los cultivos probados, mostraron un
aumento significativo en el contenido de clorofila en comparacién con aquellas que no habian
sido inoculadas. Este incremento en clorofila se traduce en un mayor color verde en las hojas,
caracteristica muy apreciada cuando se trata de las hojas comestibles de las hortalizas. Ademas,
la ingesta de clorofila en nuestros cuerpos provoca un aumento de la cantidad de hemoglobina
en nuestra sangre, lo que se traduce en una mejora de la energia, la circulacién sanguinea y la
oxigenacion (Garcia-Fraile et al. 2017). Por otro lado, este aumento estd directamente
relacionado con el incremento en el contenido de nitrégeno en la planta (Almaliotis et al. 1997;
Rama Prabha et al. 2017). Pero, este efecto, en el caso de Rhizobium, no puede ser debido a una
fijacidn de nitrégeno atmosférico ya que esta bacteria no es un fijador de nitrégeno de vida libre,
posiblemente sera debido a una mayor disponibilidad de nutrientes (Vessey 2003). Este efecto
ya se ha observado también en tomate, lechuga y zanahorias inoculadas el efecto PGPR con
otras cepas de Rhizobium (Garcia-Fraile et al. 2012a; Flores-Félix et al. 2013). En conjunto, estos
resultados sugieren que los rizobios, que aumentan el contenido de N de las leguminosas a
través de la fijacion simbidtica de nitrégeno, también pueden aumentar el contenido de N de
las no leguminosas a través de la promocion del crecimiento de las plantas que favorece la
absorcion de nutrientes del suelo.
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Resultados y discusidn

3.1 Andlisis cuantitativo de los elementos esenciales de las hojas.

Una vez recogidas y secadas las partes aéreas de las hojas, se analizé en el Servicio de
lonédmica del CEBAS-CSIC el contenido de los elementos esenciales de las partes comestibles de
los cultivos utilizados en este estudio. Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 71 y
72, a excepcion de los valores de Be, Bi, Sb, Se y V, que no se muestran, puesto que en todos los

resultados obtenidos de los tratamientos eran inferiores a 0,01 mg/kg.

Tabla 71. Concentraciones del contenido de los elementos principales del grano de maiz. Los valores representan la
media * el error estandar.

Racula Control 2,63+0,03 38,260,01* 1,59+0,18 2,61+0,31 0,30+0,04
CRZM18R" 3,31+0,01* 38,21+ 0,01 2,14+0,15* 2,9040,18 0,37+0,03

Albahaca Control 0,82+0,01* 40,26%0,05 1,35+0,06 1,34+0,06 0,18+0,01
CRZM18R" 0,71+0,02 40,37+0,02* 1,42+0,03 1,30+0,04 0,21+0,01*

Canénigos Control 4,33+0,02 42,03+0,17* 0,93+0,03 5,24+0,07 0,46+0,01
CRZM18R" 4,57+0,01* 40,96%0,17 0,88+0,03 5,76+0,37* 0,50+0,01*

Berros Control 2,5340,02* 38,4340,06 1,50+0,06 3,52+0,23 0,44+0,01
CRZM18R" 2,07+0,01 38,93+0,03* 1,50+0,01 3,56+0,21 0,57+0,04*

Por cada uno de los tratamientos se analizaron tres réplicas. Valores seguidos de un asterisco son significativos a P<0.05 de acuerdo

con Fisher’s Protected LSD (Least Significant Differences).

Tabla 72 Concentraciones del contenido iondmico de los minerales presentes en el grano de maiz. Los valores
representan la media * el error estandar.

Récula Control 61,6848,53 <0,01 25,5342,93 0,39+0,05 0,060,01*
CRZM18R" 102,90+0,73* 0,11x0* 40,16%3,32* 0,38+0,03 0,04+0

Albahaca Control 40,22+3,49* 0,03+0,02 16,56+0,04 <0,01 0,07+0,01

CRZM18R" 33,0845,50 0,19+0,03* 19,95+4,13 <0,01 0,03+0,02

Canonigos Control 220,22+70,41* 0,06+0,03 37,80+0,78* 0,02+0* 0,19+0,01

CRZM18R" 127,0+13,80 0,08+0,03 32,1140,31 <0,01 0,21+0,02

Berros Control 93,76+ 7,56 0,28+0* 30,2242,26 0,58+0,13 0,31+0,13

CRZM18R" 116,38+32,88 0,04+0 35,21+0,23* 0,44+0,04 0,18+0,03

Récula Control 0,35+0,02* 3,0+0,39 86,26+11,38 135,37+16,71 8900+0,11
CRZM18R" 0,27+0 4,0£0,19* 129,56%4,36* 175,83+11,42* 11400+0,09*
Albahaca Control 0,38+0,02* 2,58+0,01* 76,28+1,15* 15,25+0,65 3900+0,04*
CRZM18R" 0,21+0,06 1,53+0,11 63,65+4,47 15,32+1,15 3700+0,04
Canonigos Control 0,41+0,03 8,33+0,08 225,82+40,98* 11,46+0,40 5300+0,03*
CRZM18R" 0,38+0,01 8,76x0,15* 173,3044,31 14,38+0,21* 520040,01
Berros Control 0,46+0,01 5,35%0,06 99,89+2,22 20,0+1,33 380040,01
CRZM18R" 0,39+0,16 6+0,37* 118,43+16,12* 19,43+3,16 4000+0,01*

Récula Control 93,72+11,05 48,45+6,02* 1400+0,02 0,3840,05 0,05+0
CRZM18R" 127,58+7,72* 37,74+2,61 1500+0,01* 0,34+0,09 0,13+0*
Albahaca Control 66,31 +1,19* 0,85+0,01* <0,01 0,24+0,02 0,12+0,04
CRZM18R" 55,75%0,36 0,21+0,13 <0,01 0,30+0,08 0,15+0,08
Canonigos Control 83,1442,75 4,40+0,05 6000+0,01 0,86%0,10* 0,24+0,06
CRZM18R" 81,1241,41 4,64+0,29 7000+0,01* 0,66+0,01 0,37+0,17
Berros Control 50,99+0,47 20,04+0,44* 2900+0,02* 0,57+0,14 0,17+0,15
CRZM18R" 51,04+1,72 17,85+1,08 2800+0,02 0,41+0,01 0,11+0,03

Por cada uno de los tratamientos se analizaron tres réplicas. Valores seguidos de un asterisco son significativos a P<0.05 de acuerdo
con Fisher’s Protected LSD (Least Significant Differences).
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En primer lugar, el contenido de nitrégeno en las plantas de rucula (Eruca sativa)
inoculadas fue un 25,9% mayor que las plantas sin inocular, siendo este elemento elemental
para el desarrollo de la planta. Otro macroelemento esencial para la planta es el fésforo; en este
caso, las plantas inoculadas con esta cepa mostraron un aumento del 25,4% frente a las plantas
control. En el caso de los microelementos esenciales para las plantas encontramos algunas de
ellas en las que las plantas de rucula inoculadas tenian concentraciones mas altas que las no
inoculadas, los porcentajes de aumento son, 78,3% en boro, 34,5% en calcio, 33,4% en cobre,
28,5% en magnesio, 36,1% en manganeso y 30,7% en zinc.

