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1. Resumen

Las rizobacterias son un extenso grupo de bacterias que habitan la rizosfera de las
plantas. Dentro de este diverso grupo se encuentran bacterias con la capacidad de
promover el crecimiento y desarrollo vegetal gracias a diversos mecanismos,
denominandose en su conjunto PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria),
adquiriendo importancia como biofertilizantes y agentes de biocontrol frente al uso de
fertilizantes quimicos en la agricultura. En este trabajo se ensayaron in vitro distintas
propiedades PGPs en 6 cepas pertenecientes a los géneros, Pseudomonas, Sinorhizobium,
Mesorhizobium ciceri, Phyllobacterium, Bacillus y un actinomiceto. Los resultados
mostraron que 3 de las 6 cepas producen siderdforos, todas las cepas tienen la
capacidad de producir acido indol acético, 1 de las 6 cepas puede crecer en medio con
ACC como fuente de nitrégeno, 2 de las 6 cepas pueden solubilizar fosfato y 1 de las seis
cepas tiene la capacidad de fijar el nitrégeno en vida libre. El ensayo de infectividad
llevado a cabo en Lactuca sativa mostré que tres de las 6 cepas ensayadas aumentaron el
peso medio fresco y seco de la planta, correspondiendo con las cepas Sta8b

(Pseudomonas sp.), PVL28 (Sinorhizobium sp.) y LEUL6a (actinomiceto).

Abstract

Rhizobacteria is the term used to define the diverse group of bacteria that grows and
cohabits the rhizosphere of plants. Within this group, there are bacteria with the
capacity to promote plant growth and development through several mechanisms known
as PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria), acquiring importance as biofertilizers
and biocontrol agents against the use of chemicals in crops. In this work different PGPs
properties were tested in vitro on 6 strains belonging to the bacterial genera,
Pseudomonas, Sinorhizobium, Mesorhizobium ciceri, Phyllobacterium, Bacillus and a non-
determined actinomycete. In vitro tests results showed that, 3 out of 6 strains produced
siderophores, all the strains were able to synthesize indole-3-acetic acid, 1 out of 6
strains has de ability to growth using ACC as a sole nitrogen source, 2 out of 6 strains
could solubilize phosphate and 1 out of 6 strains had the ability of free-living nitrogen
fixation. Infectivity test carried out in Lactuca sativa showed that 3 out of 6 strains
increased the average fresh and dry weights corresponding with strains Sta8b

(Pseudomonas sp.), PVL28 (Sinorhizobium sp.) and LEUL6a (actinomycete).



2. Introduccion

Se denomina rizobacterias a las bacterias que viven en las inmediaciones de las raices de
las plantas, es decir, la rizosfera. Estas bacterias constituyen un grupo formado por
multitud de especies, algunas de las cuales tienen efectos beneficiosos sobre el
desarrollo de las plantas mediante diversos mecanismos, recibiendo por ello el nombre
de PGPR (Plants Growth Promoting Rhizobacteria). Por tanto, para hablar de sus
caracteristicas y diferentes efectos en el desarrollo de las plantas, se debe definir
primero cOmo se comportan en relacidn con el espacio de suelo que supone la rizosfera

y los demas microorganismos presentes en él.

2.1 Rizobacterias y su relacion con la rizosfera

Las rizobacterias colonizan las raices de las plantas por medio de diversos mecanismos.
Esta colonizacién es posible debido a que la propia rizosfera proporciona una gran
cantidad de nutrientes gracias a los exudados de las raices de las plantas, tratandose por
tanto de un ambiente muy rico que satisface la mayoria de las necesidades que
requieren las bacterias para desarrollarse [Glick, 2012]. Sin embargo, por esta misma
razon, este ambiente es propenso a facilitar la colonizacién por parte de otros grupos de
bacterias y microorganismos que pueden ser fitopatégenos, u otros que no tengan
efectos de ningun tipo sobre las plantas, pero que, por relaciones de competicidn,
comprometen el desarrollo de las rizobacterias que si son beneficiosas para la planta
[Requena et al, 1997]. Por tanto para que las rizobacterias puedan proliferar en la

rizosfera deben poseer diversos mecanismos que favorezcan la competencia.

Entre estos mecanismos podemos encontrar los movimientos quimiotacticos o la
produccion de compuestos con actividad antibiética frente a otros posibles

colonizadores de la raiz. [Camelo et al., 2011].

Otra caracteristica que se debe de tener en cuenta son las distintas formas que tienen de
colonizar las raices las PGPR. Existen formas de vida simbidtica que nodulan las raices,
como el género Rhizobium, que colonizan las raices de las plantas de la familia Fabaceae
[Desbrosses & Stougaard, 2011]. También se pueden dar relaciones no simbidticas,
tanto epifitas como endofitas, como por ejemplo es el caso de bacterias del género
Azospirillum, que colonizan raices de gran variedad de plantas. Existen estudios ademas

que muestran especies de cianobacterias, mayormente del género Nostoc, que pueden



colonizar intracelular o extracelularmente distintos érganos de plantas de las familias
Gunnaraceae y Cycaraceae [Santi & Franche, 2013]. Por otro lado el desarrollo de las
rizobacterias, no sélo tendria efectos en la planta sino que también produciria cambios
quimicos en el suelo, dado que para su propio desarrollo usan los compuestos tanto de
los exudados de las raices como de los presentes en el propio suelo [Requena et. al,,

1997].

2.2 Mecanismos de promocion del crecimiento

Los efectos beneficiosos que pueden producir las PGPR sobre las plantas son varios: la
estimulacion de la germinacion, el incremento de los niveles enddgenos de fitohormonas
y la captacidn de nutrientes, traduciéndose en un aumento del crecimiento y desarrollo

vegetal.

