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Introduccion

1. Agricultura en el siglo XXI

Antes del comienzo de la agricultura, el estilo de vida cazador-recolector
sustentaba a unos 4 millones de personas en todo el mundo. En la actualidad, la
agricultura moderna alimenta a mas 6.000 millones de personas debido a una mejora
significativa de las condiciones de produccion, que han permitido que la produccion
mundial de cereales se haya duplicado en los ultimos 40 afos, principalmente por el
aumento de los rendimientos, como resultado de mayor aplicacion de fertilizantes, agua
y pesticidas, nuevos cultivares y otras tecnologias de la denominada “Revolucion
Verde”. Esto ha aumentado el suministro global de alimentos per capita, reduciendo el
hambre, mejorando la nutricién, y por lo tanto la capacidad de las personas para
alcanzar mejor su potencial mental y fisico, y preservando los ecosistemas naturales de
los procesos de conversion a la agricultura (Roy 2017).

Para el afno 2050, se estima que la poblacion mundial pueda llegar a ser un 50%
mayor que la actual y, por tanto, que la demanda mundial de alimentos se duplique. Esta
duplicacion seréd el resultado de un aumento proyectado de 2,4 veces en el consumo real
per capita, ademas de producirse cambios en la dieta hacia una mayor proporcion de
carne, en gran parte alimentada con cereales y legumbres, asociada con una mejora de
los ingresos econdmicos de la poblaciéon. Aumentos adicionales en la produccion
agricola son, por lo tanto, esenciales para la estabilidad, la equidad politica y social a
nivel mundial. Duplicar nuevamente la produccion de alimentos y mantenerla a este
nivel son los principales desafios para la agricultura del futuro (Tilman et al. 2002;
Valin et al. 2014).

Uno de los pilares sobre los que se sustenta la actual produccion agricola es la
utilizacion de abonos de sintesis quimica o abonos minerales. Su utilizacion se extendio
durante la “Revolucion Verde” permitiendo reducir la fraccion de las personas en
condiciones de hambruna en el mundo, de la mitad, a menos de una sexta parte, incluso
cuando la poblacion se duplicoé de 3 a 6 mil millones. Estos logros le dieron a Borlaug
un bien merecido Premio Nobel, aunque las consecuencias ambientales del uso
indiscriminado de pesticidas, herbicidas y abonos inorgdnicos ha generado un
importante rechazo en la sociedad (Olivares et al. 2013; Fedoroff 2015; Lamine 2015).
En la actualidad, Estados Unidos, China e India son los principales consumidores de
abonos inorganicos, tanto nitrogenados como fosfatados, utilizando entre estos tres
paises entre el 65 y el 50% de la produccion, que actualmente se encuentra en 120
millones de toneladas para los abonos nitrogenados y 17 millones de toneladas para los
abonos fosfatados (Fig 1) (Lu y Tian 2017). Su utilizacidon genera problemas asociados
a la sobredosificacion y a la pérdida de eficiencia por lixiviacion a sistemas acuaticos y,
ademas, la produccion de abonos nitrogenados precisa de importantes cantidades de
energia con la consiguiente produccion de CO, (Albiac et al. 2017). En el caso del
fosforo, la problematica radica en el agotamiento de los yacimientos mineros que
permiten la obtencion de fosfato de roca utilizado como sustrato para la produccion de
abonos (Schnug y De Kok 2016). Los modelos demograficos y productivos auguran un
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incremento en la utilizacion de estos productos, si no se modifican los pardmetros
productivos. por lo que parece ser necesaria la incorporacion de mejoras en los sistemas
agricolas para poder incrementar la eficiencia sin reducir la capacidad de produccion y
asi alimentar a una poblacion cada vez mayor (Altieri et al. 2017; Bruinsma 2017).
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Figura 1. Evolucién del consumo anual de fertilizantes nitrogenados y fosfatado,
y consumo sectorizado por paises adaptado de Lu y Tian (2017)

1.1.  Técnicas agricolas sostenibles

Las corrientes actuales pretenden mejorar la eficiencia de los sistemas agricolas
mediante la implementacion de técnicas de cultivo y la diversificacion de los insumos
aplicados, permitiendo la reutilizacion de subproductos de otras actividades humanas
como la ganaderia. Una de estas practicas agrarias consiste en la reduccion o
eliminacion de la labranza, algo que se ha aplicado desde hace varios milenios en los
sistemas agricolas de las civilizaciones egipcias en Africa o incas en Sudamérica a un
tipo de agricultura basado en la insercion directa de las semillas sobre el lecho sin labrar
en espacios donde la pendiente era excesiva y no permitia realizar el labrado, o la
ausencia de fuerzas de traccion imposibilitaban llevar a cabo este proceso de una
manera eficaz. El principal efecto positivo potencial sobre la fertilidad es el incremento
del porcentaje de carbono organico disponible en el suelo que, a su vez, repercute en la
creacion de complejos humico-falvicos que actian reteniendo los iones de los diferentes
nutrientes. A su vez, suelos con alta concentraciéon de carbono organico influyen de
manera positiva en la actividad microbiana y en la diversidad de los mismos (Raphael et
al. 2016). En los sistemas de no labranza se aplica una eliminacién de précticas de
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cultivo que rompan o produzcan inversiones en los horizontes superficiales (Lienhard et
al. 2013), de esta manera la siembra suele llevarse a cabo mediante siembra directa
(Nascente et al. 2013). Sin embargo, estos sistemas tienen tendencia a ser deficitarios en
potasio y fosforo ya que existe un flujo extractivo con los cultivos, por lo que la
mayoria de los estudios se centran en conocer como influyen las diferentes practicas en
estos nutrientes (Gadermaier et al. 2011; Zikeli et al. 2013; Lourenzi et al. 2015;
Rodrigues et al. 2016). Este flujo se puede compensar en parte mediante rotacion de
cultivos, pero suele ser necesario realizar enmiendas externas (Rosolem y Calonego
2013). Una practica agricola muy conservadora, pero no tan restrictiva como la ausencia
de labranza, es la denominada labranza minima, consistente en realizar la labranza de
los primeros centimetros, normalmente no mas de 20 cm, manteniendo el suelo una
estructura mas cercana a la natural (BoguzZas et al. 2015).

Otra técnica agricola utilizada son los cultivos de cobertera, que de una forma
sencilla y breve se podria definir como cultivos en rotaciones cortas, con una duracion,
en la mayoria de los casos, inferior un ciclo de cultivo natural. La principal aplicacion
de los cultivos de cobertera es la defensa de los recursos edaficos, evitando mediante la
presencia de materia vegetal viva, la pérdida de so6lidos y nutrientes por erosion. Estos
cultivos act@ian reduciendo la energia cinética del agua o del viento y, por tanto,
reduciendo la agresion que éstos ocasionan sobre los sistemas agricolas. De esta manera
se consigue mantener la fraccion mas fina de material edafico, que es la mas sensible a
la erosion, pero también se consigue reducir las pérdidas de nutrientes solubles por
escorrentia. Estos tipo de cultivos, ademas, pueden ser utilizados en primavera o verano
en funcién de las necesidades de los mismos (Kim et al. 2012; Almeida y Rosolem
2016).

El denominado intercropping en inglés, y que podria traducirse como co-cultivo,
es quizas una de las técnicas con mayor auge en los ultimos afios en la agricultura
comercial, y es ampliamente utilizado en los sistemas agricolas tropicales como también
lo era en Europa en siglos anteriores. Esta técnica consiste en el cultivo simultdneo de
dos 0 mas especies de vegetales con el fin de conseguir el aprovechamiento de todos
ellos, buscando la sinergia entre las especies vegetales y evitando la competicion, tanto
a nivel foliar y radicular, como nutricional. Todos los cultivos se llevan a cabo en un
mismo lugar y en un mismo periodo (Chapagain y Riseman 2014). Las asociaciones
mas comunes suelen ser entre un cereal y una leguminosa permitiendo maximizar el uso
del suelo, incrementando las cosechas a través de un uso mas eficiente de los recursos
del suelo y reduciendo la dependencia externa que sufren los agricultores del precio de
los productos, lo cual conduce a una mejora de las posibilidades de éxito del cultivo
(Beedy et al. 2010; Miao et al. 2016; Journet et al. 2014).

La rotacion de cultivo es quizds una de las técnicas mas antiguas utilizadas por la
agricultura, datando en Europa de épocas preromanas, aunque fue la civilizacion
romana la que desarroll6 de manera mas amplia esté técnica utilizando el sistema “food-
feed-fallow”. Este sistema implica la division de los terrenos cultivables en tres partes
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iguales, en una de ellas se cultivaban vegetales aprovechables por el hombre, en el
segundo tercio aquéllos destinados a la alimentacion animal y en el ultimo lugar, se
dejaba un afio con pasto para el ganado con el fin de recuperar la fertilidad. Este sistema
era rotativo, y después del pasto, donde pacia el ganado comenzaba la rotacion otra vez
(White 1970; Altieri y Nicholls 2012). En la época romana ya encontramos tratados
sobre como utilizar los cultivos en estos sistemas rotacionales, asi como sus aportes a la
fertilidad del suelo, como destacan los textos del escritor y agronomo Columela (54
d.C.). En este tratado ya se pone de manifiesto la utilidad del género Vicia y Lupinus en
el mantenimiento de la fertilidad del suelo (Columela y Alvarez de Sotomayor y Rubio
2012).

Bajo el concepto de rotacion de cultivos se encuadran todo tipo de sucesiones
temporales de cultivos en un mismo campo. Esta sucesion se ha de realizar teniendo en
cuenta no solo las caracteristicas ambientales como clima y sustrato, sino también las
necesidades agronomicas de los cultivos de acuerdo a las posibilidades (Brankatschk y
Finkbeiner 2015). Entre los beneficios que se obtienen estan el control de malas hierbas
(Anderson 2015), la mejora de las cualidades fisicas e hidricas del suelo (Liu et al.
2016), y principalmente, un mayor rédito en cuanto a fertilidad del suelo (Stolarski et al.
2014). Las asociaciones suelen corresponder a una leguminosa con un cereal (Scalise et
al. 2015), aunque también pueden introducirse cultivos como la colza por su capacidad
de fitoextraccion de nutrientes de los horizontes edaficos inferiores (Bernard et al.
2014). Una de las rotaciones mas utilizadas, como se refleja en la bibliografia, es la
asociacion de maiz y soja (Riedell et al. 2009; Karlen et al. 2013; Souza et al. 2013;
Tomer y Liebman 2014; Sindelar et al. 2015; Zhou et al. 2015; Al-Kaisi et al. 2016;
Duval et al. 2016), aunque esta leguminosa también ha sido combinada con otros
cultivos de monocotiledoneas, como el trigo o el arroz (Riedell et al. 2009; Souza et al.
2013), y el maiz a su vez, con otras leguminosas, como la alubia, el altramuz, guisante o
alfalfa (N’Dayegamiye et al. 2015)

Otra de las técnicas que esta tomando un auge considerable es la utilizacion de los
denominados abonos verdes, practica que consiste en la utilizacion de un cultivo
determinado, principalmente una leguminosa, que sera cultivada bien durante el periodo
de descanso del cultivo principal, o bien durante un periodo estdndar de cultivo, es
decir, una temporada (Hwang et al. 2015). Este cultivo se establece con el objetivo de
ser incorporado de nuevo a la tierra sin proceder a la recogida del material vegetal o, al
menos, de la biomasa aérea, pudiendo en algunos casos realizarse la obtencion del fruto.
Este hecho hace que los efectos sean visibles tras una cantidad de ciclos de cultivos
determinados, cuando se alcanza un equilibrio entre la entrada y salida de nitr6geno en
el suelo. En condiciones normales es facil alcanzar aportes medios de 100 kg N/ha
(Talgre et al. 2012; Dabin et al. 2016), valores considerables que aseguran un buen
rendimiento del cultivo al que precedan; sin embargo, si este es llevado a cabo en ciclos
cortos o periodos invernales, la productividad total del cultivo se verd reducida,
mermandose de esta manera la fijacion de nitrogeno (Kim et al. 2012).
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Ademas, algunas corrientes como la agricultura ecologica surgida en la década de
los 50 del pasado siglo estan tomando fuerza. La agricultura ecologica pretende
mantener unos niveles de produccién acordes con el ecosistema donde se enmarca,
actuando de manera racional de acuerdo a los limites inherentes a la region. Se busca
ademas, la diversificacion de las enmiendas aplicadas, siempre y cuando esta no
generen un problema ambiental asociado, como puede ser la emision de didxido de
carbono. En la produccion de fertilizantes nitrogenados. Este tipo de agricultura se basa
en una vision holistica de los sistemas agropecuarios, teniendo en cuenta cada una de las
partes que integran el sistema agroganadero, como el suelo y su microbiota, el clima o
las plantas y animales que forman parte de este sistema (Struik y Kuyper 2017) (Fig. 2).
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Figura 2. Comparativa entre la importancia relativa de los distintos factores
considerados en la agricultura convencional y ecolégica Adaptado de Reganold et al.,
(2016).

Por lo tanto, la agricultura moderna busca la diversificacion de las técnicas
agricolas mediante la inclusion de sistemas pasivos de aporte de nutrientes. Por esta
razén, y teniendo en cuenta que las leguminosas son una pieza clave en la agricultura
moderna y las politicas europeas comunitarias, la utilizacion en la agricultura de
microorganismos que forman simbiosis fijadoras de nitrégeno con estas plantas, es una
pieza clave con perspectivas futuras esperanzadoras.

2. La agricultura en Espaia.

El sector agricola en Espafa tiene una importancia estratégica a nivel econdémico,
social y ecologico. De los 505.991 km” de superficie que ocupa el pais, el 50% estan
dedicados a actividades agrarias, con la peculiaridad de presentar un sector agricola
heterogéneo (Fig. 3), pudiendo encontrar sistemas de produccion modernizados de
agricultura de precision y sistemas extensivos de bajo rendimiento debido a las
condiciones climaticas (Comunidad Europea 2016). Estas condiciones climaticas estdn
caracterizadas por un clima mediterraneo en la mayor parte del pais, con precipitaciones
de moderadas a bajas en la mayor parte del territorio, salvo su extremo norte, con
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precipitaciones abundantes. Sin embargo, las caracteristicas geograficas y climaticas
hacen que las regiones de climas mas benignos presenten mejores caracteristicas
agricolas, lo que ha estimulado el desarrollo de politicas importantes en torno al agua y
su aprovechamiento, asi como la transformacion de millones de hectareas hacia cultivos
de regadio modernizados de alta eficiencia (Lainez et al. 2018). Son estas condiciones
climaticas las que permiten realizar producciones practicamente constantes, permitiendo
la exportacion de miles de toneladas de productos agricolas y jugando, de esta manera,
un papel clave en la economia estatal, con un rendimiento de mas de 46.000 millones de
euros que ha aumentado a ritmo constante desde la ultima década, fruto de la
modernizacion y la produccion de productos agricolas de alto valor afiadido debido al
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incremento de la superficie que dedica a la agricultura ecoldgica (Ministerio de
Agricultura, Pesca, Alimentaciéon y Medio Ambiente 2016).

P

o

Figura 3. Usos del suelo en Espaiia. Sig-pac 2018.

La agricultura espafiola presenta la peculiaridad de ser altamente diversa,
incluyendo cultivos herbaceos de cereales, horticolas, legumbres o plantas
ornamentales, y cultivos lefiosos de fruto de pepita, citricos, olivares o vifiedos. Ademas
de esta diversidad, la produccion de algunos de estos productos agricolas es mas que
destacable, encabezando la producciéon europea como primer productor de fresa,
calabacin, naranjas y aceituna, y como segundo productor de tomate y otras hortalizas
(Unién Europea. Comisiéon Europea y EUROSTAT 2013). Algunos cultivos tienen
especial relevancia tanto por su significacion geografica como por su interés econdmico.
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Ademas, las ultimas reformas de la Politica Agraria Comunitaria (PAC) instan a
los agricultores a incluir en los ciclos de cultivo de leguminosas debido a su capacidad
para fijar nitrogeno. En Espafia, la extension de estos cultivos fue mayor en el siglo
pasado reduciéndose paulatinamente a favor de cultivos mds rentables como el maiz
(Zander et al. 2016; Stagnari et al. 2017). Sin embargo, en Espana, el consumo de
legumbres tiene especial relevancia debido su rol en la dieta mediterranea, que ha
propiciado que amplias regiones sigan cultivando variedades tradicionales sumamente
apreciadas como, por ejemplo, la alubia con sus multiples indicaciones geograficas
protegidas, permitiendo que su cultivo no sufra reducciones tan drasticas como en otras
regiones europeas (Ministerio de Agricultura, Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente
2016; Tosti et al. 2018). Ademas, otros cultivos como el guisante estan atrayendo el
interés de los agricultores por su rentabilidad del cultivo y las ventajas que aporta su
incorporacioén a los sistemas de rotacion de cultivos en consonancia con la Politica
Agraria Comunitaria (Anglade et al. 2015; Watson et al. 2017).

2.1 Alubia.

Phaseolus vulgaris L. es una planta de la familia Fabaceae, conocida con
multiples nombres como alubias, judias, caraotas, chicharos, fabas, frijoles, frijones,
habichuelas. Es una planta anual, de crecimiento rapido. El sistema radicular es muy
ligero y poco profundo y est4 constituido por una raiz principal y gran nimero de raices
secundarias con elevado grado de ramificacion. El tallo principal es herbaceo. En
variedades enanas presenta un porte erguido y una altura aproximada de 30 a 40 cm,
mientras que en las judias de enrame alcanza una altura de 2 a 3 m, siendo voluble y
dextrogiro (se enrolla alrededor de un soporte o tutor en sentido contrario a las agujas el
reloj).

La hoja es trifoliada, lanceolada y
acuminada, de tamafio variable segun la
variedad. y las flores, que pueden presentar
diversos colores, Unicos para cada variedad,
aunque en las variedades mds importantes
son blancas, se presentan en racimos en
nimero de 4 a 8, cuyos pediunculos nacen en
las axilas de las hojas o en las terminales de
algunos tallos. El fruto es una legumbre de
color, forma y dimensiones variables, en
cuyo interior se disponen de 4 a 6 semillas.
Existen frutos de color verde, amarillo
jaspeado o rojo sobre verde, etc., aunque los
mas demandados por el consumidor son los
verdes y amarillos con forma tanto cilindrica

como aplastada. En estado avanzado, las
Figura 4. Phaseolus vulgaris L.
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paredes de la vaina o céscara se refuerzan por tejidos fibrosos (Fig. 4).

Es una planta de clima himedo y suave, dando las mejores producciones en
climas célidos. Cuando la temperatura oscila entre 12-15°C la vegetaciéon es poco
vigorosa y por debajo de 15°C, la mayoria de los frutos quedan en forma de “ganchillo”.
Por encima de los 30°C también aparecen deformaciones en las vainas y se produce el
aborto de flores.

Es una planta de dia corto, aunque en las condiciones de invernadero no le afecta
la duracion luminica. No obstante, la luminosidad condiciona la fotosintesis, soportando
temperaturas mas elevadas cuanto mayor es la luminosidad, siempre que la humedad
relativa sea adecuada. Aunque admite una amplia gama de suelos, los mas indicados son
los suelos ligeros, de textura siliceo-limosa, con buen drenaje y ricos en materia
organica. Los valores de pH optimos oscilan entre 6 y 7,5; aunque en suelo enarenado
se desarrolla bien con valores de hasta 8,5.

En Espafia se cultivan numerosas variedades con diferentes denominaciones de
origen e indicaciones geograficas protegidas como son el judion, blanca redonda, blanca
rifién, morada redonda, morada larga, arrocina, de la Virgen, canela, etc. La produccion
de alubia en Espafia se destina principalmente para consumo humano, produciéndose
17.000 toneladas, de las cuales 9.000 se producen en Castilla y Leon donde cuenta con
indicaciones geograficas protegidas como la Alubia de la Bafieza y la Judia del Barco de
Avila en esta comunidad.

2.2 Guisante.

I AU s
e 0
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Pisum sativum L. pertenece a la familia
Fabaceae, al igual que la alubia, y es una
planta anual con un sistema radicular
pivotante. El sistema aéreo puede ser erguido
o rastrero con una altura maxima de 2 m,
siendo mas comunes las variedades de porte
bajo de entre 90 y 150 cm. Los tallos son
delgados y presentan hojas compuestas
terminadas en zarcillo con estipulas gran
tamafio en la base de las hojas. En la axila de
las hojas salen las flores de fecundacion
autdbgama que pueden estar aisladas o en
racimos de 3 o 4 flores de colores entre

blanco o morado (Romero Zarco 2000). El
fruto, como en todas especies integrantes de

la familia Fabaceae, es una legumbre
Figura S. Pisum sativum L.
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compuesta por un numero variable de semillas, normalmente de color verde, aunque
algunas variedades producen semillas de color blanco e incluso negro (Fig. 5). Es una
planta insensible al fotoperiodo, pudiéndose sembrar en otofio o primavera, con
temperaturas Optimas de crecimiento entre 14 y 26°C, viéndose afectada la floracion
cuando las temperaturas sobrepasan los 30°C. Prefiere suelos ligeros o medios, bien
drenados con pH entre 6 y 6,5, pudiendo tolerar un cierto grado de salinidad, pero
soporta mal la caliza.

El guisante es la leguminosa producida en mayor cantidad en Espafa, dedicandose
principalmente a la produccion de alimentos para consumo animal. Anualmente se
producen alrededor de 193.000 toneladas de esta legumbre, dedicando tan s6lo 7.000
toneladas a consumo humano. Sin embargo, el 82% de la produccion se dedica a
exportacion por lo que su cultivo presenta especial importancia en el mantenimiento de
la economia agraria espafiola. Anualmente se producen 43.000 toneladas en Castilla y
Leon, con una clara tendencia al alza, fruto de la necesidad de incorporar leguminosas a
los ciclos de cultivo debido a las exigencias de la Politica Agraria Comunitaria.

2.3 Maiz.

Zea mays es una especie de planta herbacea de la familia Poaceae de gran porte,
pudiendo alcanzar el tallo en algunos casos los 3 m de altura, estd formado por un
interior esponjoso y con multiples entrenudos de los que nacen las hojas. Estas cubren el
tallo, son alargadas y anchas con un nervio central muy marcado. Presenta un sistema
radicular  superficial ~ formado  por
numerosas raices de hasta 50 cm, junto con
una serie de raices secundarias adventicias
que nacen de los entrenudos mas cercanos
al suelo. Es wuna planta monoica,
apareciendo la inflorescencia masculina en
el extremo terminal del tallo que presenta
aspecto plumoso y se denomina panicula.
La inflorescencia femenina se conoce como
mazorca y nace en la axila de la hoja,
presentando estilos de gran tamafio que
sobresalen de la vaina. El fruto es una
caridopside que se inserta sobre un raquis
cilindrico denominado olote (Fig. 6). Las
condiciones Optimas de crecimiento
incluyen temperaturas de entre 20 y 30°C,
agua abundante, aunque tolera mal el
encharcamiento, no es exigente en cuanto
al tipo de suelo, pero no tolera el frio ni la

Figura 6. Zea mays L.
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sequia.

La dinamica seguida a nivel espaiol es similar a Europa, con un gran incremento
de la produccion girando en torno a los 4,5 millones de toneladas anuales, y llegando la
produccion hasta los 4,9 millones. Castilla y Ledn es la principal productora de este
cereal a nivel nacional con 1,4 millones de toneladas, seguida de Aragdén con casi 1
millon de toneladas producidas anualmente. La mayoria de la produccion castellano
leonesa se localiza en las provincias del oeste, acaparando Leon la mitad de la
produccion de la comunidad auténoma (Ministerio de Agricultura, Pesca, Alimentacion
y Medio Ambiente 2016).

2.4 Fresa.

Los actuales cultivares utilizados son hibridos de la fresa salvaje (Fragaria vesca
L.) y especies americanas, dando como resultado cultivares hibridos de fruto grande o
freson (Fragaria x ananassa). Pertenece a la familia Rosaceae y es una planta perenne
de crecimiento en roseta, que se va lignificando afio a afio. Las hojas son compuestas,
generalmente con tres foliolos al final de un peciolo en cuya base encontramos estipulas
membranosas. El sistema radicular es fasciculado, se compone de raices y raicillas. La
profundidad del sistema radicular es muy variable, dependiendo entre otros factores, del
tipo de suelo y de la presencia de patogenos en el mismo. En condiciones 6ptimas, el
sistema radicular puede alcanzar los 2 m, aunque lo normal es que no sobrepasen los 40
cm, encontrandose la mayor parte (90%) en los primeros 25 cm. Las inflorescencias se
pueden desarrollar a partir de una yema
terminal de la corona, o de yemas
axilares de las hojas. La flor tiene 5-6
pétalos, de 20 a 35 estambres y varios
cientos de pistilos sobre un receptaculo
carnoso. Cada 6vulo fecundado da lugar
a un fruto de tipo aquenio (Fig. 7).