El analisis de las plantas de albahaca (Ocimum basilicum), no presenta valores
significativos diferentes en cuanto a macro y microelementos cuando se compararon las plantas
inoculadas con la cepa CRZM18R" y las control sin inocular.

En el caso de los candnigos (Valerianella locusta), las plantas inoculadas con la cepa
CRZM18R™ mostraron valores significativos de nitrégeno un 5,7% mayores a las plantas control.
No se encontraron diferencias significativas en el resto de los elementos medidos.

Finalmente, en las plantas de berro (Nasturtium officinale) inoculadas con la cepa
CRZM18R" se obtuvo un incremento en la concentracién de fésforo de un 28,9% mayor respecto
a las plantas sin inocular. También se observd una mayor concentracion del carbono en un 1,3%
mayor en las plantas inoculadas que en las plantas sin inocular.

Por tanto, como hemos podido observar, el contenido nutricional puede variar
ligeramente entre las plantas inoculadas y las plantas sin inocular, pero en ninglin se
incrementaron elementos nocivos como el litio, el rubidio, el estroncio y el talio por encima de
los limites de toxicidad segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS:
http://www.who.int/es/). Tampoco superaron en ningln caso, la concentraciéon de metales
pesados (As, Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb, Sb y Zn) establecidos para alimentacion segun la AAFCO
(Associattion of American Feed Control) y el Real Decreto 465/2003, de 25 de Abril, que regula
las sustancias indeseables en los productos destinados a la alimentacion animal y los niveles
maximos tolerados de sustancias indeseables en aquellos, a fin de proteger la salud humana, la
sanidad animal y el medio ambiente.

Por tanto, la cepa CRZM18R' identificada como Rhizobium zeae, podria ser una
excelente candidata para ser utilizada en la formulacidn de biofertilizantes de diferentes cultivos
horticolas como la rucula, la albahaca, los candnigos y los berros, no sélo por su efectos
promotores en dichas plantas, sino también por la seguridad que ofrecen las bacterias de dicho
género y por contribuir a su vez a una agricultura tanto econémica como medioambientalmente
sostenible.
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En la actualidad, la poblacién mundial estda en aumento (Soby 2013), por lo que surge
la necesidad de incrementar también la produccién de alimentos sin afectar por ello al medio
ambiente (Sayer and Cassman 2013). Con el fin de aumentar la productividad agricola, se
comenzaron a utilizar los fertilizantes quimicos, pero su uso indiscriminado ha provocado
problemas en el medio ambiente y en la salud publica (Cowling et al. 2001; Erisman et al.
2011).

Por estos motivos, actualmente se buscan alternativas como los biofertilizantes
basados en microorganismos beneficiosos, ya que a través de diferentes mecanismos, son
capaces de promover el crecimiento vegetal, como las denominadas PGPB (Plant Growth
Promoting Bacteria) (Garcia-Fraile et al. 2015). Dentro de estas bacterias se encuentran
aquellas que son capaces de habitar en el interior de los tejidos vegetales de sus hospedadores
sin causar dafos; éstas son las denominadas PGPBE (Plant Growth Promoting Bacterial
Endophytes). Las combinaciones de una o varias de estas cepas bacterianas se formulan en
productos y se aplican a los campos como biofertilizantes, aumentando el rendimiento de los
cultivos por la disponibilidad y absorcién de nutrientes minerales para las plantas, reduciendo
o eliminando en algunos casos la dependencia total de los fertilizantes quimicos (Garcia-Fraile
et al. 2017).

Estos biofertilizantes basados en bacterias beneficiosas se podrian aplicar a cultivos
importantes que requieren grandes cantidades de fertilizantes quimicos, como es el caso del
cultivo del maiz. En este trabajo, con el fin de estudiar la posibilidad de incrementar la
produccién del maiz mediante el uso de bacterias enddfitas, analizamos en primer lugar la
abundancia y composicion de las poblaciones de dichas bacterias endéfitas de este cultivo de
elevado valor agro-econémico. Para ello, utilizamos un abordaje basado en el aislamiento de
bacterias enddfitas cultivables del interior de raiz y tallo de plantas de maiz y posteriormente
las caracterizamos en base a diversas caracteristicas fisioldgicas y metabdlicas. Se aislaron un
total de 68 bacterias enddfitas que mostraron tener una gran adaptabilidad genética y
metabdlica a diferentes factores ambientales probados. Esta gran adaptacion de dichas cepas
al medio podria conferirle una ventaja selectiva frente a otros competidores que se
encuentren en la rizosfera, ya que la microbiota relativa a un hospedador para sobrevivir tiene
que adaptarse a diversos factores ambientales como la temperatura, la radiacion UV, la
disponibilidad de agua y la biogeografia en la que se encuentre el hospedador (Miiller et al.
2016). Ademas, los aislados mostraron una gran variabilidad en cuanto a las respuestas
producidas cuando son expuestas a diferentes antibidticos y diferentes concentraciones de las
mismas. Por tanto, podemos suponer que existe una alta diversidad infraespecifica que
pueden adaptarse a diversos tipos de ambientes. Para verificar esta hipdtesis, recurrimos a
realizar los perfiles RAPD, que nos mostraron una alta diversidad de cepas aisladas en el
interior del maiz, no pudiendo agrupar las cepas a niveles taxondmicos, con lo cual realizamos
la secuenciacidn y analisis del gen ribosémico 16S de todos los aislados, revelandose que en la
raiz existia una gran cantidad y diversidad de especies, mayor con respecto al tallo. Estos datos
son consistentes con otros estudios realizados previamente en maiz (Pereira and Castro 2014;
Rodriguez-Blanco et al. 2015), en cafia de azlcar (Pariona-Llanos and Ferrara 2010), en
Solanum nigrum (Luo et al. 2011) y en Thlaspi goesingense (ldris et al. 2004), entre otros.