Las rizobacterias son muy variadas asi como sus propiedades, las funciones que llevan a
cabo y los fines con los que se pueden comercializar. Segun los fines comerciales, las

PGPR se pueden clasificar segin Bhattacharyya & Jha (2012):

1. En primer lugar aquellos microorganismos que se emplean a modo de
biofertilizadores, preparados comerciales que contienen microorganismos
vivos que se pueden inocular en las semillas, en la superficie de la planta o en el
suelo. Al colonizar las distintas partes de las mismas, estimulan el rendimiento y
crecimiento vegetal [Saharan & Nehra, 2012]. Algunos de los mecanismos por lo
que actuan son la fijaciéon del nitrégeno, que puede llevarse a cabo en forma de
vida libre, (como por ejemplo los géneros Bacillus, Pseudomonas o Azospirillum),
o en simbiosis (como por ejemplo los géneros Frankia o Rhizobium) [Tilak et al.,
2006].0tro mecanismo empleado en este grupo de biofertilizadores es la
solubilizacién del fosforo, que a pesar de ser uno de los principales nutrientes
requeridos por las plantas se encuentra poco accesible para estas [Bhattacharyya
& Jha, 2012].

2. Un segundo grupo serian los bioestimulantes, formulaciones comerciales
compuestas por microorganismos con la capacidad de producir fitohormonas,
que pueden ser acido indol acético, etileno, giberelinas, etc. [Glick, 2012].

3. Por ultimo se encuentran las rizobacterias que se usan como biopesticidas en
las tareas de biocontrol, un campo que empieza a emerger como sustitutivo de

los pesticidas quimicos y sintéticos [Bhattacharyya & Jha, 2012]. Los mecanismos



que se recogen dentro de los biopesticidas son varios: la produccién de
antibioticos, sideréforos, o enzimas hidroliticas que impiden la colonizacién de
las plantas por microorganismos patégenos [Beneduzi et al., 2012]. Los grupos de
bacterias que poseen estas capacidades son multiples, especies de los géneros
Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces, Enterobacter o Azospirillum son algunos de
los ejemplos mas comunes de bacterias con capacidad de biocontrol.

La clasificacién anterior, como se ha indicado, es comercial. Para este tipo de trabajo es

de mayor interés la clasificacion de los distintos mecanismos que emplean las PGPR para

promover el crecimiento vegetal. Ademas estos mecanismos se pueden clasificar segiin

favorezcan a las plantas de forma directa o de forma indirecta.

En cuanto a los mecanismos directos que emplean las PGPR para la promocién del

crecimiento podemos considerar:

1. Bacterias fijadoras de nitrégeno, que como antes se mencioné pueden ser
tanto de vida libre como simbiotica en las plantas. Tanto en un caso como en otro,
reducen el dinitrégeno atmosférico, forma molecular que no es asimilable por las
plantas, hasta ion amonio, forma soluble y aprovechable para las mismas, en
algunos casos de forma directa y en otros, previa oxidacién a nitrato. Esta
transformaciéon la pueden llevar a cabo gracias al complejo enzimatico de la
nitrogenasa [Glick, 2012]. En comparacién, la fijacién biologica de nitrégeno es
mucho mayor y mas eficaz en especies simbidticas que en especies de fijaciéon
libre [Santi et al.,, 2013]. Esto se debe a que la nitrogenasa y los genes que la
codifican son sensibles al oxigeno, siendo este, un inhibidor de la actividad
enzimatica a determinadas concentraciones [Santi et al., 2013].

2. Produccién de sideroforos. Son compuestos capaces de capturar iones de
hierro. Una de las funciones de estos compuestos es favorecer la nutricién
vegetal, ya que facilita la adquisicion del hierro por parte de la planta [Saha et al,
2013]. El mecanismo de producciéon de sideréforos puede estar modulado por
factores ambientales como el pH, el nivel de iones de hierro ambiental y la
presencia de ciertos elementos traza que favorecen la sintesis [Saharan & Nehra,
2011]. Algunas de las bacterias conocidas con esta capacidad pertenecen a los
géneros Bacillus, Rhodococcus, Pseudomonas y Enterobacter. Estas bacterias

sintetizan en bajas concentraciones distintos tipos de sider6foros que son



capaces de captar el hierro en forma insoluble formando un complejo soluble
Fe*3que puede ser captado por las plantas mediante mecanismos de transporte
activo [Glick, 1995]. Se ha demostrado que ademas la produccién de sideréforos
es muy util cuando las plantas se encuentran en situaciones de estrés por altas
concentraciones de metales pesados; la inoculaciéon de la rizosfera con estas
bacterias permite que los sideroforos alivien estas concentraciones reduciendo el
estrés que ejercen sobre las plantas [Carrillo-Castafieda et al,, 2011].
Solubilizacion del fésforo. El fésforo junto con el nitrégeno, son los
macronutrientes mas limitantes para el desarrollo vegetal [Maathuis, 2009]. Las
bacterias solubilizadoras del fosforo son capaces de liberar este fosforo a formas
accesibles para las plantas [Pradhan & Sukla, 2006]. Este proceso se puede llevar
a cabo gracias a la produccién de distintos acidos organicos, como por ejemplo el
glucénico o el citrico, o bien se puede solubilizar por reacciones de intercambio
ionico [Fernandez et al., 2005]. La inoculacién de maiz con bacterias con esta
capacidad ha demostrado un incremento del rendimiento biol6gico, un mayor
numero de granos, asi como una mayor tasa de cosecha [Yazdani et al., 2009].
Algunas de las bacterias capaces de solubilizar fé6sforo pertenecen a los géneros
Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium o Enterobacter.

Produccion de fitohormonas. Es otro mecanismo directo por el que las PGPR
pueden promover el crecimiento y desarrollo vegetal, capaces de producir o
intervenir en la produccion de algunas de las hormonas vegetales implicadas en
su desarrollo, como pueden ser las giberelinas, el acido indol acético o el etileno.
No se ha podido describir los mecanismos celulares mediante los cuales las
bacterias promueven el desarrollo vegetal a través la produccion de
fitohormonas. Sin embargo varios estudios donde se citan estos efectos
beneficiosos, han demostrado que nédulos de leguminosas, con bacterias del
género Bradyrhizobium, han resultado tener una mayor concentraciéon de
giberelinas, provocando un incremento de la elongaciéon general de la planta
[Bottini et al., 2004.]. Otros estudios sostienen que los efectos de estrés hidrico se
ven reducidos en trigo inoculado con bacterias del género Azospirillum, en parte

por la produccién de giberelinas [Creus et al., 1997].

