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Sintesis

El método de desinfeccién CTCf elimind los contaminantes externos de las esporas del hongo

micorrizégeno arbuscular (HM A) Glomus mosseae (INCAM -2). A partir de esporas desinfectadas e

intactas no hubo crecimiento microbiano en tres medios de cultivo durante siete dias, sin em bargo a

partir de esporas igualmente desinfectadas pero maceradas se obtuvo crecimiento de colonias

microbianasen medio de cultivo axénico,lo cual indicé la existenciade microorganismos intimamente

asociados a las esporas del HM A Glomus mosseae. Las determinaciones morfolégicas y moleculares

demuestran la existencia en las esporas de las especies bacterianas Pseudomonas aeruginosa y Delftia

acidovorans y las levaduras del género Rhodotorula y Cryptococcus.

La mayoria de los microorganismos-asociados ensayados solubilizan fosfato tricalcico y fosfato de

hierro y algunos acumulan polifosfatos, lo que sugiriere la participaciéon de la microbiota-asociada al

HM A en la nutricion fosférica de la planta y una potencial triple interacci6én microorganismos

asociados-hongo-planta. En un experimento de interacci6n in vitro, algunos de los microorganismos-

asociadosy en ausencia de 6rgano vegetal alguno, provocan y acortan el tiempo de germinaci6on de las

esporas de Glomus mosseae e incrementan las ramificaciones de las hifas. Ocurre la formaci6n de

nuevas esporas y se evidencia la atraccién de las hifas por las colonias microbianas. Adem &s se

demostré que cinco de los aislados de microorganismos-asociados de las esporas de Glomus mosseae

favorecen in vitro el desarrollo radical en plantulas de arroz. Estos resultados pudieran ser indicativos

del papel de los microorganismos-asociados en la posible triple interaccién microorganismos-

asociados, HM A y planta.



I- Introduccidn

La simbiosis micorrizica estd universalmente extendida en los ecosistem as terrestres y agrosistem as
(Jeffries y Barea, 2011). Al colonizar las raices de las plantas el hongo completa su ciclo de vida y
extiende su micelio por el suelo rizosférico (Finlay, 2008). Alrededor del 80% de las especies
vasculares (~1000 géneros) forman asociaciones simbidticas con hongos micorrizégenos arbusculares
(HM A) (Smith y Read, 2008). Este hecho explica las continuas investigaciones que se realizan, con el
objetivo de contribuir al entendimiento de las funciones biolédgicas y ecol6gicas de las micorrizas
(Azcén-Aguilar et al. 2009). Esta simbiosis forma parte de la evolucién de las plantasy hoy juega un
importante papel en la sucesion, salud y estabilidad de las comunidades vegetales (Khasa etal. 2009).
EI HM A Glomus mosseae objeto de nuestro estudio, constituye una de las cepas de la coleccién del
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas; existen resultados positivos que avalan el uso de esta cepa en
distintos cultivos de interés agronémico (Rivera et al. 2007) y es uno de los microorganismos que
forma parte del biofertilizante ECOM IC.

Las raices colonizadas por HM A potencian el crecimiento de las plantas, debido al incremento en la
toma de nutrientes (particularmente P y N) (Barea et al. 2005; Richardson et al. 2009; Fitter et al.
2011), aumentan la proteccién contra hongos patégenos del suelo y estreses am bientales (St-Arnaud y
Vujanovic, 2007; Rinaudo etal. 2010) y mejoran el estado hidrico de las plantas (Jeffries et al. 2003;
Barea, 2010).

M uchas bacterias completan su ciclo de vida dentro de células eucaridticas, ofreciendo ejemplos de
sim biosis con diferentes niveles de integracién entre las partes (Lambers etal. 2009). Ellos incluyen
asociaciones con patégenos y relaciones mutualistas que son filogenéticamente diversas con rasgos
distintivos del genoma (Moran y Wernegreen, 2000). Dichas bacterias residentes pueden ser
encontradas dentro de células especializadas de insectos, gusanos del reino animaly dentro de 6rganos
especializados (n6dulos) en un nimero pequefio de especies de plantas que establecen simbiosis con
procariontes fijadoresde nitrégeno (Hartmann et al. 2009). La recién descubierta invasiéon intracelular
de algas verdes en salamandras, -mutualismo ectosimbidtico- Gnica asociacién conocida entre
vertebradosy algas eucaridticas,y la transferenciade fotosintatosdel simbionte al hospedero (Kerney et
al. 2011), puede dar una idea de la novedad del tema de las simbiosis en los estudios biol6gicos.

Los HM A no s6lo juegan un papel importante en la biologiay la ecologia de la mayoria de las plantas

terrestres, sino que interactian con diferentes tipos de bacterias durante su ciclo de vida (Bianciotto et



al. 2001; Barea et al. 2005) e incluso se ha encontrado que ofrecen un nicho ecol6gico para otros

microorganismos (Hijri etal. 2002). En el reino de los hongos hay un limitado nimero de ejemplos de

endobacterias viviendo en asociacién con hongos: Geosiphon pyriformis es un hongo recientemente

ubicado en el phylum Glomeromycota y relacionado con los HM A (SchuBler y W alker, 2011), con la

posibilidad de hospedar cianobacteriasen la regiéon apicalde la hifa (Schiuflery W olf, 2005; SchufBlery

W alker, 2011).

Desde hace relativamente poco tiempo se encontré que los HM A pueden hospedar microorganismosdel

suelo,los cualesinfluirian beneficiosamente en la fisiologia y desarrollo del hongo (Xaviery Germida,

2003; Artursson et al. 2006; Lumini et al. 2006; Lekberg etal. 2010). Los microorganismos pueden

estar en el suelo circundante o adheridos a las esporas; numerosos estudios con enfoque ecolégico han

mostrado que muchos microorganismos del suelo interactian con hongos hipogeos promoviendo

actividad antagdénica, competencia o sinergismo (Buzzinietal. 2005).

Uno de los primerosindiciossobre la interaccién de HM A con otros microorganismos fue el trabajo de

W alley y Germida (1996) quienes observaron estructuras parecidas a bacterias, que denom inaron BLOs

(Bacteria Like Organisms), asociadas a la capa de la pared celular externa de la espora de Glomus

clarum NT4, pero consideraron su presencia debido a ineficiencias en la descontaminacion de las

esporas. En Gigaspora margarita, Bianciotto et al. 1996, plantearon que las esporas y el micelio

pueden albergar organismos semejantes a bacterias. M &s recientemente, fueron asignadas a una nueva

2

especiey género bacteriano,“Candidatus Glom eribacter gigasporarum ”,en el citoplasma de espora y el

miceliosimbidticode especiesde hongos G. margarita, Scutellospora persica y Scutellospora castanea

(Bianciotto et al. 2003). Segln Lumini et al. 2006, algunas bacterias parecen ser endosim biontes

obligados no cultivables y estar presentes en todas las etapas del ciclo de vida del hongo. En adicidon a

esto, dos hongos filamentosos con diferentes fenotipos y secuencias semejantes al ADNr de

ascomicetos fueron aislados de esporas saludables maceradas o esporas muertas de Scutellospora

castanea (Hijrietal. 2002).

‘ ”

En este documento se utiliza el término “microorganismos-asociados para denominar a los

microorganismos procedentes del interior de las esporas de HM A desinfectadas completamente en el

exterior, y bajo este mismo precepto se emplean los términos “bacterias-asociadas” y “levaduras-

asociadas



Bacteriasaisladas del suelo circundante de las esporas del HM A tienen importancia ecol6gica debido a

que se ha informado que tienen habilidad para influir en la germinacién de las esporas y en el

crecimiento hifal (M osse, 1962; W alley y Germida, 1996; Xavier y Germida, 2003), degradar

biopolimeros como proteinas, quitina y celulosa (Filippi et al. 1998, Roesti et al. 2005), inhibir el
crecimiento de diferentes patégenos de plantas (Budi et al. 1999) y mejorar la estructura del suelo
(Andrade et al. 1995). Recientemente se informé que Paenibacillus validus asociadas a esporas de

Glomus intrarradices tienen potencialparaestimularelcrecimiento de este hongo hasta la formacién de

esporas fértiles en ausencia de hospedero (Hildebrandt et al. 2006).

A partir de los antecedentes anteriores se plantea la siguiente hipétesis: Asociados al interior de las

esporas del HM A Glomus mosseae cohabitan microorganismos, que pueden ser aislados y tienen

funciones relacionadas con la actividad biolégica de las micorrizas en la nutriciéon de las plantas.

O bjetivo general: Determinar si existen microorganismos-asociados al interior de las esporas de

Glomus mosseae (INCAM -2) vy sise detectanen estos funciones relacionadascon la actividad biol6gica

de los HM A .

O bjetivos especificos:

1. Establecer una metodologia de desinfeccidon externa de las esporas de HM A G. mosseae

(INCAM -2),que logre esporas completamente asépticas en sus paredes externas.

2. Aislare identificarmicroorganismos-asociados al interior de la espora de G. mosseae (INCAM -

2), asépticasen suambiente externo y estudiarlas caracteristicasmorfolégicas y bioquimicas de

los aislados.

3. Determinarlascapacidades de los microorganismos-asociados aislados en la nutricién fosférica

de las plantas y en el desarrollo radical de las plantas en cultivo axénico.

4. Determinarsilos microorganismos-asociados,ejercenalguna influenciasobre la germinaci6n de

las esporas de G. mosseae (INCAM -2) y sobre el crecimiento de las hifas en condiciones in

vitro, sin presencia de 6rganos vegetales en el medio de crecimiento.