Esta diferencia se puede deber a que la poblacién de microorganismos es mayor en la
rizosfera de la plantas hospedadora que en el interior de estas, ya que los microorganismos se
sienten atraidos por los exudados radiculares que proporcionan un ambiente rico en carbono
(Chen et al. 2003). Por otro lado, los endéfitos son capaces de persistir mas tiempo en las
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raices que en los organos aéreos de las plantas (Junior et al. 2000) y ademas, la migracion de
los microorganismos ocurre lentamente de las raices a los tallos y hojas (Liu et al. 2006).
Ademas, pudimos observar que cuatro géneros fueron identificados en comun en las raices y
en los tallos (Arthrobacter, Bacillus, Microbacterium y Pantoea), lo cual indica que existen
microorganismos que poseen una distribucién ubicua, pudiendo ser excelentes colonizadores
de los tejidos de las plantas de maiz por distintas vias.

Las cepas aisladas en las raices y en los tallos pertenecen a 22 géneros y 45 especies
diferentes, incluidos todos ellos en tres phyla diferentes (Actinobacteria, Proteobacteria y
Firmicutes). Cabe destacar que encontramos varios representantes de géneros que no han sido
descritos anteriormente como endéfitos de maiz, hasta donde llega nuestro conocimiento.
Ademas, algunas de las cepas secuenciadas mostraban valores de similitud bajos con respecto
a las cepas tipo por lo que podrian ser especies nuevas, lo que nos indica que el maiz es
todavia un interesante nicho por explorar. En este sentido, una de las cepas de Rhizobium, que
presentaba baja similitud respecto a las de la base de datos, fue descrita como una nueva
especie de nombre Rhizobium zeae CRZM18R", en base a sus caracteristicas genotipicas,
guimiotaxondémicas y fenotipicas, siendo la primera especie del género Rhizobium aislada a
partir de tejidos radiculares de plantas de maiz (Celador-Lera et al. 2017).

Debida a la gran diversidad encontrada en este estudio, decidimos evaluar mediante
pruebas realizadas in vitro, si poseian alguna caracteristica para promover el crecimiento
vegetal o proteger a las plantas frente a posibles fitopatégenos, ya que una adecuada
caracterizacion de las PGPB de cada una de las cepas, facilitard la posterior eleccién de un
bioinoculante éptimo para los cultivos deseados. Estos mecanismos pueden ser directos como
la fijacion biolégica de nitrégeno, la solubilizacion de minerales como el fosfato o la produccion
de reguladores del crecimiento, entre otros (Garcia-Fraile et al. 2015), o indirectos tales como
la sintesis de enzimas extracelulares (Martinez-Viveros et al. 2010), la estimulaciéon del
desarrollo de micorrizas, la exclusion competitiva de patdgenos y/o la eliminacion de
sustancias fitotdxicas (Bashan and De-Bashan 2010).

Por tanto, se evaluaron en primer lugar, los mecanismos directos producidos entre
nuestros aislados. Los resultados indicaron que todos los aislados poseian al menos uno de los
mecanismos directos de promocidn de crecimiento vegetal estudiados, siendo la biosintesis de
auxinas como lo es el acido indolacético (AIA), el mecanismo mas extendido entre los aislados
de nuestro estudio. Sin embargo, la solubilizacion de fosfato y la fijacién de nitrégeno
resultaron ser los menos abundantes entre los aislados. Este resultado puede ser debido a
varios factores, como por ejemplo la seleccién del medio en el que se realizaron los screenings
para esos mecanismos PGPB no fue todo lo amplio que pudiera ser, o que en el suelo de
provinieron las muestras habia una concentracién de N y P asimilable que hizo que no fuera
necesario que las comunidades bacterianas expresaran esta caracteristica, entre otras
posibilidades que tendran que ser determinadas en futuros estudios. En el caso de los
siderdforos, el porcentaje de aislados que producian estos compuestos fue superior a la mitad,
por lo que podemos decir que estas cepas captan mejor el hierro y mejoraran su
competitividad frente a otros microorganismos (Ali and Vidhale 2016). Otro mecanismo
indirecto evaluado fue la capacidad de producir enzimas hidroliticas, en este caso celulasas,
resultando en que la mitad de los aislados eran capaces de producirla, contribuyendo a la
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hipdtesis de que estas cepas pueden ser excelentes colonizadoras y competidoras para
alcanzar nichos en el interior de las plantas (Menéndez et al. 2015).

Otro mecanismo indirecto llevado a cabo en este estudio fue evaluar la capacidad
antimicrobiana de la cepa CRZM149R identificada como Streptomyces griseoaurantiacus, ya
gue pertenece a un género descrito en numerosas ocasiones como un excelente productor de
antibidticos (Valan Arasu et al. 2009; Duraipandiyan et al. 2010; Yekkour et al. 2012). Esta cepa
es capaz de inhibir el crecimiento de una amplia gama de hongos fitopatdgenos y producia un
efecto inhibitorio frente a patégenos de maiz (Rhizoctonia solaniy Fusarium graminearum) en
condiciones de invernadero, estimulando su desarrollo vegetativo. Ademas, se realizd un
ensayo en el que se adicionaban dos cepas de Rhizobium, CRZM18R" y CRZM52R, identificadas
como R. zeae y R. leucaenae, las cuales habian presentado buenos resultados en las pruebas
de PGPB, observdndose un efecto aditivo en las mejoras producidas por la cepa CRZM149R en
cuestién de incremento en el desarrollo vegetativo y enriquecimiento del estado nutricional de
dichas plantas de maiz en condiciones de invernadero en ambos casos. El efecto inhibitorio
también puede ser debido a que estas cepas, las tres, no solo CRZM149R, eran productoras de
siderdforos, cualidad importante ya que mediante la produccion de sideréforos se priva a los
hongos patdgenos del acceso al hierro del suelo (Loper and Henkels 1999).

Por tanto, estos resultados podrian suponer una reduccidn de las pérdidas econdmicas
causadas por las enfermedades que producen dichos hongos fitopatégenos que tanto afectan
al sector agricola.

Una vez evaluadas las caracteristicas PGPB de los aislados, quisimos comprobar si
disponen también de caracteristicas fenotipicas asociadas a la colonizacién, como son la
capacidad para sintetizar la celulosa y la capacidad para formar biofilms.