Por otra parte el acido indol acético, una de las auxinas mas estudiadas, ha

demostrado variar sus concentraciones en la planta cuando esta se encuentra



asociada con bacterias capaces de producir esta hormona. El efecto que tiene la
hormona segin su concentraciéon puede ser diferente. Cuando se alcanza en
combinaciéon (concentraciéon de AIA producida por bacterias y concentraciéon de
AlA producida por la propia planta) una concentracion éptima en la planta, esta
aumenta su rendimiento y crecimiento, pero cuando alcanza concentraciones
superiores a las dptimas, tiene el efecto contrario, se observa una inhibicién del
crecimiento [Arshad & Frankenberger, 1991].

También existen bacterias capaces de modificar en las plantas los niveles
endogenos de etileno, hormona implicada en los procesos madurativos de las
plantas, como en el cambio de flor a fruto, que sufren en determinado momento.
También se destaca su papel ante situaciones de estrés en la planta como puede
ser el estrés salino, el estrés por anegamiento o estrés por calor, que acaban
provocando una mayor sintesis de esta hormona [Bleecker & Kende, 2000]. El
etileno es una hormona que actia a muy bajas concentraciones dentro de la
planta. Por tanto, una producciéon excesiva de esta hormona provocada por
alguna clase de estrés, bidtico o abidtico, puede desencadenar -efectos
perjudiciales para la propia planta [Glick, 2005]. Las rizobacterias, pueden
modular esta sintesis al poseer una enzima capaz de actuar sobre uno de los
intermediarios del etileno, conocido como ACC (1l-aminoacilciclopropano-1-
carboxilato), esta enzima, la ACC deaminasa (l-aminoacilciclopropano-1-
carboxilato deaminasa), cataliza la conversion de ACC a «-cetobutirato,
impidiendo la sintesis del etileno [Shaharoona et al. 2006]. La inoculaciéon de
PGPR con actividad ACCd, permite reducir la concentraciéon de etileno endégeno
en la planta inducida por una situacién de estrés tanto ambiental como biolégico
[Saleem et al., 2007].

Gracias a estos mecanismos las bacterias son capaces de modular la produccién
de hormonas en las plantas, adquiriendo importancia a la hora de conseguir en
distintas situaciones un mejor rendimiento, o incluso mantener el desarrollo de
las plantas bajo condiciones de estrés. Dentro de este grupo de bacterias,
podemos encontrar especies de los géneros Azospirillum, Enterobacter,

Comamonas, Bacillus, Pseudomonas, entre otras.



Por otra parte, como mecanismos indirectos de la promocion podemos destacar:

5. La capacidad de biocontrol de otros microorganismos que puedan

potencialmente ser patdgenos de las plantas. La forma de realizar esta tarea es
variada, desde la producciéon de sustancias antibidticas, produccion de los
propios sideroforos, excrecion de enzimas liticas, entre otros [Fernando et al,
2006].

Entre los mecanismos directos se explicé el papel nutritivo de los sider6foros
producidos por las PGPR, sin embargo, también cumplen una funcién como
factores de biocontrol. Por el mismo mecanismo que emplean para captar los
metales, los sideréforos comprometen el desarrollo de fitopatégenos que pueden
infectar la planta, ya que estos también requieren de estos metales para su
correcto crecimiento [Saha et al., 2013].

En cuanto a la antibiosis, los mecanismos por los que se consiguen se han ido
describiendo a lo largo de las ultimas décadas. Es sabido que las cascadas
genéticas que regulan la sintesis de estos componentes estan reguladas a su vez
por condiciones ambientales, como pueden ser el pH, distintas fuentes de
nutrientes, elementos traza, varios tipos de estimulos, incluso el genotipo de la
planta huésped han resultado tener influencia en la regulacion de la sintesis de
estos compuestos [Compant et al., 2005]. Cabe destacar, que de entre todos los
antibioticos descubiertos hasta la fecha, algunos de ellos presentan cierta eficacia
en experimentos farmacéuticos, dando lugar a una nueva fuente de fArmacos con
el fin de luchar contra las bacterias multirresistentes [Compant et al., 2005; Lau
etal., 2017].

La producciéon de enzimas liticas por parte de las bacterias supone otro
mecanismo de biocontrol. Algunas de estas enzimas son quitinasas, celulasas,
lipasas o proteasas que tienen la capacidad de hidrolizar partes de la pared
celular de muchos hongos fitopatdégenos [Chaiharn et al., 2008].

Todos estos mecanismos los emplean las bacterias para poder competir por el
rico nicho que supone la rizosfera de forma que ellas se vean favorecidas por su
colonizacion. A su vez esta actividad de las bacterias favorece a las plantas
protegiéndolas de la colonizacion por patégenos o incluso induciendo

mecanismos de resistencia que empleara la planta por si misma [Dutta et al,



2008]. Pseudomonas, Delftia o Rhizobium son algunos de los géneros que poseen

especies bacterianas capaces de estas funciones.

2.3 Importancia de las PGPR

Como se puede observar las capacidades de las rizobacterias para promover el
crecimiento y su uso en tareas de biocontrol son multiples y suponen una alternativa de
gran relevancia para el excesivo uso de fertilizantes y pesticidas de origen quimico en la
agricultura actual por varias razones. El uso a largo plazo de los fertilizantes y pesticidas
artificiales termina por provocar efectos nocivos en los mismos cultivos. Dada la dificil
degradacion de los compuestos que los forman, pueden acarrear problemas de
biomagnificacidn a través de las cadenas troéficas hasta el punto de afectar la salud de
animales y humanos [Camelo et al., 2011]. La agricultura convencional sin embargo, no
es capaz de reducir estos efectos sin aumentar costes econémicos o reducir el
rendimiento de las cosechas [Singh et al, 2011]. Por lo que el uso de PGPR como
biofertilizantes permite encarar esta serie de problemas, ademas de que supone una

alternativa mas barata econémicamente [Flores-Félix et al., 2013].