La produccion de fresa presenta la
peculiaridad de estar sumamente
polarizada al suroeste peninsular, donde
se producen cerca del 94% de las
400.000 toneladas anuales, siendo la
provincia de Huelva donde se centra la
mayor parte de esta produccion, con
388.000  toneladas  anuales.  Sin
embargo, la fase productiva viene
precedida por una fase de propagacion, Figura 7. Fragaria x ananassa

LE  FRAISIER

que se realiza en las zonas del sur del rio Duero, donde los inviernos frios favorecen el
desarrollo de estolones que posteriormente seran trasplantados a las zonas de
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produccion en el suroeste peninsular (Ministerio de Agricultura, Pesca, Alimentacion y
Medio Ambiente 2016).

2.5 Zanahoria.

Daucus carota L. es una planta anual o bienal cultivada como anual, aldgama
autocompatible de hasta 1,6 m de altura, con la raiz napiforme o fusiforme cilindrica,
conica o redondeada, blancuzca, amarillo rojiza o anaranjada, con los tallos solitarios,
cilindricos, erectos, estriados e hispidos y muy ramificados. Hojas oblongas con los
segmentos lineares lanceolados y peciolos ensanchados en la base y de 3-10 cm. Cada
segmento tiene entre 3 y 7 pares de foliolos mas uno terminal. Flores con pedicelos de
3-10 mm en umbelas con hasta 20 umbélulas sobre un pedunculo de 25-60 cm. Pétalos
blancos, amarillos, rosados o purptireos y acuminados. Las semillas ovoideas, de
pequeiio tamafio, espinosas y de color amarillo grisiceo o pardo grisaceo, son
aromaticas y puede obtenerse de ellas un aceite esencial (Fig. 8). El cultivo se puede
realizar durante todo el afio siendo independiente del fotoperiodo y precisando 75 y 220
dias para completar su ciclo. Presenta
sensibilidad a temperaturas bajas después
de la nascencia y al final del ciclo,
produciendo anormalidades en la raiz o
induciendo la floracién, siendo las
temperaturas Optimas de desarrollo entre 20
y 27°C. La raiz lignifica cuando se produce
la subida de la flor por lo que pierde su
valor comercial (Stein y Nothnagel 1995).

Espafia es uno de los principales
exportadores de esta hortaliza a nivel
europeo, su produccion supera las 400.000
toneladas anuales, repartida principalmente
entre Castilla y Ledén y Andalucia que
acaparan el 90% de la produccién nacional,
de la que cerca del 95% se destina a
exportacion en fresco. La produccion en
Castilla y Ledn se localiza en la zona al sur
del rio Duero en las provincias de Segovia
y Valladolid, donde los suelos arenosos de
la Tierra de Pinares posibilitan unas
condiciones 6ptimas de cultivo.

Figura 8. Daucus carota
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2.6 Lechuga.

Lactuca sativa L. es una planta anual y autégama, perteneciente a la familia
Compositae. La raiz es pivotante, corta y con ramificaciones, y no suele sobrepasar los
25 cm de profundidad. Las hojas estan colocadas en roseta, desplegadas al principio y
manteniéndose asi durante todo su desarrollo en las denominadas variedades romanas, o
acogollandose, mas tarde, en otras variedades. El borde de los limbos puede ser liso,
ondulado o aserrado (Fig. 9). Presenta tallo cilindrico y ramificado con inflorescencia en
capitulos florales amarillos dispuestos en racimos o corimbos. Las semillas estan
provistas de un vilano plumoso. La lechuga es un cultivo de interés culinario, y aunque
su cultivo comercial cada vez se lleva a cabo més en invernaderos utilizando técnicas
como el cultivo hidropdnico, en muchos lugares se produce al aire libre, por lo que
existen diversos trabajos que se centran en solventar los efectos producidos por estreses
abioticos, como la sequia o la salinidad excesiva del suelo para mejorar su produccion.
De esta manera, el cultivo en invernaderos necesita el aporte de fertilizantes quimicos,
siendo una faceta sujeta a mejoras con la utilizacioén de biofertilizantes.

Figura 9. Lactuca sativa.

La produccion anual de lechuga en Espafia ha sufrido importantes variaciones en
funcién de la demanda exterior, variando entre 1 milléon y 800.000 toneladas, con una
tendencia alcista en los tltimos afios, situdndose en 930.000 toneladas. La produccion se
encuentra muy dispersa por todo el pais, permitiendo los diferentes climas escalonar la
produccion durante el afio completo y dedicar cerca del 90% de la produccion a la
exportacion. Las comunidades de Andalucia y Murcia acaparan mas de dos terceras
partes de la produccion. En el caso de Castilla y Ledn, se producen anualmente 15.000
toneladas, parte de ellas en etapas tempranas de desarrollo, para consumo en fresco y
preparados refrigerados (Ministerio de Agricultura, Pesca, Alimentaciéon y Medio
Ambiente 2016).
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3. Microorganismos en agricultura.

La agricultura es una de las actividades humanas con mayor dependencia de las
condiciones ambientales y donde el suelo representa una parte determinante. Sin
embargo, éste es un medio especialmente heterogéneo e influenciado por factores
abidticos y bioticos (Alegria Terrazas et al. 2016). Ademas, desde el punto de vista de la
microbiologia, la biodiversidad de este bioma es extremadamente alta, siendo estimada
en 20.000 especies de bacterias por gramo (Roesch et al. 2007), aunque esta cifra varia
mucho en funcion del ecosistema y su estado de desarrollo (Fierer 2017). Han sido
muchos los autores que han considerado la importancia de los microorganismos en la
agricultura, algunos sin conocer su presencia, como Teofrasto (372-287 a.C), que
consideraba que la mezcla de diferentes suelos mejoraba las deficiencias y sanaba el
corazon del suelo (Tisdale et al. 1985). Sin embargo, su utilizacion y produccion quedo
ensombrecida con la aplicacion de fertilizantes quimicos durante la denominada
Revolucion Verde (Roy 2017), y no ha sido hasta las ultimas décadas cuando el interés
por los microorganismos en la agricultura ha tenido un repunte, fruto de las
consecuencias ambientales que la produccion y aplicacion masiva de insumo quimicos
ha tenido en los ecosistemas (Bhardwaj et al. 2014). Actualmente la microbiota del
suelo ya ha empezado a considerarse dentro del andlisis global de los sistemas
agropecuarios demostrando que un suelo con una correcta microbiota favorece el
desarrollo de plantas mas sanas capaces de captar mejor los nutrientes y hacer frente a
distintas enfermedades (Garcia-Fraile et al. 2015; Mueller y Sachs 2015). A este
respecto, tienen gran importancia las bacterias promotoras del crecimiento vegetal que
son capaces de interactuar de forma positiva con las plantas, promoviendo el desarrollo
de las mismas de forma directa e indirecta, siendo el mejor ejemplo la nodulacion de
leguminosas por las bacterias denominadas genéricamente rhizobia que llevan a cabo la
fijacion de nitrogeno atmosférico (Saleem et al. 2007; Gouda et al. 2018). En la
actualidad, la utilizacion de biofertilizantes en agricultura es un hecho y su aplicacion se
encuentra extendida (Bhattacharyya y Jha 2012), aunque no todos los microorganismos
son susceptibles de ser utilizados como biofertilizantes, ya que deben tener una serie de
caracteristicas, la primera de ella, ser capaces de interaccionar con las plantas en que se
denomina rizosfera y endosfera, y, la segunda no ser patégenos para el hombre, los
animales ni las plantas.

3.1. Rizosferay endosfera.

El concepto de rizosfera comienza a utilizarse en 1904 (Hitlner, 1904) y hace
referencia al volumen de suelo circundante de la raiz de las plantas y que se encuentra
bajo su influencia (Kumar et al. 2013). Esta influencia se manifiesta en una serie de
cambios fisicos y bioquimicos, asi como en la actividad de los microorganismos debido
a la produccion de diferentes metabolitos (Badri et al. 2009). Este fendémeno de
establecimiento de una microbiota rica en la rizosfera bajo la influencia de nutrientes
secretados por la raiz se conoce como “efecto rizosfera” (Sethia et al. 2015).
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La comunidad microbiana en la rizosfera alberga miembros que ejercen efectos
nocivos o beneficiosos en las plantas. Los microorganismos que afectan adversamente
el crecimiento y la salud de las plantas son los hongos patogenos, los oomicetos, las
bacterias patdgenas y los nematodos, mientras que los microorganismos beneficiosos
incluyen los hongos endo- y ectomicorricicos y las rizobacterias estimulantes del
crecimiento vegetal (PGPR o PGPB) (Mendes et al. 2013; Schmid et al. 2018).

La rizosfera es un medio dindmico y su microbiota depende de multiples factores
como es la edad de la planta, encontrandose en edades tempranas del desarrollo un
predominio de microorganismos de crecimiento rapido que utilizan sustratos simples y
que paulatinamente van siendo sustituidos por microorganismos de crecimiento mas
lento con capacidad para degradar compuestos mas complejos (Verbon y Liberman
2016). También puede verse afectada por caracteristicas propias del suelo (Ibekwe et
al., 2010), cambios estacionales y diferentes practicas agronémicas como el riego, la
labranza o la fertilizacién (Pérez-Jaramillo et al. 2016; Yu et al. 2015). De cualquier
manera, el nimero de especies microbianas asociados a la rizosfera es muy elevado y
aunque se han llevado a cabo numerosos estudios a lo largo del tiempo, el conocimiento
de estas poblaciones se ha incrementado considerablemente en los Ultimos afios debido
a la utilizacion de técnicas que no precisan del aislamiento y cultivo de los
microorganismos, como ocurre con el andlisis de acidos grasos o la secuenciacion
masiva de ADN (Schmid et al. 2018). Estas técnicas han permitido conocer la estructura
y composicion de las comunidades de la rizosfera, asi como estudiar las variaciones
asociadas a los cambios de vegetacion o usos del suelo entre otros (Wen et al. 2016; Sun
et al. 2016).

3.2. Interacciones planta-microorganismo.

Como se deduce facilmente de lo anteriormente expuesto, la diversidad y
complejidad de la rizosfera se sustenta sobre una compleja red molecular de
interacciones que variardn si se atiende a interacciones planta-mutualistas, planta-
patdgenos o microorganismo-microorganismo (Larsen et al. 2017).

En primer lugar, las interacciones planta-mutualistas podrian dividirse en dos
subgrupos, planta-micorriza y planta-rizobacteria. El establecimiento de las simbiosis
planta-micoriza comienza con la colonizacién de una raiz compatible mediante hifas
producidas por los propagulos de hongos micorricicos del suelo, las esporas asexuales o
las raices micorricicas. A esto le sucede la formacion de apresorios, la colonizacion del
cortex radicular y la formacion de arbusculos. Todo este proceso esta mediado por un
intercambio de sefiales moleculares que regulan el proceso, por lo que se ha sugerido
que las senales derivadas de la planta se conservan en todo el reino vegetal o que se
trata de una amplia gama de compuestos relacionados. Los compuestos liberados por las
plantas, como los azlcares y los aminoacidos, son posibles estimulos fingicos, pero los
compuestos fenodlicos, en particular los flavonoides, se conocen como componentes
clave de sefializacion en muchas interacciones planta-microbio (Rasmann y Turlings
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2016). Los flavonoides también juegan un papel determinante en la colonizacion planta
rizobacteria, como es el caso de los rhizobia, que regulan la quimiotaxis y la sintesis de
los genes nod (Peix et al. 2014). También las estrigolactonas, un grupo de lactonas
sesquiterpénicas, secretadas por la planta pueden funcionar como inductores de la
colonizacion por microorganismos (Akiyama, Matsuzaki y Hayashi, 2005; Delaux et al.
2013) y ser un factor determinante en la quimiotaxis (Sbrana y Giovannetti, 2005).
Ademas, las bacterias de la rizosfera se relacionan entre si a través de la sintesis de
diferentes compuestos que regulan la expresion de diferentes genes en lo que se
denomina Quorum sensing (Hartmann et al. 2014). Esta comunicacion permite realizar
de forma combinada diferentes acciones como la colonizacién o la respuesta a
condiciones ambientales (Garg et al. 2014). Las senales de Quorum sensing difieren
entre bacterias Gram negativas y Gram positivas, ya que, en las primeras, las moléculas
implicadas en esta comunicacion son acil-homoseril-lactonas, mientas que en las
segundas son polipéptidos o péptidos ciclicos (Mamani et al. 2016).

En cuanto a las interacciones planta-patogeno, éstas son mucho mas complejas,
respondiendo los microorganismos a estimulos mucho mas variados, como diferentes
azucares, aminoacidos o lipidos (Badri et al. 2009; Berendsen et al. 2012), aunque una
parte de esta interaccion esta compuesta por los esfuerzos de las plantas para defenderse
de la infeccion a través de la produccion de fitoanticipinas, fitoalexinas, acido salicilico
o jasmonatos (Vidhyasekaran 2015).

3.3.  Bacterias promotoras del crecimiento vegetal.

Dentro las interacciones beneficiosas planta-microorganismo cabe destacar las
que involucran a bacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPB (del inglés Plant
Growth Promotion Rhizobacteria). Este término fue acufiado en 1978 por Kloepper y
Schroth (1978) para describir las bacterias del suelo que colonizan la rizosfera de las
plantas, que crecen en, sobre o alrededor de los tejidos vegetales y que estimulan el
crecimiento de las plantas mediante varios mecanismos. Desde ese momento, la
investigacion encaminada a comprender como estas bacterias realizan su efecto positivo
sobre el crecimiento de las plantas se ha incrementado constantemente, lo que ha dado
lugar a la publicacion de numerosos articulos. Estas bacterias ejercen su actividad
mediante mecanismos muy variados, que incluyen la produccion de fitohormonas, la
solubilizacion de nutrientes o la supresion de patégenos (Pérez-Montafio et al. 2014;
Santoyo et al. 2016), por lo que su empleo en agricultura presenta grandes expectativas
de futuro para lograr la reduccion del uso de fertilizantes quimicos y el establecimiento
de sistemas de produccion agricolas mas sostenibles (Ahemad y Kibret 2014).

3.3.1. Diversidad microbiana.
Los ambientes rizosféricos han sido desde los inicios de la Microbiologia una
prolifica fuente de bacterias con capacidad para promover el desarrollo vegetal. Aunque

en los ultimos afios el conocimiento de estas comunidades ha aumentado, las cepas de
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microorganismos asociadas a la promocion del crecimiento deben presentar la cualidad
de ser cultivables, permitiendo su manejo como biofertilizantes (Herrmann y Lesueur
2013). Algunos de los géneros que han demostrado tener excelentes capacidades como
PGPB se muestran en la tabla 1. Ademas, es previsible que en los proximos afios nuevos
géneros y sobre todo, nuevas especies PGPB sean descubiertas, si tenemos en cuenta la
tendencia seguida en los ultimos afios en la que el niimero de bacterias rizosféricas con
potencial para promover el desarrollo vegetal no ha dejado de incrementarse (Carro et
al. 2013; Ramirez-Bahena et al. 2014; Ramirez-Bahena et al. 2015; Liu et al. 2016;
Jeong et al. 2017; Menéndez et al. 2017).

3.3.1.1.Bacterias endofitas.

Actualmente se considera que las plantas pueden “seleccionar” su microbioma
para tener colonizadores bacterianos beneficiosos, incluidos los que viven en los tejidos
de las plantas (Hardoim et al. 2008; Rashid et al. 2012). Desde 1884, se conoce que
algunas bacterias son capaces de colonizar el interior de los tejidos vegetales
desarrollando parte de su ciclo vital sin afectar al hospedador o, al menos, sin hacerlo de
manera negativa (Venugopalan y Srivastava 2015). En términos historicos, esta
asociacion practicamente se remonta a los inicios de la colonizacién terrestre por parte
de las plantas, habiéndose detectado indicios de colonizacion micorricica de raices de
protoplantas en el chert de Rhynie, un yacimiento del periodo Devonico con mas de 400
millones de afios, lo que unido a los paralelismos entre la colonizacion flingica y
bacteriana, hace suponer que ambas interacciones aparecieron a la par (Parniske 2000;
Tacon 2014) . Aunque no hay muchas evidencias que pongan de manifiesto claramente
cudles son las ventajas que ofrece el crecimiento en el interior de la raiz en vez de
hacerlo en las zonas colindantes de la misma (Rosenblueth y Martinez-romero 2006), lo
que si parece claro es que los endofitos bacterianos pueden ofrecer varios beneficios a la
planta huésped, en particular la promocion del crecimiento y la proteccion contra los
patogenos. Ademas, bajo ciertas condiciones ambientales, los endofitos bacterianos son
capaces de comunicarse e interactuar con la planta de manera mas eficiente que las
bacterias rizosféricas (Mano y Morisaki 2008; Dudeja et al. 2012).

El andlisis de las comunidades endofiticas ha sido objeto de estudio desde los
inicios de la Microbiologia con el aislamiento y obtenciéon del primer cultivo de
Rhizobium a partir de nédulos de leguminosas por Beijerink, que forma parte del grupo
de bacterias endofitas por antonomasia, especializadas en la simbiosis mutualista
estricta con leguminosas (Peix et al. 2014). Sin embargo, los avances realizados en los
siguientes afios fueron pequefios y la comprension de la verdadera naturaleza de los
endofitos no comenz6 hasta finales del siglo XX, cuando los estudios comenzaron a
centrarse en el aislamiento dirigido de estas poblaciones que antes se consideraban
residuales (Ryan et al. 2008). En la actualidad, la gran cantidad de estudios realizados,
primero mediante estudios de culturémica y después, completando el conocimiento
mediante estudios de metagendmica, han ayudado a entender la gran diversidad que
habita en este nicho ecoldgico (Santoyo et al. 2016).
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3.3.1.1.1. Bacterias endofitas de nodulos de leguminosas.

Tradicionalmente el nddulo de las leguminosas ha sido considerado un 6rgano
vegetal donde las poblaciones microbianas eran si no dominadas, si monopolizadas por
los endosimbiontes fijadores de nitrégeno del grupo de los rhizobia. Sin embargo, en los
ultimos afios, se ha comprobado que el nddulo contiene muchas otras bacterias y es una
importante fuente de PGPB (Dudeja et al. 2012). Numerosos estudios se han centrado
en el estudio de estas poblaciones, intentando dilucidar las implicaciones que tienen en
el nodulo, incluyendo el proceso de fijacion de nitrogeno (Lei et al. 2008; Palaniappan
et al. 2010; Pini et al. 2012; Trujillo et al. 2015). En la actualidad se conoce que las
especies bacterianas endofiticas acompafiantes de los endosimbiontes inductores de la
nodulacién estan dominadas por las Proteobacterias, variando el porcentaje y la
proporcion de alfa, beta o gamma, aunque los Firmicutes y las Actinobacterias también
representan una parte importante en estas comunidades (Tabla 1) (Velazquez et al.
2013; De Meyer et al. 2015; Leite et al. 2017). Ademas, estas poblaciones tienen
estructuras completamente diferentes a los suelos circundantes, por lo que el nodulo esté
actuando como factor selectivo frente a las poblaciones de la rizosfera, reduciendo el
nimero total de géneros presentes, asi como la proporcidon en la que se encuentran
(Trabelsi et al. 2017; Xiao et al. 2017). La estructura poblacional del ndédulo también
esta relacionada con la especie de leguminosa, que muestra un caracter selectivo frente a
las géneros que habitan en los nddulos, por lo que se puede deducir que la interaccion
entre las bacterias endofitas nodulares y la planta es sumamente compleja, dependiendo
de factores como el suelo, la planta y el clima (De Meyer et al. 2015; Beghalem et al.
2017; Bouchiba et al. 2017).

Tabla 1. Endofitos aislados a partir de diferentes nédulos de leguminosas

Phyllum Firmicutes Hospedador Autores
Clase Bacilli
Familia Bacillaceae
Bacillus amyloliquefaciens Glycine max (Nhu 2017)
Bacillus flexus Glycine max (Nhu 2017)
Bacillus licheniformis Glycine max, Sphaerophysa salsula (Nhu 2017; Deng et al. 2011)
Bacillus megaterium Vicia faba, Glycine max, Medicago (Saidi et al. 2013; Nhu 2017,
sativa, Arachis hypogea Khalifa y Almalki 2015; Subramanian et
al. 2015; Hossain y Lundquist 2016)
Bacillus methylotrophicus Glycine max (Nhu 2017)
Bacillus muralis Vicia faba (Saidi et al. 2013)
Bacillus safensis Vigna ungiculata (Manohari y Yogalakshmi
2016)
Bacillus simplex Crotolaria incana, Caragana jubata, (Aserse et al. 2013; Xu et al.
Oxytropis ochrocephala 2014)
Bacillus subtilis Glycine max, Cicer arietinum (Nhu 2017; Egamberdieva et al.
2017; Zhao et al. 2018)
Bacillus thuringuiensis Glycine max, Cicer arietinum (Egamberdieva et al. 2017;
Zhao et al. 2018)
Exiguobacterium indicum Arachis hypogea (Wang et al. 2013)
Familia Lactobacillaceae
Lactobacillus casei Hedyrasum naudinianum (Torche et al. 2014)
Familia Paenibacillaceae
Brevibacillus nitrificans Acacia seyal (Zineb et al. 2016)
Cohnella ferri Caragana jubata, Oxytropis (Xu et al. 2014)
ochrocephala
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Cohnella lupini Lupinus albus (Flores-Félix et al. 2014)
Fontibacillus phaseoli Phaseolus vulgaris (José David Flores-F¢élix et al.
2013)

Paenibacillus castaneae Caragana jubata, Oxytropis (Xuetal. 2014)
ochrocephala

Paenibacillus endophyticus Cicer arietinum (Carro et al. 2013)

Paenibacillus glycanilyticus Acacia tortilis, Acacia seyal, Vigna (Zineb et al. 2016; Pandya et al.
radiata 2015)

Paenibacillus humicus Acacia tortilis, Acacia seyal (Zineb et al. 2016)

Paenibacillus lupini Lupinus albus (Carro et al. 2014)

Paenibacillus medicaginis Medicago sativa (Lai et al. 2015)

Paenibacillus sepulcri Caragana jubata, Oxytropis (Xuetal. 2014)
ochrocephala

Stenotrophomonas rhizophila Vigna radiata (Pandya et al. 2015)

Familia Planococcaceae

Sporosarcina thermotolerans Caragana jubata, Oxytropis (Xu et al. 2014)
ochrocephala

Familia Staphylococcaceae

Staphylococcus cohnii Glycine max (Nhu 2017)

Staphylococcus epidermidis Caragana jubata, Oxytropis (Xu etal. 2014)
ochrocephala

Staphylococcus saprophyticus Glycine max (Nhu 2017)

Phyllum Proteobacteria

Clase p-proteobacteria

Familia Alcaligenaceae

Achromobacter xylosoxidans Cicer arietinum (Egamberdieva et al. 2017)

Advenella kashmirensis Acacia tortilis (Zineb et al. 2016)

Familia Burkholderiaceae

Burkholderia caledonica Adesmia emarginata Gerding et al. 2017)

Familia Comamonadaceae

Diaphorobacter ruginosibacter Glycine max (Wei et al. 2015)

Variovorax paradoxus Sulla capitata, Crotolaria incana (Beghalem et al. 2017; Aserse

etal. 2013)

Familia Oxalobacteraceae

Herbaspirillum putei

Calopogonium mucunoides

(Bautista et al. 2017)

Clase y-Proteobacteria

Familia Enterobacteraceae

Enterobacter cloacae

Glycine max, Calopogonium
mucunoides

(Nhu 2017; Zhao et al. 2018;

Bautista et al. 2017)

Enterobacter ludwigii

Glycine max

(Nhu 2017)

Enterobacter siamensis

Vigna ungiculata

(Leite et al. 2017)

Enterobacter soli

Vigna ungiculata

(Leite et al. 2017)

Klebsiella pneumonia

Glycine max, Vigna mungo

(Nhu 2017; Hossain y

Lundquist 2016)

Leclercia adecarboxylata

Caragana jubata, Oxytropis
ochrocephala

(Xuetal. 2014)