Puesto que las microfibrillas de celulosa son uno de los polisacaridos bacterianos
(Davey and O’toole 2000) implicados en la adhesién de la bacteria a los pelos radicales
manteniéndolas en la superficie radicular (Dazzo et al. 1984; Smit et al. 1987; Mateos et al.
1995), realizamos una prueba de deteccidon de celulosa por parte de los aislados, donde
pudimos observar que una gran mayoria eran capaces de producir este polisacarido, por lo que
podrian tener una ventaja para iniciar la colonizacion de la planta frente a otros
microorganismos que no dispongan de esta capacidad. La celulosa esta descrita como un
polisacarido importante en la formacién y maduracién de los biofilms producidos por
representantes del género Rhizobium (Robledo et al., 2012)

Por otra parte, la produccidn de estos biofilms juegan un papel importante en la
colonizacién, ya que pueden proteger a los microorganismos de la accion de los agentes
adversos, incrementando la disponibilidad de nutrientes para su crecimiento, facilitando el
aprovechamiento del agua, reduciendo la posibilidad de deshidrataciéon y posibilitando la
transferencia de material genético (Ramey et al. 2004). Esta prueba la realizamos con todas las
cepas pertenecientes al género Rhizobium y la cepa de Streptomyces CRZM149R, utilizada en
el capitulo anterior, obteniendo que todas las cepas disponian de la capacidad para producir
biofilms in vitro presentando diferentes tendencias de crecimiento, que pueden
corresponderse con el comportamiento que pueden tener estas cepas cuando se inoculen in
planta.

Después determinamos la capacidad para promover el crecimiento radicular de las
distintas cepas de Rhizobium (CRZM18R", CRZM52R, CRZM87R, CRZM91R y CRZM92R) y de
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Streptomyces (CRZM149R), ademas de las respectivas coinoculaciones de las cepas de
Rhizobium junto con la cepa de Streptomyces. Todos los tratamientos incrementaron tanto el
numero de raices adventicias como la longitud de las raices, siendo estos resultados de gran
relevancia ya que este incremento esta relacionado también con la mejora de la planta para
soportar mejor las fluctuaciones ambientales, pues la raiz llega a capas mdas profundas del
suelo y es menos sensible a las situaciones de estrés hidrico o nutricional (Egorshina and
Khairullin 2012).

Estos incrementos pueden venir dados por una produccidon de AIA por parte de las
bacterias inoculadas, ya que las auxinas promueven el crecimiento de las raices; sin embargo,
una alta concentracién de dicha auxina podria producir un retardo en el crecimiento de las
raices (Facella et al. 2012; Taiz et al. 2015). En este trabajo, pudimos comprobar que todas las
cepas utilizadas para la inoculacidon de las semillas de maiz producian en mayor o en menor
medida acido indol acético, pero los valores mas altos se obtuvieron con las cepas de
Rhizobium, CRZM18R" y CRZM52R, tratamientos con los que se obtuvieron mejores resultados
en el desarrollo radicular de las plantulas de maiz, por lo que esta produccién no llega a ser
perjudicial ni reduce el nimero de raices secundarias, ni disminuye la longitud radicular.
Ademas, debido al aumento de la superficie radicular aumentaran los compuestos quimicos
exudados por las plantas y en consecuencia, la colonizacidon de la planta por parte de los
microorganismos beneficiosos puede ser mads activa. Mediante el marcaje de las cepas
seleccionadas se comprobd que existia una efectiva interaccién de las raices de maiz,
observando un incremento de la colonizacién superficial con el paso del tiempo tanto de las
cepas de Rhizobium como en la de Streptomyces. Ademas, cabe la posibilidad de que las zonas
de emergencia de las raices secundarias sean una ruta de entrada a la planta. Este mecanismo
de entrada ha sido observado en raices de arroz al inocular Azorhizobium caulinodans
(Senthilkumar et al. 2008) y Azospirillum brasilense (Jain and Gupta 2003), entre otros.
Ademas, se pudo confirmar también la capacidad de los aislados para formar biofilms no solo
in vitro, si no también in planta.

En lineas generales, las cepas de Rhizobium CRZM18R" y CRZM52R en inoculacién
simple fueron las cepas que mejor colonizaban e infectaban tanto la superficie radicular como
el interior de la raiz, por lo que podemos suponer que una éptima colonizacién por parte de la
bacteria podria suponer un mayor efecto de los mecanismos PGPB y mejores resultados en la
promocién del crecimiento de las plantas de maiz. En nuestro caso, la cepa de Streptomyces
puede tener otro tipo de accidén, como por ejemplo, la descrita anteriormente como agente de
biocontrol.

Cabe destacar que hasta la fecha y seglin nuestro conocimiento, es la primera vez que
se estudia la colonizacion del tejido radicular en maiz por parte del género Streptomyces
coinoculada con cepas de Rhizobium.

Debido a que tanto las cepas de Rhizobium (CRZM18R™ y CRZM52R) y la cepa de
Streptomyces (CRZM149R) mostraron tener caracteristicas PGPB en los ensayos evaluados in
vitro y ademads interaccionar de manera positiva con las raices de maiz, colonizdndolas y
promoviendo su desarrollo decidimos analizar el genomas de dichas cepas e identificar los
genes implicados en los mecanismos promotores del crecimiento vegetal. En este sentido,
diversos autores han analizado también el genoma de bacterias PGPB como Pseudomonas sp.
(Liu et al. 2016), Bacillus sp. (Song et al. 2012; Wang et al. 2012), Paenibacillus polymyxa (Li et
al. 2014) y Klebsiella sp. (Liu et al. 2016), entre otros.
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La anotacién de los genomas se realizd de manera automatica mediante la
herramienta RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology), la cual es efectiva pero no
infalible, por lo que no podemos asumir que anote todos los genes que conforman los
genomas analizados de manera correcta. Sin embargo, nos sirve para una busqueda preliminar
de genes implicados en los mecanismos de la promocién del crecimiento vegetal y en genes
implicados en la colonizacién e infeccidn endofiticas, ya que estos habian sido evaluados en
capitulos anteriores mediante ensayos in vitro.

En relacidn a los genes que estarian implicados en procesos de promocién de
crecimiento vegetal, los genomas revelan como las cepas de Rhizobium poseen genes que
estan envueltos en la produccién de sideréforos mediante varias vias de incorporacion de
hierro, en tanto que la cepa de Streptomyces es posible que solo lo incorpore por una via. En
cuanto a solubilizacién de fosfato, las 3 cepas poseian una bateria de genes para solubilizar
dicho compuesto mediante vias similares. En los ensayos de solubilizacion de fosfato
realizados in vitro, Unicamente la cepa de Rhizobium CRZM18R"T mostrd capacidad para
solubilizarlo, pero esto puede ser debido a que se utiliz6 como sustrato el fosfato tricdlcico,
una de las multiples formas en las que se encuentra el fésforo inorgdnico en el suelo.