Sin embargo no se pueden usar todas las PGPR de la misma forma. Como se dijo
anteriormente, la actividad de estas bacterias va a depender en gran medida de como
interaccionan con los demas componentes de la rizosfera e incluso dependera de la
propia cepa que se esté usando, ademas que se debe de tener en cuenta que no sean
microorganismos patdgenos para el hombre en caso de usarlos como biofertilizantes
[Bhattacharyya & Jha, 2012]. Por tanto para determinar cudl o cudles son las mejores
cepas a usar en cada tipo de situacion que se presenta se deben realizar una serie de

estudios previos.

En un principio estos estudios consistian en comprobar primero la capacidad que
poseian las bacterias de interés en inhibir el crecimiento de las que potencialmente

pudieran ser patégenas o que no produjeran ningun tipo de beneficio en la planta.

En aquellas que se obtenia un resultado positivo, se iniciaban una serie de ensayos para
comprobar su capacidad de promover el crecimiento en distintos aspectos, desde
aumento del rendimiento, induccién de la germinacién, aumento del crecimiento de la
raiz, etc. Todas estas pruebas se realizan primero en invernadero, para después probar

aquellas de mejor rendimiento en pruebas de campo real [Bhattacharyya & Jha, 2012].



Hoy en dia la mejora en técnicas genéticas y de screening facilita mucho la busqueda de

las cepas con mejores propiedades PGPR [Bhattacharyya & Jha, 2012].

3. Objetivos

Para la realizacion de este trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

1. Revision bibliografica de las distintas funciones y propiedades de las bacterias

con propiedades PGPs.
2. Evaluacion in vitro de las propiedades PGPs de cepas de distintos géneros

3. Evaluacidn del potencial promotor de las cepas empleadas en este trabajo en un

ensayo de infeccién en semillas de Lactuca sativa.



4. Material y Métodos.

4.1 Bacterias
Las cepas empleadas para el trabajo se aislaron en distintos estudios previos y se

recogen en la Tabla 1.

CEPA GENERO HUESPED Ref. ‘
Sta8b Pseudomonas sp. Lotus lancerottensis -
LEUL6a Actinomiceto Leucaena leucocephala -
LCAn8 Bacillus sp. Lotus camphylocladus -
LLAN61 | Phyllobacterium sp. Lotus lancerottensis | Leén-Barrios et al., 2017
PVL28 Sinorhizobium sp. Phaseoulus vulgaris -
CCANP14 | Mesorhizobium ciceri Cicer canariense Pérez-Yépez et al, 2014

Tabla 1. Cepas seleccionadas para evaluar sus propiedades PGPs.

4.2 Material Vegetal
Para el trabajo se emplearon semillas de Lactuca sativa var. Maravilla de Verano

(lechuga) comerciales, debido a su interés comercial y su importancia alimenticia.

4.3 Medios de Cultivo
Durante el trabajo se emplearon varios medios de cultivo; algunos de ellos se utilizaron
de forma asidua y generalizada, mientras que otros solo se emplearon puntualmente
para la realizacion de pruebas concretas. Todos los medios se esterilizaron en el

autoclave a 1212C durante 20 min.

4.3.1 Medio TSA (Panreac), preparado segun las instrucciones dadas por el

fabricante.

4.3.2 Medio YM [Vincent, 1970], empleado para el mantenimiento y crecimiento
de las cepas de rizobios usadas durante el trabajo (CCANP14 y PVL28). El medio
contiene: KH2PO4 0,5 g/1; MgS04.7H20 0,2 g/1: NaCl 0,1 g/I; Extracto de levadura 0,8 g/1;
Manitol 6 g/1; H20 destilada hasta 1 litro. El pH se ajusté a 6,8, y se afiadi6 agar 1,5%
(15g/1) en el caso de prepararse medio YMA.

4.3.3 Medio Pikovskaya [Pikovskaya, 1948], utilizado para la evaluacion de la

solubilizacién de fosfato de las cepas. El medio contiene: Glucosa 10 g/1; Caz(P0O4)2 5g/1;



(NH4)2S04 0,5 g/1; MgS04.7H20 0,1 g/1; Extracto de levadura 0,5 g/1; MgS04.H20 0,0001
g/1; FeS04.7H20 0,0001 g/1; KC1 0,2 g/1. El pH se ajusté a 7.

4.3.4 Medio Chromo Azurol S (CAS) [Alexander & Zuberer, 1991], usado para
observacion de produccion de sideroforos. El medio se preparé a partir de 3 soluciones
diferentes. Solucion A: Chromoazurol S (CAS) 60,5 mg/l en 50 ml de agua destilada.
Solucién B: FeCls.6H20 2,7 mg/l en 10 ml de HCI 10 mM. Solucién C: N-cetyl-N,N,N-
Trimethylammonium Bromide PA (HDTMA) 72,9 mg/1 en 40 ml de agua destilada.

El medio se prepardé mezclando en primer lugar las soluciones A y B generando una
solucion violeta; después con agitacion suave se afnadi6 lentamente la solucion C
obteniendo una mezcla de color azul oscuro. Por otro lado se disolvieron 30,24 g de
PIPES en 750 ml de agua destilada, el pH se ajusté a 6,8 usando NaOH 1N, después se
afiadio agar 1,5% y junto con la mezcla A, B y C se esterilizaron en el autoclave. Una vez
las soluciones A, B, C y PIPES estan esterilizadas se mezclan para obtener un medio de

color azul.

4.3.5 Medio Nfb [Dobereiner & Baldani 1979], usado para la evaluacién de la
fijacién de nitrégeno en vida libre. El medio contiene: Acido malico 5 g/I; KH2P04 0,5 g/I;
MgS04.7H20 0,2 g/1; NaCl 0,1 g/I; CaCl2.2H20 0,02 g/I; solucién de elementos traza® 2ml;
Azul Bromitol 2 ml/l; Solucién de Vitaminas™ 1 ml/l; Fe EDTA 1,64% 4ml/l. El pH se

ajustod a una valor de 6,8 y se afiadi6 agar, a la concentracién de 1,75 g/1.