Novedad Cientifica: Se desarroll6 una nueva metodologia de desinfeccién eficaz de las esporas de

Glomus mosseae, que permitié el aislamientode microorganismosa partirde estas, sin interferencia de la

comunidad microbiana externa a las mismas. Por primera vez se describe el aislamiento de

microorganismos-asociados al interior de esporas del género Glomus y se aislan y cultivan nuevos

géneros de bacterias-asociadas. En los Hongos M icorriz6genos Arbusculares (HM A) se aislan por



primera vez levaduras-asociadas a las esporas. Siete de los microorganismos-asociados (dos levaduras y
cinco bacterias) fueron inscritos en el Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCB1) de los
Estados Unidos y se brinda en la tesis sus NUmeros de Acceso. Se informa por primera vez los
microorganismos aislados en intima asociaciéon con esporas de HM A del género Glomus que tienen la
capacidad de solubilizar fosfatosy acumular polifosfatos,fendémenos ambos estrechamente relacionados
con el papel favorable de los HM A en la nutriciéon fosférica de las plantas. Se dem ostré la influencia de
los microorganismos-asociadosaesporasde G. mosseae sobre elcrecimientode las raicesde plantulas de
arroz (longitud promedio, biomasay nimero de las raices). Se demostr6 por primera vez que algunos de
los microorganismos-asociados encontrados, permiten la germinacion de las esporas y el crecimiento
hifal de G. mosseae en condiciones in vitro y sin la presencia de ningldn 6rgano o extracto vegetal en el
medio e incluso hasta la formacién de nuevas esporas. Las funciones de los microorganismos-asociados
permiten plantear un hipotético papel en una triple interaccién, posiblemente simbiotica:
“microorganismos-asociados”-hongo-planta.

Importancia tedrica: Este trabajo descubre la presencia de microorganismos-asociados a las esporas

del HM A G. mosseae y contribuye a incrementar el conocimiento sobre la biologia de estos

microorganismos-asociados; aporta nuevas metodologias para la desinfeccién, el aislamiento y la

conservacion de estos microorganismos una vez extraidos de su héabitat natural. Se ofrecen evidencias

sobre el papel multifuncional de estos microorganismos-asociados y su identificacion con métodos

morfolédgicos, bioquimicosy moleculares.

Importancia préactica: Se dem ostro la eficiencia del método de desinfeccion (CTCf) en esporas de G.

mosseae y su utilidad para el aislamiento de microorganismos-asociados al interior de las esporas. Se

revelala coinoculaciéon natural de esporas de G. mosseae con bacterias o levaduras beneficiosas, lo que

pudiera aprovecharse estableciendo sistemas agricolas sostenibles, como parte de la estrategia de

m anejo integrado de cultivos, disminuyendo el uso de productos quimicos y contribuyendo a mitigar el

deterioro am biental. Los resultados permiten sugerir el cultivo de hongos micorrizégenos arbusculares

en medios artificiales, aprovechando la influencia beneficiosa de la levadura-asociada Rhodotorula

glutinis, aislada e identificada en esta tesis como una posible via de producciéon de biofertilizantes a

base de HM A, en un medio artificial, sin suelo y sin 6rganos de plantas, como es obligatorio hasta el

momento en la practica de la produccién de biofertilizantes a base de hongos micorrizégenos.



Il- Revision bibliografica

2.1- La simbiosis micorrizica: M icorrizas Arbusculares

Tomando en consideracidon la distribucidon ecol6gica de la simbiosis, su morfo-anatomiay estructura,
las micorrizas se clasifican en tres grupos principales: ectomicorrizas, endomicorrizas vy
ectendomicorrizas (Peyronel et al. 1969).

Las ectomicorrizas se pueden visualizar macroscopicamente, pues el hongo rodea a la raiz formando
una capa o manto de micelio. Previamente, las hifas colonizan 1la corteza de la raiz y se introducen
entre las células, sin que ocurran penetraciones intracelulares formando de esta manera la red de
Harting. En las raices ocurren cambios anatémicos evidentes, entre otros, el crecimiento dicotém ico
de las raices (Garrido, 1988; Strullu, 1991).

Las endomicorrizasson dificilmenteapreciablesa simple vista, no forman capas fangicas externas y se
propagan a través de las raices, alcanzando el interior de las células corticales, pero sin franquear la
endodermis. Las hifas penetran la pared celular y se diferencian formando los arblsculos. Estos son
estructuras intracelulares, altamente especializadas y ramificadas, con hifas muy final para el
intercam bio de nutrientes y sefiales entre los simbiontes (Smith y Read, 2008).

Finalmente,como un nivelintermedio,estan las ectendomicorrizas,que presentancaracteristicas de los
dos tipos de sim biosis anteriores (Garrido, 1988; Strullu, 1991).

Datos féosilesy moleculareshan demostrado que los HM A son muy antiguos,datan de alrededor de 350
a 400 millones de afios (Bianciotto et al. 1996; 2000). Existen varias hipdtesis que defienden distintas
teorias acerca del origen de la simbiosis. Pirozynski y M alloch (1975) sugirieron que fuese un alga
semiacudatica con quien se asociara el hongo. Recientemente ha surgido la hipo6tesis de que un hongo
Illamado Geosiphon pyriformis (Kuts & W ettstein) (M orton, 1990), que no se asocia con plantas
superiores sino con cianobacterias fijadoras de CO, y de N,. Otros trabajos demostraron que en
Geosiphon pyriformis existen secuencias de nucledtidos (18S ARNT), que tienen gran similitud con
hongos pertenecientes al phylum Glomeromycota, que con hongos fuera de este phylum (Gehrig et al.
1996) y sus esporas guardan cierta semejanza con especies tipicas del género Glomus (SchtufBler et al.

1994).



Debido a la actividad fisiolégica de la simbiosis hongo-cianobacteria, se conoce que es capaz de vivir

en autotrofia de carbono y nitrégeno (SchuBlery W alker, 2011); quizéas la asimilacién de carbono por el

micobionte,debido a los fotosintatos que libera la cianobactaria en el proceso de fotosintesis indiquen

una estrecha relaciéon; constituyendo este un indicador de parentesco con hongos del orden Glom ales,

lo cual sugiere que ha existido una estrecha y obligada relacién con procariontes autotréficos.

De relevancia para la presente investigacion fue conocer que en Geosiphon pyriformis se detectaron

microorganismosprocariotas asociados; observandose especiesde la cianobacteria Nostoc (usualm ente

N. puntiforme) (Schufler y W alker, 2011). Sin em bargo, Geosiphon junto al endosimbionte han sido

considerados como un raro sistema endocitobiético primitivo, porque los procariontes encontrados en

su interior pueden ser separados experimentalmente (Kluge et al. 1997), poniéndose en evidencia no

solo el origen de estos HM A, sino también que en el hongo reconocido como mas antiguo se ha

detectado la presencia de organismos sem ejantes a bacterias.

La importancia de la sim biosis micorrizica arbuscular ha sido reconocida hace algunos afios (Varmay

Hock, 1998; Smith y Read, 2008). La inmensa mayoria de las plantas que crecen sobre la corteza

terrestre viven asociadas, en forma de simbiosis mutualista, con los HM A. Las plantas, entre ellas las

de interés agronémico (incluida orto-fruticultura), asi como las especies arbustivas, sub-arbustivas y

herbadceas, propias de los ecosistem as forestales,form an las llam adas “m icorrizas arbusculares” (M A).

El hongo M A, microscépico,colonizabiotr6ficamentela corteza de la rafz, sin causar dafio a la planta,

Illegando a ser fisiol6gica y morfolégicamente parte integrante de dicho 6rgano. EI hongo también

desarrolla un micelio externo que, a modo de sistema radical complementario y altamente efectivo,

coloniza el suelo que rodea la raiz y ayuda a las plantas a adquirir nutrientes minerales y agua. Se ha

comprobado que las hifas del hongo en conjunto con otros microorganismosdel suelo, contribuyen a la

formacidon de agregados establesnecesarios para mantenerla estructuray por tanto, la calidad del suelo

(Alarc6n, 2001).

La fina hifa externa del hongo penetra en las particulas del suelo y explora agua y nutrientes que envia

a la raiz de la planta. EIl intercambio de nutrientes ocurre principalmente en los arbasculos, el hongo

recibe el 20% del carbono orgéanico fijadopor la planta, probablemente como glucosa. La colonizaci6n

radicalayuda a las plantasa competiren condicionesambientalesadversas, tales como: deficiencias de



nutrientes, dafio por patégeno, estrés causado por fuerte acidificacion del suelo o contaminaci6n por

m etales pesados y sales (Khasa et al. 2009). Esto hace que la simbiosis micorrizica tenga amplias

implicaciones y desde el punto de vista ecol6gico sea la simbiosis mas importante que se establece en

la naturaleza; mas del 80% de las plantas son colonizadas por HM A (Barea, 2010).

La distribucién geografica de las asociaciones micorrizicas es muy amplia, encontrandose desde los

polos hasta los trépicos (M osse, 1973, Perry, 1990). Estos endé6fitos fangicos tienen la capacidad de

colonizardiversos ambientesy su éxito ecoldgico reflejaun alto grado de diversidaden las capacidades

genéticasy fisiolé6gicas.No debe sorprender, entonces, hallar especies vegetales formando este tipo de

asociacionen la mayoriade los ecosistem asterrestres,siendo quizéas las excepcionesalgunas plantas de

zonas pantanosas y acudaticas (Solaiman e Hirata, 1995).

A las asociaciones micorrizicas se les han atribuido m dltiples funciones, entre las que se destacan el

mejoramiento de la superficie adsorbente del sistem a radicular a través de un aumento significativo de

éstas,aumento de la toleranciaa lastoxinas, resistenciaa condicionesadversas (sequia, salinidad, entre

otras), cierta protecciéon contra los patégenos radicales y como relevante el hongo formador de

micorrizaarbuscularayuda ala planta asociada para incrementar la captacién de iones, principalmente

fosfatos,la cual puede ser seis veces superiora laque conseguirianen su ausencia (Azcén, 2001; Barea

etal.2008).