Familia Erwiniaceae

Pantoea agglomerans

Vicia faba, Hedysarum spinosissimum,

Sesbania sesban, Mimosa pudica,
Desmodium scorpiurus

(Saidi et al. 2013; Sbabou et al.

n.d.; Hossain y Lundquist 2016; Bautista
etal. 2017)

Pantoea brenneri

Vicia faba

(Saidi et al. 2013)

Familia Moraxallaceae

Acinetobacter baylyi

Caragana jubata, Oxytropis
ochrocephala

(Xu et al. 2014)

Acinetobacter bouvetii

Caragana jubata, Oxytropis
ochrocephala

(Xuetal. 2014)

Acinetobacter calcoaceticus

Glycine max

(Nhu 2017; Zhao et al. 2018)

Acinetobacter johnsonii

Caragana jubata, Oxytropis
ochrocephala

(Xuetal. 2014)

Acinetobacter junii

Caragana jubata, Oxytropis
ochrocephala

(Xuetal. 2014)

Acinetobacter radioresistens

Glycine max

(Nhu 2017)

Moraxella osloensis

Hedyrasum naudinianum

(Torche et al. 2014)

Familia Pseudomonadaceae

Pseudomonas baetica

Caragana jubata, Oxytropis

(Xuetal. 2014)

~20 ~




Introduccion

ochrocephala

Pseudomonas brassicacearum

Pseudomonas brenneri

Scorpiurus muricatus

(Bouchiba et al. 2017)

Pseudomonas fluorescens

Sulla capitata, Sulla pallida

(Beghalem et al. 2017;)

Pseudomonas frederiksbergensis

Caragana jubata, Oxytropis

(Xu et al. 2014; Sbabou et al.

ochrocephala, Hedysarum 2016)
spinosissimum
Pseudomonas putida Glycine max (Zhao et al. 2018)
Pseudomonas salomonii Caragana jubata, Oxytropis (Xuetal. 2014)
ochrocephala
Familia Yersiniaceae
Rahnella aquatilis Vicia faba (Saidi et al. 2013; Bahroun et al.
2018)
Serratia odorifera Vicia faba (Saidi et al. 2013)

Serratia proteamaculans

Hedysarum spinosissimum

(Sbabou et al. 2016)

Familia Xanthomonadaceae

Stenotrophomonas maltophilia

Acacia nilotica, Alysicarpus

(Zineb et al. 2016; Bautista et

nummularifolius al. 2017)
Stenotrophomonas rhizophila Glycine max (Egamberdieva et al. 2016)
Xanthomonas campestris Vicia faba (Saidi et al. 2013)

Clase o-Proteobacteria

Familia Brucellaceae

Ochrobacterum haematophilum

Glycine max

(Zhao et al. 2018)

Ochrobactrum anthropi

Acacia ehrenbergiana

(Zineb et al. 2016)

Ochrobactrum intermedium

Acacia ehrenbergiana

(Zineb et al. 2016)

Familia Methylobacteraceae

Methylobacterium oryzae

Glycine max

(Subramanian et al. 2015)

Familia Rhizobiaceae

Agrobacterium albertimagni

Vicia faba

(Saidi et al. 2013)

Agrobacterium deltaense

Sesbania cannabina

(Yan, Li, et al. 2017)

Agrobacterium radiobacter

Caragana jubata, Oxytropis
ochrocephala, Scorpiurus muricatus

(Xu et al. 2014; Bouchiba et al.
2017)

Agrobacterium tumefaciens

Hedysarum spinosissimum, Acacia
nilotica, Sesbania sesban

(Sbabou et al. n.d.; Zineb et al.
2016; Hossain y Lundquist 2016)

Rhizobium massiliae

Caragana jubata, Oxytropis
ochrocephala

(Xu et al. 2014)

Rhizobium nepotum

Vicia faba, Scorpiurus muricatus, Sulla
capitata, Sulla pallida

(Saidi et al. 2013; Bouchiba et
al. 2017; Beghalem et al. 2017)

Rhizobium oryzae

Caragana jubata, Oxytropis

(Xuetal. 2014)

ochrocephala
Rhizobium pueririae Pueraria candollei (Boonsnongcheep et al. 2016)
Rhizobium pusense Vicia faba (Saidi et al. 2013)
Shinella granuli Vicia charca (Lei et al. 2008)
Shinella kummerowiae Vicia faba (Saidi et al. 2013)

Shinella zoogloides

Enterolobium saman

(Bautista et al. 2017)

Familia Phyllobacteraceae

Phyllobacterium brassicacearum

Hedyrasum perrauderianum

(Torche et al. 2014)

Phyllobacterium endophyticum

Phaseolus
muricatus

vulgaris, Scorpiurus

(J.-D. Flores-Félix et al. 2013;
Bouchiba et al. 2017)

Phyllobacterium ifriqiyense

Scorpiurus muricatus, Sulla capitata

(Beghalem et al. 2017,
Bouchiba et al. 2017)

Phyllobacterium trifolii

Caragana jubata, Oxytropis
ochrocephala

(Xu et al. 2014)

Familia Rhodospirillaceae

Azospirillum lipoferum

Hedysarum spinosissimum

(Sbabou et al. 2016)

Inquillinus limosus

Arachis hipogea

(Hossain y Lundquist 2016)

Familia Xanthobacteraceae

Labrys methylaminiphilus

Adesmia emarginata, Sesbania sesban

(Gerding et al. 2017; Hossain y
Lundquist 2016)

Starkeya novella

Clase Flavobacteria

Scorpiurus muricatus

(Bouchiba et al. 2017)

Phyllum Bacteroidetes

Familia Flavobacteriaceae

Chryseobacterium indologenes

Vigna radiata

(Dhole et al. 2017)
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Flavobacterium anhuiense

Phyllum Actinobacteria

Arachis hypogea

(Wang et al. 2013)

Clase Actinobacteria

Familia Corynebacteraceae

Corynebacterium pseudodiphthericum

Hedyrasum naudinianum

(Torche et al. 2014)

Familia Micromonosporaceae

Micromonospora auratinigra

Pueraria candollei

(Boonsnongcheep et al. 2017)

Micromonospora chaiyaphumensis

Pueraria candollei

(Boonsnongcheep et al. 2017)

Micromonospora luteifusca

Pisum sativum

(Carro et al. 2016)

Micromonospora luteiviridis

Pisum sativum

(Carro, Veyisoglu, et al. 2018)

Micromonospora phytophila

Pisum sativum

(Carro, Veyisoglu, et al. 2018)

Plantactinospora mayteni

Pueraria candollei

(Boonsnongcheep et al. 2017)

Verrucosispora lutea

Pueraria candollei

(Boonsnongcheep et al. 2017)

Familia Micrococcaceae

Arthrobacter nicotinovorans

Arachis hypogea

(Wang et al. 2013)

Arthrobacter tumbae

Vigna ungiculata

(Manohari y Yogalakshmi

2016)

Familia Streptosporangiaceae

Microbispora siamensis Pueraria candollei (Boonsnongcheep et al. 2017)

Familia Steptomycetaceae

Streptomyces chartreusis Pueraria candollei (Boonsnongcheep et al. 2017)

Streptomyces luteosporeus Pueraria candollei (Boonsnongcheep et al. 2017)

Streptomyces nanshensis Pueraria candollei (Boonsnongcheep et al. 2017)

Streptomyces rapamycinicus Pueraria candollei (Boonsnongcheep et al. 2017)

Como se ha mencionado esta diversidad es elevada y podemos encontrar
numerosos  géneros asociados Achromobacter, Agrobacterium, Arthrobacter,
Acinetobacter, Bacillus, Devosia, Enterobacter, Methylobacterium, Micromonospora,
Mycobacterium, Paenibacillus, Pseudomonas, Phyllobacterium, o Streptomyces que son
aislados con frecuencia (Palaniappan et al. 2010; Dudeja et al. 2012; Narula et al. 2013;
De Meyer et al. 2015; Xiao et al. 2017). Algunos estudios de metagendmica muestran
que las especies normalmente asociadas al suelo con funciones biologicas muy
estudiadas, como son las bacterias sulfatoreductoras (Desulfovibrio, Halothiobacillus,
Desulfatimicrobium o Chlorobium) o las metanoxidadoras (Methylosarcina,
Methylomonas o Methylobacter) pueden encontrarse en el nddulo, pero casi como un
caracter residual (Trabelsi et al. 2017). Ademds, aunque alguna de las bacterias
encontradas presentan potencial como patdégeno de plantas o humanos (Mendes et al.
2013), su nimero es inferior al detectado en otros ambientes como la rizosfera o el suelo
en general, por lo que este nicho se postula como una excelente fuente de endofitos en
la busqueda de nuevos microorganismos con potencial PGPB (Mendes et al. 2013;
Chou et al. 2017).

3.3.1.2. Aplicaciones de las bacterias endofitas.

Las posibilidades de los endoéfitos como bacterias PGPB son amplias y los
distintos mecanismos posibles hacen que puedan ser utilizados en multitud de
situaciones, sin embargo, la busqueda de nuevos endofitos con capacidades
multifuncionales no cesa y es uno de los objetivos més importantes del estudio de las
comunidades endodfitas de las plantas (Santoyo et al. 2016). El nimero de estudios se ha
incrementado considerablemente en los ultimos afios originando una gran cantidad de
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conocimiento acerca de cOmo interaccionan y cudles son los mecanismos que
determinan el éxito de estas interacciones (Hardoim et al. 2008; Sessitsch et al. 2012;
Menéndez, Mulas, et al. 2016), determinando asi, que la inoculacién con bacterias
endofitas crea relaciones mas estrechas con el hospedador y genera mejores resultados
(Etesami y Maheshwari 2018). Las experiencias se han centrado tanto en la utilizacion
de géneros con potencial conocido como Azospirillum, Rhizobium o Bacillus como en
otros géneros que en los ultimos afios han demostrado buenas cualidades. Azospirillum
ha mostrado ser capaz de promover el desarrollo vegetal y mejorar la produccion
principalmente en cultivos cereales como trigo, arroz o maiz debido a su condicioén de
diazotrofo (Wisniewski-Dy¢ et al. 2011; Silveira et al. 2016). Rhizobium ha sido
utilizado tradicionalmente como inoculante en cultivos de leguminosas, sin embargo, el
efecto de su inoculacion puede ser positivo en otros cultivos a través de diversos
mecanismos de promocion del crecimiento vegetal, como cereales (Yanni y Dazzo
2015; Cakmakgt et al. 2017; Mohanty et al. 2016), hortofruticolas (Garcia-Fraile et al.
2012; José D. Flores-Félix et al. 2013; Flores-Félix, Marcos-Garcia, et al. 2015; de
Souza et al. 2016) o cultivos forrajeros de interés agroganadero (Grobelak et al. 2015).
Las posibles interacciones de diferentes especies del género Bacillus con las plantas han
sido ampliamente estudiadas, ya que mas alld del caracter de algunas cepas como
agentes de biocontrol, se ha empezado a ahondar en su capacidad para promover el
crecimiento vegetal a través de diferentes mecanismos. Estos estudios han determinado
que su inoculacion puede generar buenos resultados, tanto en los primeros estadios de
maiz (Szilagyi-Zecchin et al. 2014) y zanahoria (Surette et al. 2003), como en etapas de
produccion de remolacha (Shi et al. 2010), melon (Zhao et al. 2011) y albahaca
(Murugappan et al. 2013). Otros géneros como Brevibacillus, Enterobacter,
Sphingomonas o Paenibacillus también han demostrado tener un efecto destacable
sobre el desarrollo radicular y foliar en maiz (Mohanty et al. 2016; Szilagyi-Zecchin et
al. 2014). También se ha utilizado la coinoculaciéon de varios endofitos compatibles con
el objetivo de complementar los mecanismos de ambas cepas, como por ejemplo
aplicando Pseudomonas y Rhizobium leguminosarum sobre Pisum sativum, lo que
mejora la capacidad de absorcion de fosforo e incrementa la produccion de biomasa
aérea (Oteino et al. 2015). Resultados similares han sido observados en Pisum sativum 'y
Lens culinares al realizar la coinoculacion de Bacillus thuringeinsis junto con
Rhizobium leguminosarum, con incrementos en la nodulacién cercanos al 80% con
respecto de la inoculacion simple con el endosimbionte (Mishra et al. 2009). La
coinoculacion de Streptomyces junto con Ensifer meliloti en alfalfa produce un
incremento en la eficiencia de fijacion de nitrégeno y un aumento en el numero de
nddulos, que se traduce en una mejora de la productividad (Le et al. 2016). Todos estos
trabajos ponen de manifiesto el potencial que presenta la utilizacién de endofitos como
biofertilizantes junto con cepas de rhizobia.

3.3.2. Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal.

Las bacterias son capaces de promocionar el crecimiento de las plantas a través de
diferentes mecanismos que implican mejora en la captacion de nutrientes, puesta a
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disposicion de nutrientes no disponibles para la planta, producciéon de metabolitos
secundarios, competicion con bacterias patogenas u otras bacterias de la rizosfera, o la
modificacion de estado general de la planta (Hardoim et al. 2008; Bhattacharyya y Jha
2012). Estos mecanismos tradicionalmente se agrupan en directos o indirectos, aunque
la diferencia entre ambos no es tan clara como a priori puede parecer. Los mecanismos
indirectos, por regla general, son aquéllos que ocurren fuera de la planta, mientras que
los mecanismos directos engloban aquéllos que ocurren dentro de la planta y afectan
directamente el metabolismo de la misma (Goswami et al. 2016).

3.3.2.1.Mecanismos directos

3.3.2.1.1. Fijacion de nitrogeno

El nitrogeno es el componente mayoritario de la atmosfera, pero se encuentra en
forma de nitrégeno molecular (N,) y esta forma quimica no es asimilable por las
plantas. El cambio quimico de nitrogeno molecular a formas asimilables por los seres
vivos se denomina fijacion bioldgica de nitrogeno. Este proceso requiere de la enzima
nitrogenasa, que en realidad es un complejo enzimatico, que esta compuesto por dos
melanoproteinas, una ferroproteina o nitrogenasa reductasa, y una molibdoferroproteina
o nitrogenasa. La nitrogenasa es sumamente sensible a la presencia de oxigeno, que
inactiva su funcidn, por ello muchas bacterias sélo sintetizan esta enzima a tensiones de
oxigeno bajas. Los microorganismos que poseen nitrogenasa y son capaces de utilizarla
se denominan diazotrofos y fijan nitrégeno atmosférico.

La fijacion bioldgica de nitrégeno es un proceso que tan solo algunos organismos
procariotas pueden llevar a cabo. Puede ocurrir en organismos fotétrofos de vida libre
como las cianobacterias Nostoc y Anabaena, capaces de fijar nitrégeno en estructuras
especializadas denominadas heterocistos (Santi et al. 2013) y algunas bacterias de los
géneros Rhodospirillum y Rhodopseudomonas (Upadhyay et al. 2012; Kantachote et al.
2016). También tiene lugar en organismos quimiotrofos diazotrofos, que pueden ser
anaerobios, como Clostridium o Desulfovibrio, anaerobios facultativos como
Citrobacter y Enterobacter (Bellenger et al. 2014), que fijan nitrégeno Unicamente
cuando se encuentran en condiciones de anaerobiosis, 0 en aerobiosis estricta, como
Azotobacter y Azospirillum, que fijan nitrogeno en aerobiosis y estdn presentes en el
suelo y asociadas con la rizosfera de cereales (Wisniewski-Dy¢ et al. 2011; Kalaiarasi y
Dinakar 2015).

La diazotrofia también es llevada a cabo por organismos en simbiosis, en las que
las bacterias entran en el interior de la planta, colonizdndola como endofitos o
endosimbiontes. Por norma general, el hospedador es una Espermatofita, pero en el caso
de la asociacion Azolla-Anabaena el macrosimbionte o anfitrion es una Pteridofita, y el
organismo fijador de nitrogeno es una cianobacteria (Peter, 1977). La importancia de
esta asociacion ha sido relevante a lo largo de la historia del planeta en el denominado
evento Azolla, un enfriamiento global que tuvo lugar a mediados del periodo Eoceno,
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hace unos 48,5 millones de afios, por el crecimiento descontrolado de este helecho,
(Speelman et al., 2009). Actualmente esta asociacion es aprovechada por el ser humano,
ya que Azolla crece en los campos de arroz, y tras su muerte, los restos se depositan en
los campos suministrando nitrégeno a la cosecha de arroz del ano siguiente (Yadav et
al. 2014).

En la fijacion bioldgica de nitrégeno por bacterias en plantas podemos distinguir
la que se lleva a cabo en dos tipos diferentes de asociaciones. Una simbiosis no estricta
en la que las bacterias se introducen en los espacios intercelulares comportaindose como
endofitos y fijando alli el nitrégeno atmosférico, como ocurre con multiples especies de
bacterias en las raices de arroz, como es el caso de Acetobacter peroxydans,
Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum, Azoarcus indigens, Azorhizobium
caulinodans,  Bulkholderia  cepacia, Herbaspirillum seropedicae, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas fulva y Sphingomonas paucimobilis (Hironobu y Hisao,
2008). Este tipo de asociacion también ha sido descrita en especies de vegetales como
en la pifia y el platano con una especie de Burkholderia (Cruz et al., 2001). También se
han aislado de raices de trigo cepas del género Azorhizobium capaces de fijar nitrogeno
(Sabry et al., 1997). Otro ejemplo es la cana de azlcar, donde se han encontrado varias
especies de bacterias como Gluconacetobacter diazotrophicus y Herbaspirillum sp.,
habiéndose encontrado este ultimo género también formando asociaciéon con alubia,
sorgo y palmeras (James, 1999; Pereira ef al., 1988; Reis et al., 2000; Valverde et al.,
2001;Monteiro et al. 2012)).

El otro tipo de asociacion, més estricto, es la simbiosis mutualista donde las
plantas forman unas estructuras especializadas denominadas nddulos. Este tipo de
simbiosis es la que se establece entre los rhizobia y las leguminosas (Van Rhijn y
Vanderleyden, 1995), Rhizobium y Bradyrhizobium y la no leguminosa Parasponia
(Trinick, 1979), el género Frankia con las plantas actinorricicas (Wall, 2000), y las
cianobacterias con las cicadaceas y el género Gunnera (Lindblad et al., 1991; Guevara
et al., 2002) (Figura 10).

En la asociacidon entre cianobacterias y Gunnera, el género responsable de la
fijacion de nitrégeno es Nostoc, ocurriendo esta fijacion en unas glandulas especiales de
los rizomas de la planta (Santi et al. 2013). En las Cicadaceas, los géneros con
capacidad para establecer relacion simbidtica con cianobacterias, son Bowenia, Cycas,
Dioon, Encephalartos, Macrozamia, Stangeria, Zamia y las cianobacterias involucradas
en esta simbiosis son Nostoc, Anabaena, Calothix, Spirulina, Oscillatoria y Rivularia.
La infeccion provoca la formacion de unas estructuras especiales en las raices de las
Cicadaceas, denominadas raices coraloides (Figura 11), dentro de las cuales crecen las
cianobacterias (Kulasooriya y Magana-Arachchi 2016).
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Figura 10. Algunos ejemplos de diazotrofia simbidtica planta-microorganismo. a)
Gunnera-cianobacterias, b) Cycadaceas-cianobacterias, ¢) Plantas actinorricicas-Frankia y
d) Rhizobia-leguminosa.

El modelo de la nodulacién de Parasponia por parte de Rhizobium y
Bradyrhizobium es singular, ya que el género Parasponia es filogenéticamente proximo
a los géneros de plantas actinorricicas, sin embargo, puede ser nodulado por especies
del género Rhizobium, que a su vez tienen capacidad para nodular a diferentes especies
de leguminosas, y Bradyrhizobium. Se ha demostrado que cuando es Rhizobium quien
nodula, la actividad de la enzima nitrogenasa es inferior (en torno a 2 6 3 veces) a la que
muestran las mismas cepas en plantas leguminosas, y en el caso de Bradyrhizobium se
generan noédulos de morfologia anormal, que en muchos casos no tienen capacidad para
fijar nitrégeno (Vessey et al. 2005; Sprent et al. 2013; Sprent et al. 2017).
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Figura 11. a) Raices coraloides de Cycas revoluta. b) Corte transversal de una raiz
coraloide.

En la simbiosis establecida entre el género de actinobacterias Frankia y las
plantas actinorricicas, se pueden formar tres tipos de estructuras celulares: filamentos,
esporangios multiloculares y vesiculas, y es en estas Gltimas estructuras donde ocurre la
fijacion de nitrégeno. Habitualmente las plantas actinorricicas son arboles o arbustos
pertenecientes a las familias Myricaceae, Betulaceae, Casuarinaceae, Elaeagnaceae,
Rhamnaceae, Rosaceae, Coriariaceae y Datiscaceae siendo el género Datisca la tinica
planta actinorricica conocida de porte herbaceo. La infeccion ocurre de dos formas,
dependiendo de la especie de la planta, de manera intracelular, causando deformacion
en los pelos radicales, o de forma intercelular, de manera que los filamentos de Frankia
crecen a través de las células de la epidermis hasta llegar al parénquima de la planta. En
ambos casos la infeccion produce divisiones celulares a nivel del periciclo, donde se
forma un o6rgano nuevo de organizacién similar a la de una raiz lateral, el nédulo
actinorricico. Filamentos de Frankia procedentes del prenddulo o de la zona de
infeccion colonizan algunas células del cortex del nodulo, provocando un crecimiento
de estas células y una posterior colonizacion de la bacteria.

El crecimiento de los nédulos es indeterminado y el meristemo apical produce
continuamente nuevas células que progresivamente se diferencian y son colonizadas por
Frankia. Los nodulos también se ramifican, formando estructuras esféricas.
Anatémicamente, estos ndédulos se pueden diferenciar de los nddulos de leguminosas,
ademads de por el tamafio, porque existe un tejido vascular central y un tejido infectado
periférico, al contrario que en leguminosas (Pawlowski y Demchenko 2012).

El ultimo tipo de simbiosis diazotrofica es la establecida entre los rhizobia y las
leguminosas. En este caso la morfologia del nddulo es diferente a la de las plantas
actinorricicas pues se organiza en torno a un tejido central donde se ubican los
simbiosomas, unos organulos donde se realiza la fijacién de nitrogeno, y a su alrededor
se desarrolla el tejido vascular. Asi la formacion del primordio nodular ocurre de
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diversas formas originandose nodulos determinados e indeterminados (Vessey et al,
2005).

La familia Leguminosae o Fabaceae se divide en tres subfamilias donde la
mayoria de las especies de las subfamilias Faboideae y Mimosoideae en las que se ha
estudiado la capacidad de nodulacion, son capaces de establecer simbiosis con rhizobia
(Afkhami et al. 2018) formando nodulos radicales, generalmente, y caulinares,
ocasionalmente. En la subfamilia Caesalpinoideae se han encontrado nédulos en pocos
de los géneros estudiados, aunque se desconoce cudl es la razdn, si la ausencia de
rhizobia compatibles o la ausencia de capacidad por parte de la planta (Kumar et al.
2013).

3.3.2.1.1.1. Los rhizobia.

La familia Rhizobiaceae ha incluido tradicionalmente a los géneros de bacterias
capaces de formar nodulos en leguminosas, desde el aislamiento de Bacillus radicicola
por Beijerink en 1888, que posteriormente fue reclasificado en el género Rhizobium. La
edicion de 1984 del Manual de Bacteriologia de Bergey incluia 4 géneros dentro de esta
familia, Agrobacterium, Bradyrhizobium, Rhizobium y Phyllobacterium. Sin embargo,
el empleo de técnicas moleculares basadas en la amplificacion del gen ribosémico 16S
supuso un cambio en la organizacion y numero de familias que incluyen bacterias
capaces de formar nodulos en leguminosas. Actualmente la familia Rhizobiaceae
incluye a los géneros Rhizobium, Ensifer y Shinella, Hyphomicrobiaceae al género
Azorhizobium, Bradyrhizobiaceae al género Bradyrhizobium y Phyllobacteraceae a los
géneros Phyllobacterium y Mesorhizobium (Velazquez et al. 2017). La taxonomia de
rhizobia ya no se basa en caracteres incluidos en regiones modviles del genoma y se
apoya sobre genes universalmente utilizados en la taxonomia de bacterias, evitando asi
los problemas que se plantearon cuando se empezaron a aislar bacterias de este grupo
que no presentaban capacidad para nodular (Ormefio-Orrillo et al. 2015). Este ha sido el
caso de los recientemente descritos Pseudorhizobium, aislado a partir de ambientes
marinos (Kimes et al. 2015) y Ciceribacter, aislado a partir de la rizosfera de Cicer
arietinum en la India, que no han mostrado capacidad para nodular (Kathiravan et al.
2013).