*Solucion de elementos traza: CuS04.5H20 0,4 g/1; ZnS04.7H20 0,12 g/1; H3BO3 1,4 g/];
Na;M04.2H20 1 g/1; MnS04.H20 1,5 g/1.

**#Solucion de Vitaminas: biotina 10 mg; Piridixol.HCl 20mg; agua destilada 100 ml

4.3.6 Medio Minimo Bergersen [Bergersen, 1961], usado para la evaluacién del
uso de acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) como Unica fuente de nitrégeno.
El medio contiene: Na;PO4H.12H20 0,45 g/1; MgS04.7H20 0,1 g/I; FeCl3.6H20 0,033 g/1;
CaClz 0,04 g/1; (NH4)PO4H2 0,38 g/1; NO3K 0,29 g/I; manitol 6 g/l; tiamina 100 ug/l;
biotina 10pug/l. Tras anadir el manitol el pH se ajusté a 6,8 y se esterilizé el medio. La
tiamina y la biotina fueron afiadidas al medio tras la esterilizacién mediante filtracion,

usando un filtro de 0,22 pm.



4.3.7 Agar-Agua, usado para la germinacién de las semillas de Lactuca sativa. El
medio contiene: agar 10 g/l y agua destilada 1 litro. Tras preparar la solucion, el medio

se esteriliz6 en autoclave.

4.4 Evaluacién de propiedades promotoras del crecimiento vegetal de
las cepas.
Se ensayaron las distintas propiedades de las cepas bacterianas, para evaluar su
capacidad como potenciales promotores del crecimiento vegetal. Los in6culos de las
bacterias empleadas en cada prueba, se prepararon a partir de cultivos en placas de
medios TSA o YMA (en funcidn de la cepa) ajustandose en tubos de solucion salina a un

valor de turbidez 1 de la escala de McFarland.

4.4.1 Produccion de sideroforos. Para comprobar esta capacidad se siguid el
procedimiento de difusiéon en CAS agar [Alexander & Zuberer 1991]. Se inocularon 5 pl
de suspensiones bacterianas ajustadas a valor 1 de la escala de McFarland por triplicado
en medio YMA o TSA, en funcién de la cepa, y se incubaron hasta alcanzar la fase
estacionaria. Posteriormente se verti6 el medio CAS y se dejo un dia mas incubando, esta

vez en condiciones de oscuridad.

4.4.2 Produccion de acido indol-3-acético (AIA). Para el ensayo de esta
capacidad se procedio siguiendo el protocolo colorimétrico de Gordon-Weber [Gordon &
Weber, 1951], usando el Reactivo de Salkowski. Las cepas fueron cultivadas a 282C hasta
que alcanzaron la fase estacionaria y posteriormente se ajustaron al valor 1 de la escala
de McFarland en tubos de soluciones salina para su inoculacién en tubos de YMB o TSB,
complementados con triptéfano 2,5 mM por triplicado. Una vez inoculados se dejaron
incubando a 282C durante varios dias hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento.
Tras el periodo de incubacién, se tomé 1,5 ml de cada tubo y se pasaron a tubos

Eppendorf para centrifugarse a 10.000 rpm durante 5 min en la microfuga.

Una vez centrifugados los tubos, se extraen 300 pl de sobrenadante y se llevan a
otros tubos Eppendorf nuevos, después se afiade 3 veces el volumen de sobrenadante
del Reactivo de Salkowski (900 pl). Después de afiadir el reactivo, se dejan los tubos en
reposo durante media hora en condiciones de oscuridad. Alternativamente, se

prepararon blancos en las mismas condiciones usando el medio en el que se incub6 la



cepa con el reactivo de Salkowski (ClsFe.6H20 3,465 g; H2SO4 100 ml; Agua destilada
300ml).

Una vez transcurrido el periodo de reposo, se us6 una placa de 96 pocillos
NunclonSurface para medir los niveles de AIA segun la absorbancia a 540 nm en el
sistema BioRadModel 680 Microplate Reader empleando el software Microplate
Manager version 5.2.1 Los datos posteriormente se interpolaron utilizando una recta

patron de concentraciones conocidas de AIA.

4.4.3 Uso de ACC como unica fuente de nitrégeno. En una primera etapa para
estudiar la actividad ACC deaminasa (ACCd), se crecieron las cepas en el medio minimo
de Bergensen variando la fuente de nitrégeno, de tal manera que para este ensayo se
preparé medio con una fuente de nitrégeno, asimilable por todas las bacterias del
ensayo, de tal manera que seria un control positivo, medio sin fuente de nitrogeno como
control negativo, y medio donde se reemplaza la fuente de nitrégeno clasica por el
compuesto ACC (Sigma LifeScience) a una concentraciéon de 1,5 mM. Para la inoculacion
de las placas se prepararon suspensiones de las cepas en solucidén salina y se procedié a
lavarlas para eliminar cualquier posible traza de nitrégeno que se pueda arrastrar del
medio de cultivo anterior. Una vez realizado el lavado de las cepas se ajustaron a un
valor 1 en la escala de McFarland en tubos de solucién salina, después se inocularon 5 pl
de la suspension en las placas por triplicado. Una vez inoculadas se llevaron a incubar a

282C durante un tiempo entre 10 y 20 dias, segun la cepa.

4.4.4 Solubilizacion de fosfato. Para el ensayo de capacidad de solubilizacién de
fosfato se us6 el medio Pikovskaya siguiendo el mismo protocolo descrito para los
indculos en placas, 5 pl de suspensiones con un valor 1 en la escala de McFarland. Los
ensayos se realizaron por triplicado y se incubaron las placas a 282C entre 7 y 10 dias,
segln la cepa. La capacidad de solubilizacién de fosfato, se manifiesta con la presencia
de halos de clarificaciéon del medio alrededor de las colonias. Para la lectura de la
prueba, se miden los didmetros de las colonias positivas (c) y se halla la media
aritmética de cada cepa, después se miden los didmetros de los halos de clarificacién de
las cepas positivas (z) y se halla la media aritmética. Por ultimo para conocer la
eficiencia de solubilizaciéon de las cepas positivas se emplea la siguiente férmula:

ES(%) = 100x(z - ¢)/c [Srivastava et al., 2004.].