2.2- Interaccion Hongos M icorrizégenos Arbusculares-otros microorganismos

En adicion a la bien conocida interaccién entre plantas y hongos, las micorrizas ofrecen un excelente

nicho ecolédgico para otros microorganismos (Bonfante, 2003). Los hongos frecuentemente hospedan

microorganismos del suelo, los cuales pueden influir de manera beneficiosa en la fisiologia y el

desarrollo de los propios hongos (Xaviery Germida, 2003; Artursson et al. 2006; Luminietal.2006).

Estos microorganismos pueden encontrarse en el suelo circundante o ser transportados externam ente

por esporas de hongos.

Desde el punto de vista ecolégico, muchos estudios muestran que numerosos microorganismos del

suelo interactian con los hongos, influyendo en el establecimiento y funcionamiento de la simbiosis

(Buzzini et al. 2005). Estas interacciones puedes ser positivas (Bagyaraj y Menge, 1978; Meyer y



Linderman, 1986 a, b; Gryndler etal. 1996), negativas (M cAllister et al. 1995; Gryndler etal. 1996) o

neutrales (Edwards et al. 1998).

Interacciones negativas incluyen reduccion de la germinaciéon de la espora y largo de la hifa en el

estado extram atricial,decrecimiento de la colonizaci6onradicaly declinaciéon de la actividad metabdlica

del micelio interno (Gryndler et al. 1996).

Interacciones positivas incluyen el mejoramiento del establecimiento, desarrollo y funcionamiento de

las micorrizas. Interacciones positivas sinérgicas han sido informadas entre HM A y bacterias

promotoras del crecimiento de las plantas tales como fijadoras de nitré6geno, pseudomonads

fluorescentes y bacilos esporulados (Hameeda et al. 2007). Las bacterias promotoras del crecimiento

vegetal como por ejemplo P. putida han mostrado un incremento de la colonizacién radical de los

HM A en plantas como el trébol subterrdneo (Meyery Linderman, 1986a).

Por otro lado, Azc6én en 1987, inform 6 que el crecimiento del micelio de las esporas de G. mosseae, se

alarga en presencia de bacterias promotoras del crecimiento de las plantas. Las bacterias que nodulan

como por ejemplo Frankia, Rhizobium y Bradyrhizobium generalmente establecen interacciones

sinérgicas con los HM A. Se piensa que la simbiosis micorrizica arbuscular reduce el estrés de fosfato

para la planta, siendo beneficioso para el sistema nitrogenasa en bacterias fijadoras de nitrégeno,

resultando en un incremento en la fijacién y mejorando por ende el contenido de nitrégeno en la planta

(Fraga-Beddiary Le Tacon, 1990; Bethlenfalvay,1992). A modo de conclusién se puede afirmarque el

tipo de interacciéon entre el HM A y algunas bacterias depende del entorno del suelo, de las especies

bacterianas, de las especies de HM A y de las especies de plantas también.

Las bacterias que habitan el suelo poseen amplio rango de capacidades metabo6licas y actividades

fisiol6gicas, entre ellas podemos encontrar: bacterias solubilizadoras de fosfatos, bacterias que

participan en el reciclaje de los nutrientes, bacterias antagdénicas, rizobacterias que promueven el

crecimiento de las plantas, asi como bacterias de vida libre o sim bidticas diazotréficas que juegan un

papel esencial en la fijacion de nitré6geno atmosférico (Linderman, 1992).

Artursson y Jansson (2003) confirmaron la importancia de las bacterias asociadas a las micorrizas, las

que afios anteriores Garbaye (1994) habia identificado como bacterias que ayudan a la micorrizaciony

las denomind mycorrhization helper bacteria (M HB). Estos autores propusieron cinco mecanismos que



explican el comportamiento de las M HB: cambios beneficiosos en el suelo rizosférico, mejoramiento

del reconocimiento entre la raiz y el hongo, incremento de la susceptibilidad de las plantas a la

colonizaci6on micorrizica, mejoramiento del estado nutricional del hongo y estimulacién de la

germinaciéon de los propéagulos del hongo.

Estas poblaciones bacterianas tienen un efecto beneficioso en el crecimiento del HM A, no solo porque

mejoranla colonizaciénradicaly estimulanel crecimientode la hifa extrarradical,sino porque facilitan

la germinaciéon de las esporas (Gryndler et al. 2000). Este efecto ha sido visualizado <con

Actinomycetes, Pseudomonas, Corynebacterium y Bacillus sp. (Xaviery Germida, 2003).

Después de varias investigaciones, Garbaye y Bowen (1989) sefialaron que existian bacterias que

ayudaban alhongo a adaptarsea viviren simbiosis,localizdndoseen la vecindad del hongo en el suelo;

con mucha frecuencia observaron Pseudomonas fluorescens, que en un 80% trafan consigo un efecto

positivo sobre la formacién de las micorrizas y en un 20% exhibian un halo inhibitorio, revelando

entonces que en la relacién bacterias y su efecto sobre la formacién de las micorrizas, no se debe ser

totalmente absoluto.

También fueron encontradas bacterias formando parte de la simbiosis entre el hongo y la planta, en

diversas condiciones de sitios muestreadosy en diferentescombinacioneshongo-planta.Estas bacterias

rizosféricasen gran medidason las responsables de los cambios beneficiosos en la rizosfera,como por

ejemplo la transformacién de las propiedades fisicoquimicas del suelo, con el objetivo de facilitar la

colonizaci6on micorrizica (Garbayey Bowen, 1989).

Los Actinomicetos se han encontrado en esporas y ascocarpos no desinfectados de HM A (Filippi et al.

1998) y representan un componente normal de su microflora. Estos microorganismos promueven la

germinaciéon de las esporas, debido a la producciéon de compuestos volatiles como por ejemplo 2-

m ethylisoborneol (Carpenter-Boggs et al. 1995). Otros han detectado hongos filamentosos en esporas

de HM A; plantearon que los HM A podian ser habitados por numerosos microorganismos y aislaron

dos hongos Ascomicetoscon fenotiposdiferentes, desde esporas vivas y muertas del HM A S. castanea

con secuencias muy parecidas o semejantes a ascomycetos (ascomycete-like) (Hijri etal.2002). Estas

secuenciaspueden haber sido aisladasde hongos contam inantesque pudieran haber estado habitando la

superficiede las esporasde HM A; otra posibilidades que las secuencias fueran de hongos ascomicetos



que viven en el interior de las esporas de HM A y la tercera, podia ser que las secuencias sean

originadas desde el genoma de la espora (Hijrietal.2002). Investigaciones futuraspodrian revelar si la

presencia de tales hongos juega un papel importante en el funcionamiento de los HM A o en su

interaccién con las plantas.

2.3- Hongos Micorrizégenos Arbusculares y bacterias asociadas

La micorrizosfera es el suelo que se encuentra rodeado e influenciado por el hongo micorrizégeno

arbuscular (Rambelli, 1973), donde el hongo coloniza la raiz y modifica los agregados del suelo que

rodean la mismay también la distribucidon de agua en elsuelo atravésde la hifa extrarradical (Andrade

et al. 1998). Muchos tipos de bacteria han sido encontrados y asociados en la micorrizosfera

representando desde un simple tipo de simbiosis hasta una aparente e intima y obligatoria simbiosis

(Perotto y Bonfante, 1997; Johansson et al. 2004).

La composicion de la poblacién bacteriana en la micorrizosfera de las plantas micorrizadas puede

afectar la interaccién entre las plantas 'y los HM A (Andrade et al. 1997), o alternativamente el HM A

puede influiren la selecciénde grupos especificos de bacterias en la rizosfera de plantas micorrizadas,

por ejemplo potenciando bacterias anaerobias facultativas y disminuyendo otras como pseudomonads

fluorescentes (M eyery Linderman, 1986b).

El cambio o seleccién en las poblaciones bacterianas puede ser debido a com petencia por nutrientes,

cambios en la estructuradel suelo,cambiosen losexudados radicalesde las plantasy compuestos ricos

en energia provistos por el micelio extrarradical del HM A (M ayo et al. 1986; Andrade et al. 1997;

Ravnsko et al. 1999; S6derberg et al. 2002).

Por otro lado algunas bacterias muestran capacidad de asociarse con las estructuras del hongo.

M ansfeld-Giese y colaboradores (2002) han informado que bacterias del género Paenibacillus se

encuentran intimamente asociadas con el micelio del HM A G . intrarradices. Artursson y Jansson

(2003) encontraron que Bacillus cereus aislado desde suelo mostréd altos niveles de adherencia con la

hifa de G. dussii en com paracién con la adherencia encontrada con otros cultivos bacterianos. Al

parecer algunas bacterias son m as especificas para algunos HM A en particular, lo que puede deberse a

la secrecién de exudados especificos por especies especificas de HM A .

10



M osse (1962) plante6 algunas hipo6tesis sobre la posible presencia de organism os parecidos a bacterias
en el citoplasma de Endogonaceae, en la actualidad orden Glomales. Este autor observé que los
organismos semejantes a bacterias eran capaces de suplir con productos metabdlicos a las esporas en
periodos de rapida multiplicacion. No obstante planted que otros autores habian manifestado que estos
organismos semejantes a bacterias podian estimular, inhibir o matar las esporas en procesos de
germinacion.

A pesar de haberse hecho esta observacién en afios tan tempranos, no fue hasta los aflos 90 que se
hicieron estudios que dem ostraron que los organismos parecidos a bacterias eran verdaderas bacterias
(Bianciotto et al. 1996) y que las bacterias asociadas a las esporas podian influir en la formaciéon de la
micorrizosfera (Budi et al. 1999). Ademé&s, Budi et al. (1999) encontraron que algunas bacterias
asociadas a los hongos micorrizégenos arbusculares pudieran tener potencial antagénico contra varios
patégenos.