Aungue Unicamente la cepa de Rhizobium CRZM18R™ mostrd capacidad in vitro, para
solubilizar fosfato. La existencia de varios grupos de genes implicados en la regulaciéon y en la
toma de este elemento esencial pone de manifiesto que en otras condiciones in vitro, las
bacterias sean capaces de expresar estos genes y solubilizar otras formas de fosfato.

También encontramos en todas las cepas genes que codifican para la enzima
triptéfano sintasa y para la enzima Indol-3-glycerol fosfato sintasa (Schlee et al. 2013), ambas
implicadas en la biosintesis del triptdfano. Ademas, todas ellas poseen genes codificantes para
la enzima aldehido deshidrogenasa, que es la enzima que convierte el indol-3 acetaldehido en
AIA, lo que nos indica que las cepas producen AIA por la via del piruvato independientemente
de que sean gram positivas o que sean gram negativas.

En cuanto a los genes implicados con la fijacién de nitrégeno y la simbiosis,
encontramos Unicamente en las cepas de Rhizobium, genes nifU que codifican para una
proteina necesaria en la fijacién de nitréogeno (Zheng et al. 1993; Dean et al. 1993; Hwang et al.
1996) y los genes ntr ntrB, ntrC, ntrX y ntrY, que codifican para proteinas que estan implicadas
en la regulacion del metabolismo del Nitrégeno (Pankievicz et al. 2016). Por otra parte, cabe la
posibilidad de que algunos genes que no hemos encontrado, como los fix y los nod, estén en
algun plasmido que no haya sido secuenciado o que el servidor utilizado no haya sido capaz de
anotarlos automaticamente.

Ademas, y aunque no estan testados in vitro en el presente trabajo, encontramos
genes relacionados con la resistencia o tolerancia de las bacterias seleccionadas a estrés salino
y con la solubilizacién de potasio, dos caracteristicas que hacen aumentar la importancia de
dichas bacterias PGPR y su potencial de ser aplicadas en diversos ambientes con estreses o
falta de nutrientes.

Por tanto, mediante el analisis de los genomas, quedan demostradas las caracteristicas
PGPB que poseen las cepas CRZM18R", CRZM52R y CRZM149R, ya que se pudieron observar
tanto in vitro (capitulo anterior) como in silico, ya que hemos podido identificar diversos genes
potencialmente implicados en la promocidn del crecimiento de las plantas.
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En cuanto a la busqueda de genes implicados en la colonizacidn e infeccidn endofitica,
todas las cepas mostraron genes que codifican enzimas que degradan la pared celular como las
endoglucanasas, lo que se podria relacionar con lo observado en las pruebas in vitro, ya que
todas habian sido positivas para el ensayo de produccidon de celulasas y ademas podrian
utilizar esta capacidad para colonizar el interior de las plantas.

Del mismo modo, también es importante para la colonizacién la capacidad de las
bacterias para biosintetizar la celulosa. Los genes implicados en dicha biosintesis se
encuentran localizados en el operdn celABC. Diversos estudios en cepas de Rhizobium
leguminosarum muestran que cepas defectivas en la produccién de celulosa debido a
mutaciones por insercion en los genes celA y celB son capaces de establecer simbiosis efectivas
con su hospedador especifico en condiciones de laboratorio por lo que en un principio, el
defecto en la biosintesis de celulosa no parece ser esencial para la infeccién y nodulacién de
las raices de la planta hospedadora (Ausmees et al. 1999; Robledo et al. 2012). la
desregulacion del gen celC en R. leguminosarum, impide la formacién de una correcta
infeccion en Trifolium repens (Robledo et al.,, 2008; 2011b). Ademas, se ha demostrado en
estudios recientes que la celulosa es esencial en la adhesién firme y en la formacion de
biofilms maduros (Robledo et al. 2012).

Solo encontramos dicho operdn en la cepa CRZM52R, observando que los tres genes
que conformaban el operdn celABC, presentaban siempre una elevada similitud con los genes
depositados correspondientes a cepas pertenecientes al género Rhizobium y Agrobacterium,
siendo celA y celC los mas conservados en la cepas de Rhizobium (Li and Alexander 1990;
Robledo et al. 2011b). Las cepas de Rhizobium mostraron tener los genes implicados en la
formacién de los mismos, ya que disponian de genes relacionados con la biosintesis de
exopolisacaridos (exo) y también genes implicados en las exportaciones de los polisacaridos
capsulares (kps). Sin embargo, el genoma de Streptomyces revela que la produccion de
exopolisacaridos y las propiedades de colonizacion e infeccidon son diferentes a Rhizobium,
existiendo genes codificantes para endoglucanasas y otros que codifican para proteinas
envueltas en otros procesos de formacidn de biofilms, que pueden ser propios de gram
positivas.

Finalmente, analizamos en la cepa de Streptomyces algunas de las posibles
capacidades antimicrobianas que pudiese poseer en su genoma, puesto que en el capitulo I,
pudimos observar que era capaz de inhibir in vitro el crecimiento de algunos hongos
fitopatdgenos. Destacamos que poseia genes que codifican para la oxitetraciclina, antibidtico
de amplio espectro del grupo de las tetraciclinas; asi como genes que codifican para enzimas
como las B-lactamasas, causantes de las resistencias a los antibidticos betalactamicos, por lo
qgue podrian ser susceptibles de investigacion. Ademas, mediante la herramienta Antismash
encontramos que la cepa CRZM149R, posee grupos de genes (clusters) que podrian sintetizar
nuevas moléculas, descritas o no descritas, con capacidad para inhibir el crecimiento de otros
microorganismos. Por ultimo, la cepa CRZM149R presenta en su genoma genes que codifican
para quitinasas, las cuales estan implicadas en las repuestas degradativas de pared celular de
hongos fitopatogenos (Faheem et al. 2015).

Por tanto, este analisis de los genomas nos ayuda a identificar y comprender mejor las
actividades beneficiosas que estas bacterias PGPB realizan tanto en vida libre como en
interaccion con las plantas. En un futuro préximo, los genomas obtenidos en el presente
trabajo, estaran disponibles en las bases de datos publicas y podran servir como base de
estudios de optimizacion de la produccidén enzimatica o para la ingenieria genética implicando
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los genes potencialmente valiosos, responsables de diferentes procesos biotecnolégicos y
otros dmbitos que no hemos contemplado en este trabajo, como el desarrollo de la tecnologia
de la fitorremediacion mediante el uso de PGPR (Liu et al. 2016), el desarrollo de agentes de
control biolégico (Mukherjee 2011; Crovadore et al. 2016), o el desarrollo de biofertilizantes
Optimos formulados con PGPR (Kwak et al. 2015; See-Too et al. 2016), entre otras aplicaciones.