4.4.5 Fijacion de nitrégeno en vida libre. Para este ensayo se usé el medio
semi-so6lido Nfb, el cual se realizé por triplicado mediante siembra por picadura. Se
usaron inéculos de cada cepa preparados en solucién salina ajustado a valor 1 en la
escala de McFarland. Después de inocular los tubos se llevaron a incubar durante 15-20
dias, el resultado de la prueba se puede observar al darse un cambio de color en el

medio, del verde original, pasa a una tonalidad azulada en la zona de inoculacién.

4.5 Ensayo de infeccion en Lactuca sativa y condiciones de crecimiento

de las plantas.

Para comprobar en plantas las propiedades PGPs ensayadas en las cepas, se infectaron
semillas esterilizadas de Lactuca sativa. Se realizaron 12 réplicas de cada una de las 6
cepas empleadas ademas de otras 12 replicas sin ninguna cepa, a modo de control

negativo.

Para la esterilizacion de las semillas se siguid el siguiente procedimiento. En primer
lugar las semillas se bafiaron con alcohol, 96% 30 segundos y seguidamente se
sumergieron en hipoclorito sédico (lejia) al 50% durante 4 min. Tras la esterilizacién se
procedid a realizar varios lavados con agua destilada estéril para eliminar los residuos
de lejia en las semillas, fueron sometidas a varios lavados rapidos de 1 min y sucesivos

lavados de 5 y 7 min.

Posteriormente las semillas se sembraron en medio agar-agua al 1% para su
germinacién, se mantuvieron en oscuridad durante 2-3 dias hasta obtener plantulas con
una radicula de aproximadamente 4 cm. La infeccién de las plantulas se realiz6
preparando suspensiones de las cepas empleadas ajustadas a un valor de 5 en la escala
de McFarland con las que se impregnaron las radiculas durante 15-20 min. Una vez
infectadas las plantulas, se plantaron en semilleros rellenados con vermiculita
esterilizada a 1219C durante 20 min y se trasladaron a una camara de crecimiento con
las siguientes condiciones de crecimiento: 16 horas de luz frente a 8 horas oscuridad,
con una humedad relativa de 60% y manteniendo una temperatura de 25 2C durante el

periodo de luz y 20°C durante el periodo de oscuridad.

Se empled la solucién nutritiva Rigaud y Puppo [Rigaud & Puppo, 1975] para regar las
plantas. La solucién nutritiva contiene: KCl 10 ml/l; MgS04.7H20 10ml/l; KH2PO4 10
ml/l; CaCl; 10ml/l; elementos traza 1ml/l; KNO3 0,4 g/l; secuestreno 0,025 g/l. La



solucién se ajusto a pH 6,8-7 con NaOH 1N y se esterilizé a 1212C durante 20 min. El
riego se realizd6 de forma alternativa con la solucién nutritiva y con agua destilada

estéril, aproximadamente cada 2 o 3 dias.

Las plantas se retiraron de los semilleros tras seis semanas de crecimiento. De cada
planta se midi6 la longitud radicular y aérea, asi como el contenido de clorofila, eligiendo
tres hojas de cada planta al azar, empleando el medidor de clorofila SPAD-502, Minolta.
El peso de las plantas se tomé en fresco y en seco, tras dejar las plantas en una estufa a
652C hasta tener un peso constante en la medida de peso seco. Por ultimo, se llevo a
cabo un analisis estadistico de los datos recogidos mediante un andlisis de varianza

(ANOVA) y de la minima diferencia significativa (LSD).



5. Resultados y Discusion

5.1 Evaluaciéon de propiedades promotoras del crecimiento de las
cepas.
En la siguiente tabla se recogen de forma resumida los resultados obtenidos en los

ensayos realizados sobre las cepas seleccionadas para el trabajo (Tabla 2).

Produccion Produccion | Crecimiento Solubilizacion

Cepa
Sideroforos AIA en ACC fosfato

Sta8b + + - - +
LEUL6a - + - - -
LLAN61 - + - + +
PVL28 + + + - -
LCAn8 + + - - -
CCANP14 - + - + -

Tabla 2. Resumen de resultados obtenidos en los andlisis de propiedades PGPs. Cepas positivas

(+) y cepas negativas (-)

5.1.1 Producciéon de sideroforos. Las cepas productoras de sideréforos
formaron un halo de color amarillo alrededor de las colonias, consecuencia de la
actividad productora. La extension del halo varia en funcién de la actividad de cada cepa.
De las cepas ensayadas produjeron sideréforos las cepas Sta8b (Pseudomonas), PVL28
(Sinorhizobium) y LCAn8 (Bacillus). Los sideréforos, como se explico en la introduccion,
son compuestos que favorecen el crecimiento de la planta de forma directa, aumentando
la captacion de nutrientes, y de forma indirecta, comprometiendo el desarrollo de
fitopatogenos. Varios estudios, destacan el papel de bacterias del género Pseudomonas
en tareas de biocontrol, al producir sideréforos que captan iones de hierro necesarios
para el desarrollo de algunos fitopatégenos, como Fusarium oxysporum [Weller, 2007;
Chen et al., 1995]. Siguiendo los resultados obtenidos en este ensayo, se puede destacar
el papel de especies del género Bacillus, en concreto de cepas de la especie Bacillus
subtilis, por su elevada actividad de produccién de sideréforos dandole la capacidad de
antagonizar la actividad de hasta 15 hongos fitopatdgenos en plantas de pepino [Yu et

al., 2011].



Figura 1. Placas con medio YMA
(LEUL6a) y TSA (Sta8b) con CAS. Ala
izquierda la cepa Sta8b, productora de
sideroforos, se puede observar el halo

amarillo. A la derecha la cepa LEUL6a,

5.1.2 Produccion de acido indol-3-acético (AIA). Para la prueba de producciéon
de AIA, se sigui6 el procedimiento segiin Gordon-Weber, descrito en el apartado de
material y métodos. Tras afiadir el reactivo de Salkowski y dejar reposar el
sobrenadante de cada cepa, se observo en aquellas cepas positivas que el sobrenadante
adquirié un color rosado cuya intensidad varia en funcién de la concentracién de AIA
producida por la cepa (Figura 2). Todas las cepas ensayadas dieron positivo en la

produccion de AlA, pero la concentracion varia en funciéon de cada una (Figura 3).