El interésde las investigaciones sobre bacterias asociadas a la superficie de esporas ha cobrado mayor
interés debido a que han mostrado potencial en el soporte del hongo M A para com pletar su ciclo de
vida y producir esporas in vitro en ausencia de hospedero (Hildebrandt et al. 2002; 2006).

Las bacterias asociadas descritas por Bianciotto y col. (2003) son Gram negativas con forma bacilary
presentes en varias especies de HM A como por ejemplo Acaulospora laevis, Gigaspora margarita y
Glomus versiforme. Inicialmente fueron identificadas como Burkholderia debido al andalisis de las
secuencias del 16S ARNT pero recientemente han sido asignadas a un nuevo taxo6n Illamado
“Candidatus Glomeribacter gigasporarum”. Estas bacterias asociadas nunca habfian podido ser
cultivadasen medios libresde célulasy estos autores informaron 105Unidades Formadorasde Colonias
(UFC) por espora (Bianciottoetal. 2004; Jargeat et al. 2004); aunque el crecimiento en medio axénico
no rebasa los 80 dias, independientementedel ndmero inicial de bacterias, tanto en medio TY como en
agua a dos tem peraturas.Los mecanismosque controlan la asociacion de la bacteria con el hongo y las
raices de las plantas en la micorrizosfera (Artursson et al.2005) aun no han sido dilucidados.

Las bacterias asociadas a las esporas sin desinfectar de los HM A son de varios tipos y tienen
caracteristicas diferentes. Algunas tienen la habilidad de hidrolizar biopolimeros tales como proteinas,

quitinasy celulosa (Filiippietal.1998; Roestietal.2005). Otras pueden degradar m aterial de la planta
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y paredes celularesdel hongo y mejorar la estructuradel suelo (Andrade etal. 1995). Algunas bacterias

asociadas a esporas sin desinfectarde HM A como Bacillus pabulitienen la habilidad de incrementar la

colonizacion radical (Xavier y Germida, 2003) y pueden adem a&s mejorar el crecimiento de la planta

(Artursson et al. 2006). Budi et al. (1999) informaron que Paenibacillus sp. aislada desde la

micorrizosfera de esporas de G. mosseae estimula significativamente la colonizacién en Sorghum

bicolor. De esta forma, las bacterias asociadas a las esporas pueden tener doble funcionalidad, ellas

ayudan a la micorrizacion y adem &s son bacterias promotoras del crecimiento de las plantas (PGPB).

La multifuncionalidad le puede dar cierta ventaja a las bacterias que colonizan la superficie de las

paredes de las esporas y asegurar su supervivencia en micro habitats especificos donde existe

competencia por nutrientes y por el espacio con otros microorganismos del suelo.

La comunidad bacteriana asociada con las esporas de Glomus es mé&s influenciada por la identidad del

HM A que por la planta hospedera. Las esporas proveen un micro habitatcon condiciones particulares

para el desarrollode poblaciones bacterianasespecificas.Las diferenciasen la composiciéon de la pared

de la espora o de sus exudados en dos especies de Glomus pueden jugar un papel en la seleccién de la

poblacién bacteriana que habita en la espora (Roesti et al. 2005).

2.3.1- Simbiosisy modo de transm isién entre bacterias asociadasy HM A

M uchas bacterias completan su ciclo de vida dentro de células eucaridoticas, ofreciendo ejemplos de

simbiosis con diferente nivel de com plejidad entre las partes (M orany W ernegreen, 2000). Los HM A

representan un nicho especializado para bacterias con formas bacilares encontradas en la familia

Gigasporaceae y en todas las etapas delciclo de vida del hongo:esporas, hifasgerminadasy estructuras

simbidticas (Bianciotto et al. 1996; Bianciotto et al. 2000).

La transmisiéon vertical ha tenido consecuencias importantes en la evolucion. La teoria de la evolucidn

predice que la simbiosis mutualista evoluciona desde el parasitismo (Ewald, 1994). Como

consecuencia, la simbiosis patogénica se transmite horizontalmente mientras que la simbiosis

mutualistapuede seleccionarla transmisiéon vertical. Existen modelos matem aticos que soportan la idea

que la eficienterelaciéon mutualistadepende grandemente de la transm isién vertical (Yamamura, 1997).

Un segundo punto de interés es la transferencia directa de simbiontes bacterianos desde padres

hospederos a las progenies a través de un estado unicelular causando la reduccién de la poblaci6n
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bacteriana,evento que tiene consecuenciasimportantes en la ecologia de la simbiosis bacteriana (M ira

y Moran, 2002).

N o todas las simbiosis mutualistas involucra transm isién vertical (Douglas, 1995; Douglas, 1998). En

algunas asociacionescomo porejemplo leguminosasy bacterias fijadorasde nitrégeno,la bacteria debe

reentrar a sus células hospederas. Algunos microbios se transmiten horizontalmente y existen

mecanismosmoleculares,semejanteaun sistemade secreciéon Ill el cual los ayuda a entraren la célula

hospedera (Dale etal.2002).

Otros modelos matem &ticos, han tenido en cuenta otras definiciones de las condiciones dentro de las

cuales la simbiosis mutualista puede evolucionar hacia la transmisién vertical (Genkai-Kato vy

Yamamura, 1999).

Desde 1990, a través de técnicas microscépicas de avanzada se observaron organismos semejantes a

bacterias y afios m as tardes poblaciones bacterianas han sido observadas en el citoplasma de G.

margarita BEG34. El mecanismo de transmisionde dichas endobacterias no es conocido, mientras que

en el caso de G. pyriforme ha sido dem ostrado que las cianobacterias entran ciclicamente a través de

evento de endocitosis (SchufBRler y Kluge, 2001, SchufBler y W alker, 2011), el hecho que G. margarita

requiera de una planta para completar su ciclo de vida dificulta cualquier investigacién. Sin embargo,

Bianciotto y col. (2004), inform aron el desarrollo de un sistema experimental que perm iti6 dem ostrar

que “Candidatus G. gigasporarum ” se transm ite verticalmente a través de las generaciones de esporas

del HM A (SGO0 hasta SG4), 6 sea que una bacteria endocelular se ha confirmado que se transmite de

generacién en generacién. Para este analisis, raices transformadas de zanahoria (Ri T- ADN) fueron

inoculadascon esporasde G. margaritay lapresenciade endobacterias fue visualizaday cuantificada a

través de varias generaciones del hongo por microscopia confocal y el uso de técnicas de reaccidén en

cadena de la polimerasa.

La simbiosis intracelular trajo consigo cuestiones fascinantes acerca de la adquisiciéon, transmisién vy

evolucion de los endosimbiontes (Dale et al. 2002). M argulis y Chapman (1998), informaron la

importancia de la endosim biosis como mecanismos de evolucién y distinguieron entre endosimbiosis

permanente y ciclica. La simbiosis encontrada en el reino de las plantas es ciclica: cada evento de

colonizacion micorrizica requiere de la reasociacion del hongo con la planta hospedera, similares
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eventos son bien descritos para Rhizobium y otros microorganismos fijadores de nitré6geno (Brewin,

1991), también en G.pyriforme, en el cual la cianobacteria penetra en las estructuras del hongo por un

proceso de endocitosis (SchuBlery W alker, 2011).

Con respecto a la simbiosis de naturaleza permanente, entre G. margarita y las endobacterias, existen

muchos cuestionam ientos, previas observaciones mostraron que la bacteria encontrada en las esporas

del hongo, aisladas desde distintas areas geograficas, estan relacionadas o em parentadas (Bianciotto et

al.2000), lo que sustenta el antiguo establecimiento de esta interaccién.La adquisicionde bacterias por

el HM A durante la evolucidn es un evento raro y conservado estrictamente por transmisién vertical

(simbiosispermanente).La reproduccién asexual tipica de los HM A (Kuhn etal.2001)y lanaturaleza

cenocitica del micelio en Glomeromycota pueden facilitar este tipo de transm isién.

2.4- Germinaciéon de las esporas de HM A

Existen varios factores que afectan la germinacién y la conservaciéon de las esporas, entre ellos

podemos citar la dormancia, el pH, la temperatura, el CO,, la humedad, la luz, radiacidon, aireacion,

iones inorganicos, factores nutricionales, los microorganismos, agentes oxidantes, antibidticos vy

pesticidas (Siqueiray Sylvia, 1985).

M uchas bacteriasdel suelo pueden afectarla germinaciéon de las esporas de los hongos micorrizégenos

arbusculares: algunas son inhibitorias mientras que otras como por ejemplo las bacterias asociadas

pueden promover la germinaciéon y el desarrollo de las hifas.

La extension de la hifadelhongo va a depender de la especie,del estado de desarrollode la simbiosis y

de las condiciones ambientales (Smith y Read, 1997).

Las bacterias y hongos son organismos del suelo que estadn estrechamente relacionadas con el efecto

rizosfera.La presenciade bacteriasrizosféricaspuede estimularel crecimiento del tubo germinativo de

los HM A (M osse, 1959; Azc6n, 1987) debido a la produccién de compuestos difusibles. Estimulacidn

muy fuerte fue observada en la germinacién de la espora cuando esta estaba en contacto con bacterias

asociadas,segun M ayo y col.(1986) observaronque la germinaciénde las esporasde G.versiforme fue

incrementada cuando bacterias fueron adicionadas.