Puesto que en el analisis in silico realizado con los genomas de las cepas seleccionadas,
observamos la existencia en el genoma de la cepa de Rhizobium leucaenae CRZM52R del gen
celC, localizado en el operdn celABC que de acuerdo con la literatura estd implicado en el
proceso de infeccién primaria y secundaria de trébol blanco y en la biosintesis de celulosa de
Rhizobium (Robledo et al., 2008; Robledo et al. 2011b; Robledo et al., 2012), decidimos realizar
un mutante heterdlogo que sobreexpresara dicha celulasa en la cepa CRZM52R,
denominandolo CRZM52RC2*, con el fin de observar su implicaciéon en la colonizacién e
infeccidn de raices de maiz.

En los ensayos in vitro, determinamos que la cepa que expresaba heterélogamente la
CelC2 de R. leguminosarum bv trifolii ANU843 hidrolizaba celulosa no cristalina, producia
celulosa y formaba biofiims de una forma comparable a las cepas de Rhizobium
sobreexpresoras de CelC2 tanto homoéloga como heterélogamente referidas en trabajos
anteriores del grupo de investigacién (Robledo et al. 2011b; Robledo et al., 2012; T.D Rivera
2013; T.D Menéndez 2014).

Esta produccion heterdloga de la celulasa CelC2 no alteraba de forma negativa el
desarrollo radicular, ni el desarrollo de la parte aérea de las plantas de Zea mays. Las raices
inoculadas con la cepa CRZM52RC2*, presentaban una colonizacién a lo largo de los pelos
radiculares, una disminucidon de la colonizacién superficial y de la formacién de biofilms
comparadas con las cepas wild type y empty vector, que ademas en ambas cepas la
colonizaciéon se acumulaba en la base de los pelos radiculares. Al igual que en nuestro ensayo,
Robledo et al. (2012) observaron que la cepa ANU843C2* en raices de Trifolium repens
colonizaba los pelos radiculares a lo largo y/o en su base. Este fenotipo también fue observado
en raices de Medicago truncatula con la cepa 1021C2* de Ensifer meliloti, un género afin a
Rhizobium (T.D Menéndez 2014). Pudimos comprobar que el comportamiento de la cepa
CRZM52RC2* se ha visto influenciado por la sobreexpresidn de dicha celulasa, ademas la
capacidad para formar biofilms in planta ha disminuido, lo que concuerda con otros estudios
(T.D. Robledo 2010; T.D. Rivera 2013; T.D Menéndez 2014).

Mediante microscopia confocal, determinamos como tanto la cepa CRZM52R como su
derivado productor de CelC2 colonizaban el interior de los tejidos radiculares de forma inter e
intracelular. Esto se corroboraba con las observaciones realizadas mediante microscopia
electronica, donde se observaron invaginaciones desde el espacio peripldsmico hasta el
citoplasma envueltas en la membrana plasmatica, en el las que se encontraban las bacterias en
el interior. En el caso del tratamiento CRZM52RC2*, encontramos también unas roturas en las
células vegetales, posiblemente ocasionadas por la accidon de la celulasa, pero sin llegar a
desorganizar las estructuras internas de la raiz, lo que no era suficiente para desencadenar
ningun efecto negativo en el desarrollo vegetativo de este cultivo. Estas estructuras se
asemejan a los simbiosomas que se forman en los nddulos de las leguminosas para fijar
nitrégeno y a las estructuras que forman las bacterias del género Frankia en simbiosis con
plantas lefiosas, tras la infeccidn llevada a cabo por el simbionte (Cocking 2005). Una
formacién similar a la encontrada en nuestro estudio, fue observada por Christiansen-Weniger
(1998), en raices de maiz inoculadas con Azospirillum brasilense C3, en la que las bacterias se
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establecian entre las células corticales de la raiz empaquetadas densamente en los espacios
intercelulares. Sin embargo, en nuestro estudio, las bacterias se encuentran cubiertas por la
membrana plasmadtica sin estar en contacto con el citoplasma. Por otra parte y a diferencia de
nuestro estudio, Christiansen-Weniger (1998) no encontraron bacterias dentro del sistema
vascular central. También, Ladha and Reddy (2000), observaron unas estructuras originadas en
las raices laterales similares a los nddulos, cuando inocularon rizobios sobre raices de arroz,
pero estos no eran comparables con los que se dan en las leguminosas, y a diferencia de
nuestro ensayo no observaron colonizacion intracelular.

En este punto, con el conocimiento generado en los capitulos anteriores, decidimos
aplicar las cepas CRZM18R", CRZM52R y CRZM149R en diferentes cultivos y condiciones con el
fin de determinar si son susceptibles de entrar a formar parte en formulaciones para
biofertilizacion de cultivos de alto valor agro-econdmico.

Dichas cepas interaccionaban efectivamente en condiciones in vitro en plantulas de
maiz. En condiciones controladas en cdmara de cultivo, los mejores resultados fueron
obtenidos con la inoculacién simple de la cepa CRZM18R', ya que sus resultados fueron
mayores incluso a los resultados obtenidos en el control positivo con aporte de nitrégeno, y
con la combinacién CRZM18R™+CRZM149R, en la que los resultados obtenidos en los pesos de
la parte aérea y la longitud de las raices, fueron estadisticamente superiores al control sin
inocular suplementado con nitrégeno. En los ensayos de microcosmos observamos que a
diferencia del ensayo anterior los mejores resultados se obtuvieron con las coinoculaciones
CRZM18R™+149R y CRZM52R+149R.

Diversos autores han estudiado también el efecto de bacterias PGPB en plantas de
maiz en condiciones de invernadero, obteniendo incrementos tanto en las partes aéreas como
en las raices y el contenido en clorofila (Wu et al. 2005; Mehnaz and Lazarovits 2006; Arruda et
al. 2013; Kuan et al. 2016), relacionando dichos incrementos con la produccion de AIA por
parte de las bacterias, ya que esta hormona estd implicada en la promocién del desarrollo
radicular pudiendo aumentar asi la absorcién de nutrientes (Khalid et al. 2004). En este
sentido, a lo largo de este trabajo hemos podido comprobar que nuestras cepas de estudio
disponian de la capacidad para producir acido indol acético in vitro y también disponian de los
genes implicados en la ruta del indol-3 piruvato, por lo que podriamos relacionarlos con los
incrementos producidos en las plantas de maiz. Sin embargo, no se han podido comparar
nuestros resultados en el caso de las inoculaciones de Streptomyces en maiz con los de otros
estudios, ya que hasta la fecha y bajo nuestro conocimiento, no se han encontrado ensayos
con dicho género.