La familia Rhizobiaceae ha sufrido numerosos cambios en los tltimos afios con la
division del género Rhizobium en varios géneros (Tabla 2), tras la descripcion de los
nuevos géneros Pararhizobium y Neorhizobium y la recuperacion de antiguos géneros
como Agrobacterium 'y Allorhizobium. Todos ellos junto a Ensifer y Shinella conforman
hoy dia la familia Rhizobiaceae (Velazquez et al. 2017). La familia Phyllobacteraceae
actualmente estd formada por varios géneros entre los cuales sélo Mesorhizobium,
Phyllobacterium y Aminobacter incluyen especies con la capacidad de nodular
leguminosas (Tabla 2) (Carareto Alves et al. 2014; Jiao et al. 2015). La familia
Bradyrhizobiaceae (cuyo nombre valido es Nitrobacteraceae) comprende varios
géneros siendo Bradyrhizobium el que engloba a las especies capaces de nodular
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leguminosas (Jordan 1982; Veldzquez et al. 2017). Finalmente, la familia
Hyphomicrobiaceae también incluye un solo género, Azorhizobium, que establece
simbiosis fijadoras de nitrogeno (Veldzquez et al. 2017). En la tabla 2 se recogen las
nuevas especies descritas en los ultimos afios.

Tabla 2. Ultimas esspecies descritas de rhizobia.

Especies
Familia Rhizobiaceae

Fuente de aislamiento

Autores

Género Rhizobium

Especies aisladas a partir de ndédulos de leguminosas

R. acidisoli

Phaseolus vulgaris

Roman-Ponce et al. (2016)

R. aegyptiacum

Trifolium alexandrinum

Shamseldin et al. (2016)

R. altiplani

Mimosa pudica

Barauna et al. (2016)

R. ecuadorense

Phaseolus vulgaris

Ribeiro et al. (2015)

R. esperanzae

Phaseolus vulgaris

Cordeiro et al. (2017)

R. fabae Vicia faba Tian et al. (2008)
R. favelukesii Medicago sativa Torres Tejerizo et al. (2016)
R. hedysari Hedysarum multijugum Xu et al. (2017)

R. hidalgonense

Phaseolus vulgaris

Yan et al. (2017)

Especies aisladas a partir de otras fuentes

R. albus Aguas de lago Lietal. (2017)

R. arenae Arena Zhang et al. (2017)

R. gei Tallo Geum aleppicum Shi et al. (2016)

R. ipomoeae Campo de convolvulus de agua Sheu et al. (2016)

R. oryziradicis Raices de arroz Zhao et al. (2016)

R. rhizosphaerae Rizosfera de arroz Zhao et a. (2017)

R. wenxiniae Raices de maiz Gao et al. (2017)

R. zeae Raices de maiz Celador-Lera et al. (2017)

Género Ensifer (formalmente Sinorhizobium)

Especies aisladas a partir de nédulos de leguminosas

E. alkalisoli

Sesbania cannabina

Li et al. (2016)

E. glycinis

Glycine max, Astragalus mongholicus

Yan et al. (2016)

E. shofinae

Glycine max

Chen et al. (2017)

Especies aisladas a partir de otras fuentes

E. collicola

| Suelo

Jan et al. (2017)

Género Pararhizobium

Especies aisladas a partir de otras fuentes

P. antarcticum

Agua

Nagvi et al. (2017)

P. haloflavum

Suelo

Shen et al. (2018)

P. polonicum

Agallas de portainjertos de Prunus

Putawska et al. (2016)

Familia Phyllobacteriaceae

Género Mesorhizobium

Especies aisladas a partir de nédulos de leguminosas

M. delmotii Anthyllis vulneraria Mohamad et al. (2017)

M. helmanticense Lotus corniculatus Marcos-Garcia et al. (2017)
M. japonicum Lotus corniculatus Martinez-Hidalgo et al. (2016)
M. kowhaii Sophora spp. De Meyer et al. (2016)

M. newzealandense

Sophora spp.

De Meyer et al. (2016)

M. olivaresii

Lotus corniculatus

Lorite et al. (2016)

M. prunaredense

Anthyllis vulneraria

Mohamad et al. (2017)

M. sophorae

Sophora spp.

De Meyer et al. (2016)

M. waitakense

Sophora spp.

De Meyer et al. (2016)

M. wenxiniae

Cicer arietinum

Zhang et al. (2018)

Especies aisladas a partir de otras fuentes

M. oceanicum

Aguas marinas

Fuetal. (2017)

M. sediminum

Sedimentos marinos

Yuan et al. (2016)

M. zhangyense

Thermopsis lanceolate

Xu et al. (2018)

Familia Nitrobacteriaceae (‘Bradyrhizobiaceae’)

Género Bradyrhizobium

Especies aisladas a partir de nédulos de leguminosas

B. americanum

| Centrosema macrocarpum

Ramirez-Bahena et al. (2016)
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B. cajani Cajanus cajan Aratjo et al. (2017)

B. centrolobii Centrolobium paraense Michel et al. (2017)

B. centrosemae Centrosema molle Ramirez-Bahena et al. (2016)
B. macuxiense Centrolobium paraense Michel et al. (2017)

B. mercantei Deguelia costata Helene et al. (2017)

B. namibiense Lablab purpureus Gronemeyer et al. (2017)

B. stylosanthis Stylosanthes Delamuta et al. (2016)

B. vignae Vigna subterranea, Arachis hypogaea Gronemeyer et al. (2016)
Especies aisladas a partir de otras fuentes

B. brasilense Suelo Martins da Costa et al. (2017)
B. sacchari Raices de cafa de azucar de Matos et al. (2017)

Existen, ademds, una serie de géneros distribuidos en distintas familias de las
clases alfa y beta Proteobacteria con capacidad para nodular como Devosia
(Hyphomicrobiaceae), Methylobacterium 'y Microvirga (Methylobacteraceae),
Ochrobactrum (Brucellaceae), Burkholderia y Cupriavidus (Burkholderaceae). Esta
capacidad estd demostrada y confirmada mediante la amplificacion de genes
simbidticos, particularmente aquéllos involucrados en el proceso de nodulacion
(Velazquez et al. 2017b).

3.3.2.1.1.2. Proceso de infeccion.

Los rhizobia tienen la peculiaridad de entablar simbiosis mutualistas con distintas
plantas leguminosas que culminan en la formacion de 6rganos especializados donde se
fija nitrogeno atmosférico (Gualtieri y Bisseling 2000). Este proceso precisa de una
seriec de mecanismos moleculares de reconocimiento e interaccion sumamente
especificos que determinan el rango de hospedador y de simbionte, generando también
una serie de peculiaridades inherentes al proceso de reconocimiento, colonizacion y
simbiosis (Broughton y Perret 1999; Peix et al. 2014). Esta etapa de simbiosis culmina
en la formacioén de simbiosomas, estructuras especificas donde la bacteria se engloba
dentro de las estructuras celulares y se especializa en la funcidon de fijar nitrégeno
atmosférico. En el caso de plantas actinorricicas, este proceso no alcanza tal grado de
complejidad y termina en la creacion de invaginaciones o canales dentro del interior de
las células de las plantas donde se localizan las bacterias (Wall 2000; Remigi et al.
2016). Distintos estudios han analizado el grado de evolucion de esta interaccion
mostrando que los primeros estadios evolutivos pueden observarse en las plantas
actinorricicas, con un desarrollo nodular mas bésico, seguido por las de la familia
Caesalpinoideae con Rhizobium, donde no todas las especies han mostrado poder ser
noduladas, y las de la subfamilia Mimosoidae que presenta un rango de endosimbiontes
mas amplio y, siendo las mas evolucionadas las de la familia Fabaceae, donde existen
diferentes organizaciones nodulares (Andrews y Andrews 2017).
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El proceso de infeccion se inicia en la etapa de reconocimiento entre la planta y la
bacteria, que comienza con la produccion de flavonoides por parte de la planta, que
inducen la transcripcion de los genes nod. Los exudados de raices de leguminosas tales
como isoflavonoides y compuestos relacionados inducen especificamente la
transcripcion de genes de nodulacion (nod, nol, noe) de los rhizobia estimulando la
activacion transcripcional de los genes nodD (Fig. 12). Los productos de los genes nod
estan implicados en la sintesis de factores de nodulacion (factores Nod, NF) que son
oligobmeros de N-acetil-glucosamina unidos por enlaces f 1-4 (Streng et al. 2011). La
estructura quimica de los factores de nodulacion es critica para el reconocimiento entre
ambos componentes simbioticos, anadiendo especificidad mas allé de la composicion de
los exudados de la raiz. Los factores Nod son reconocidos por quinasas tipo LysM de la
membrana de las células epidérmicas de la raiz (LysM-RLK). Esto desencadena una via
de senalizacién constituida por un modulo de senalizacion llamado ruta simbiotica
comun (CSP). Esta via fue probablemente reclutada de la simbiosis micorrizica mas
antigua (Parniske 2000) e incluye receptores quinasa rica en leucina (SYMRK),
nucleoporinas (NUP133, NUP85 y NENA), canales i6nicos (CASTOR y POLLUX),
proteina quinasa dependiente de Ca,./calmodulina (CCaMK), una proteina que contiene
dominio de espiral en espiral (CYCLOPS), y el factor de transcripcion de la familia
GRAS NSP1 ( Smit et al. 2005; Ibanez et al. 2017).

endodermis  cOTtex

pericycle

Figura 12. Proceso de reconocimiento simbiético entre hospedador y endosimbionte
mutualista. Adaptado de Janczarek et al., (2014)
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También se ha sugerido el papel de la superficie celular bacteriana en el desarrollo
de la simbiosis, ya que los mutantes afectados en la produccion de exopolisacaridos de
superficie (EPS) y lipopolisacaridos (LPS) tienen fenotipos de infeccion defectuosos. Se
propuso que estas moléculas pueden suprimir la defensa de las plantas durante la
infeccion (Gourion et al. 2015). Entre los EPS encontramos succinoglicanos y glucanos
ciclicos que juegan un papel fundamental, pues mutantes deficientes en la produccion
de succinoglicano son capaces de adherirse pero no de iniciar el proceso colonizacion
intracelular (Kelly et al. 2013). Otro polimero que tiene un papel relevante es la
celulosa, que participa activamente en la adhesion, pero al contrario que el anterior no
influye en la nodulaciéon como muestran mutantes defectivos en celd y celB implicados
en la sintesis de celulosa (Williams et al. 2008). También existen una serie de proteinas

implicadas en la adhesion, como las ricadhesinas, las proteinas flagelares y las lectinas

LR

que juegan un papel determinante en la unién permanente a la raiz (Cao et al. 2017).
Una vez establecida la adhesion, comienza el proceso de infeccion que permite a los
rhizobia la colonizacion del interior de la raiz para hacer efectiva la simbiosis. Esta
colonizacioén puede llevarse a cabo utilizando los cracks o heridas, aprovechando los
espacios intercelulares o creando canales de infeccion en los pelos radicales, pudiendo
aparecer distintos mecanismos de colonizacién en una misma planta (Vessey et al.
2005) (Fig. 13).

Figura 13. Diferentes mecanismos de entrada de rhizobia en el primordio nodular.
A) Nodulacion expontinea en ausencia de rhizobia, ocurre en algunas especies de
Medicago. B) En algunas especies de la subfamilia Caesalpinoidae no se produce nédulo, a
pesar de su permanencia de forma intracelular. C) En especies de la familia Mimosaceae,
la inferccion ocurre de forma intercelular. D) Entrada por el método denominado “crack
entry”, en las zonas de crecimiento de las raices laterales. E) En la Arachis hipogea, la
entrada ocurre de forma intercelular, formindose el primordio nodular en la zona
exterior del cortex. F) Ocurre en dos fases, una primera donde aparece la tipica
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morfologia de “cayado de pastor” que acaba abortando, y una segunda fase en la que la
bacteria entra por via intercelular. Es tipica de especies lefiosas. G) Produce morfologia de
“cayado de pastor” en los pelos radicales, la infeccion ocurre de forma intracelular y se
generan nédulos de morfologia indeterminada en el cortex interior de la raiz. Propio de los
géneros Medicago, Pisum, Trifolium. H) Genera una morfologia similar a la anterior en los
pelos radicales, sin embargo, la infeccion intracelular se detiene en la parte exterior del
cortex donde se forman nédulos con morfologia del tipo determinado (Vessey et al., 2005).

La via candnica es aquélla en la que la infeccion se produce a través de pelos
radicales y comienza mediante la curvatura del extremo apical del pelo radical en lo que
se denomina fenotipo Hac o Hair curling, también conocido como cayado de pastor
(Shaw et al. 1997; Debell¢ et al. 1986). Este proceso esta inducido por los factores Nod
y da lugar a la retencion de los rhizobia en un pequefia cavidad, comenzandose la
formacion del canal de infeccion (Li et al. 2009). Este canal de infeccion no es otra cosa
que un compartimento tubular creado por el hospedador hacia el interior de la célula
donde el endosimbionte comienza dividirse y a avanzar hacia el interior de la célula
hasta atravesarla y llegar al cortex (Mateos et al. 2011%). El proceso de elongacion del
canal de infeccion parece estar controlado tanto por la planta como por la bacteria
mediante la sintesis de enzimas liticas, aunque ain no se ha determinado el grado de
implicacion de cada una (Mateos et al. 2011b; Robledo et al. 2008; Robledo et al. 2012;
Ferguson y Mathesius 2014). Una vez que el canal de infeccion llega al cortex y se
forma el primordio nodular, la bacteria es exocitada del canal de infeccion quedando
rodeada de una membrana periplasmatica (Fig. 14) (Jones et al. 2007). En este punto
las bacterias pasan a estado de bacteroide en un organulo especializado denominado
simbiosoma. Es quizas este uno de los puntos donde se diferencian en mayor medida los
procesos de infeccion de las diferentes leguminosas, en el caso de la subfamilia
Caesalpinodeae al igual que en Parasponia no se liberan los simbiosomas, y los
bacteroides quedan recubiertos de pared celular (Andrews y Andrews 2017). En el caso
de aquéllos que llevan a cabo la colonizacidon canonica, su liberacion en el simbiosoma
implica cambios morfoldgicos y genéticos como el cambio de morfologia y la expresion
de genes nif (Franche et al. 2009).

Infection Symbiosome

thread . Bacteroid
Bacteroid

differentiation Nitrogen fixation

Endocytosis

Vacuole

Figura 14. Diferenciacion celular en bacteroides a partir del canal de infeccién.
Adaptado de Jones et al., (2007).

A partir de este momento, la bacteria pasa a depender de las condiciones
impuestas por la planta que regulard el transporte de nutrientes, la concentracion de
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oxigeno mediante la sintesis de leghemoglobina y el desarrollo de las estructuras
nodulares (Lugtenberg 2015; Cao et al. 2017). Asi en la subfamilia Fabaceae, que
engloba a la mayoria de las leguminosas de climas templados, encontramos dos tipos de
nodulos, noédulos determinados e indeterminados. Los nodulos indeterminados se
originan a partir de las divisiones celulares en la corteza interna y tienen un meristemo
persistente en su dpice. Debido a la actividad continua de este meristemo, las células de
los nodulos forman un gradiente de desarrollo desde el meristemo distal hasta la
insercion de la raiz proximal. Las diferentes zonas de desarrollo se pueden caracterizar
por la expresion de genes vegetales especificos que pueden servir como marcadores
moleculares. El tipo de ndédulo determinado se origina a partir de divisiones en la
corteza externa y no tiene un meristemo persistente. El meristemo de este tipo de nddulo
deja de dividirse en una etapa temprana de desarrollo. Como resultado, las células de los
nddulos se encuentran en una etapa de desarrollo bastante similar, aunque se ha
demostrado cierta zonificacion del desarrollo mediante el uso de marcadores
moleculares (Gualtieri y Bisseling 2000).

3.3.2.1.1.3. Simbiovariedades

La capacidad de nodulacion de las diferentes especies de los rhizobia estuvo
ligada en un principio a la definicion de especie, de modo que las especies eran
definidas y nombradas en funcion de la leguminosa que nodulaban (Jordan y Allen,
1974). Sin embargo, el descubrimiento de que los genes simbioticos de Rhizobium se
albergaban en plasmidos autoconjugables, que permitian su intercambio entre distintas
especies, desembocd en la definicion de biovar o biovariedad (Zurkowski y Lorkiewicz
1979; Jordan 1984). Fue Jordan quién utiliz6 por primera vez el concepto de biovar
como “un grupo de cepas con capacidad para nodular unas leguminosas, pero no otras”.
Esta situacion se mantuvo hasta que se impuso la identificacion basada en secuencia de
genes ribosdmicos, fundamentalmente el gen 16S, para definir las especies y géneros de
los rhizobia. Fue en el afio 2001, cuando Laguerre et al., (2001) mostraron por primera
vez que las diferentes biovariedades se podian distinguir mediante el andlisis
filogenético del gen nodC y mostraron las diferencias existentes entre las filogenias
construidas utilizando el gen ribosémico 16S y el gen nodC. Este gen esta claramente
relacionado con la capacidad simbidtica de los rhizobia debido a que codifica para una
N-acetilglucosamiltransferasa involucrada directamente en la sintesis de los factores de
nodulacion (Chen et al. 2015). Este gen nodC esté localizado en megaplasmidos en los
rhizobia de crecimiento rapido, sin embargo, en los de crecimiento lento normalmente
se localiza en islas simbioticas dentro del genoma y en ambos casos pueden sufrir
procesos de transferencia horizontal (Rogel et al. 2011; Flores et al. 2005; Nakatsukasa
et al. 2008). Por ello una misma especie puede contener diferentes biovariedades, como
por ejemplo R. leguminosarum, que contiene tres biovariedades, viciae, trifolii y
phaseoli (Jordan 1984; Laguerre et al. 2001; Garcia-Fraile et al. 2010), o R. etli, que
contiene los biovares phaseoli y mimosae, que se diferencian en la habilidad para
nodular diferentes hospedadores (Wang et al. 1999,), R. pisi y R. bangladeshense
pueden contener los biovares viciae y trifolii (Robledo et al. 2012; Marek-Kozaczuk et
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al. 2013; Shamseldin et al. 2016) y Ensifer meliloti los biovares meliloti, medicaginis y
rigiduloides (Villegas et al. 2006; Gubry-rangin et al. 2013). El gen nodC se convirti6
en la herramienta fundamental para estudiar el rango de hospedador de los rhizobia y el
grado de promiscuidad de las leguminosas (Peix et al. 2014; Veldzquez et al. 2017),
pero sobre todo en la herramienta mas utilizada para la definicion de simbiovariedades,
que es como actualmente se conoce a las antiguas biovariedades (Rogel et al. 2011),
Aunque también se han descrito simbiovariedades en base al analisis filogenético del
gen nodA (Bailly et al. 2007), el gen nifH (Rincon-Rosales et al. 2013) o en la
determinacion de la capacidad de fijar nitrogeno atmosférico con leguminosas
especificas (Gubry-rangin et al. 2013), actualmente las simbiovariedades se definen
mayoritariamente de acuerdo a los resultados del gen nodC (Peix et al. 2014).

El concepto de promiscuidad de una leguminosa estd relacionado directamente
con el concepto de simbiovariedad y la capacidad de cada leguminosa para ser nodulada
por un mayor o menor numero de simbiovares (Peix et al. 2014). Las leguminosas
consideradas restrictivas son aquellas que son noduladas por una unica simbiovariedad
como por ejemplo Cicer, Pisum, Trifolium o Vicia. Por el contrario, las leguminosas
consideradas promiscuas son aquéllas que son noduladas por 2 o0 mas simbiovariedades
como Macroptilium o Phaseolus (Mart 2003; Zurdo-Pifieiro et al. 2009; Garcia-Fraile et
al. 2010). Por su parte, las cepas de rhizobia pueden tener un rango de hospedador mas
o menos amplio, por ejemplo la cepa Ensifer sp. NGR234 es capaz de nodular mas de
100 leguminosas, ademas de la no leguminosa Parasponia (Pueppke y Broughton
1999). Esto es debido principalmente a la presencia en el genoma de la bacteria de
diferentes copias de los genes nod que permiten responder ante diferentes flavonoides y
permitir la infeccion de distintos hospedadores (Pueppke y Broughton 1999; Gonzalez y
Marketon 2003; Ormefio-Orrillo et al. 2012).

El concepto antiguo de los grupos de inoculacion cruzada esta relacionado con el
concepto actual de simbiovariedad de los rhizobia y de promiscuidad de las
leguminosas. Por ejemplo, Trifolium y Vicia son dos leguminosas restrictivas que no
pertenecian al mismo grupo de inoculacién cruzada porque no podian ser noduladas por
las mismas bacterias (Baldwin y Fred 1928; Velazquez et al. 2017). En efecto, las
bacterias que nodulan Trifolium pertenecen a la simbiovariedad trifolii y las que
nodulan Vicia a la simbiovariedad viciae. Sin embargo, Phaseolus, que es una
leguminosa promiscua, puede ser nodulada por una simbiovariedad que solo puede
nodular Phaseolus, la simbiovariedad phaseoli, pero también por muchas otras
simbiovariedades. Por esta razon, y conociendo la implicacion de los genes nodC en la
capacidad de nodulacion de los rhizobia actualmente se considera el andlisis de estos
genes como el criterio mas acertado para definir las simbiovariedades, ya que existe una
base genética para diferenciarlas y existe una correlacion con las leguminosas
noduladas, pudiendo considerarse el minimo estdndar para la definiciéon de una nueva
simbiovariedad (Peix et al. 2014). En la actualidad el estudio de las simbiovariedades ha
tomado especial relevancia debido a la informacidén que nos aporta el estudio del gen
nodC, ya que muestra un alto grado de conservacidon siendo relativamente facil
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establecer la capacidad de un aislado para determinar la capacidad de nodulacion de una
leguminosa en funcidon de este gen (Ramirez-Bahena et al. 2016; Shamseldin et al.
2016; Delamuta et al. 2017). La descripcion de simbiovariedades basada en el analisis
del gen nodC es actualmente la practica comun en todos los géneros con capacidad para
nodular leguminosas, y se inici6 en el género Bradyrhizobium con la definicion de las
primeras simbiovariedades, genisterarum y glycinearum que nodulan respectivamente,
leguminosas de la tribu Genisteae y de la sub-tribu Glycineae (Vinuesa et al. 2005).
Mas tarde se definieron simbiovariedades en Mesorhizobium basandose en el analisis
del gen nodC como ocurrid en el caso de la simbiovariedad ciceri (R Rivas et al. 2007).
No obstante, fue en el género Rhizobium en el que primero se demostrd, como ya se ha
mencionado previamente, que el analisis del gen nodC permitia diferenciar las antiguas
biovariedades viciae, trifolii y phaseoli (Jordan 1984) dentro de la especie R.
leguminosarum (Laguerre et al., 2001). Estas simbiovariedades no estdn adscritos a una
unica especie, por ejemplo la simbiovariedad trifolii existe no s6lo en la especie R.
leguminosarum, sino también en R. bangladeshense y R. aegyptiacum (Shamseldin et
al. 2016) y en R. pisi (Marek-Kozaczuk et al. 2013). La simbiovariedad viciae existe
ademads en R. pisi, R. anhuiense y R. laguerreae (Zhang et al. 2015; Sanchez et al. 2014;
Taha et al. 2018; Saidi et al. 2014). Finalmente, la simbiovariedad phaseoli existe en
numerosas especies del género Rhizobium, algunas de ellas de reciente descripcion
como R. acidisoli, R. hidalgonense y R. esperanzae, todas ellas descritas en América y
aisladas a partir de noédulos de P. vulgaris (Roman-Ponce et al. 2016; Yan, Yan, et al.
2017; Cordeiro et al. 2017). Ademas esta leguminosa es nodulada por otros simbiovares
que se describieron también hace muchos afios, como las simbiovariedades giardinii y
gallicum (Amarger et al. 1997). En los ultimos afios se han descrito mas de veinte
simbiovariedades en practicamente todos los géneros de rhizobia siendo actualmente
tan relevante la descripcion de una simbiovariedad como de una especie (Veldzquez et
al. 2017).