Los HM A pueden em itir el tubo germinativo a partir de esporas por tres vias principalmente:
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- Compartimiento periférico observado en A. laevis (M osse, 1970), Gigaspora nigra (Old et al.
1973), Gigaspora gilmorei (Sward et al. 1978) y Gigaspora aurigloba (Hall,1977).
- Germinacién directa a través de la pared de la espora en G. margarita (Sward, 1981).
- Recrecimiento de la hifa adherida a la espora, generalmente ocurre en Glomus (M osse, 1956;
W arcup,1985) aunque esporasde Glomus pueden ocasionalmentegerminara través de la pared
de la espora (Tommerup y Kidby, 1980).
Los resultados sugieren que numerosas bacterias normalmente encontradas en el suelo son capaces de
estimular la germinacién de las esporas de HM A. La produccién de algunos compuestos bioactivos
(Bécard y Piché, 1989) probablemente sea una razén de tal estimulacién.
Como se mencioné anteriormente uno de los factores que puede afectar la germinacién de las esporas
-1
pueden ser los antibi6éticos. Concentraciones de 0,5 g.L de estreptom icina y penicilina pueden inhibir
la germinacién de las esporas.
Algunas bacterias del suelo producen moléculas orgdnicas activas tales como vitaminas (Vancura,
1986), antibidticos o reguladores del crecimiento de las plantas; ellos pueden ser importantes en la
ecologia del hongo porque afectan el crecimiento hifal por algunos com ponentes difusibles. Paulitz y
Linderman, (1989) observaron la muerte de esporas en germinacién del HM A G. etunicatum, en
tratamientos inoculados con cultivos de Pseudomonas que producen antibidticos comparado con
cultivos de este género microbiano que no producen tales compuestos. Por tanto la habilidad de las
bacteriasde producir antibidticoses un factordeterminante en el efecto de interaccidén con otros HM A .
Cultivos bacterianos producen reguladores del crecimiento de las plantas (dcido indol 3-acético, acido
giberelinico y kinetina) que estimulan la colonizaciéon micorrizica de raices de Medicago. EI
crecimiento de la hifa de G. mosseae fue inhibido por concentraciones micromolares de 4cido indol 3 -
acético (Gryndler etal. 1988). Otros derivados del indol fueron mucho menos activos. Acorde a estos
resultados, los reguladores del crecimiento de las plantas pueden afectar el crecimiento de la hifa del
hongo a concentracionesrelativamentealtasque son muy poco probables de encontrar en los tejidos de
las plantas.
W ilson etal. (1989) encontraronque las esporas delhongo pueden serreprimidasen suelos no estériles

por la microflora antagénica, aunque Azcén-Aguilar etal. (1986) mostraron que la germinaci6on de la
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espora y el crecimiento hifal de G. mosseae fueron incrementados por algunas bacterias rizosféricas.

Similares resultados fueron encontrados por Linderman y Paulitz en 1990 y Mayo et al. (1986)

utilizando G . versiforme y bacterias aisladas desde superficies no desinfectadas.

Por otro lado, Tylka et al. (1991) encontraron que tres especies de Streptomyces aislados de suelo,

tienen efectos diferentes en la germinaciéon de la espora de tres HM A lo que sugiere que pudieran

existir interacciones especificas entre estos microorganismos en el proceso de germinacién de las

esporas.

La mayoria de las plantas en la naturaleza se encuentran micorrizadas. EIl hongo micorrizégeno

arbuscularpuede interactuarcon numerosos factoresexternos,como los microorganismosdel suelo, los

que influyen en la formacién y funcién de la simbiosis (Barea y Jeffries, 1995). Las esporas de los

HM A son vulnerables al parasitismo de los microorganismos del suelo (Fitter y Garbaye, 1994). Se

destacan algunas bacterias (M ayo et al.1986)y hongos (Vidal-Dominguez, 1991) asociados a esporas

no desinfectadas que incrementan la germinaci6n de la esporay el crecimiento hifal.

La frecuencia de germinaciéon de la espora de Glomus decipiens se incrementa por incubacién de la

espora con Burkolderia vietnamiensis lo que indica que la unién procarionte-eucarionte es fructifera y

antigua (Levy et al. 2003). En muchos casos el efecto positivo en la germinacién de la espora y la

formacién de micorrizas en plantas ha sido atribuido a compuestos volatiles producidos por las

bacterias (M ugniery Mosse, 1987; Tylka etal.1991).

Otros autores plantean que el proceso de maduracién y eventual germinaci6on de esporas de HM A

puede ser beneficiado por la actividad de microorganismos degradadores en la superficie de la pared

hialina de la espora (Roesti et al. 2005).

Las bacteriasasociadasa las esporasde HM A colonizan principalmentelapared externa de la espora y

se han encontrado muy pocos informes que indican la presencia de bacterias-asociadas dentro de las

capas de las paredes y citoplasma de la espora (Bianiotto et al. 2001; Cruz et al. 2008). EIl papel de

estas bacterias no estd totalmente dilucidado, s6lo se han mencionado algunas caracteristicas y se ha

observado que estimulan la germinacién de la espora por degradacion de las paredes (Filippi et al.

1998; M aia et al. 1998) por produccién de compuestos estimuladores tales como CO, y otros
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compuestos volatiles (Carpenter-Boggs etal. 1995) o por la influencia en la adquisicién de fosforo en
el hongo (Ruiz Lozano y Bonfante, 2000).

2.5- El fo6sforo, nutriente esencial

El fosforo es componente esencial de todos los sistem as vivientes, juega un importante papel en el
m etabolismo celular. Es incorporado dentro de los fosfodiester de las moléculas de ADN y ARN, en
forma de nucled6tido libre, mono, di y trifosfatos. Participa directamente en la generacidon de energia
bioguimicanecesaria para impulsar procesos anabdlicos en las células; participa en la fosforilacion de
proteinas;es el elementoregulatorioen el camino de sefializaciénde muchos crecimientos esenciales y
procesos de desarrollo. Por estas razones, junto al nitrégeno y al potasio es clasificado como
macronutriente mineral esencial de las plantas (Goldstein, 1995).

Las transform aciones biolégicas del fo6sforo no presentan la peculiaridad de transitar por la atm 6sfera
como en el ciclo del nitrégeno, estando enmarcadas a la circulaciéon suelo - planta - animal -
microorganismo - suelo. La fuente primaria en los ciclos biolégicos del fésforo son las rocas
fosfatadas. A diferencia de otros nutrientes, el féosforo transita por los sistemas biolégicos, tanto en
forma orgénica como inorgadnica en wun solo estado de oxidaciéon. Los vegetales como los
microorganismos lo absorben de las soluciones del suelo, predom inantemente en forma de i6n fosfato
(H,PO,). Badsicamente este ion esta sometido a un equilibrioentrelas fases sélidas y liqguidas del suelo,
el cual controla la disponibilidad del mismo (Azcén, 2000).

Una gran porcién del fdédsforo inorgéanico aplicado al suelo como fertilizante es réapidamente
inmovilizado después de ser aplicado y convertido en una forma no asequible para las plantas
(Nautiyal, 1999).

Es conocido que los HM A tom an fédsforo del suelo y lo transfieren a las plantas, constituyendo este el
efecto nutricional mas notorio de los hongos micorrizégenos arbusculares (Azcén, 2000). En las
plantas micorrizadas ocurre el aumento de la absorcién de fédsforo, paso que limita el crecimiento
vegetal de plantas no micorrizadas en la mayoria de los suelos, pues aunque esté presente en grandes
cantidades, su accesibilidad a las raices absorbentes es dificil, debido a interacciones con coloides, a
reacciones de precipitacién con aluminio, hierro, calcio y a su reducida difusion, favoreciendo el

desarrollo de zonas de agotamiento alrededor de las raices absorbentes (Trimbley Knowles, 1995).
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2.5.1- Microorganismos solubilizadores de fosfato

La solubilizacion de fosfato es mediada por PGPR (Rizobacterias Promotorasdel Crecimiento Vegetal)
(Richardson, 2001). EIl féosforo es muy reactivo en el suelo y como resultado la concentracién de iones
fosfato (H PO42- y HZPO‘,_) es muy baja, contradictorio esto con la relativa abundancia de P total en
muchos suelos. Debido a la alta reactividad del P, la difusién de iones fosfato en suelo es un proceso
extremadamente lento y la disponibilidad de P ofrece limitaciones en el crecimiento de las plantas en
sistem as naturales (Bieleski, 1973; Richardson, 2001).

Estos hongos son capaces de tomar el féosforo del suelo, incluso el insoluble (Bago et al. 1999) vy
transferirlo a las plantas; para ello cuentan con hifas extrarradicales, capaces de explorar el suelo de
forma mas eficiente que las raices no micorrizadas (Pinton et al.2001; Barea etal.2008).

El papel de la hifa del hongo micorrizégeno arbuscular en la absorcién de fosfatos no asequibles para
las plantas es ampliamente demostrado (M osse, 1973; Gianinazzi-Pearson, 1984; Azcén-Aguilaretal.
1986). La hifapuede absorbery fijar el P mas exitosamente que la raices de las plantas (Smith y Read,
2008; Barea et al.2008).

En suelos existen muchos tipos de compuestos de fosfato de calcio y es reconocido que en bacterias
Gram negativasexisten las bases genéticas de un fenotipo de solubilizacién del sustrato mineral. Se ha
observado esta propiedad debido a la produccién de una zona clara alrededor de la colonia bacteriana
en medios de crecimiento con compuestos insolubles como una fuente de fosfato, atribuida al féosforo
solubilizado, por la produccién de &cidos orgéanicos, ejemplo el &cido glucoéonico, el 4acido 2-
ketoglucdénico y el 4cido 2.5 ketoglucdénico (Goldstein, 1995).