Finalmente, realizamos un ensayo de campo sélo con las cepas de Rhizobium puesto
que la legislacién vigente no incluye de momento el género Streptomyces como un inoculante
apto para la biofertilizacién. Dicho ensayo resulté en que la cepa CRZM18RT inoculada sobre el
suelo fertilizado aumentaba significativamente la productividad del cultivo. Globalmente, las
inoculaciones con Rhizobium CRZM18R"y CRZM52R dan lugar a un incremento total del cultivo
de maiz del 36% y del 29% respectivamente en los suelos fertilizados, mientras que fue de un
48% y un 38%, respectivamente en los suelos sin fertilizar. Por tanto, dichos resultados indican
que los mayores incrementos en el rendimiento del maiz, se produjeron con las inoculaciones
de Rhizobium sobre suelo sin fertilizar. El hecho de que los tratamientos obtuviesen mejores
resultados en los suelos sin fertilizar en comparacion con el fertilizado, también lo observé
Viruel et al. (2014) al inocular plantas de maiz con una cepa de Pseudomonas.
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Sin embargo, aunque los incrementos en los tratamientos inoculados con las cepas de
Rhizobium es mayor en los suelos sin fertilizar, el rendimiento (Kg/Ha) del maiz, es mayor en el
caso del suelo fertilizado suplementado con las inoculaciones de Rhizobium. Estos resultados
son similares a los obtenidos por Mehnaz et al. (2010) en un ensayo de maiz en el que
obtuvieron mas toneladas por hectareas en un suelo fertilizado al 100% e inoculado con
bacterias PGPR, que en un suelo fertilizado al 50% de ese fertilizante y también inoculado.

Por tanto, econdmicamente para el agricultor seria mas interesante no fertilizar o
disminuir la fertilizacion e inocular con las cepas de Rhizobium, ya que en términos de
produccién la diferencia no es elevada. Ademas, la reduccién de los fertilizantes nitrogenados
seria mas respetuoso con el medioambiente y el deterioro del suelo cultivable seria menor,
ademas del hecho de que al reducir la adicién de fertilizantes nitrogenados, reduce el gasto
econdémico que supone su adquisicion.

Al finalizar este ensayo de campo, se realizd un analisis del estado nutricional del suelo
fertilizado y sin fertilizar. Pudimos observar que para un adecuado ratio de C/N en el suelo
fertilizado, habria que disminuir la cantidad de nitrégeno liberada al suelo. Por otro lado, el
suelo fertilizado contenia una menor cantidad de elementos nutricionales disponibles para la
planta. Esto podria estar relacionado con la sobreexplotaciéon, eliminacién de la cobertura
vegetal y el exceso de laboreo entre otros (Centen and Gonzalez 2016). Aun asi, durante el
desarrollo del ensayo de campo, las plantas de maiz presentaron un buen desarrollo sin ninguin
sintoma aparente de enfermedad, por lo que se supone que el suelo utilizado es apto para la
realizacion de las actividades agricolas.

También se comprobd el estado nutricional de los granos de maiz y no se observo
ninguna alteracién relevante de los granos obtenidos de las plantas inoculados en
comparacién con los granos procedentes de las plantas sin inocular, no superando en ningin
caso la concentraciéon de los metales recomendados para la alimentacién regulados por la
AAFCO (Associattion of American Feed Control) y el Real Decreto 465/2003 de 25 de Abril, que
regula las sustancias indeseables para el consumo humano y animal.

Por tanto, finalmente queda patente el beneficioso efecto producido por las cepas de
Rhizobium en el cultivo de maiz, constituyendo una herramienta importante para la posible
sustitucion de fertilizantes nitrogenados por la inoculacion de dichas bacterias, garantizando a
su vez la produccion sostenible de cereales.

Estos excelentes resultados en diversas condiciones en el cultivo de donde provenian
los aislados, nos hicieron pensar en la posibilidad de que alguna de estas cepas podria ejercer
efectos beneficiosos en cultivos de alto valor nutricional. Debido a que la preocupacion actual
sobre la calidad de los alimentos, no solo concierne a los cereales, la busqueda de alternativas
para sustituir los agroquimicos por productos bioldgicos se deben de estudiar en diversos tipos
de cultivos. Por este motivo, quisimos evaluar el efecto promotor de la nueva especie de
Rhizobium, R. zeae CRZM18R", en cultivos de hoja verde empleados comuinmente en
ensaladas, como son la rdcula, la albahaca, los candnigos y los berros. Ademas, el uso del
género Rhizobium no presenta peligro para la salud humana, siendo susceptibles de ser
utilizadas como biofertilizantes en vegetales comestibles en crudo (Garcia-Fraile et al. 2012b).

La cepa CRZM18R' interaccionaba positivamente con estos cultivos colonizando
superficialmente las raices de todas las plantas horticolas seleccionadas, asi como las
superficies y las puntas de los pelos radicales. En las raices de rdcula observamos una mayor
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colonizacion sobre la superficie y un gran biofilm a lo largo de la superficie radicular. Este
comportamiento habia sido descrito en otros estudios en los que también inocularon cepas de
Rhizobium (Chabot et al. 1996; Banchio et al. 2008; Garcia-Fraile et al. 2012b; Flores-Félix et al.
2013; Silva et al. 2014; Jiménez-Gémez et al. 2016). Este hecho podria estar directamente
relacionado con la capacidad de esta cepa para formar biofilms in vitro y con los genes
encontrados en su genoma relacionados con la biosintesis de exopolisacaridos y la exportacion
de los mismos.

La cepa en cuestion también promovia el desarrollo de plantula de estos cultivos, lo
que podria estar relacionado con la capacidad de la cepa CRZM18R" para producir AlA.
Estudios similares también relacionan el incremento del desarrollo radicular con la produccién
del AIA por parte de las cepas inoculadas (Dell’Amico et al. 2008; Duca et al. 2014; de Souza et
al. 2016). Por tanto, el incremento radicular implicaria una mayor superficie radicular por lo
gue podrian proporcionar una mejora en la absorcién de los nutrientes y como consecuencia
se mejoraria el desarrollo de las plantas.