3.3.2.1.2. Solubilizacion de fosfato.

La mayoria de los suelos son deficientes en formas solubles de fosforo, siendo el
segundo nutriente mas utilizado por las plantas, por detras del nitrogeno. Incluso en
suelos ricos en fosforo, la porcion utilizable por las plantas es sumamente baja (0,1%)
(Stevenson and Cole 1999). Por ello, los fertilizantes quimicos contienen formas
solubles de fosforo, que son incorporadas a los cultivos con la intencidon de maximizar
su productividad. Sin embargo, una gran parte de las formas solubles incorporadas con
los fertilizantes precipita en el suelo a formas poco solubles como CaHPO, y Ca3(POys)s,
en suelos basicos, y FePOs y AIPO,, en suelos acidos, que pueden ser consideradas
como no disponibles para las plantas. Debido a esto, los agricultores afiaden fertilizantes
en exceso, lo que crea problemas de indole medioambiental y econdémica por la
liberacion al medio natural de grandes cantidades de nutrientes y por el sobrecosto que
los agricultores soportan. Ademas, el proceso tradicional de produccion de fertilizantes
fosfatados requiere un gran consumo de energia, por dos motivos principales, por la
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utilizacion de &cido sulftrico en su produccion y porque durante dicha produccién se
mantiene una temperatura elevada (Vassilev y Vassileva 2003).

Las bacterias que solubilizan fosfato se conocen cominmente como PSB
(Phosphate Solubilizing Bacteria). El principal mecanismo utilizado por los
microorganismos para solubilizar fésforo mineral es la produccion de 4cidos organicos,
como el acido acético, glutdmico, succinico, malico o 2-ketogluconico (Goswami et al.
2016) (Fig. 15) y otros acidos como el sulfildrico, nitrico y carbonico, mientras que las
fosfatasas acidas como fosfodiesteras y fosfotriesterasas, juegan un papel importante en
la mineralizacion del fosforo orgéanico en el suelo (Meelbod et al. 2009). De esta
manera, el fosfato del suelo pasa a iones monobésico (H,PO4 ) y dibésico (HPO,4 %) de
fosfato soluble.

Los géneros Rhizobium, Pseudomonas 'y Bacillus se conocen desde hace afios por
ser PSB (Rodriguez et al. 2006), pero hay que tener en cuenta que Pseudomonas se ha
dividido en muchos géneros posteriormente, y por lo tanto muchos de estos géneros son
también solubilizadores de fosfato. Uno de los ejemplos mas significativos es
Burkholderia vietnamitensis, tiene capacidad para generar formas solubles de fosfato en
espacios de tiempo relativamente cortos superando con creces a otras bacterias
solubilizadoras como Pseudomonas agglomerans, y también para generar las mismas
formas utilizables en casos de estrés salino, pudiendo generar hasta 600 mg de fosforo
soluble por litro, en diferentes condiciones de salinidad (Park et al., 2010). Y uno de los
mas activos solubilizadores de fosfato es el género Acinetobacter, mas estudiado como
acumulador de fosfato y muy utilizado en bioreactores para eliminar fosfatos del agua
(Marra et al. 2015; Moreno-Ramirez et al. 2015; Kaur y Ghosh 2015). En los ultimos
afios, las bacterias acido lacticas han mostrado tener un importante potencial en la
solubilizacion de fosfato debido a su metabolismo acidogénico como Lactobacillus
paracasei (Giassi et al. 2016; Lamont et al. 2017)
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Figura 15. Mecanismos de solubilizacion de fosfato en la rizosfera. Adaptado de
Goswami et al. (2016).

Muchos de los experimentos realizados en plantas con bacterias solubilizadoras de
fosfato se han llevado a cabo utilizando coinoculaciones de dos bacterias diferentes en
leguminosas, una de ellas con capacidad para formar noddulos y fijar nitrégeno
atmosférico, y otra, con capacidad para solubilizar fosfato. Por ejemplo, la
coinoculacion de soja con Bradyrhizobium japonicum 'y Pseudomonas striata
incrementa el peso seco de los nodulos generados y el rendimiento en materia seca
(Wasule et al., 2003). También la coinoculacion de Medicago sativa con Ensifer
(Sinorhizobium) meliloti y Bacillus sp. o Pseudomonas sp. incrementaron sensiblemente
el peso seco de las raices y los tallos, la superficie de las raices, asi como la cantidad de
nddulos y la actividad de la enzima nitrogenasa (Guifiazl et al. 2010).

3.3.2.1.3. Produccion de sideroforos.

El hierro es un elemento requerido por las plantas en la sintesis de clorofila y
forma parte también de los citocromos, que participan en la respiracion celular, siendo
un importante co-factor en multiples reacciones enzimaticas. Su deficiencia causa zonas
amarillentas o blanquecinas entre los nervios foliares, que conducen a la muerte de los
tejidos de las hojas y su exceso causa el bronceado de las hojas, caracterizado por la
aparicion de pequefias manchas marrones (Epstein y Bloom, 2005). Normalmente, en
ambientes en presencia de oxigeno y a pH adecuado para el desarrollo de la mayoria de
las plantas, el hierro es insoluble y se encuentra en forma de oxihidroxidos de hierro,
siendo el Fe’" disponible insuficiente para satisfacer la demanda de las plantas. También
en suelos con pH basico, el el Fe’* disponible es insuficiente para mantener un
desarrollo 6ptimo de las plantas (Masalha et al., 2000). De esta manera, en la mayoria
de los suelos, a pesar de que la cantidad de hierro es alta, éste se encuentra en forma de
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oxidos e hidréxidos insolubles (hematita, goethita), por lo que la mayoria del hierro que
las plantas consiguen es mediante la formacion de quelatos (Mehboob et al. 2009).

Lankford (1937) fue el primero en nombrar y describir a los sider6foros como una
familia de compuestos organicos de bajo peso molecular (500-1000 D) excretados por
microorganismos con capacidad para unirse fuertemente a iones de hierro cuya funcion
es eliminar sus deficiencias nutricionales en lo que se refiere a este elemento (Neilands,
1981). Los grupos mas comunes que se acomplejan con el hierro son los basados en el
acido hidroxdmico y en el anioén catecol (Raymond et al., 1984), aunque hay otros
compuestos como los carboxilatos, el citrato y los aminoacidos (Guerinot ef al., 1990,
Rioux et al., 1986 a, b). Algunas bacterias y hongos excretan citrato para evitar la
deficiencia de hierro, pero el citrato y otros acidos con baja afinidad por metales no
deben ser considerados como sider6foros pues no existe un sistema especifico de
transporte de estos compuestos cuando se acomplejan con el hierro a nivel de membrana
celular en los microorganismos, a diferencia de lo que ocurre con los sideréforos
(Figura 16).

La secreccion de siderdforos ha sido descrita en numerosas bacterias y hongos,
tanto acrobios como anaerobios facultativos (Neilands et al., 1987, Neilands, 1991). Las
cianobacterias y las diatomeas también han sido descritas como productoras de
sideroforos (Armstrong y Van Baalenc, 1979, Trick et al., 1983). Algunas plantas
también tienen capacidad para producir los denominados fitosider6foros, como el trigo
en condiciones de deficiencia de Fe (Crowley et al., 1991). Estos fitosider6foros
pertenecen a la familia del 4&cido mugineico y son asimilados por las células radiculares
mediante un sistema especifico de transporte de moléculas con alta afinidad por el Fe a
nivel de membrana (Takagi, 1993).

La enterobactina es un sider6foro modelo del tipo catecol, estd formada por un
catecol ciclico y es producido por numerosas bacterias de la familia Enterobacteriaceae
(Hofte, 1993). A pH inferiores a 7, su afinidad con respecto al catién Fe*" disminuye en
relacion a los siderdforos del tipo hidroxamato. Sin embargo, a valores bajos de pH es
més probable que se unan los sideroforos del tipo catecol a iones de Fe* siendo
igualmente asimilables. Las micobactinas son compuestos liposolubles producidos por
Mycobacterium, Nocardia y Rhodococcus con alta afinidad por el Fe** en el interior de
la célula. Estan implicados en el almacenamiento y transporte de hierro (Ratledge,
1982), por lo que al no contribuir a disminuir las deficiencias de este elemento para el
microorganismo no se consideran auténticos siderdforos. Lo mismo ocurre con la
agrobactina de Agrobacterium tumefaciens (Winkelmann, 1991) y la anguibactina de
Vibrio anguillarum (Fig. 16) (Actis et al., 1986).

Los sideroforos del tipo hidroxamato contienen uno, dos o tres grupos N-
hidroxiaminoacido acilicos que forman mono, di o trihidroxamatos. En la formacion del
hidroxamato férrico el proton del 4cido hidroxdmico es desplazado por el i6n Fe’*
(Emery, 1978), por lo que el pH determinara el nimero de grupos ligando activos para
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unirse con el Fe (Neilands, 1981). Se han descrito numerosos sideréforos de este tipo
habiéndose detallado ademas subgrupos en funcion de su estructura quimica, siendo los
principales los ferricromos, los coprogenos, las fusarininas y las ornibactinas,
producidos tanto por hongos como Penicillium (Emri et al. 2013) como por bacterias
como Burkholderia (Deng et al. 2017).

Las pioverdinas o pseudobactinas son sideréforos complejos que emplean tres
diferentes ligandos para unirse al Fe*". Todos ellos contienen un cromoéforo unido a una
cadena peptidica. El grupo catecol del croméforo, junto con el grupo hidroxamato y otro
mas, que puede ser otro hidroxamato o un grupo hidréxido, proporcionan el trio de
ligandos que unen al Fe’* (Hofte, 1993). Este tipo de sider6foros son producidos
principalemente por el género Pseudomonas como P. fluorenscens (Trapet et al. 2016).

Los siderdforos del grupo carboxilato emplean estos compuestos, denominandose
policarboxilatos, como agentes quelantes. Como ejemplos representativos podemos
citar a la rhizobactina de Ewnsifer meliloti (Smith et al., 1985) o la staphyloferrina de
Staphylococcus hyicus (Konetschny-Rapp et al., 1990).

Figura 16. Tipos de sideréforos descritos. a) Micobactina. b) Pseudobactina. c)
Ferricromo. d) Agrobactina (x=OH), parabactina (x=H).

3.3.2.1.4. Sintesis de fitohormonas.

La idea de unas sustancias quimicas capaces de regular, coordinar y modificar la
fisiologia vegetal, asi como su metabolismo, fue expuesta por Julius von Sachs en el
siglo XIX. Propuso que estas sustancias eran capaces de actuar como mensajeros
quimicos, siendo responsables de la formacion y crecimiento de diferentes 6rganos de la
planta, pudiendo ciertos factores externos afectar a su distribucion. Sin embargo, no
conocia la identidad de estas sustancias (Kopriva 2015; Wong et al. 2015).
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En la actualidad se sabe que las fitohormonas son sustancias quimicas producidas
en pequefias cantidades en los tejidos vegetales y que desempenan funciones de
regulacion de diversos mecanismos fisioldgicos de la planta, no solo en los érganos en
los que se producen, sino también en otras partes de la planta. Los procesos controlados
por este tipo de moléculas, suelen depender de mecanismos de sinergia, antagonismo o
de un determinado balance entre diferentes fitohormonas, y, del mismo modo, una
fitohormona puede intervenir en diversos fendmenos (Wong et al. 2015). Hay cuatro
grupos principales de fitohormonas, auxinas, giberelinas, citoquininas y etileno, aunque
no son las Unicas, ya que otras como el acido abcisico o el jasmonato tienen importantes
papeles en la regulacion del ciclo vegetal (Figura 17).

En lo que se refiere a las auxinas, se trata de un grupo de fitohormonas cuya
cualidad esencial es provocar la elongacion celular en los coleoptilos y algunas
secciones del tallo. De ellas, la mas importante es el 4cido indol-acético (IAA), que en
la planta se sintetiza en los meristemos, en las hojas jovenes, en los frutos y en las
semillas. Esta sustancia tiene la capacidad de inducir la produccion de raices
adventicias, produciendo el entorno necesario para el desarrollo de las bacterias de la
rizosfera, por lo que numerosas rizobacterias han adquirido la capacidad de producir
acido indol-acético. Entre ellas encontramos la mayoria de las especies de los géneros
Rhizobium 'y Bradyrhizobium y algunas especies de los géneros Azorhizobium,
Pseudomonas, Erwinia, Bacillus y Burkholderia, asi como otros géneros de bacterias
que habitan en la rizosfera (Basharat et al., 2009; Mehboob et al., 2009; Tsavkelova et
al., 2006; Taiz y Zeiger, 20006).

Las giberelinas son derivados del ent-giberelano, y cumplen funciones muy
diversas en las plantas. Pueden actuar en diferentes momentos del desarrollo, desde
iniciar la germinacion de la semilla, pasando por el cambio de etapa juvenil a adulta,
hasta promover el desarrollo de los frutos. Estas fitohormonas son capaces de cambiar el
fenotipo de las plantas de tallo enano, o con crecimiento en roseta, y promover la
elongacién del tallo. Son utilizadas comercialmente para aprovechar el incremento de
frutos y la cantidad de azucar (Taiz y Zeiger, 2006). Este tipo de fitohormonas son
sintetizadas por algunas especies de rhizobia como R. leguminosarum sv. phaseoli, B.
japonicum y E. meliloti (Melboob et al., 2009), y por algunas bacterias endofitas como
Azospirillum lipoferum, A. brasilense, Bacillus pumilus y B. licheniformis (Rademacher,
1994).

Las citoquininas son un conjunto de compuestos con estructura similar o
derivada de la trans-zeatina, que es la citoquinina mas abundante en la naturaleza. Su
funcioén en las plantas es regular la division celular en tallos y raices, siendo capaces de
regular las distintas fases en el ciclo vegetativo y reproductor de una célula,
interviniendo en la fase S y en la fase G1, asi como en la mitosis. Tienen estrecha
relacién con las auxinas, pues en funcion del ratio entre sus concentraciones se induce
el crecimiento del tallo o de las raices. Reducen también la senescencia de las hojas,
favorecen el movimiento de nutrientes y el desarrollo de cloroplastos (Taiz y Zeiger,
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2006). En bacterias presentes en la rizosfera, los casos estudiados no son muchos, el
mas conocido es la presencia en el plasmido Ti de Agrobacterium de una regidén que
codifica para la biosintesis de citoquininas. En Bacillus megaterium se ha demostrado
su actividad utilizando distintos mutantes de Arabidopsis thaliana, donde utilizando
dobles y triples mutantes de esta planta modelo, se demostré la promocion del
crecimiento por parte B. megaterium, y la existencia para ello de un sistema de
sefalizacion de citoquininas exacto (Ortiz-Castro et al., 2008). Timmusk et al. (1999)
probaron la capacidad de Paenibacillus polymyxa para producir citoquininas en distintos
medios de cultivo y optimizar su produccion en planta.
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Figura 17. Ejemplo de cada uno de los principales grupos de fitohormonas
sintetizados por las bacterias promotoras del crecimiento vegetal. a) Acido indol-acético b)
Acido giberelinico c) trans- y cis-zeatina.

3.3.2.2.Mecanismos indirectos.

Ademas de los ya mencionados mecanismos directos de promocion del
crecimiento vegetal, las PGPB pueden ejercer su accion a través de mecanismos
indirectos que, sin actuar directamente sobre el desarrollo de la planta, influyen en el
mismo. Estos mecanismos son el biocontrol, la reduccion de la susceptibilidad a
estreses, la interaccion con otros microorganismos y los cambios en propiedades
fisicoquimicas de la rizosfera. Muchas de las bacterias consideradas PGPB presentan
mecanismos de biocontrol capaces de inhibir el crecimiento de otros organismos
mediante la sintesis de metabolitos secundarios como antibioticos (Vessey y Buss 2002)
o el acido cianhidrico (HCN) (Berendsen et al. 2012). Estos mecanismos son comunes
entre bacterias de los géneros Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas o Streptomyces,
siendo el primero un género donde numerosas especies han sido utilizadas con este fin
debido a su importante potencial en la lucha frente a plagas de insectos (Armada et al.
2016). En la actualidad, el estudio de sustancias como los polikétidos o los péptidos no
ribosomales han mostrado tener una importancia destacable en las interacciones en la
rizosfera, siendo producidos por numerosos géneros de bacterias (Pratheepa et al. 2016;
Carro, Nouioui, et al. 2018). Estas bacterias también son capaces de influir en el
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desarrollo de otros microorganismos mediante la sintesis de diversas enzimas
implicadas en la degradacion de polimeros estructurales constituyentes de paredes
celulares como celulasas, quitinasas o proteasas. Estas enzimas son capaces de atacar la
pared celular de otros microorganismos del suelo reduciendo su crecimiento o
matandolos. Estos mecanismos son comunes entre bacterias de los géneros Bacillus,
Pseudomonas o Sphingomonas (Patel et al. 2012; Lugtenberg 2015). Ademas, el
establecimiento de biofilms y la competicion directa por el espacio y los nutrientes son
un factor que hay que tener en cuenta, ya que la produccion de exopolisacaridos, la tasa
de crecimiento y la capacidad para producir sustancias quelantes de diferentes nutrientes
determinan el éxito de una bacteria en la rizosfera, haciendo de su inoculaciéon un
evento exitoso o no (Goswami et al. 2016). A este respecto, la produccion de
exopolisacaridos es capaz de modificar las propiedades del suelo, puesto que algunos
estudios han demostrado que la adicion de polisacaridos bacterianos al suelo es capaz de
mejorar la estabilidad y la estructura del mismo (Mehboob et al. 2009). Ademas, la
sintesis de sideréforos puede jugar un papel destacable en la competicion con hongos
patogenos debido a la reduccion en la concentracion de hierro disponible en la rizosfera,
siendo considerado por algunos autores como un mecanismo de biocontrol en si mismo
(Ahemad y Kibret 2014; Saha et al. 2016; Pan et al. 2017).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal también tienen mecanismos
capaces de cambiar el estado inmune de la planta y la respuesta de la planta frente a
amenazas y estreses bidticos y abidticos. Uno de estos mecanismos es la sintesis de
ACC-desaminasa, una enzima involucrada en la degradacion del 4cido 1-
aminociclopropano-2-carboxilico, precursor en la sintesis del etileno. En condiciones
normales, esta fitohormona se sintetiza en condiciones de estrés abidtico, como sequia,
inundacidn, etc., produciendo el decaimiento de los tejidos y la muerte celular. La ACC
desaminasa actua eliminando el precursor y, por tanto, evitando la sintesis del etileno
(Kawasaki 2015). Este enzima parece estar presente en la mayoria de los géneros mas
comunes con los que se disefian biofertilizantes, como Azospirillum, Azotobacer,
Bacillus, Pseudomonas o Rhizobium, asi como en otros géneros, cuyo interés como
PGPB empieza a ser destacable como ocurre con Paenibacillus o Rhodococcus
(Schwartz et al. 2013; Serova et al. 2017; Fan et al. 2012; Francis et al. 2016; Nobahar
et al. 2017). Las bacterias PGPB producen sustancias capaces de producir cambios en
los sistemas fisioldgicos de defensa denominados Induccidon de Resistencia Sistémica
(ISR del inglés Induction of Systemic Resistance). Por ejemplo, algunos géneros de
bacterias de la rizosfera como Bacillus o Rhizobium son capaces de producir 2,3-
butanodiol, que es capaz de elicitar estados de defensa inducida en diferentes plantas,
protegiéndolas frente al ataque de afidos y patdgenos vegetales (Ruzzi y Aroca 2015).
Este es un ejemplo de ISR, cuyas bases moleculares no se entienden muy bien, pero
estan relacionadas con una mejora en la respuesta a un amplio rango de patdégenos y
plagas. Las rutas de adquisicion de ISR pueden ser dependientes de la produccion de
acido salicilico o acido jasmoénico (Glaeser et al. 2016; Grady et al. 2016), pero los
cambios observados en la transcripcion de los genes involucrados en la produccion de
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estos compuestos suelen estar relacionada con la sintesis de compuestos volatiles como
dimetilhexadeciamina o 2-pentilfurano (Huang et al. 2015).

4. Taxonomia y filogenia bacteriana

Al igual que en otras disciplinas bioldgicas como la Botanica y la Zoologia, la
Microbiologia precisa de la Taxonomia, que se define como la ciencia de la
clasificacion de los diferentes taxones o grupos de individuos que comparten una serie
de caracteristicas de acuerdo a dichas caracteristicas. Esta clasificacion hace uso de la
Sistematica que, a través del estudio de multiples factores, determina aquéllos comunes
o discordantes para permitir la clasificacion (Cowan, 1964). La clasificacion permite la
agrupacion de unidades amplias de individuos que presentan caracteristicas similares,
facilitando su nomenclatura e identificacion. En el caso de los Procariotas no existe una
clasificacion oficial, aunque la clasificacion més aceptada es el “Esquema taxonomico
de los Procariotas”, que comenzo a principios de la década de 1990 en la oficina
editorial del Manual de Bergey como paso preliminar para organizar el contenido de la
segunda edicion del Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey (Parte, 2013). De
tal manera que se utilizan ciertos criterios comunes a diferentes grupos bacterianos y
otros, por el contrario, propios de cada grupo particular, con un enfoque polifasico que
incluye criterios genotipicos, quimiotaxondémicos y fenotipicos (Tindall et al. 2010) al
igual que la secuenciacién de genomas, que estd demostrando ser una herramienta
eficaz y avanzada que permite estandarizar la taxomonia bacteriana (Chun y Rainey
2014; Ormefio-Orrillo et al. 2015).

4.1.  Criterios fenotipicos y quimiotaxonomicos.

Los criterios fenotipicos constituyen una herramienta utilizada de forma rutinaria
en la clasificacion de microorganismos desde los principios de la taxonomia bacteriana,
ya que el fenotipo es un expresion observable del genotipo (Rossello-Mora y Amann
2001). Se basan en la descripcion de caracteres como la morfologia macro y
microscopica, en tests fisiologicos, que determinan la capacidad para asimilar diferentes
fuentes de C y/o N, en tests bioquimicos, que determinan la expresion de diversas
enzimas y en el crecimiento en condiciones variables de pH, salinidad o temperatura.
Algunos de estos criterios, como la movilidad de las células o la presencia de flagelos
precisan de aparatos especializados y en muchos casos dificiles de interpretar por lo que
es necesario establecer métodos claros y sencillos con el fin de estandarizar las
diferentes pruebas bioquimicas, por ejemplo mediante la utilizacion de sistemas
miniaturizados como los sistemas Api (Biomerieux, FR) (Tindall et al. 2010). La
clasificacion basada en pruebas fenotipicas, aunque util y capaz de aportar una gran
cantidad de informacién, puede resultar simplista en el panorama actual con miles de
especies descritas. Como caracteristicas complementarias también se recurre a aspectos
relacionados con la composicion bioquimica de la célula y sus estructuras como la
composicon de la pared celular o de la membrana celular, los 4cidos grasos, los lipidos
polares, las lipoquinonas respiratorias, el perfil de poliaminas o la composicion de
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acidos micolicos (Schleifer 2009). Estas ultimas caracteristicas son englobadas en lo
que se denominan criterios quimiotaxondmicos y tienen un alto poder de discriminacion
entre géneros e incluso entre especies como sefialan Tindall et al. (2010), sin embargo,
presentan el grave inconveniente de que dependen de las condiciones de cultivo, que
han de ser cuidadosamente estandarizadas para que sean realmente utiles.