Durante los Ultimos diez afios se ha incrementado significativamente el conocimiento acerca de los
microorganismos solubilizadores de fosfato. Muchos cultivos de especies de bacterias y hongos han
sido descritos e investigados por sus capacidades solubilizadoras. Dentro de los microorganismos
solubilizadoresde fosfato,las bacteriasson las mas conocidas,destacandose las especies pertenecientes
a Pseudomonas, Bacillus (Richardson,2002) y grupos de Rhizobia, aunque existen otros géneros com o
Acinetobacter o Enterobacter que también han sido descritos como solubilizadores de fosfato (Peix y
M artinez - M olina, 2002). Se suman a esta lista de microorganismos los caracterizados por K&m pter

(2002), por su alto potencial de solubilizaciéon de fosfato, destacandose Paenibacillus, Escherichia,
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Rahnella y Burkholderia, coincidiendo este autor con Piex y M artinez - M olina (2002) y Richardson

(2002),en los géneros que anteriormente se citan.

Dentro de los microorganismos eucariontes con capacidad de solubilizar fosfato Piex y M artinez -

M olina (2002), destacan los hongos Aspergillus, Penicillium y la levadura Yarrowia lypolytica.

Richardson (2002), plantea que estos hongos juegan un importante papel en la solubilizaci6n, estando

asociados comuUnmente a la rizosfera de las plantas.

2.5.2- Acumulacién de polifosfatos

Los polifosfatos contienen fésforo, y a su vez el fésforo constituye la mayor subunidad de vida,

encontrandose en nucleo6tidos, aztUcares y fosfolipidos (Nesmeyanova, 2000). Los polifosfatos

inorgéanicos son una linea de polimeros de cientos de ortofosfatos, residuos enlazados por bandas de

alta energia fosfoanidrida y probablemente constituyen precursores prominentes en la evolucidn

prebidtica. Pueden ser encontrados en volcanes condensados, en respiraderos de vapor de profundos

océanos, sin embargo, pese a todo esto han sido ignorados en muchos textos como “fdsiles

moleculares”.

Numerosas funciones biolédgicas son ejecutadas por los polifosfatos, dependiendo de su necesidad y

localizaciénen especies,células o compartimentossubcelulares.Pueden ser utilizados como reservorio

de energia y fosfatos, como tampodén contra alcalis, como céapsula en bacterias, en competencia por

transform aciones bacterianas y de gran interés en el crecimiento fisiolégico (Kornberg, 1995).

En dependencia de la localizacion de los polifosfatos en la célula, sera su funci6n en los

compartimentoscelulares. En las levaduras si se encuentran en el citosol se utilizan como com puestos

de reserva;en laenvoltura celular participan en procesos de biosintesisy mantenimiento ante cambios

negativos; en las mitocondrias participan en procesos bioenergéticos; en las vacuolas constituyen

fuentes de reservay mantienenelpH constante en la célula; en el ntcleo participan en la regulacion de

la actividad genética y en la membrana celular participan en procesos de transporte (Kulaev et al.

2000).

En las células bacterianas se observa la presencia de polifosfatos solo al final de la fase de latencia y

comienzos del crecimiento logaritmico. Cuando el cultivo pasa al crecimiento exponencial el nivel de

polifosfatos decrece entre cinco y diez veces (Kulaev et al.2000).

19



Otros autores tienen otras evidencias sobre el momento en que ocurre la acumulacién de los

polifosfatos en los microorganismos. En Micrococcus lysodeikticus los granulos de polifosfatos

acumulados durante la fase exponencial, desaparecen en la fase estacionaria. Por el contrario en

algunos cultivosde Acinetobacter,se acumulan polifosfatos al final de la fase logaritmica o a la par en

la fase estacionaria. En Micobacterias la acumulaciéon de polifosfatos es mayor en la fase estacionaria

(Nesmeyanova, 2000).

Para la detecci6n de granulos de polifosfatos en células microbianas existen diversas metodologias

descritas en la literatura, por ejem plo, la tincién con DAPI (Hung et al.2002), la tincién con Azul de

Toluidina (Onda y Takii, 2002), tincién de Neisser (Stante et al. 1997), tincién con Sudan Negro

(Murray, 1963), tincion de Albert (Tandoi et al. 1990) tincién con azul de metileno (Grocetti et al.

2000) y la tinciéon de Gram (M elasniemiy Hernesmaa, 2000). A pesar de existir numerosos tipos de

tinciones su detecciéon muchas veces resulta ineficaz, lo que puede deberse a la edad de las células, al

tiempo de exposicion de las mismas o al estado de los colorantes.

2.6- Estudios sobre microorganismos-asociados a HM A. Estado del Arte en Cuba

En el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA) se trabaja desde 1992 en la utilizaciéon vy

extension de los HM A para la nutricién vegetal en general y en la fosforada en particular, con la

recomendacion de cepas por tipo de suelo, teniendo en cuenta pH, contenido de m ateria orgénica y

nivel de fertilidad (Rivera et al. 2007), de forma tal que el cultivo sea eficientemente micorrizado,

logrando con ello una mayor tolerancia al estrés térmico e hidrico de las plantas (Dell” Amico et al.

2002). EI manejo efectivo de esta simbiosis no solo ha logrado impacto econémico al incrementar

rendimientos y disminuir cantidades de biofertilizantes, sino también de conservaciéon del medio

ambiente y ha resultado una via para la sostenibilidad del sistema (Rivera et al. 2003; Rivera et al.

2007). Sin embargo,a pesar de existirtantos trabajossobre manejo de los HM A y de su estudio durante

tantos afios, el trabajo con microorganismos-asociados a las esporas de los HM A hace poco que

comienza a consolidarse en el mundo, al menos porque algunas investigaciones han logrado trabajar

con metodologias de desinfeccién y esporas completamente desinfectadas en la pared externa, lo que

ha permitido en algunos casos detectary en otros aislarbacterias asociadas al interior de las esporas de

los HM A .
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EIl Gnico informe cubano anterior a este trabajo que indica la posible presencia de bacterias en esporas

de HM A, fue realizado a partir de muestras de suelo rizosférico de cafia de azlGcar por Velazco et al.

(1993). Los autores detectaron a partir de esporas vivas y muertas de la familia Endogonaceae

principalmente en Glomus sp. y Acaulospora sp., bacterias que crecian en medio LGI. Al realizar

pruebas bioquimicas (catalasa, oxidasa, produccion de H,S, utilizacion de azucares, hidrdlisis del

almidén e hidrolisis de gelatina y tincion de Gram ) encontraron que los siete aislados que crecian en

medio LGI, tenfan coincidencias con las caracteristicas de Acetobacter diazotrophicus y concluyeron

que los aislados eran cepas pertenecientes a esta especie y que las esporas podfan constituir un

reservorio de esta bacteria fijadora de nitrégeno. En el mencionado trabajo la desinfeccién sélo se

realizé con estreptomicina (no se especifica la concentracién) y agua destilada, y no hubo una

comprobacién de la completa desinfecciéon de las esporas. Este trabajo tiene el merito de haber sido

pionero en Cuba en la idea de bacterias-asociadas al interior de esporas de HM A pero en nuestra

opiniéon las evidencias presentadas por los autores no constituyen una verdadera prueba de que las

cepas aisladas sean el microorganismo al que se hace alusién por falta de pruebas taxondmicas y

mucho menos que los resultados obtenidos probaran la presencia de bacterias provenientes del interior

de las esporas de los hongos micorrizégenos.

2.7- Desinfeccion de las esporas de HM A

La desinfeccion total de las esporas ha sido intentada con diferentes objetivos, lograr cultivos in vitro

de los HM A y detectar bacterias-asociadas, en ambos casos es un requisito imprescindible. La

descontaminacién de la superficie es requerida para evitar la proliferacion de microorganismos

contaminantes y evitar que los mismos influyan en los resultados experimentales, siendo las esporas

jovenes m as sensibles al proceso de descontam inaci6n que las maduras (W alley y Germida, 1996).

En la literaturaseencuentran publicados un grannimero de métodos rutinarios,con el objetivo final de

proveer la superficieestéril de las esporas. A pesar de existir tantas metodologias es muy dificil lograr

lacompletadesinfeccionde la pared externa de las mismas.El éxito en el uso de estas metodologias de

desinfeccion es altamente dependiente de cdém o son manipuladas las técnicas y sobre qué material se

aplican.



Reis etal. (1999) sugirieronque los métodos de desinfeccion superficial no son capaces de eliminar el
100% de los microorganismos que pueden estar adheridos a las esporas, debido a la cantidad de
microorganismos que pudieran estar localizada en el lumen de las esporas asi como incrustadas en las
paredes de las hifas.
Las esporas antes del proceso de desinfecciéon presentan una coloracién oscura a su alrededor debido a
los contaminantes (W alley y Germida, 1996). Cuando las esporas son desinfectadas e incubadas en
medio Agar agua, la germinacién de las esporas es limitada; niveles de germinaci6n del 28% fueron
obtenidos después de una exposicién en Cloramina T al 5% por 120 minutos. La exposicién
prolongada de las esporas en Cloramina T puede inhibir su germinacién.
Existe contradicciéon en cuanto a la eficiencia o no de los métodos de desinfeccién. M osse (1962)
-1
planted que con el uso de una solucién de Cloramina T al 2% , 200 pg mL de estreptomicinay trazas
de detergente biolégico se lograba un 90% de esporas descontaminadas; sin embargo Mertz et al.
(1979) informaron que con dicho método sélo se conseguia del 32 - 64% de esporas desinfectadas.
La blGsqueda de un meétodo de desinfecciéon que deje completamente las esporas descontaminadas
puede tener costos en términos de la germinaciéon de la espora. Mac Donald y Chandler (1981)
reconocen lo dificil de conseguir la superficie de las esporas de los HM A com pletamente estériles y
regularmente colocan las esporas desinfectadas en Agar Nutriente después que las esporas han sido
descontaminadas.Esto puede constituiruna alternativapara verificar la descontaminacién completa de
un numero de esporas, siendo su uso aconsejable en los procedimientos de descontaminaci6n que
proveen solo una porciéon de esporas descontaminadas con un limitado impacto en la germinacién.
La importancia de evaluar con éxito los procesos de descontam inacién usando condiciones propicias
para el crecimiento de los contaminantes externos es una opcién. EIl éxito relativo del método, en
términos de descontaminacién y subsecuentes niveles de germinacidén va a ser dependiente de la
especie de HM A y de la edad de espora. Es aconsejable que el éxito de cualquier procedimiento de
descontaminacién sea previamente evaluado como uso rutinario, con el objetivo de interpretar los y

Germida, 1996).
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I11- M ateriales y M étodos

3.1- M aterialbiolégico utilizado

Para la realizacién de las investigaciones programadas se utilizéo la cepa INCAM -2 de Glomus mosseae
procedente de la coleccion de cepas del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA) de Cuba. EI
in6culo certificado de Glomus mosseae (100 g), que contiene una mezcla de arcilla caolinitica y
propagulos fungicos (esporas, hifas, micelio), se usé para la siembra de plantas de sorgo (Sorghum
vulgare) en potes de cultivocon seis litros de un sustrato mineral estéril. A los 90 dias de crecimiento, se
elimind la parte aérea de las plantas y el sustrato con las raices micorrizadas se utilizé como fuente de
esporas. El material homogeneizado manualmente fue almacenado durante 15 semanas a 4 °C. Este
procedimiento fue patentado por Fernandez et al. (2000).