Para averiguar si estos incrementos se traducen posteriormente en un incremento de
la produccién de los cultivos horticolas seleccionados realizamos un ensayo de invernadero en
el que todos los parametros evaluados eran mayores en las plantas inoculadas con la cepa de
Rhizobium que en las plantas control. En el caso de las plantas de rdcula y de berros, se
obtuvieron incrementos significativos en la parte aérea medida en fresco con aumentos del
26,7% y del 9%, respectivamente. Estos datos son de gran importancia en dichos cultivos ya
que es la parte de la planta que se consume. En el cultivo de rucula todos los pardmetros
evaluados fueron estadisticamente significativos en el caso de las plantas inoculadas con la
cepa de Rhizobium CRZM18R'. Por otro lado, todos los cultivos inoculados presentaban un
incremento significativo en la concentracion de clorofila en comparacién con las plantas
control, esto se traduce en un incremento en la coloracidn verdosa de las hojas de las plantas,
caracteristica apreciada de las hojas comestibles de las hortalizas. Ademas, este aumento de
clorofila, puede ser el resultado de una mejora en la absorcidn de nutrientes (Jiménez-Gémez
et al 2016).

Este efecto ha sido observado también en tomate, lechuga y zanahorias inoculadas el
efecto PGPR con otras cepas de Rhizobium (Garcia-Fraile et al. 2012a; Flores-Félix et al. 2013).
Al igual que en los granos de maiz, en este ensayo pudimos comprobar también que no se
incremento la concentracién de ningun elemento nocivo para la salud humana.

Todo ello indica que la cepa CRZM18R" identificada como Rhizobium zeae, es una
excelente candidata para ser utilizada en la formulacién de biofertilizantes tanto en cultivos
como el maiz como en los cultivos horticolas de rucula, albahaca, candnigos y berros, puesto
que ademas de haber comprobado su efectividad en el desarrollo de dichos cultivos es un
género totalmente seguro para la salud humana y animal. Debido a que esta cepa era capaz de
incrementar tanto la productividad del cultivo del maiz y como de diversos cultivos horticolas,
podria ser una buena candidata para ser utilizada como biofertilizante multifuncional y por
tanto ser utilizada en una amplia variedad de cultivos.

En lineas generales, la alta diversidad en las comunidades de bacterias enddfitas
cultivables asociadas al tallo y raiz de plantas sanas de maiz conlleva también una alta
probabilidad en encontrar aislados con propiedades que estdn implicadas en la mejora y
promocién del crecimiento vegetal de diversos cultivos, al igual que en una interaccion
efectiva con las raices de dichos cultivos. Entre esa diversidad, uno de los géneros mas
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versatiles y ampliamente estudiado es el género Rhizobium, que nos ofrece excelentes
resultados en su interacciéon con plantas de maiz y cultivos horticolas. Ademas, la cepa del
género Streptomyces, perteneciente a las actinobacterias, complementa este estudio debido a
su potencial como agente de biocontrol. Por otra parte, la secuenciacidon y anotacién de los
genomas aporta gran informacién sobre los genes implicados en los principales mecanismos
de promocién del crecimiento vegetal asi como de aquellos genes implicados en la
colonizaciéon. Por otro lado, abren camino a nuevos estudios gendmicos de diversa indole,
ademads de ayudar a la comprension de su evolucion y biologia.
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Conclusiones

A continuacidn, se exponen las principales conclusiones extraidas de estas Tesis Doctoral:

1.

La diversidad de microorganismos endéfitos aislados de Zea mays cultivado en un Unico
suelo, es mas alta de la esperada, tanto a nivel infraespecifico como a niveles
taxondmicos mas altos, ya que hay un total de 25 géneros aislados, no habiendo sido
descritos hasta ahora 6 de ellos como endéfitos en dicha planta y habiéndose aislado
una nueva especie bacteriana no descrita hasta la fecha. Los géneros son, Agrococcus,
Herbiconiux, Kitasatospora, Leifsonia, Massilia y Pseudoclavibacter y la especie es
Rhizobium zeae sp. nov. por lo que esta planta se proyecta como una fuente todavia por
explorar de bacterias enddfitas.

La elevada heterogeneidad bacteriana encontrada en la raiz y el tallo del maiz, nos hacen
suponer que existe una predileccion de las especies de bacterias por determinados
tejidos, siendo la raiz la que mayor niumero de especies acoge, debido probablemente a
la atraccidn que sufren las bacterias por los exudados radicales.

Los resultados obtenidos en el estudio de la interaccion entre las cepas de Rhizobium y
Streptomyces con plantas de maiz ponen de manifiesto la necesidad de estudiar las
diferentes interacciones y coinoculaciones entre diferentes microorganismos con una
Unica planta, y asi poder formular biofertilizantes eficientes para cada tipo de cultivo.

La capacidad de produccion de sideréforos y sustancias antifangicas por parte de la cepa
Streptomyces griseoaurantiacus CRZM 149R, adicionada a la capacidad que tiene esta
cepa para colonizar la superficie radicular del maiz e interaccionar positivamente con
ella, la hace susceptible de ser usada como potencial agente de biocontrol en el cultivo
del maiz.

La secuenciacién, anotacion y analisis de los genomas de bacterias con potencial PGPB
complementan y mejoran los indicios obtenidos mediante la realizacién de pruebas de
deteccién de mecanismos in vitro, constituyendo un buen método de discriminacién
para encontrar cepas con un 6ptimo potencial como biofertilizantes.

Mediante la construccion de un mutante que sobreexpresa la celulasa CelC2 en la cepa
de Rhizobium leucaenae CRZM52RC2*, se demuestra que disminuye la colonizacién
superficial en las raices de maiz debido a la disminucién de biosintesis de celulosay a la
formacion de biofilms. Sin embargo, la infeccion en el interior de la raiz se ve
incrementada posiblemente debida a la mayor accidn de la celulasa, mejorando asi la
entrada de dicha cepa, lo que confirma el papel relevante de esta celulasa en los
procesos de colonizacidn e infeccion.
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Conclusiones

7. La cepa CRZM52R identificada como Rhizobium leucaenae, produce un incremento en
el rendimiento y produccidn del cultivo de maiz, manteniendo el contenido nutricional
del grano, por lo que es susceptible de ser utilizada como biofertilizante, pudiendo
ofrecer una alternativa sostenible a los fertilizantes nitrogenados.

8. La cepa CRZM18R' identificada como Rhizobium zeae, es capaz de colonizar e
incrementar la productividad, no solo del cultivo del maiz, sino también de cultivos
horticolas como la rucula, la albahaca, los candnigos y los berros, por lo que esta cepa
es susceptible emplearse en la formulacién de un biofertilizante multifuncional dirigido
a multiples cultivos.
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