4.2.  Criterios genotipicos.

Aunque los criterios fenotipicos y quimiotaxondémicos fueron utilizados durante
muchos afios para clasificar las diferentes especies bacterianas, el desarrollo de técnicas
basadas en la utilizacion de &cidos nucleicos permitid6 mejorar notablemente la
fiabilidad de las descripciones y la rapidez con la que realizaban las mismas. El
desarrollo de las técnicas de secuenciacion de ADN supuso un punto de inflexion en la
taxonomia bacteriana posicionando el gen ribosémico 16S como la herramienta
fundamental para la clasificacion bacteriana, disponiéndose actualmente de bases de
datos completas y amplias que permiten la identificacion de aislados de forma rapida
(Yoon et al. 2017). Este gen es universal y su grado de evolucion no es muy elevado, ya
que codifica un ARN esencial para la célula que tiene la misma funcién en todos los
seres vivos. Ademads, la técnica de amplificacion basada en la PCR y la posterior
secuenciacion eran relativamente faciles de implementar (Schleifer 2009). El limite de
discriminacion entre distintas especies quedé marcado entre un 98,7% y un 99%, sin
embargo, de acuerdo con un enfoque polifasico utilizando criterios fenotipicos,
bioquimicos y genotipicos, algunas cepas parecian pertenecer a especies diferentes, por
lo que se implementd el analisis de secuencias multilocus (MultiLocus Sequences
Analysis, MLSA) en taxonomia bacteriana (Ramasamy et al. 2014). De esta manera, la
clasificacion a nivel de género normalmente se lleva a cabo utilizando el gen
ribosdmico 16S, y a continuacion se utiliza MLSA para obtener una mayor resolucion
entre las especies dentro de un género. Los fragmentos internos de los genes que
codifican proteinas se secuencian y posteriormente se usan para construir arboles
filogenéticos (Gevers et al. 2005). Dado que cada filogenia de un unico gen solo refleja
la evolucién de este gen, puede no reflejar la relacion filogenética “verdadera” de las
bacterias, por ello en el MLSA las secuencias de varios genes se concatenan y los
arboles filogenéticos se calculan sobre esta secuencia global. Se admite que los arboles
basados en las secuencias alineadas concatenadas reflejan con mayor fiabilidad las
relaciones de los taxones bacterianos. Los genes utilizados pueden ser aquéllos que
codifican subunidades de enzimas ubicuas, tales como la subunidad beta de ADN girasa
(gyrB), la subunidad beta de la ARN polimerasa (rpoB), el factor sigma 70 (Sigma D)
de la ARN polimerasa (rpoD), la recombinasa A (recA), la subunidad beta de ATP
sintasa FOF1 (atpD), el factor de iniciacion de traduccion IF-2 (infB) y la chaperonina
GroEL (groEL), entre otros (Glaeser y Kdmpfer 2015). El numero de genes utilizado
varia entre 2 y 7, con tamafios de secuencias de cada gen de entre 400 y 600 pares de
bases, para conseguir una resolucion adecuada, siendo 97% el limite de diferenciacion
entre distintas especies (Aserse et al. 2012; Mousavi et al. 2014; Glaeser y Kédmpfer
2015). Ademas, las normas actuales indican que cuando la homologia del gen
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ribosdémico 16S es superior al 97% debe realizarse la hibridacion ADN-ADN con las
especies mas cercanas. La diferenciacion de especies precisa de que los valores de
hibridacion sean inferiores al 70% para que dos taxones puedan ser considerados
diferentes (Rossello-Mora y Amann 2001).

En la actualidad, el desarrollo de las técnicas masivas de secuenciacion gendmica
ha supuesto una revolucion en el concepto de especie, permitiendo sustituir la técnica de
hibridacion de ADN-ADN por técnicas de comparacion in silico y haciendo mas
eficiente el andlisis de MLSA. Para ello se utilizan los Overall Genome Relatedness
Indices (OGRI) dentro de los que se engloban una serie de herramientas que nos
permiten hacer comparaciones utilizando la mayor informacion disponible dentro del
genoma. Entre ellos se encuentran el Average Nucleotide Identity (ANI), la hibridacion
ADN-ADN digital (d(DDH) o el Maximal Unique Matches (MUM), siendo los dos
primeros los mas utilizados (Rossell6-Moéra y Amann 2015). El ANI generalmente se
calcula como una identidad media de todas las coincidencias de BLASTN entre dos
secuencias de genoma en las que solo se consideran coincidencias cuando hay al menos
30% de identidad en la secuencia global. Resultados de hibridacion ADN-ADN
superiores al 70% suelen corresponderse con valores de ANI superiores al 94-95%,
situdndose en este limite las especies diferentes (Kim et al. 2014; Chun y Rainey 2014).
Sin embargo, al igual que las comparaciones de genes individuales, se precisa de
secuencias que cubran la mayor parte del gen, siendo recomendable el gen completo.
Esta técnica precisa de genomas secuenciados al menos en un 99% de su tamafio para
poder aportar resultados reales, ya que de otra manera podremos encontrar desviaciones
en los porcentajes de similitud que no se correspondan con la realidad (Tindall et al.
2010; Rossello-Mora y Amann 2015). Otra técnica utilizada y requerida para la
descripcion de nuevas especies es la dDDH o hibridacion digital de ADN-ADN. Esta
técnica permite la comparacion de multiples secuencias utilizando algoritmos que
calculan indices de forma homodloga a la hibridacion ADN-ADN convencional,
permitiendo ademads una alta estandarizacion de los datos, como el manejo de una gran
cantidad de informacién (Auch et al. 2010).
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Objetivos

En este estudio se ha planteado como objetivo global la identificacion y el
analisis de la diversidad de las cepas de rhizobia y de bacterias endofitas aisladas a
partir de nodulos de P. sativum y P. vulgaris en dos suelos de Castilla y Ledn y de sus
capacidades para promover el crecimiento de diferentes plantas. Para cumplir este
objetivo se abordaron los siguientes objetivos concretos:

1. Aislamiento de cepas de rhizobia y de bacterias endofitas a partir de nddulos de
Pisum sativum cultivado en un suelo de Valladolid y de Phaseolus vulgaris utilizados
como planta trampa en un suelo de Salamanca donde no se cultiva esta leguminosa.

2. Analisis de la biodiversidad de las cepas aisladas utilizando perfiles de RAPD e
identificacion a nivel de especie mediante el andlisis del gen ribosémico 16S, y en el
caso de las cepas de rhizobia de los genes “housekeeping” recA y atpD, y a nivel de
simbiovariedad, en el caso de las cepas de rhizobia, mediante el analisis del gen
simbidtico nodC.

3. Estudio de los mecanismos de promocion del crecimiento vegetal in vitro de cepas
seleccionadas en base al andlisis de perfiles de RAPD, incluyendo produccion de acido
indol acético y sideroforos, solubilizacion de fosfato y, en el caso de las bacterias
endotitas, crecimiento en medios libres de nitrogeno.

4. Analisis de la capacidad de produccion de moléculas implicadas en la colonizacion de
las raices de las plantas y produccion de biofilms por las cepas de rhizobia y de las
bacterias endofitas.

5. Estudio mediante técnicas de microscopia Optica de fluorescencia y confocal de la
capacidad para colonizar las raices de lechuga, fresa, zanahoria, guisante y maiz por
cepas seleccionadas.

5. Anélisis en condiciones axénicas en cdmara climatizada y en condiciones de
microcosmos en invernadero de la promocién del crecimiento de las plantas por parte de
cepas seleccionadas, tanto con inoculaciones simples como con coinoculaciones de
rhizobia y bacterias endofitas.

6. Analisis de los genomas de cepas de Rhizobium y Phyllobacterium aisladas a partir
de nédulos de P. vulgaris.

7. Ensayos en condiciones de campo de las cepas individuales y consorcios
seleccionados en el objetivo anterior sobre plantas de lechuga, fresa, zanahoria, guisante
y maiz.
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1. Aislamiento de bacterias a partir de nodulos de leguminosas

Los microorganismos utilizados en este estudio fueron aislados de nddulos
efectivos de dos leguminosas, Pisum sativum L.y Phaseolus vulgaris L. Las plantas de
guisante (P. sativum L.) se recolectaron en la localidad de Aldea de San Miguel
(Valladolid), en la que esta leguminosa se cultiva tradicionalmente (Fig. 18). Para el
aislamiento a partir de plantas de alubia (Phaseolus vulgaris L.) se utilizé la variedad
“pinta” como planta trampa debido a su elevada capacidad para nodular y se utilizd
suelo procedente de Pedrosillo el Ralo en la zona de la Armuiia (Salamanca), con una
importante tradicion en la produccion de legumbres como la lenteja y el garbanzo, pero
donde no se siembra alubia. Las semillas de alubia se esterilizaron en superficie con
hipoclorito sédico al 5% durante 20 min y se pregerminaron en vermiculita estéril
durante 3 dias. Las plantulas se trasplantaron a recipientes de plastico de 1 1 de
capacidad conteniendo el suelo recogido en Pedrosillo y se mantuvieron cuatro semanas
en camara iluminada con mezcla de luz incandescente y fluorescente (cantidad de luz de
400 pEinsteins. m 2. s y longitud de onda de 400 a 700 nm), con un 60% de humedad
relativa y programada para un fotoperiodo de 16 horas de luz diarias y temperaturas de
25°Cy 17°C durante el dia y la noche, respectivamente.

Figura 18. Localizacién de Pedrosillo el Ralo (SA) y Aldea de San Miguel (VA).

A partir, tanto de de las plantas cultivadas en el laboratorio como de las plantas
recolectadas en el campo, se realizoé una seleccion de nodulos efectivos (color interno
rosado). Los nodulos se lavaron con agua para eliminar los restos de suelo, tras lo que
se esterilizaron en superficie sumergiéndolos durante 2 min en una soluciéon de HgCl, al
2,5%. Después, y manteniendo las condiciones asépticas, se realizaron cinco lavados
con agua estéril para eliminar los restos de HgCl,. Posteriormente, se trituraron los
nddulos con ayuda de una varilla de cristal estéril, con la cual se sembro el triturado en
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placas de YMA (Anexo I, tabla 1) (Vincent, 1970). Las placas se inocularon a 28°C
durante siete dias. A partir de las colonias obtenidas, se realizaron aislamientos por
agotamiento en estria hasta obtener cultivos puros que se sembraron en el mismo medio
y a la misma temperatura.

2. Mantenimiento y conservacion de las cepas.

Las cepas para su uso rutinario se mantuvieron en YMA y/o TSA (Anexo I, tabla
2) conservandolas a 4°C. La conservacion de las cepas se llevd a cabo por
criopreservacion a -80°C, utilizando una solucion crioprotectora estéril de glicerol al
25% en criotubos de 1ml.

3. Caracterizacion genotipica.

3.1. Extraccion y purificacion de ADN.

Con el fin de extraer el ADN total, los aislados se cultivaron en medio TY liquido
(Anexo I, tabla 3) durante 48 horas a 28°C. Se pas6 1 ml en un tubo eppendorf que se
centrifugd a 9.000 rpm durante 3 min en una centrifuga 5417C (Eppendorf™,
Alemania) a temperatura ambiente. Posteriormente, se retird el sobrenadante y las
células se lavaron con una solucion acuosa de Sarkosyl al 1%, volviéndose a centrifugar
en las mismas condiciones. Para la extraccion de ADN para la amplificacion de perfiles
de RAPD se utiliz6 el método tradicional de extraccion con NaOH. Las células se
resuspendieron en 200 pl de una solucion de NaOH al 0,05% y se incubaron durante 4
min a 95°C en termoblock (J.P-Selecta™, Espafia) para que se produjera la lisis celular,
a continuacion, se afiadieron 300 pl de agua destilada esteril y se centrifugaron las
muestras a 6000 rpm durante 4 min, recogiendo 200 pl del sobrenadante. Para la
extraccion del ADN para la amplificacion de genes, se utilizo el kit de extraccion
REDExtract-N-Amp Plant PCR kit (Sigma™). Las células se resuspendieron en 100 pl
de la solucion de extraccion y tras una agitacion en vortex, los tubos se incubaron
durante 10 min a 95°C en termoblock (J.P-Selecta™, Espafia). Transcurrido este tiempo
se afiadieron 100 pl de la solucion de dilucion y se centrifugd a 6.000 rpm durante 4
minutos. Se recogieron 100 ul del sobrenadante, libres de restos celulares, y se pasaron
a un nuevo tubo eppendorf, afiadiéndose 400 pl de agua destilada estéril a cada tubo. La
solucién se conservo a -20°C.

3.2. Amplificacion de ADN mediante PCR.

Los reactivos y las concentraciones utilizadas variaron en funciéon del tipo de
PCR, dependiendo de que se pretendiera obtener perfiles RAPD o amplificar diferentes
genes. Los reactivos y concentraciones se muestran en la Tabla 3 y las condiciones de
PCR en la Tabla 4.
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Tabla 3. Concentraciones de los reactivos de PCR para cada una de las técnicas utilizadas.

Reaccion de PCR

Perfiles de RAPD Amplificacion de genes

Dream Taq (Thermo- | 12,5 pl Red mix PCR | 10 pl
fisher™) (Sigma™)

Primer M 13 2,5 ul Primer (x2) 2,5 ul
ADN molde 2 ul ADN molde 2 ul

Tabla 4. Condiciones de PCR utilizadas.

Método Obtencion de Amplificacion del Amplificacion de Amplificacion del
Perfiles gen genes gen nodC
RAPD 16S housekeeping
Predesnaturalizacion 95 °C
97
Desnaturalizacién 94 °C
1 b
é Anillamiento 45 °C 55°C 54 °C
.8 1 b 1 b 30’ b 1 b
v
@ Extension 72 °C 72 °C
2’ 1’107
Extension final 72 °C
77
3.3. Electroforesis.

La electroforesis se realiz6 en geles de agarosa al 1% cuando el objetivo fue la
obtencion de bandas de ADN para secuenciar y al 1,5% cuando se analizaron perfiles de
RAPD. El tampon utilizado para la preparacion de los geles, asi como para la
electroforesis fue TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1mM, pH 8,0, Millipore). Como
marcador de pesos moleculares se utilizo el “GeneRuler 1kb ladder” (ThermoFisher™)
en las proporciones que marca el fabricante. La electroforesis se llevo a cabo durante
dos horas aplicando un campo eléctrico de 6 V/cm y utilizando una fuente eléctrica
Power PAC 300 (Bio-Rad™, EEUU). Los geles se tifieron con una disolucién de
bromuro de etidio (Sigma™, EEUU), conteniendo 0,5 pg/ml, durante 30 minutos y se
fotografiaron con luz U.V. utilizando el equipo Gel Doc 2000 (Bio-Rad™, EEUU).

3.4. Obtencion de perfiles de RAPD.

Para la obtencion de perfiles de RAPD, se utiliz6 el primer MI13 (5’
CAGGGTGGCGGTTCT 3’) disefiado a partir de la region central del fago del mismo
nombre (Schonian et al., 1993). Los reactivos y condiciones de PCR utilizados en la
realizacion de este andlisis son los especificados en el apartado 3.2, en las tablas 3 y 4.
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Los productos de PCR se sometieron a electroforesis, bajo las condiciones
descritas en el apartado 3.3, para separar las diferentes bandas amplificadas y obtener
los perfiles de RAPD.

3.5. Analisis matematico de los perfiles de RAPD.

El andlisis matematico de los perfiles se llevd a cabo con el programa
Bionumerics (Applied Maths™, Nv; EEUU), utilizando el coeficiente de correlacion de
Pearson y el método de construccion de dendrogramas UPGMA.

3.6. Amplificacion y secuenciacion del gen ribosomico 16S

La amplificacion del gen se llevd a cabo con los primers 27F y 1522R (Rivas et
al., 2002) y el kit Red mix PCR (Sigma™) en las condiciones de PCR que se muestran
en el apartado 3.2, en las tablas 3 y 4.

La electroforesis de los productos de PCR obtenidos y la tincion de los geles se
llevo a cabo seglin lo indicado en el apartado 3.3. Las bandas correspondientes al gen
ribosomico 16S se cortaron del gel y se purificaron utilizando el Kit “QIAquick de
QUIAGEN®?” siguiendo una modificacion del protocolo comercial. Las modificaciones
consistieron en una centrifugacion adicional tras la utilizacion del buffer de limpieza y
la reduccion del volumen en el que se resuspende el producto final de 50 a 40 pl,
precalentandolo a 60°C con el fin de concentrar el ADN obtenido en la amplificacion y
facilitar su desorcion de la membrana.

La secuenciacién de los genes se llevd a cabo en el servicio Nucleus de la
Universidad de Salamanca utilizando el kit “Dye Terminador Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit” y utilizando un equipo de secuenciacion ABI PRISM (Applied
Biosystem®, EEUU). Los fragmentos se ensamblaron mediante el programa SeqMan II.
Para llevar a cabo la secuenciacion del gen ribosémico rARN 16S se utilizaron
diferentes primers mostrados en la tabla 5 junto con su secuencia.

Tabla 5. Primers utilizados.

Primer Secuencia Posicion Autores

27F 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3" 8-27* (R. Rivas et al.
2007)

1522R: 5 AAGGAGGTGATCCANCCRCA 3’ 1503-1522%* (R. Rivas et al
2007)

SR2 5’-GWATTACCGCGGCKGCTG-3’ 501-519 (Carro et al. 2012)

SR3 5'-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT- 3’ 887-907 (Carro et al. 2012)

SR4 5'-GGGTTGCGCTCGTTG- 3’ 1085-1100 (Carro et al. 2012)

atpD-Rh- 5’-SCTGGGSCGYATCMTGAACGT- 3 273-294 (Gaunt et al. 2001)

1F

atpD-Rh- 5’-GCCGACACTTCCGAACCNGCCTG- 3° T71-794 (Gaunt et al. 2001)

3R

recA-Rh- 5’-CGKCTSGTAGAGGAYAAATCGGTGGA- 3’ 6-32 (Gaunt et al. 2001)

1F

recA-Rh- 5’-CGRATCTGGTTGATGAAGATCACCAT- 3’ 555-581 (Gaunt et al. 2001)
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4R

nodCF 5-AYGTHGTYGAYGACGGTTC-3’ 251-269 (Laguerre et al.
2001)

nodCI 5-CGYGACAGCCANTCKCTATTG-3’ 1160-1181 (Laguerre et al.
2001)

(*) Las posiciones de los primers empleados tanto para la amplificacion como la
secuenciacion corresponden al gen ribosomico 16S de Escherichia coli ATCC 8739
(NC010468).

3.7. Amplificacion y secuenciacion de genes housekeeping.

La secuenciacion de los genes housekeeping atpD y recA se llevo a cabo
utilizando los primers descritos por Gaunt et al. (2001). La secuencia de los primers se
muestra en la tabla 5 y las condiciones de PCR en la tabla 4 del apartado 3.2. Los
productos de PCR fueron purificados y secuenciados utilizando los reactivos y las
condiciones descritas en el apartado 3.3. Para llevar a cabo la secuenciacion de los
genes se utilizaron los mismos primers empleados para la amplificacion.

3.8. Amplificacion y secuenciacion del gen nodC.

La amplificacion de los genes nodC se llevdo a cabo utilizando los primers
descritos por Laguerre et al. (2001). La secuencia de los primers se muestra en la tabla 5
y las condiciones de PCR en la tabla 4 del apartado 3.2. Los productos de PCR fueron
purificados y secuenciados de acuerdo con el protocolo descrito en el apartado 3.3. Los
primers utilizados para amplificar el gen se utilizaron también para secuenciarlo.

3.9. Analisis de las secuencias de ADN.

El anélisis de las secuencias del gen ribosémico 16S se llevo a cabo utilizando el
programa Ezbiocloud (www.ezbiocloud.net), que contiene una base de datos con las
secuencias de este gen depositadas en Genbank para todas las cepas tipo de bacterias
descritas hasta el momento (Kim et al., 2012). La comparacién de las secuencias de los
genes cromosomicos atpD y recA y del gen simbidtico nodC se llevo a cabo utilizando
el programa BLASTn, version 2.0, que compara cada una de las secuencias obtenidas
con las depositadas en los bancos de genes y nos ofrece un listado de aquellas que
presentan una mayor similitud (Brenner, 1995). Para el analisis filogenético, las
secuencias de las cepas del estudio junto con las de las cepas de referencia proximas a
estas cepas, se alinearon mediante el programa Clustal X (Jeanmougin et al., 1998;
Thompson et al., 1997) y, con el programa Mega 7.0 (Kumar et al. 2016), se
construyeron los arboles filogenéticos, utilizando el método Neighbour-Joining (Saitou
y Nei, 1987), y el coeficiente de Kimura 2 parameters (Kimura, 1980), seleccionando un
“boostrap” de 1000.

3.10. Secuenciacion genomica Yy analisis de informacion
gendomica
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La secuenciacion genomica precisa de ADN puro de alta calidad para cuya
extraccion se utilizo el kit “ZR Fungal/Bacterial ADN MiniPrep (Zymo Research™)
siguiendo las indicaciones del fabricante. El ADN se conservo a -20°C. La
secuenciacion se llevd cabo utilizando la plataforma Illumina Miseq (2x250pb). Las
secuencias obtenidas fueron ensambladas mediante Velvet 1.2.10 en base Linux y la
anotacion fue llevada a cabo utilizando el programa RAST 4.0 que permite la anotacion
automatica de los genomas obtenidos. Se utilizo6 la base de datos Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) para clasificar la funcionalidad de los genes e interpretar
las rutas metabdlicas en las que estaban involucrados los genes y enzimas anotados,
afladiéndose la referencia en la base de datos.

También se utilizaron programas informaticos de analisis automatizados para la
busqueda y deteccion de genes y operones con funciones especificas. En primer lugar se
utiliz6 la herramienta dbCAN que es una base de datos especializada en la anotacion de
enzimas implicadas en el metabolismo de carbohidratos permitiéndonos dirigir la
busqueda y centralizarla en la misma (Yin et al. 2012). También se utilizé antiSMASH,
que permite detectar una amplia gama de metabolitos secundarios estructurados en una
base de 1172 clusteres genéticos de productos finales conocidos (Weber et al. 2015).

3.11. Analisis taxonomico de la cepa PEPV15

3.11.1. Analisis de genes

El anélisis de los genes ribosdémicos y housekeeping se llevd a cabo utilizando los
reactivos y condiciones de PCR utilizados en la realizaciéon de este analisis son los
especificados en el apartado 3.2, en las tablas 3 y 4. Los primers utilizados fueron los
que se indican en la tabla 5.

3.11.2. Determinacion del contenido en G+C

El calculo del porcentaje de G+C de la cepa PEPV15 se realizé empleando el
método de Mandel y Marmur (1968). Una solucion conteniendo ADN de cada cepa se
diluy6o en tampon SSC 1x (1:9), que se utilizd como blanco. La absorbancia de las
muestras se mididé desde 50°C hasta 80°C en intervalos de 5°C y, posteriormente, en
intervalos de 1°C hasta los 98°C. Las absorbancias se midieron a 260 nm en un
espectrofotometro de luz U.V. (Gene Quant, Pharmacia Biotech™, EEUU).

La férmula que relaciona el porcentaje de de G+C y la Tm es la siguiente:
%G+ C=K-(Tm—69,3) 2,44
3.11.3. Hibridacion ADN total.

La hibridacion de ADN total fue llevada a cabo mediante el método de Ezaki et
al. (1989) siguiendo las recomendaciones de Willems et al. (2001). Las cepas incluidas
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en los experimentos de hibridacion fueron PEPVIST, P. brassicacearum LMG 22836T,
P. bourgognense LMG 22837 y P. trifolii PETP02".

3.11.4. Tincion de Gram.

Se realiz6 segun la modificacion de Hucker (Doetsch, 1981). En un portaobjetos
se prepard una extension de la bacteria, desecdndola y fijandola a la Illama.
Posteriormente, se cubri6é durante 2 min con una solucion de cristal violeta (Panreac™,
Espafia). A continuacion, se retird el cristal violeta y se afiadié una solucion de lugol
durante 1 min (Panreac™, Espafia). Después se afnadio etanol al 95% durante 1 min,
lavando posteriormente con agua destilada. Finalmente, se tifio6 con una solucion de
safranina (Panreac™, Espana) durante 1 minuto; se lavo y se dejé secar. La preparacion
se examind en un microscopio Nikon Eclipse 80i con aceite de inmersion.

3.11.5. Crecimiento a diferentes temperaturas, pH vy
concentraciones salinas.

Para analizar la capacidad de la cepa PEPV15 para crecer a diferentes
temperaturas, se inocul6 en placas de YMA que fueron incubadas a: 4°C, 12°C, 20°C,
37°Cy 45°C.

La capacidad de las cepas para crecer a diferentes pHs se analizé utilizando como
medio base YMB (Anexo I, tabla 1), que se ajust6 a diferente pH, 4,4; 5,4; 6,4; 8 y 9,
utilizando diferentes tampones (Anexo II, tablas 2 y 3). Para ajustar el medio a pH
acido, se utilizo tampon PCA obtenido mezclando en diferentes proporciones Na,HPO4
0,4M vy écido citrico monohidrato 0,2M (Anexo II, tabla 2). Para ajustas los medios de
cultivo a pH bésico se utilizd6 tampon Tris clorhidrico conteniendo en diferentes
proporciones, segin el pH deseado, una solucion de Tris 0,2M y otra solucién de HCI
0,2M (Anexo II, tabla 3). Los tampones y el medio, a doble concentracion, se
esterilizaron en autoclave por separado durante 15 min a 121°C. Una vez esterilizados,
se mezclaron en proporcion 1:1 antes de servir las placas.