Para el aislamiento de las esporas se tomaron 50 g del material homogeneizado y se hizo un tamizado
himedo de una pasta obtenida por mezcla del s6lido con agua, entre dos tamices (40 y 400 pm de luz)
con la adicion de agua para facilitar el proceso. El residuo que quedd se recogio en el tamiz de 40 pm y
con una espatula se pasé a un tubo de centrifuga en el cual se mezclé con solucién de sacarosa (720 g de
sacarosa y 20 g de Tween 80 L_l), sobre la cual se deposité una capa de agua destilada. Una
centrifugacion a 446 g durante cinco minutos permitié recobrar con una pipeta Pasteur las esporas en la
interface sacarosa-agua (Gedermannetal. 1963, modificado por Herrera etal. 1995). Todas las esporas se
colectaron 24 h antes de iniciar los ensayos y se mantuvieron a 4°C en una solucién Ringer
osm 6ticamente protectora. Los componentes de la solucién Ringer por L de solucién son: NaCl 7,5 g,
KCl10,075¢g,CaCl, 0,1 gy NaH,CO, 0,1 g.

3.2- Desinfecciéon de esporas y cultivo de los microorganismos-asociados

Para la desinfecciéon de las esporas y posible cultivo de microorganismos-asociados se probaron dos
procedimientos de metodologias de desinfeccién. Uno fue el método propuesto por Nair et al. (1991);
modificado por Reis et al. (1999), al que se ha Ilamado Nair-Reis, consistente en tres lavados con
solucion de Cloramina T al 2% , luego cuatro lavados con una soluci6n de Sulfato de Estreptomicina 200
mg.L>1, seguido de cuatro lavados con solucién de SDS 200 mg.L>1 durante 30 minutos. Finalmente se

hicieron tres lavados con agua destilada estéril de 30 minutos cada uno.
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El segundo método se denominéd CTCf. Las esporas se lavaron cinco veces con solucién de Cloramina T
al 5%, al decantar el primer lavado se le affadié una gota de Tween 40 al residuo de Cloramina T que
habia quedado en el vial. Con ayuda de un equipo Vortex-Genie 2tm a una intensidad media, se obtuvo
una mezcla homogénea entre el Tween y la solucién de Cloramina. Después de los lavados con solucién
-1
de Cloramina — Tween, se utilizé una solucién de Cefalexina (2,5 g.L ) para la desinfecci6n final. Las
esporas se lavaron cinco veces con la solucién de antibidtico. Finalmente las esporas quedaron en reposo
en la Gltimaalicuota de antibioticodurante 16 h en un refrigeradordom éstico (aproximadamente a 15 °C).
Pasado ese tiempo se hicieron tres lavados con agua destilada estéril. Siem pre se utilizé agua destilada
para preparar las soluciones y se afiadié un mL de las soluciones al vial eppendorf con las esporas. EI
equipo Vortex se utilizé en todos los lavados para que las esporas estuvieranen movimientoy en contacto
con los liquidos. En todo el proceso se coloco una malla de 40 um de luz en la boca del vial com o filtro
paraimpedirla salida de lasesporas. En ambas metodologias se colocaron unas 50 esporas en cada vialy
se hicieron seis réplicas.
Después de la desinfeccidn, por CTCf se investig6 la ausencia de microorganismos contaminantes en la
superficiede las esporasy la presencia de microorganismos-asociados en el interior de las mismas. En el
caso de la desinfeccion por el método Nair-Reis s6lo se investigd la esterilidad en la superficie de las
esporas intactas.
Procedimiento: Se tom aron tres vialescon 50 esporasy se inocularon intactas en los medios de cultivos y
tres viales con 50 esporas cada uno, las que fueron inoculadas en los mismos medios de cultivo luego de
serrotasy maceradas. La rupturay macerado se realizé manualmente en un mortero de porcelana estéril,
affadiendo pequefios volimenes (un mL) de agua destilada estéril. Las esporas intactas (50) y las
maceradas (0,1 mL delproducto macerado de semejantecantidad de esporas) se inocularon y esparcieron
de forma superficial en placas Petri con los diferentes medios de cultivo s6lido. Se hicieron tres réplicas
en cada tratam iento.
Se utilizaron los siguientes medios de cultivo (Anexo 1): LGI-P modificado (0,1 g de extracto de
levadura, con 10% de sacarosa y pH 5,5), segin Do6bereiner et al. (1993), AN (Agar Nutriente) segln

Romdo (2001) y SYP (extracto de levadura, sacarosa y sales, pH 6,2), segun Caballero Mellado vy
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M artinez Romero (1994). En todos los casos, la incubaciéon de las esporas intactas y maceradas en medio

de cultivo se realizé durante siete dias a 30 °C.

Se utilizé el medio AN y SYP por ser medios ricos en macroelementos y facilitar el crecimiento de la

mayoria de los microorganismos cultivables, el medio LGI-P modificado es un medio mas especificoy

crecerian posibles fijadores de nitrégeno.

3.2.1- M etodologia de desinfeccién de esporas para su cultivo in vitro

Se siguié lametodologiapropuesta por Cranenbrouck et al. (2005). En ella se em plean 100 esporas de G.

mosseae (INCAM -2) que se pusieron en contacto con una solucién de Cloramina T al 2% y dos gotas de

Tween 20 durante 10 minutos. En un segundo paso se lavaron las esporas con una solucién de

antibioticos que contenia sulfato de estreptomicina 0,02% y sulfato de gentamicina 0,01% ,10 minutos,

pasado este tiempo las esporas fueron lavadas con agua destilada estéril e inoculadas en el medio de

cultivo SRM (Strulluy Romand, 1986).

3.3- Purificaciéon de los microorganismos-asociados aislados

Se prepararon tubos de cultivo y placas Petri que contenian 15 mL de los medios LGI-P modificado

s6lido, AN y SYP.EI materialutilizadoy los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave, durante

20 minutos.Se utiliz6 en todos los casos papel indicadorparacomprobarla veracidad de la esterilizacidén,

adem &s se realizd control de contaminantes en los medios de cultivo, incubando tres placas sin inocular

con los tres medios de cultivo utilizados.

Las colonias que crecieron en los tres medios de cultivo inoculados con el macerado de las esporas, se

sem braron por estria en placas Petri que contenian el mismo medio donde habfan crecido. EIl proceso

(refrescamiento de las colonias en estos mismos medios) fue repetido cuatro veces hasta que se

obtuvieron cultivos puros.

3.4- Caracteristicas morfolégicasy culturales de los microorganismos-asociados aislados

3.4.1- Caracteristicas morfol6gicas. Tincién de Gram

Los microorganismos aislados se sem braron en medio SYP e incubaron en anaerobiosiscon el objetivo de

tener crecimiento de los aislados en 24 h. Para realizar la tincién de Gram se utilizé la metodologia

descrita por Cortés (2001)

25



Las preparacionesse observaronal microscopio édptico haciendo uso del objetivo de inmersién y aumento

total de 1000X . Las bacterias Gram positivasaparecen de color pGrpura debido a que no se decoloran con

el alcohol,y las Gram negativas aparecen de color rosa (Cortés, 2001).

La formade los microorganismosseobservé en latincién de Gram . EIl tamafio de las célulasse determiné

mediante el micrémetro ocular calibrado,y con aumento 1000X en el microscopio 6ptico (De la Torrey

Callejas, 1975). Para determ inar la longitud de los microorganismos (pm ) se hizo coincidir su extrem o

con el cero de la escala del micrémetro ocular. Se multiplicé el nimero de divisiones cubiertas por la

bacteriapor laescala previamente calibrada,para locualse utilizé un portaobjeto de calibracién (1:0.01).

3.4.2- Caracteristicas culturales (colonias)

Para estas determinaciones se hicieron observaciones al microscopio estereoscépico, analizando form a,

tam afio,color, opacidad, elevacion, superficie, borde, consistencia, facilidad para emulsionarse y olor de

las colonias (Harrigan y M acCance, 1968). EIl color fue referido al sistema Hexagesimal del atlas de

colores que aparece en CEST Color (http:/www .wtv-zonc.com /phyrst/color/convertor.htm | y

http://gotomy.com /color.htmI.