Figura 2. Ejemplo de muestras
preparadas para lectura de produccién de
AIA. La diferencia de intensidad de
coloracién indica distintas

concentraciones de AIA.

LCAN8

CCANP14

LEULGa

PVL28

Sta8b

Lane1 [ S
B
L

0 10 20 30 40 50 60

Figura 3. Grafico de produccién de AlA



Segun los resultados obtenidos, las cepas ensyadas produjeron AIA en un amplio rango,
desde los 0,5ug/ml, hasta 54pg/ml. Destacan la cepa CCANP14 (Mesorhizobium ciceri
sp.) por la mayor produccién seguida de la cepa LLAN61 (Phyllobacterium sp.).
Siguiendo el criterio de varios autores, las bacterias se pueden clasificar segun la
cantidad de AIA producida en tres niveles (bajo, medio y alto), [Anjum et al., 2011]. En
este caso la cepa CCANP14 se considera un productor medio, y el resto de cepas se

consideran como bajos productores.

5.1.3 Crecimiento con ACC como unica fuente de nitréogeno. Esta prueba
supone un primer paso para confirmar la presencia de la enzima ACCd (ACC deaminasa).
Las cepas que dieron positivo en esta prueba demuestran que pueden crecer en el
medio Bergensen con ACC como Unica fuente de nitrégeno, pudiendo significar que
cuentan con la maquinaria génetica que permite la expresién de esta enzima en vida
libre. Para comprobarlo se requieren de estudios posteriores. De las cepas ensayadas,
PVL28 dio resultado positivo, siendo candidata a poseer la enzima ACCd (Figura 4). Es
de esperar que en algunas cepas ensayadas en un medio con ACC como Unica fuente de
nitréogeno no se observe crecimiento, como en el caso de CCANP14 (Mesorhizobium
ciceri). Se ha comprobado en varias especies de este género, que a pesar de poseer el gen
acds, cuyo producto es la enzima ACCd, no se expresa en vida libre, siendo regulado por
la proteina NifA, fundamental en el proceso de nodulacion de estas bacterias, sugiriendo
que la expresion del acdS en el género Mesorhizobium ciceri esta regulado bajo
condiciones de simbiosis [Nascimento et al., 2012]. En los ultimos afos se discute un
posible modelo de actuacién de la enzima ACCd. Este modelo propone una combinacion
de la promocién del crecimiento radicular de la planta por medio de produccién de AIA y
la actividad de la propia enzima ACCd [Saleem et al., 2007]. La sintesis por parte de las
bacterias y la posterior adquisicion por parte de la planta de AIA, induce en la planta un
aumento de la sintesis de ACC. Parte de este ACC es exudado fuera de la raiz y usado por
la bacteria, que por medio de la ACCd lo hidroliza y lo usa como fuente de nitrégeno para
su desarrollo, a su vez, los niveles de ACC endogeno en la planta se mantienen en un
nivel controlado permitiendo un mayor desarrollo de la raiz de la planta [Glick et al,

1998].



Figura 4. Resultado de prueba
de crecimiento con ACC. A la
izquierda la cepa PVL2S,
resultado positivo, a la
derecha la cepa Sta8b,

resultado negativo.

5.1.4 Solubilizacion de fosfatos. Se consideraron positivos aquellos ensayos en
los que se observo un halo de clarificaciéon alrededor de las colonias, denotando la
capacidad para solubilizar fosfato. En este caso, las cepas LLAN61 (Phyllobacterium) y
CCANP14 (Mesorhizobium ciceri) dieron positivo en esta prueba (Figura 5). Como se
describio en la introduccién, los mecanismos de solubilizaciéon del fésforo son varios,
desde la acidificaciéon por secreciéon de acidos organicos a reacciones de intercambio
iénico. En relacién con los resultados obtenidos, diferentes trabajos destacan que varias
especies del género Phyllobacterium acidifican el medio como principal mecanismo de
solubilizacidn [Ma et al., 2013]. Esta caracteristica cobra importancia en suelos agricolas
con elevadas concentraciones de cadmio, que potencialmente puede provocar
problemas de salud en el ser humano. Se ha demostrado, que la acidificaciéon de suelo
consecuencia de la actividad de este tipo de bacterias, reduce la captacion de cadmio por

la planta debido a la competicidn con el ién hidrogeno [Waisberg et al., 2004].

También se puede destacar el papel solubilizador del genero Mesorhizobium ciceri,
segun varios trabajos. En concreto una cepa de Mesorhizobium ciceri mediterraneum,
que ademas de la fijacion del nitrégeno, provocé un aumento significativo del contenido

de fosforo en plantas de garbanzo y cebada [Peix et al., 2001].

Figura 5. Placa con medio Pikovskaya donde

se puede observar el halo de clarificacion

producto de la solubilizacién de la fuente de

) fosfato. En este caso la cepa LLAN61.



Por otro lado, se cuantifico la eficacia de solubilizacién en las cepas positivas de este
ensayo. Para ello se sigui6 el procedimiento descrito en el apartado de materiales y

métodos y se empled la formula usada por Srivastava y colaboradores (Tabla 3).

Cepa Eficacia de solubilizacion (ES%)

LLAN61 45%
CCANP14 26%

Tabla 3. Eficacia de solubilizacién de fosfato en las cepas positivas de la prueba. La cepa

LLANG61, dio un mayor rendimiento en este aspecto.

5.1.5 Fijacion de nitrégeno en vida libre. En esta prueba la cepa que se consideré
positiva fue Sta8b (Pseudomonas sp.), observandose un viraje del color del medio Nfb,
desde el verde normal a un color azul, ademas de observarse una pequefa zona de
turbidez en la zona donde se realizé la siembra por picadura (Figura 6). El medio Nfb, es
un medio sin fuente de nitrégeno, por lo que el crecimiento de bacterias en el mismo
puede ser un indicativo de actividad fijadora por parte de las bacterias. Para confirmar
esta actividad, se tendrian que llevar cabo estudios posteriores. El género Pseudomonas
se puede considerar como un buen fijador de nitrégeno en plantas como el arroz, al

provocar un aumento del rendimiento de la planta comparable al atribuido por otras

bacterias del género Azospirillum, un tipico fijador de nitréogeno en vida libre[Mirza et

al., 2006].