La capacidad de las cepas para crecer en presencia de cloruro sddico al 2,5%, 5%
y 10% (p/v) se analiz6 utilizando como medio base caldos YMB (Anexo I, tabla 1) a los
que se afiadid NaCl en los porcentajes correspondientes. La presencia/ausencia de
crecimiento en las placas se observo a los 7, 14 y 21 dias. Se utilizaron como referencia
en los analisis fenotipicos las cepas P. brassicacearum LMG 22836", P. bourgognense
LMG 22837" y P. trifolii PETP02"

3.11.6. Resistencia a antibioticos.

Para evaluar la resistencia natural de la cepa PEPV15 a diferentes antibidticos se
utilizé el método de difusion en placa y se utilizaron discos conteniendo los diferentes
antibioticos a concentraciones conocidas (BBL, Difco™). Se utiliz6 medio YMA
(Anexo I, tabla 1) y la inoculacion se llevd a cabo utilizando hisopos estériles. Se
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considera que una cepa es sensible a aquellos antibidticos alrededor de los cuales
aparece un halo de inhibicion de méas de 1 mm. Los antibidticos utilizados y las
concentraciones por disco fueron ampicilina (2pg), cefuroxima (30ug), ciprofloxacina
(5png), cloxaciclina (1pg), eritromicina (2pg), gentamicina (10pg), neomicina (5pg),
tetraciclina (30ug), penicilina (10U.1.) y polimixina B (300 U.L.).

3.11.7. Asimilacion de fuentes de carbono y/o nitrogeno
utilizando sistemas miniaturizados.

La determinacion de la capacidad para utilizar distintas fuentes de carbono y
nitrogeno se llevo a cabo utilizando los sistemas miniaturizados Api 32GN y Api 20NE
(Biomerieux ™), siguiendo las indicaciones del fabricante, y el medio de cultivo
proporcionado por el mismo. Se partié de cultivos en medio YMA incubados durante 2
dias a 28°C.

3.11.8. Analisis quimiotaxonomicos.

Para llevar a cabo estos analisis la cepa PEPV15 se incubar¢6 en placas de TSA a
28°C durante 48h. Las células se recogieron con agua estéril y se centrifugaron a 8000
rpm en una centrifuga Beckman Coulter Allegra X22R (Beckman Coulter™) durante 10
min. Se retiraron los sobrenadantes y las células se congelaron a -80°C y posteriormente
se liofilizaron. Los andlisis de quinonas y de acidos grasos se llevaron a cabo en el
Servicio de Identificacion de la DSMZ (Coleccion Alemana de Cultivos Tipo). Las
quinonas se analizaron utilizando la metodologia de Tindall (1990) y los 4cidos grasos
utilizando el sistema MIDI (Microbial Identification System) Sherlock 6.1 y la base de
datos RTSBAG6 de acuerdo con las instrucciones técnicas de este sistema (Sasser, 1990).

4. Analisis de mecanismos de promocion del crecimiento vegetal in
vitro.

4.1.Solubilizacion de fosfato.

La capacidad de solubilizacion de fosfato inorganico se estudio utilizando el
medio Pikovskaya como medio base (Anexo I, tabla 4) (Pikovskaya, 1948), utilizando
fosfato bicalcico (Ca,POs) y fosfato tricdlcico (Caz(POs),). Ademas, se utilizd el indice
de solubilizacion de fosfato (Phosphate Solubilization Index PSI) para determinar la
eficiencia de cada una de las cepas mediante la féormula indicada (Pande, Pandey,
Mehra, et al. 2017).

PS] = Diametro del halo de solubilizacién (cm)

Diametro de la colonia (cm)

4.2.Produccion de sideroforos.
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La capacidad de producir sider6foros se evalud en el medio de cultivo M9-CAS-
AGAR, que es una modificacion del medio utilizado por Schwyn y Neilands (1987),
donde se observan halos de distintas tonalidades del amarillo al naranja. La
modificacion consiste en la adicion de un disolvente cationico, HDTMA, que estabiliza
el complejo Fe-CAS y le da un color azul caracteristico (Alexander y Zuberer, 1991). Al
medio M9 en el que se incluye un indicador de color (HDTMA) y un agente quelante
del hierro (EDTA). Este medio M9 CAS agar modificado se prepara partiendo de cuatro
soluciones diferentes, esterilizadas de forma individual, y mezcladas posteriormente.

Solucion 1

Para preparar esta solucion, se mezclan 10 ml de FeCl;-6H,O 1 mM (disueltos en
HCI 10 mM), con una solucion acuosa de 50 ml de CAS (1.21 mg ml™) obteniendo una
solucion acuosa de intenso color purpura, que se mezclara posteriormente con 40 ml de
una solucion acuosa de HDTMA (1.82 mg ml™). La solucion resultante tiene un color
azul marino denso, y se esteriliza en autoclave independientemente del resto. La
solucion se mezcla con las restantes cuando su temperatura baja a 50°C.

Solucion 2

Esta solucién se prepara obteniendo en primer lugar una solucion salina resultante
de la mezcla de KH,PO4, NaCl, NH4Cl y H,O, a la que después se afiade PIPES
(piperazina-N,N'-bis[acido 2-ethanesulfonico]) ajustando el pH a 6.8 (Anexo I, tabla

5)).
Solucion 3

Para obtener esta solucion se disuelven en 70 ml de H,O destilada los compuestos
detallados en el anexo I, tabla 6.

Solucion 4

La solucion 4 contiene 30 ml de cas-aminoacidos (proveniente de la degradacion
parcial de caseina) al 10% p/v esterilizada mediante filtraciéon por una membrana de
0,22 um (Millipore™, Amicon, EEUU).

Una vez preparadas todas las soluciones, se esterilizan en autoclave, excepto la
solucion 4, y se mezclan cuando adquieran una temperatura de 50°C, afiadiéndose en
ultimo lugar la solucion 4.

Las placas se incubaron a 28°C. El crecimiento y la produccién de halos que
revelan la produccion de sideréforos se observan a lo largo del tiempo que suele oscilar
entre 3 dias y 2 semanas. Se utilizé una formula similar a la utilizada para determinar la
eficacia de solubilizacion de fosfato, pero cambiando los parametros por los halos de
cambio de color.
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4.3.Sintesis de acido indol acético.

La capacidad de las diferentes cepas para producir acido indolacético fue evaluada
utilizando el medio JMM (Graham et al., 1989) para rhizobia o JIMM-DF sales (Anexo
I, tabla 7) para endofitos al que se anadi6 triptéfano a una concentracion de 0,165 g/l.
Las cepas se inocularon en placas de YMA o TSA (Anexo I, tablas 1 y 2) que se
incubaron durante 5 dias a 28°C y a partir de ellas se obtuvieron suspensiones en agua
destilada estéril a una densidad aproximada de 1-10° UFC/ml inoculandose 2 ml del
medio JMM con 200 ul de estas suspensiones.

Una vez inoculados, cada uno de los medios finales (uno conteniendo triptéfano y
otro glutamato) se incubaron a 28°C durante 72 horas en oscuridad. Transcurrido este
tiempo, se recogid el sobrenadante mediante filtracion utilizando filtros de un tamafio de
poro de 22um (Millipore™, Amicon, EEUU). Se anadi6 1 ml de reagente Salkowsky
(Anexo 1II, tabla 4) a 2 ml de sobrenadante. Una vez anadido el reagente Salkowsky, los
medios tornan a color rosado o rojizo en funcién de la concentracion de &cido
indolacético presente en el medio. La intensidad de color se midi6 utilizando un
espectrofotometro de absorcion ATI Unicam 8625 (Mattson™, EEUU) a una longitud
de onda de 550 nm.

4.4.Crecimiento en medios libres de nitrogeno.

La capacidad de los endoéfitos de crecer en medios libres de nitrogeno se llevo a
cabo utilizando el medio JMM-DF sales (Anexo I, tabla 7) sin afiadir ninguna fuente de
nitrogeno, eliminando la solucidon de vitaminas y anadiendo 1 ml de una soluciéon de
elementos traza (Anexo I, tabla 9), que incluyé metales que son cofactores de las
diferentes nitrogenasas. El medio se dispensé en tubos que se inocularon con 1/10 de su
volumen con las suspensiones de cada cepa en agua estéril a una concentracion
aproximada de 1-10° UFC/ml. En paralelo se inocularon controles positivos a los que se
anadieron 0,4 g/l de NH4NOs como fuente de nitrégeno. A partir de los tubos donde se
observo crecimiento se transfirieron 70 pl a un nuevo tubo y de éste a un tercero,
tomandose como positivos los que crecieron tras este tercer paso de cultivo.

4.5. Estudio de la capacidad de colonizacion.

4.5.1. Produccion de celulosa.

La capacidad para producir celulosa fue evaluada utilizando el medio de cultivo
YMA suplementado con 25mg/l de Rojo Congo. Este compuesto es capaz de unirse a
polimeros de 1,4-B-glucosa, por lo que es cominmente utilizado para la deteccion de
celulosa (Mateos et al. 1995). Sobre la superficie del medio se depositaron 10 pl de una
suspension de cada cepa de conteniendo 1-10° UFC/ml y las placas se incubaron
durante 3 dias a 28°C. Un resultado positivo se observa cuando las colonias absorben el
Rojo Congo adquiriendo tonalidades que van del rosa al rojo intenso.
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4.5.2. Produccion de celulasas.

Los ensayos para determinar la actividad celulolitica se llevaron a cabo utilizando
el sistema de doble capa, una de YMA en la base y otra capa superior conteniendo
agarosa y carboximetilcelulosa (CMC). La capa inferior estd formada por 15 ml de
YMA que se dejan solidificar en cada placa. Para preparar la segunda capa se prepard
una solucion de CMC (Sigma ™) al 1% que se disolvid lentamente con agitacion en
agua y se esterilizd6 en autoclave. A 5 ml de esta solucién se le anadid agarosa
(Seakem™) al 0,5% disuelta en tampon PCA 100mM pHS5 (Anexo II, tabla 2) y
esterilizada en autoclave. Sobre la superficie del medio se depositaron 10 pl de una
suspension de cada cepa de conteniendo 1-10° UFC/ml y las placas se incubaron
durante 3 dias a 28°C. Al cabo de este tiempo se retiraron las colonias con agua
destilada y las placas se tifieron con una Solucion de Rojo de Congo (Sigma™) al 0.1%
durante 30 minutos. Se lavo varias veces con NaCl 1M hasta que se se visualizaron bien
los halos de lisis que ponen de manifiesto la presencia de celulasas. Las placas pueden
colocarse a 4°C durante 12 horas para mejorar la visibilidad del halo.

4.5.3. Estudio cuantitativo de la capacidad de produccion de
biofilms.

La determinacion de la formacion de biofilms se realizé de acuerdo con la técnica
descrita por Fujishige et al. (2006). Este protocolo utiliza placas multipocillo, lo que
permite realizar multiples medidas de forma rdpida y sencilla. Se utilizd6 medio TY
liquido (Anexo I, tabla 2) para realizar un precultivo de cada una de las cepas
incubandolo a 28°C y 180 rpm hasta alcanzar una concentracion de 10° UFC/ml. Este
medio se inoculd en una dilucion 1:5 en medio nuevo que se incubd en las mismas
condiciones hasta alcanzar una concentracion de 10° UFC/ml.

Se inocularon 100 ul de las suspensiones de las cepas en cada pocillo y se dejaron
las filas superior e inferior como controles negativos, rellenandolas con medio de
cultivo estéril. Ademas, los pocillos rellenos con las cepas deben quedar también
rodeados de pocillos conteniendo medio de cultivo estéril. Las placas se sellaron una
vez rellenas y se incubaron a 28°C. Al cabo de este tiempo, el medio se elimino de los
pocillos por aspiracion y se afiadieron 100 pl por pocillo de una solucion de cristal
violeta (0,3% peso/volumen) incubandose durante 10 min al cabo de los cudles se
eliminod la solucion de cristal violeta por aspiracion y el exceso se retiro lavando 3 veces
con agua destilada durante 5 min cada una. Las placas se secaron en campana con flujo
laminar eliminandose los restos de cristal violeta que no estan dentro de los pocillos. Se
afiadieron 100 pl por pocillo de una solucion de 80% de etanol y 20% de acetona para
solubilizar el cristal violeta que ha quedado unido al biofilm. Se incubaron las placas
durante 15 min y se midi6 la absorbancia a una densidad 6ptica de 575 nm a las 24,48 y
72 h con el fin de estudiar la evolucion del biofilm.
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4.6. Determinacion de la capacidad para produccion moléculas
implicadas en Quorum sensing.

La determinacion de la produccion de moléculas implicadas en la produccion de
sefales de Quorum sensing y, en concreto, N-acil-homoserin-lactonas (AHL) se llevo a
cabo en placas multipocillo utilizando como marcador Agrobacterium tumefaciens
NTL4 que porta el plasmido pZRL4. Este plasmido contiene el operon traCDG que
acttia como autoinductor del gen /acZ, activandose a partir del denominado umbral de
quorum, o concentracion de AHL que la expresion del operon fra.

La cepa 4. tumefaciens NTL4 se inocul6 en 20 ml de medio AB (Anexo I, tabla
10) (Chilton et al. 1974) suplementado con 30 pg/ml de gentamicina (Sigma ™)
incubandose 24 h a 37°C con agitacion orbital a 120 rpm. Una vez crecida la cepa de A.
tumefaciens NTL4, se afiadieron 10 ml de este preindculo a 100 ml de medio LB
(Anexo I, tabla 11) conteniendo gentamicina 30 pg/ml que se incuba en las mismas
condiciones. Una vez crecida la cepa, 10 ml de este cultivo se mezclaron con 20 ml de
medio AB conteniendo agarosa (10g/1) a una temperatura de 43°C y se agregaron 150 pl
X-gal (Sigma ™) a una concentracion de 40 pg/ml, disuelto en N,N-dimetilformamida
(Sigma ™),

En los pocillos de las placas se dispensaron 200 ul de esta mezcla y sobre cada
pocillo, una vez solidificada la mezcla, se afiadieron 10 pl del sobrenadante de un
cultivo de 48 h de las cepas analizadas. Se monitoriz6 la formacion de una coloracion

azul a las 12h, 24h, 36h y 48h.
4.7. Estudio de inhibicion y antibiosis

El disefio de consorcios bacterianos precisa del estudio de compatibilidad entre las
cepas que formaran el mismo, para lo que se analizo si alguno de los aislados era capaz
de producir sustancias que inhibieran el crecimiento del otro componente del consorcio.
De esta manera, los microorganismos seleccionados se cultivaron durante 72 h en medio
liquido YMB (Anexo I, tabla 1) o TSB (Anexo I, tabla 2), en funcion del
microorganismo, en agitacion a 150 rpm. Transcurrido este tiempo, se recogieron 5 ml
del cultivo y se filtraron utilizando un filtro de 0,22um (Millipore™) para eliminar las
células del cultivo. La cepa sobre la que se queria estudiar la inhibicidén se sembrd en
superficie utilizando un hisopo estéril en su medio rutinario de crecimiento. En pocillos
de metal estériles se colocaron 200ul del medio filtrado, se incub¢ a 28°C durante 48h.

5. Métodos de transformacion de bacterias.

5.1. Preparacion de células competentes de Escherichia coli.

Las transformaciones de E. coli se realizaron utilizando células competentes
obtenidas segin el método descrito por Hanaha et al. (1991). Se prepard un preindculo
con una colonia de la cepa S17.1 de E. coli en 5 ml de medio LB (Anexo I, tabla 11)
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que se incubd en agitacion a 150 rpm overnight a 37 °C. Este cultivo se utilizd para
inocular 500 a 650 ml de medio ¢ (Anexo I, tabla 12) ajustado a pH 7,6 con KOH 10N
(Panreac™). El indculo se incub6 a 37°C con agitacion vigorosa (250-300 rpm) hasta
que alcanz6 una D.O. de 0,48 a 550 nm. Las bacterias se recogieron por centrifugacion
a 2.500 rpm durante 5 minutos a 4°C.

Las células se resuspendieron en 150 ml del tampén TFBI frio (Anexo II, tabla 5),
manteniéndolas en hielo y con agitacion manual suave hasta su completa resuspension.
Después de mantenerlas en hielo durante 5 min, las células fueron centrifugadas a 2.000
rpm durante 15 min a 4 °C y se resuspendieron en un volumen de 20 ml de tampon
TFB2 frio (Anexo II, tabla 5). La suspension se mantuvo en hielo durante 15 minutos y
se distribuyeron alicuotas de 100 pl en tubos eppendorf que se almacenaron a -80 °C.

5.2.  Transformacion de E. coli mediante choque térmico.

Para realizar las transformaciones se utilizaron alicuotas de 100 pl de células
competentes obtenidas por el procedimiento explicado anteriormente. Las células fueron
descongeladas en hielo y a continuaciéon se afadieron unos 10-200 ng de ADN
plasmidico y llevandose todo a un volumen de 40 pl de H,O. La mezcla se mantuvo en
hielo durante 20 min tras los cuales se sometié a un choque térmico de 2 min a 42°C y
de 2 min en hielo. Se anadieron 800 pl de medio LB (Anexo I, tabla 11) y la mezcla se
incubo a 50 rpm a 37°C durante 45 minutos.

Transcurrido este tiempo, las células se inocularon en medio LB so6lido (Anexo I,
tabla 11) con los correspondientes marcadores y se afiadi6 al medio el antibidtico
marcador de resistencia correspondiente. Para seleccionar los clones portadores de
plasmidos recombinantes derivados de vectores de clonacion que portan el gen lacZ de
E. coli, por un lado se extendi6 en cada placa Petri el sustrato cromogénico X-Gal (40
ul de una solucién al 2 % de N,N-dimetilformamida (p/v)) antes de anadir la mezcla de
transformacion.

Las placas se incubaron una noche a 37°C. Para diferenciar mejor las colonias
azules de las blancas, las placas se dejaron a 4°C durante 1-2 horas. Posteriormente se
seleccionaron las colonias blancas, ya que son las que tienen interrumpido el gen lacZ
por la insercion y, por lo tanto, no hidrolizan la X-Gal y no liberan el croméforo azul.
Estas colonias seleccionadas se inocularon en LB con el antibidtico correspondiente y se
comprobd la presencia del plasmido introducido mediante extracciéon del ADN
plasmidico, digestion con los correspondientes enzimas de restriccion y electroforesis
en gel de agarosa.

5.3.  Transformacion de Rhizobium 'y Phyllobacterium.

La transformacion de las cepas obtenidas en este estudio se realiz6 utilizando la
cepa silvestre de E. coli S17.1 (Spr/Smr) (Simon et al., 1983) para la replicacion y
transferencia del pladsmido pHC60 (Figura 19) (Cheng y Walker, 1998) por medio de
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conjugacion biparental. Este plasmido contiene los genes necesarios para su
transferencia por conjugacion y un fragmento que expresa constitutivamente una
proteina fluorescente (GFP) y como marcador tiene un gen de resistencia a tetraciclina
(Tc).

Para llevar a cabo la conjugacion se tomaron cultivos de 24 h de las cepas crecidas
en medios solidos (Rhizobium y Phyllobacterium en TY y E. coli pHC60 en LB con
Tetraciclina 10 pg/ pl). Con un asa de siembra se mezclaron pequefias porciones de
cada cultivo en medio TY solido, por este orden: cepa receptora (Rhizobium o
Phyllobacterium) y cepa donadora (E. coli pHC60) en proporcion 2:1, realizando
movimientos circulares. Estas placas se incuban “overnight” a una temperatura de 28°C.
Al dia siguiente se sembrd por agotamiento en estria en Medio minimo para Rhizobium
(Anexo I, tabla 13) (O’Gara y Shanmugan, 1976) suplementado con tetraciclina (5

pg/ul).

BamHI(547)
¥bal(553)
Sall{559)

Xmal({542)
Kpni(542)
Smal{544)

Sad(536)

EcoRI(526)

Puull{438)

Sall(10252

i

Eag(5027]
SH(5173)

Las placas se incubaron a una temperatura de 28°C hasta que aparecieron colonias
aisladas con la morfologia caracteristica de Rhizobium y Phyllobacterium (5-7 dias).
Una vez seleccionadas las colonias adecuadas, se sembraron simultineamente en medio
minimo so6lido suplementado con tetraciclina (5 pg/ul) y en medio VRB (Violet Red
Agar, Scharlab™), incubandose el primero a 28°C y el VRB a 37°C. Este ultimo medio
de cultivo se utiliza para determinar la posible presencia de coliformes y facilitar la
seleccion de cepas transformadas. Cuando se ha comprobado que las cepas
seleccionadas estan libres de coliformes se siembran en YMA suplementado con
tetraciclina (5 pg/pl).
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Figura 19. Representacion del plasmido pHC60.

6. Analisis de la colonizacion de nodulos de leguminosas y de raices de
no leguminosas.

6.1. Microscopia optica y de fluorescencia.

El estudio de la interaccion en planta se llevéd a cabo utilizando raices y nodulos
de los cultivos indicados inoculados con las cepas transformadas con el plasmido
pHC60 o inmunolocalizadas mediante anticuerpos especificos, observandose las
bacterias utilizando el filtro de GFP (472 nm). Ademas, en las preparaciones directas de
raices se utilizd6 Blanco de Calcofluor como colorante diferencial para la tinciéon de
paredes celulares vegetales , afiadiendo una gota de la solucion de Blanco de Calcofluor
(Sigma ™) sobre la muestra y a continuacion una gota de una soluciéon de KOH (0,1 M)
para mejorar el contraste (Flores-félix et al. 2015). Se esper6 un 1 min y se observo la
muestra utilizando el filtro DAPI (420 nm).

El estudio de cualitativo de los biofilms precisé de la observacion mediante
técnicas de microscopia de fluorescencia ya que estas estructuras habian sido tefiidas
con Naranja de Acridina. Este compuesto precisa de la excitacion a una longitud de
onda de 510 nm. La realizacion de los ensayos de microscopia optica y de fluorescencia
se llevaron a cabo utilizando un microscopio Nikon Eclipse i80 con ldmpara halogena
de xenon-mercurio que emite luz ultravioleta. Este microscopio lleva asociado una serie
de filtro para polarizar la radiacion y asi poder modificar la longitud de onda que incide
sobre la muestra.

6.2. Microscopia confocal de fluorescencia.

Las bacterias marcadas con GFP unidas a los pelos radicales y a la raiz se
observaron mediante microscopia confocal laser de fluorescencia con un microscopio
TSL Leica SP5 de Zeiss aplicando una longitud de onda de 480 nm mediante el laser de
argon y un filtro de emision de banda ancha centrado en una longitud de onda de 500
nm, permitiendo a su vez, en su caso, la observacion de la raiz en rojo al anadiendo 5 pl
de una solucion de 10 uM de ioduro de propidio (Sigma™). Las proyecciones se
llevaron a cabo tomando imagenes individuales cada 1-2 pm y ajustdndolos con el
software del sistema.

6.3.Métodos de inmunodeteccion.

Para la inmunodeteccion de bacterias de los géneros Bacillus y Paenibacillus se
utilizaron anticuerpos policlonales comerciales anti-uricasa (Novus Biologicals Ltd™),
enzima muy conservada en estos géneros. Se realizaron ensayos de aglutinacién para
comprobar la eficacia de los anticuerpos y se titularon dichos anticuerpos mediante la
técnica ELISA, seleccionandose una dilucion del anticuerpo de 1:2000. Se realizaron
cortes histologicos de las raices de maiz y guisante inoculadas con cepas de Bacillus y
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Paenibacillus que se localizaron mediante técnicas inmunohistoquimicas que se
llevaron a cabo en el Servicio de Patologia Molecular Comparada (CIC-IBMCC,
USAL-CSIC). Para ello se utiliz6 un anticuerpo secundario que lleva acoplado un
fluoréforo que emite en verde, en la longitud de onda de la GFP (488nm). Los cortes
fueron observados utilizando un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse 180) y las
bacterias se observaron de color verde fluorescente dentro de los tejidos.

7. Ensayos en planta.

7.1. Esterilizacion de semillas.

La esterilizacion de las semillas utilizadas en este trabajo se llevd a cabo de
diferentes formas dependiendo de la planta utilizada. Los protocolos de esterilizacion se
muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Protocolos de esterilizacion de semillas utilizados en cada cultivo.