3.5- Deteccion de la presencia de quitina en los cultivos de los aislados

La presenciaono de quitina se analizéd haciendo uso de la tinciéncon calcofluorwhite,segdn M elasniemi

y Hernesmaa (2000). Se tom d una asada de las células de los aislados, asi como controles positivos y

negativos, crecidos previamente en medio SYP so6lido, durante 48 h, que se colocaron sobre portaobjetos

limpios dejdndose secar al aire del flujo laminar. Pasado dos minutos se aplicaron sobre las peliculas de

células dos gotas de la solucion de Calcofluor (un mg de Calcofluor disuelto en un mL de agua estéril al

que se adicionaron 20 pL de NaOH 0,1 M ). Se dejo en el flujo laminar durante 30 minutos y se observo

con un aumento de 40X en el microscopio de fluorescencia OLYM PUS BX40, haciendo uso del sistem a

6ptico U-M W U. EIl mismo procedimiento se sigui6 para peliculas celulares preparadas de igual form a

pero sin tefiir con Calcofluor. Controles positivos fueron hifas de G. mosseae y control negativo la

bacteria Gluconoacetobacter diazotrophicus.
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3.6 - Coloracién de las colonias en medio Agar Papa modificado

Para determinarla posible presenciade Gluconoacetobacterdiazotrophicus se utilizé el medio de cultivo
Agar Papa modificado (Cavalcantey Dobereiner, 1988). Para ello, se hirvieron por 30 minutos rebanadas
de papas peladas (200 g), en 1000 mL de agua destilada. El cocimiento se filtr6 a través de una mota de
algodén y a ese filtrado se le afiadi6 sacarosa 10 g, Agar 15 g y el volumen resultante se Illevé a un L con
agua destilada. En este medio de cultivo se inocularon por estria los aislados que habian crecido durante
72 h en medio AN sélido. La aparicion de colonias carmelitas es indicativo de la presencia de la bacteria
Gluconoacetobacter diazotrophicus.

3.7 - Coloraciéon de las colonias en medio NFb

Se utilizé este medio con el objetivo de detectarla posible presencia de Azospirillum sp. entre los aislados
(Dobereiner et al. 1976). Los aislados, que habian crecido en medio AN sé6lido durante 72 h, se
inocularon por estria en medio NFb.

Contenido del medio NFb (por Litro): Acido malico 5 g, K,HPO,0,5¢g; MgSO,.7H,0 0,2 g; NaClO0,1 g;
Agar 15 g, Solucién de sales (disueltas en un L: CuSO,. 5H,0 0,40 g; ZnS0O,.7H,0 0,12 g; H,BO, 1,40
g; Na, MO, . H,0 1 g; MnSO,. H,0 1,50 g 2 mL; Bromotimol azul 2 mL; Solucién Fe EDTA 1,64%
ImL; Soluci6n de vitaminas (Biotina 0,1 mg/mL, Piridoxal-HCI 0,2 mg/mL)1mL;pH 6,8.

3.8- Extraccion de ADN, reacciéon en cadena de la polimerasa y secuenciacidn

Debido a la necesidad de crecimiento en 24 h para los andalisis de extraccion de ADN, se incubaron los
microorganismos-asociadosen una cdmara de anaerobiosis.Para dos de los aislados-asociados (EndoGm1
y EndoGm11l) eso no fue necesario, ya que en 24 hen el medio SYP tenian abundante crecimiento.

Para la obtencién de ADN ribosémico en los aislados se siguieron los siguientes pasos, segun la
m etodologia modificada y descrita por Harwood en 1990:

Se inoculé medio SYP (3 mL) con una asada de un cultivo de siete dias de crecimiento en medio SYP
liguido,se incubd6 a 30 °C con agitacion hasta fase estacionaria. A las 24 h se recuperd el cultivo en tubos
eppendorf de 1,5 mL y se centrifugé a 14000 g. Se desechd el sobrenadante y se adicionaron 150 pL de
soluciéon tampén de lisis (0,1 M NaCly 50 mM EDTA, pH 7,5). Se afiadieron 15 pL de N- lauril

sarcocine, se mezcl6 agitando con Vortex para com pletar la lisis. Se afiadié a la solucién viscosa 200 pL
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de fenol frioy semezclé con Vortex. Se centrifug6é cinco minutosa 21883 g. Se transfirio la fase acuosa a
un tubo nuevo.

A este nuevo tubo se le adicionaron 20 pL de solucién de acetato de sodio 3 M a pH 4,8 6 5,2 y sin agitar
se adicionaron 500 pL de etanol frio. Se incubdé durante 20 minutos a 4 °C. Se centrifugé a 21883 g
durante 15 minutos. Se elimin6 el sobrenadante. Se adicionaron 500 pL de etanol al 70% . Se invirtid
hasta que se desprendi6é el pellet. Se centrifugé a 21883 g por cinco minutos. Por Gltimo se elimind el
sobrenadante, se sec6 el pellety se resuspendiéd en 200 pL de agua destilada y se guarddé a 4 °C.

Los cebadores utilizados fueron:

fD1l/rp2 (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG/ACGGCTACCTTGTTACGACTT) para los
microorganismos-asociados EndoGm3, EndoGmb5, EndoGm6, EndoGm7, EndoGm10 y EndoGm12 vy el
par de cebadores fD2/rp2 (ACAGTTTGATCATGGCTCAG/ ACGGCTACCTTGTTACGACTT) para
EndoGm8. Estos cebadores am plifican regiones de los genes ribosémicos 16S (bacterias).

Después de tener el ADN, se hizo un PCR cuyo programa fue el siguiente: 94 °C cinco minutos, (94 °C
durante 30 segundos, 50 °C un minuto, 72 °C un minuto, 72 °C cinco minutos) esto se repiti6 25 veces y
por ultimo 4 °C durante 30 minutos. Luego se carg6 un gel (1% de agarosa) de electroforesis con los
productos del PCR (10 pL del producto de PCR).

Para los aislados EndoGm1l1 y EndoGm11l se sigui6 el procedimiento descrito por Persoh y Rambold
(2002), usando 60-80 pg de ADN microbiano purificado y los cebadores fueron ITS4: - TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC- (W hite et al. 1990) vy 1055F: - GGT GGT GCATGG CCG- (Gunderson et al.
1986). Estos cebadores am plifican regiones de los genes ribosémicos 18S (hongos).

3.9- Caracteristicas bioquimicas de los microorganismos-asociados aislados

3.9.1- Produccién de acido a partir de carbohidratos

La formacion de 4cido a partir de carbohidratos se investigd segin la metodologia propuesta por Gordon
et al. (1973). EIl medio utilizado contiene en g.Lrl: (NH,),HPO,1; KCL 1; MgSO, x 7H,0 1; extracto de
levadura 1; bromocresol purpura (0,04% ) 0.15; Agar 8; pH 7. Se prepararon soluciones de los
carbohidratos glucosa, sacarosa, arabinosa, manitol, maltosa, diluyendo un gramo de cada uno en 20 mL

de agua destilada. De la soluciéon correspondiente se adicionaron 0,5 mL a cada tubo de cultivo
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inmediatamente despuésdel proceso de esterilizacién.La inoculaciénde los aislados se realizé a partir de
un inéculo crecido durante 72 h en medio AN que se sembro6 haciendo estrias en los tubos con el medio
basal de Gordon. Evidencia de un resultado positivo es el cambio de color del medio de azul violdceo a
amarillo debido a un cambio de pH del mismo por formacién de acido.

3.9.2- Hidrédlisis del almidén

La determinaci6én se realizé en medio Agar-almidén (Harrigany M cCance, 1968), que tiene la siguiente
composicion: almidén soluble 2 g; Agar Nutriente 28 g y agua destilada 1000 mL. La siembra de los
microorganismos (crecidos durante 48 h en AN) se hizo por estria en la superficie del medio, que se
incubo6 a temperatura de 30 °C durante tres dias. Pasado ese tiem po se adicioné solucién Lugol (yodo 5 ¢
y yoduro de potasio 10 g; agua destilada 100 mL). La presencia de un halo transparente en el medio de
cultivo después de la adicién de soluciéon Lugol, indica que el almidén ha sido hidrolizado y por
consecuencia actividad de la enzima amilasa.

3.9.3- Reducciéon del nitrato

Serealizéen medio LGI-P semisélido suplementado con KNO ,; hasta obtener una concentracién 0,1% en
N03>. Se le llam 6 a este medio LGI-NO3. Se inocularon cinco mL de medio LGI-NO3 con 0,1 mL de la
suspensién de microorganismos haciendo uso del asa calibrada (0,1 mVL) a partir de un cultivo
preestablecido de 48 h en medio LGI-P semisdlido. Se hicieron cuatro réplicas por cada muestra.

El cultivo se examind peri6odicamente para observar la presencia o no de burbujas. La aparicién de
burbujas sugiri6 la formacién de N, a partir del NO37y desnitrificacion (Koneman etal.1997). A los tres
y seis dias de edad del cultivo se tomaron dos replicas, con el objetivo de observar la presencia de
actividad nitratoreductasa. Para ello se tomaron 0,1 mL del cultivo y se affladieron un mL de solucién Ay
un mL de solucién B. La aparicion de un color rosado indic6é la presencia de nitrito y por tanto actividad
de la enzima nitrato reductasa.

Solucion A: dihidroclururo de N, N-Dimetil-1-naftilamina 0,6 g en 100 mL de solucién de 4cido acético
5M y Solucién B: dcido sulfanilico 0,8 g en 100 mL de solucién de 4cido acético 5N. Las soluciones Ay

B fueron obtenidas por calentamiento suave en una campana de extracciéon de gases.
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3.9.4- Actividad catalasa

Para esta determ inaciénse emulsiond una asada de un cultivo fresco (24 h de crecimiento en medio SYP)
en unas gotas de solucién de peréxido de hidrégeno al 10% , en un portaobjeto limpio. La efervescencia
causada por la liberacién de oxigeno, en forma de burbujas, indicé la actividad de la enzima