Figura 6. En la imagen se observa, el
resultado obtenido en la prueba de
fijaciéon de nitrégeno. A la izquierda
los tres tubos de la cepa Sta8b,
resultado positivo, donde se puede
observar un color azul del medio,
comparado con los tres tubos de la
derecha, cepa LCAn8, resultado
negativo, que mantiene el color

| verde original del medio.




5.1.6 Contenido de clorofila. El valor promedio de las mediciones, se representé en
el siguiente grafico (Figura 7). El andlisis estadistico de estos valores revel6 que no

existen diferencias significativas entre ellos.
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Figura 7. Grafico de indice SP.AD promedio

El indice SPAD es un parametro, cada vez mas usual debido a su rapida medicién y su
relacién con el contenido de clorofila presente en la planta [Yamamoto et al., 2002]. En
la figura 7 se observan valores superiores en los tratamientos con las cepas PVL28 y

LLANG61 con respecto al control.



5.2 Ensayo de infeccion en plantas.
Para ensayar las potenciales propiedades de promocién en plantas, se emplearon las
cepas seleccionadas y se infectaron las plantulas de Lactuca sativa siguiendo el
protocolo especificado en el apartado de materiales y métodos, ademds de preparar el

control negativo sin ningun inéculo.

Con respecto a los parametros de longitud radicular y aérea no se observaron
diferencias significativas con respecto al control. En la figura 8, se puede observar un

grafico con los resultados obtenidos, en relacion al peso fresco y seco.
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Figura 8. Media de peso fresco y seco de las plantas ensayadas segun la cepa utilizada y el

control negativo.

De acuerdo con lo observado en la figura, 3 de los 6 grupos de plantas infectadas
respondieron positivamente a las bacterias empleadas, observdndose un aumento del
peso medio fresco y seco de la planta, a pesar de que el analisis estadistico revela que las
diferencias entre los tratamientos y el control negativo no son significativas. Este
aumento del peso corresponde con las cepas Sta8b (Pseudomonas sp.), PVL28
(Sinorhizobium sp.) y la cepa LEUL6a (actinomiceto), siendo la mas destacada la primera.
Es importante resaltar que las cepas Sta8b y PVL28 presentaron 3 de las 5 propiedades

PGPs ensayadas, mientras que la cepa LEUL6a solo present6 una propiedad PGP. Por



otro lado, a pesar de ser un interesante candidato para su uso como promotor del
crecimiento por presentar varias propiedades, el género Pseudomonas cuenta con varias
especies patogénicas para el hombre, por lo que, de ser éste el caso, la cepa Sta8b no
seria recomendable como agente biofertilizante. Por el contrario, la cepa de
Sinorhizobium, no presenta este inconveniente dado que no se ha descrito ninguna
especie patogena dentro de este género y esto la convierte en la mejor candidata para su
uso como agente de biofertilizacion. A pesar de que los rizobios son bacterias
nodulantes de la familia de las fabaceas, se puede resaltar su importancia en plantas no
leguminosas a la hora de emplearlas como agentes fertilizantes. Por ejemplo, se ha
demostrado que una cepa del género Rhizobium, en concreto de la especie Rhizobium
leguminosarum, es capaz de aumentar el crecimiento radicular y de biomasa de plantas
de lechuga y zanahoria, ademas de incrementar la captacién de nutrientes como
nitrégeno y fosforo [Flores-Félix et al, 2013]. También se ha demostrado que
determinadas cepas de Sinorhizobium meliloti en asociacion con micorrizas
arbusculares, tiene la capacidad de aumentar el crecimiento de la raiz y la parte aérea de

plantas de lechuga de forma significativa [Galleguillos et al., 2000].



6. Conclusiones

1. La gran diversidad de rizobacterias y sus distintos mecanismos de promocién
vegetal las convierten en una alternativa a tener en cuenta para la mejora de
cultivos prescindiendo del abuso de sustancias quimicas potencialmente nocivas.
A su vez destaca su posible papel como agentes de biorremediacién por algunos
de estos mismos mecanismos.

2. Todas las cepas utilizadas en este trabajo cuentan al menos con una propiedad de
promocion entre las ensayadas. Destacan las cepas de Pseudomonas sp. (Sta8b) y
Sinorhizobium (PVL28) por las propiedades que presentan, produccion de
sideré6foros, sintesis de AIA y fijacién en vida libre de nitrégeno por parte de
Pseudomonas sp. y produccién de sideréforos, sintesis de AIA y uso de ACC como
fuente de nitrégeno por parte de Sinorhizobium sp.

3. Lainoculacion de semillas de Lactuca sativa variedad Maravilla de Verano con las
cepas Sta8b (Pseudomonas sp.), PVL28 (Sinorhizobium sp.) y LEUL6a
(actinomiceto) produjeron el mayor crecimiento vegetal, aunque sin diferencias

significativas con los controles.

Conclusions

1. The great diversity of rhizobacteria and their different mechanisms for vegetal
promotion and development make them an alternative to be taken into account
as an alternative option to potentially harmful chemical substances. Also
highlights their possible role as agents for bioremediation by some of these
mechanisms.

2. All the strains used in this work have at least one property of promotion among
the tested. Distinguish the strains of Pseudomonas sp. (Sta8b) and Sinorhizobium
(PVL28) for their properties, ability for siderophores production, IAA synthesis
and free-living nitrogen-fixation by Pseudomonas sp. and production of
siderophores, synthesis of IAA and use of ACC as a source of nitrogen by
Sinorhizobium sp.

3. Inoculation of Lactuca sativa var. Wonder Summer seeds with Sta8b

(Pseudomonas sp.), PVL28 (Sinorhizobium sp.) and LEUL6a (actinomycete)



strains produced the highest plant growth, although there were not significant

differences with the control plants.
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