Cultivo Etanol Na,ClO; H,O desionizada Imbibicion
Lechuga 30” 2’ x5 lavados 1 hora
Zanahoria 30” 5 x5 lavados 1 hora
Fresa 307 5 x5 lavados 3 horas
Alubia 30” 20° x5 lavados 3 horas
Guisante 307 127 x5 lavados 3 horas
Maiz 307 10’ x5 lavados 3 horas

7.2. Inoculacion de bacterias en Phaseolus vulgaris y Pisum
sativum

Los ensayos se llevaron a cabo en camara iluminada utilizando recipientes de 1 1
con vermiculita estéril. La vermiculita se esterilizoé en autoclave durante 1 h a 120°C y
tres dias consecutivos. Siguiendo el protocolo de esterilizacion indicado en la tabla 7, se
esterilizaron las semillas de ambos cultivos. Se utilizaron semillas de la variedad Pinta
de alubia y de la variedad Rondo de guisante. Se colocaron 2 plantulas por recipiente en
el caso de la alubia y 3 en el caso del guisante. El nimero total de plantas por
tratamiento fue de 15 plantas. Ademads de los tratamientos de inoculacion, se incluyeron
controles negativos sin inocular y sin aporte de nitrogeno, que se regaron con solucion
de Rigaud y Puppo (1985) libre de nitrogeno (Anexo I, tabla 15). Los controles
positivos que se regaron con la misma solucioén suplementada con 0,4 g/l de NH4NOs, y
controles positivos inoculando la cepa tipo de Rhizobium phaseoli sv. phaseoli para
alubia, y Rhizobium pisi sv. viciae para guisante. Cada planta fue inoculada con 1 ml de
una suspension de cada cepa que contenia aproximadamente 1x10° UFC/ml, obtenidas a
partir de cultivos crecidos en medio YMA incubado a 28°C durante 5 dias.

Las plantas se mantuvieron durante 40 dias en cdmara iluminada con mezcla de
luz incandescente y fluorescente (cantidad de luz de 400 pEinsteins. m . s y longitud
de onda de 400 a 700 nm), con un 60% de humedad relativa y programada para un
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fotoperiodo de 16 horas de luz diarias y temperaturas de 25 y 17°C durante el dia y la
noche, respectivamente. Al cabo de 40 dias, se recogieron las plantas, se contaron los
nddulos y se obtuvieron los pesos fresco y seco de la parte aérea. Ademas, se analizo el
analisis elemental determinando la concentracion en nitrégeno de la parte aérea.

7.3.  Analisis de la dinamica de nodulacion.

Para realizar estos ensayos se utilizaron matraces de 250 ml en los que se
colocaron 130 ml de medio Farahelis (Anexo I, tabla 16) conteniendo agarosa al 0,8%
p/v. Las semillas se esterilizaron siguiendo el protocolo indicado en la tabla 6 y se
colocaron en los matraces que se recubrieron con bolsas negras de plastico para evitar la
luz y facilitar asi la germinacion de las semillas. A los 4 dias comenz6 la germinacion y
las plantulas se inocularon con 1 ml de una suspension de cada cepa conteniendo
aproximadamente 1x10® UFC/ml, obtenida a partir de cultivos crecidos en medio YMA
incubado a 28°C durante 5 dias. Los matraces se mantuvieron en camara en las
condiciones descritas en el apartado anterior. El recuento de nodulos se llevo a cabo
cada 2 dias hasta 35 dias después de la inoculacion.

7.4. Ensayos en plantulas de lechuga, fresa, zanahoria, guisante
y maiz.

Los ensayos de interaccion y los estudios de microscopia se llevaron a cabo
utilizando placas Petri cuadradas de 140x140 mm para permitir el adecuado desarrollo
del sistema radicular. Las semillas de cada cultivo se esterilizaron siguiendo los
protocolos indicados en la tabla 6 y, a continuacion, se germinaron en placas Petri con
medio agar-agua (0,7% p/v). Una vez germinadas se colocaron las en placas Petri con
medio Rigaud-Puppo (Anexo I, tabla 15) suplementado con 0,7% de agar (p/v),
colocando las plantulas sobre un papel Whatman, e inoculandose con una suspension de
cada cepa que contenia aproximadamente 1x10® UFC/ml, obtenidas a partir de cultivos
en medio YMA incubados a 28°C durante 5 dias. La parte inferior de las placas se
cubrid con papel de aluminio para evitar la incidencia directa de la luz sobre el sistema
radicular. Las placas se mantuvieron en cdmara iluminada en las condiciones descritas
en el apartado 7.2.

7.5. Ensayos en invernadero.

Los ensayos en invernadero se llevaron a cabo en las instalaciones del Instituto
Hispano Luso de Investigaciones Agrorias (CIALE) y el Instituto de Recursos Naturales
y Agrobiologia de Salamanca (IRNASA-CSIC) adecuando el disefio experimental a las
necesidades del cultivo y utilizando diferentes sustratos.

Para los ensayos en lechuga se utilizaron semillas de la variedad Romana (Tabla
6) y macetas de 3,5 litros que se rellenaron con una mezcla de turba:vermiculita 3:1. Las
semillas se esterilizaron siguiendo el protocolo indicadado (Tabla 6) y se germinaron en
vermiculita, trasplantdndose 2 dias después de su germinacion a razon plantula por
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maceta. Se inocularon 2 dias después con 1 ml de una suspension de cada cepa que
contenia aproximadamente 1x10® UFC/ml obtenidas a partir de cultivos en medio YMA
incubados a 28°C durante 5 dias. Se incluy6 un tratamiento sin inocular como control
negativo. Se utilizaron 30 plantulas por tratamiento que se distribuyeron de manera
aleatoria en el invernadero. Trascurridos 45 dias, se recogieron procediendo al pesado
de la parte aérea, que posteriormente se seco en estufa para obtener el peso seco.

Para los ensayos con zanahoria se utilizd el mismo disefio y desarrollo
experimental que en el caso de la lechuga y se utilizaron semillas de la variedad
Nantesa. La recoleccion se hizo a los 60 dias para obtener un mejor desarrollo radicular.
Se evaluaron el peso fresco y seco de la raiz y de la parte aérea de las plantas igual que
en el caso anterior.

Para llevar a cabo los ensayos en fresa se utilizaron plantones comerciales de la
variedad Camarosa que se cultivaron en bandejas conteniendo una mezcla de
turba:vermiculita 3:1 como sustrato. Se utilizaron 15 plantones por tratamiento
incluyéndose un tratamiento control sin inocular como control negativo. La inoculacién
se realizo utilizando 10 ml por plantéon de una suspensiéon de cada cepa a una
concentracion aproximada de 10’ UFC/ml obtenidas a partir de cultivos en medio YMA
incubados a 28°C durante 5 dias. El incremento en el volumen inoculado estaba dirigido
a favorecer la correcta irrigacion de las raices de los plantones sin incrementar la
cantidad de bacterias. Se evaluaron diferentes pardmetros vegetativos y productivos
como indicadores del posible efecto de la inoculacion. La recoleccion de frutos se llevo
a cabo durante 4 meses en el momento Optimo de maduracion, al igual que el recuento
de flores por planta. La medida y el recuento de estolones se realizaron al final del
periodo productivo.

7.6.  Ensayos de campo.

7.6.1. Lechuga.

Los ensayos de campo para la lechuga se llevaron a cabo en la localidad de
Ciudad Rodrigo (Salamanca) (40°35'02.6"N 6°31'55.9"0) en una finca de regadio. La
preparacion de cultivo consistido en dos pases con cultivador y abonado orgédnico de 10
Tn/ha. Las plantulas de lechuga se sembraron en semillero durante 4 semanas hasta que
alcanzaron 8 cm de altura y presentaron 5 hojas y se trasplantaron al campo de cultivo a
una densidad equivalente de 6 plantas por metro cuadrado. Los riegos se llevaron a cabo
por gravedad en funcién de las necesidades fisiologicas de las plantas. Se sembraron 45
plantas por tratamiento alternando lineas de cada tratamiento. La inoculacion se realizo
con 10 ml de una suspension de cada una de las cepas conteniendo aproximadamente
1x10" UFC/ml. Las plantas se recolectaron al cabo de 60 dias, procediéndose a la
obtencion de los pesos fresco y seco de la parte aérea, asi como el andlisis elemental de
la misma.
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7.6.2. Zanahoria.

El ensayo de campo para la zanahoria se llevé a cabo en la localidad de Remondo
(Valladolid) (41°20'01.1"N 4°29'31.4"0O) en una finca de produccion de zanahoria. La
siembra se realizd6 de manera mecanizada en tablas de 1 m de ancho, a una densidad de
50 plantas por m’, llevandose a cabo tres réplicas por tratamiento de una superficie de
0,33 m® cada una. Los tratamientos consistieron en un tratamiento control, un
tratamiento con P. endophyticum PEPV15 y un ultimo tratamiento con R. laguerreae
PEPV16. La inoculacién se realizo aplicando 1 I/m* de una suspensiéon de cada cepa
conteniendo aproximadamente 1x10" UFC/ml. La recoleccion se realizd en el momento
optimo, cuando se empezaron a observar procesos de floracion. Se analizaron
parametros vegetativos y productivos como pesos fresco y seco del sistema foliar y
radicular, y produccion por hectidrea. También se realizo el calibrado de acuerdo a la
normativa vigente (Comision Europea 1999).

7.6.3. Fresa.

El ensayo de campo se desarrollé en Rociana del Condado (37 © 17 '7.094' 'N, 6 °
37' 0.285 " O), ubicado en la provincia de Huelva, que es la zona productora de fresas
mas grande de Espafia. El cultivar de fresa (Fragaria x ananassa Duch.) utilizado en
estos experimentos fue "Splendor" y la siembra tuvo lugar a mediados de octubre. Las
plantulas de fresa utilizadas en este estudio fueron plantas certificadas. Estas se
plantaron manualmente en caballones, con un 40 cm de espacio entre cada caballon y 30
cm entre cada planton. Se utilizé fertirrigacion siguiendo los procedimientos habituales
empleados en el area. Se establecieron 3 tratamientos, tratamiento control, tratamiento
inoculado con P. endophyticum PEPV1S5 y tratamiento inoculado con R. laguerreae
PEPV16. Cada tratamiento consistio en 30 plantones, seleccionado tres caballones
contiguos en el centro de un tinel, para eliminar posibles interferencias de los bordes.
Para evitar procesos de contaminacidon cruzada entre tratamientos, cada tratamiento se
localizé en un caballon independiente. Los tratamientos biofertilizados se inocularon
con 10 ml de una suspension bacteriana que contenia 10’ UFC/ml. Se realizaron 2
recolecciones a etapas intermedias del cultivo, determinando peso fresco y seco de los
frutos, asi como el calibrado de los mismos de acuerdo a la normativa europea
(Comision Europea 2002).

7.6.4. Guisante y maiz.

Los ensayos de campo se llevaron a cabo en las instalaciones de la Escuela
Superior y Técnica de Ingenieria Agraria de la Universidad de Leon. El disefio
experimental para ambos cultivos, guisante y maiz fue similar debido a que estos
cultivos son planteados como posibles unidades de rotacion en sistemas de cultivo. El
disefio consisti6 en un disefio aleatorizado de microparcelas con tres réplicas por
tratamiento distribuidas en tres bloques. El tamafio de cada microparcela elemental fue
de 3 m x 2 m, con una distancia entre parcelas elementales de 2 m, para evitar que los
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movimientos horizontales del agua produjeran desplazamientos de los microorganismos
de unas parcelas a otras. Para el guisante, se fertilizo con una cantidad equivalente de N
de 120 kg/ha, 40 kg/ha de P (P,Os) y 88 kg/ha de K (K,O) para los controles positivos.
Los tratamientos y los controles negativos no se fertilizaron con nitrégeno, y el abonado
fosforico y potésico siguid los mismos criterios descritos. En el caso del maiz, los
tratamientos fueron abonados con un 80% del nitrogeno (N), fosforo (P) y potasio (K)
extraido por el cultivo, extraccion que se calculd en base a la produccion esperada,
utilizando las tablas de referencia empleadas en Espafia, incorporando testigos negativos
sin fertilizar y positivos al 100% de fertilizacion con unas cantidades equivalente de N
de 220kg/ha, 100 kg/ha de P (P,Os) y 180 kg/ha de K (K,0).

Al alcanzar la madurez comercial del cultivo, se determind el rendimiento y sus
componentes. En el caso del maiz se determinaron el nimero de mazorcas por m?, peso
seco de grano por mazorca, y el rendimiento de g/m* (materia seca). Por extrapolacion
se determinaron kg de grano comercial por ha. En el caso del guisante se determinaron
plantas por metro cuadrado, nimero de vainas por planta, y peso seco de vainas
completas por m”. Por extrapolacion se calcularon kg de vainas comerciales por ha. En
ambos casos se determind el indice de cosecha como representacion del rendimiento del
cultivo entre biomasa del grano producido y biomasa de la planta.

8. Analisis quimico elemental de muestras vegetales.

Se determiné el contenido de nitrogeno total empleando un analizador elemental
Leco Truspec (Truspec™, Mi, EEUU), asi como del contenido Ca, Mg, K, P y Fe,
empleando un espectrofotometro ICP-OES ICAP 6500 DUO THERMO (Thermo
Electron Corporation™, UK). Los andlisis fueron llevados a cabo por el Servicio de
Iondmica del Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura perteneciente al
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CEBAS).
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Capitulo 1

En este capitulo se abordard la identificacion de las bacterias aisladas a partir de
nédulos de plantas de guisante (Pisum sativum L.) cultivadas en la localidad de Aldea
de San Miguel en Valladolid y a partir de nédulos de alubia (Phaseolus vulgaris L.) en
la localidad de Pedrosillo el Ralo en Salamanca. De ambas plantas se aislaron cepas de
rhizobia y cepas de bacterias endofitas que se identificaron mediante secuenciacion del
gen ribosomico 16S después de agruparlas utilizando perfiles de RAPD. Esta fase es
comun para todas las cepas y nos permitio diferenciar aquellas pertenecientes al género
Rhizobium de las pertenecientes a otros géneros, no obstante, para una mayor claridad
en la exposicion de los resultados se van a exponer por separado los resultados
obtenidos para las cepas de rhizobia y aquéllos obtenidos para el resto de las bacterias
endofiticas.

1. Cepas de rhizobia aisladas a partir de nodulos de Pisum sativum y
Phaseolus vulgaris

En la Tabla 7 se recogen las cepas de rhizobia aisladas a partir de nodulos de
plantas de Pisum sativum cultivadas en la localidad de Aldea de San Miguel
(Valladolid), donde esta leguminosa es comunmente cultivada, y a partir de nddulos de
Phaseolus vulgaris en la localidad de Pedrosillo el Ralo (Salamanca), donde no se ha
cultivado esta leguminosa. En el caso de los nddulos de P. sativum se obtuvieron varios
tipos de colonias, mientras que a partir de los nédulos de P. vulgaris, dado que el medio
de aislamiento contenia cristal violeta como agente selectivo, s6lo se obtuvieron
colonias de aspecto mucoso tipicas de rhizobia de crecimiento rapido.

Tabla 7. Cepas de rhizobia aisladas a partir de nédulos de las dos leguminosas de este
estudio.

Cepa Localidad Hospedador

AMPS01, AMPS02, AMPS04, AMPS05, AMPS08, AMPS10, | Aldea de San | Pisum sativum
AMPS13, AMPS14, AMPS15, AMPS16, AMPS17, AMPS18, | Miguel
AMPS20, AMPS21, AMPS22,] AMPS23, AMPS25, AMPS26,
AMPS27, AMPS28, AMPS29, AMPS33, AMPS34, AMPS35

PEPV01, PEPV02, PEPV03, PEPV04, PEPV05, PEPVO06, | Pedrosillo el | Phaseolus vulgaris
PEPV07, PEPV0S, PEPV09, PEPV10, PEPV1l, PEPV12, | Ralo
PEPV13, PEPV14, PEPV15, PEPV16, PEPV17, PEPV18
PEPV19, PEPV22, PEPV23, PEPV24, PEPV25, PEPV2S,
PEPV29, PEPV30, PEPV31, PEPV32, PEPV33, PEPV34,
PEPV36, PEPV37, PEPV38, PEPV40, PEPV41, PEPV42

2. Analisis de la diversidad genética de las cepas de rhizobia

El analisis de perfiles de RAPD (Radom Amplified Polymorfic DNA) destaca
entre las técnicas utilizadas actualmente para el andlisis de la diversidad genética
bacteriana como una de las mas utiles, ya que nos permite estudiar genomas complejos
sin un conocimiento previo de los mismos. La utilizacion de un solo primer (Mulcahy et
al., 1995) puede ser suficiente para analizar la variabilidad entre cepas, como ocurre en
el caso de los perfiles de RAPD que se obtienen utilizando un primer de longitud corta
que anilla a bajas temperaturas, normalmente el primer denominado M13 (Williams et
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al., 1990). Este es un primer de pequefio tamafio y con alto contenido en G+C, lo que,
unido a unas condiciones de amplificacion poco restrictivas, hace que se produzcan
amplificaciones inespecificas generando un perfil de bandas caracteristico de cada cepa.
Esta técnica destaca por su facilidad de aplicacion que permite procesar el gran volumen
de muestras que se maneja en procesos de aislamiento de microorganismos de manera
no selectiva, permitiéndonos determinar la diversidad infraespecifica y reducir de
manera efectiva el volumen de cepas con el que trabajar. Los perfiles de RAPD han sido
utilizados en numerosos trabajos para el estudio de la diversidad de los rhizobia (Corich
et al, 2001; Kimes et al. 2015, Moschetti et al., 2005; Valverde et al., 2006),
particularmente de las cepas aisladas a partir de P. sativum y P. vulgaris (Santillana et
al. 2008; Diaz-Alcantara et al. 2014).

Los resultados obtenidos después del andlisis matematico de los perfiles de
RAPD obtenidos para las 61 cepas de rhizobia aisladas en este estudio mostraron la
existencia de 13 grupos y 7 cepas independientes con valores de similitud menores del
80% (Figura 20 y Tabla 8).
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Figura 20. Dendrograma obtenido tras el analisis matematico de los perfiles de RAPD de
las cepas del estudio utilizando el coeficiente de Pearson y el método de agrupacion
UPGMA.

~79 ~



Capitulo 1

Tabla 8. Grupos de RAPD obtenidos y distribucion de las cepas en cada uno de ellos. En
negrita, cepas seleccionadas como representantes de cada grupo.

RAPD Cepas

Grupo 1 PEPV25, PEPV36, PEPV38

rama independiente PEPV15

Grupo 2 PEPV14, PEPV19

Grupo 3 PEPV07, PEPV18, PEPV22, PEPV23, PEPV24

Grupo 4 PEPV11, PEPV12, PEPV41, PEPV42

rama independiente PEPV16

rama independiente AMPS22

Grupo 5 AMPS02, AMPS16, AMPS21, AMPS29, APMS34, AMPS35
Grupo 6 PEPVO03, PEPV04, PEPV05, PEPV08, PEPV09, PEPV10
Grupo 7 AMPS08, AMPS17, AMPS18

Grupo 8 AMPS01, AMPS04, AMPS10, AMPS13, AMPS14, AMPS15
rama independiente PEPV29

Grupo 9 AMPS20, AMPS25, AMPS27, AMPS33

Grupo 10 AMPS23, AMPS26, AMPS28

rama independiente PEPV27

Grupo 11 PEPV02, PEPV34

rama independiente AMPSO0S

Grupo 12 PEPV01, PEPV13, PEPV17

Grupo 13 PEPVO06, PEPV28, PEPV30, PEPV31, PEPV32, PEPV33, PEPV37
rama independiente PEPV40

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la diversidad genética de las cepas
analizadas y muestran que las cepas aisladas en Valladolid y en Salamanca se
distribuyeron en grupos o ramas diferentes. La diversidad fue mayor, con 8 grupos y 5
cepas independientes en el caso de las cepas aisladas a partir de nodulos de P. vulgaris
en el suelo de Salamanca, que en el caso de las cepas aisladas a partir de nodulos de P.
sativum en el suelo de Salamanca, con 5 grupos y 2 cepas independientes. Estos
resultados pueden estar relacionados con varios factores dependientes del suelo, ya que
son dos suelos diferentes y con diferentes historias de cultivo, y/o de las plantas, ya que
tienen diferente grado de promiscuidad y ademads el cultivo de una leguminosa de
manera reiterada en un suelo puede provocar una presion de seleccion sobre las
poblaciones de Rhizobium del suelo. En cualquier caso, las cepas de rhizobia aisladas
mostraron una elevada diversidad genética, lo cudl coincide con los resultados de otros
estudios que muestran que cepas aisladas de estas leguminosas presentan perfiles de
RAPD diferentes en el mismo y en diferentes suelos (Santillana et al. 2008; Diaz-
Alcantara et al. 2014).

3. Identificacion de las cepas de rhizobia

Se selecciond un representante de cada grupo de RAPD para llevar a cabo la
identificacion mediante la secuenciacion del gen ribosémico rARN 16S, que es
actualmente el gen de referencia para la clasificacion de bacterias(Chun et al. 2018).
Los resultados de la identificacion del gen ribosémico 16S se muestran en la tabla 9. La
mayoria de las cepas, excepto la cepa PEPV 15, fueron proximas a las especies del grupo

~ 80 ~



Capitulo 1

de R. leguminosarum que poseen secuencias idénticas en sus genes ribosomicos 16S, R.
leguminosarum, R. indigoferae, R. laguerreae, R. anhuiense, R. acidisoli, R. sophorae y
R. hidalgonense. Sin embargo, las cepas aisladas en el presente trabajo no tienen
idénticos genes ribosomicos 16S (Tabla 9). De hecho, solo las cepas PEPVII1 y
PEPV18 presentaron un 100% de similitud con la secuencia de las cepas tipo de las
especies mencionadas, el resto de cepas presentaban porcentajes variables entre el
99,93% vy el 99,70%. La cepa PEPV15 present6 un porcentaje de similitud del 98,9%
con respecto a Phyllobacterium brassicacearum STM196", por lo que su analisis se
llevo a cabo de forma independiente.

Tabla 9. Relacion de las secuencias del gen rARN 16S cepas seleccionadas y su similitud
con las secuencias depositadas en las bases de datos publicas.

0 % (€ 3 €SO (¢ aad
0

99,85

AMPS04 | R. laguerreae FB206" MRDMO01000018

AMPS05 | R. laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 99,70
AMPS17 | R. laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 99,85
AMPS20 | R. laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 99,85
AMPS22 | R. laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 99,93
AMPS23 | R. laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 99,85
AMPS34 | R. laguerreae FB206' MRDMO01000018 | 99,85
PEPVO1 | R. laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 99,78
PEPV02 | R. laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 99,78
PEPVO03 | R. laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 99,70
PEPV11 | R laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 100,00
PEPV14 | R. laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 99,85
PEPV16 | R. laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 99,93
PEPV18 | R. laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 100,00
PEPV27 | R. laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 99,85
PEPV29 | R. laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 99,85
PEPV37 | R laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 99,85
PEPV38 | R. laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 99,85
PEPV40 | R. laguerreae FB206" MRDMO01000018 | 99,78

El analisis filogenético de las secuencias del gen 16S para las cepas de
Rhizobium mostro 5 tipos de secuencias diferentes (figura 21). La secuencia de las cepas
del tipo I, PEPV11 y PEPV18, fue idéntica a las de las cepas tipo de las especies R.
leguminosarum. R. indigoferae, R. laguerreae, R. anhuiense, R. acidisoli, R. sophorae y
R. hidalgonense. Las secuencias de las cepas del tipo I, AMPS22 y PEPVI16
presentaron 1 diferencia en la secuencia del gen ribosémico 16S con respecto a esas
mismas especies. La mayoria de las cepas del estudio presentaron el tipo III con 2
diferencias con respecto a esas especies y las secuencias de las cepas PEPVO1, PEPV02
y PEPV40 que presentaron el tipo IV mostraron 3 diferencias con respecto a dichas
especies. Finalmente, las cepas del tipo V, AMPS05 y PEPVO08 presentaron 4
diferencias en la secuencia del gen, con respecto a las cepas tipo de las especies ya
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mencionadas ademas de un inserto de 70 pb que presentan en el inicio de la secuencia
del gen.

Rhizobium indigoferae NBRC 100398" (NR 113895)
Rhizobium leguminosarum USDA 23707 (JQ085246)
\Rhizobium laguerreae FB206 C471T (MRDMO01000018)
\Rhizobium sophorae CCBAU 03386 (KJ831229)
[Rhizobium anhuiense CCBAU 232527 (KF111868)
[Rhizobium acidisoli FH23T (NW SS01000004)
Rhizobium hidalgonense FH14T (NW SY01000078)
PEPVI18

PEPV11

17

Tipo I
PEPV16 TlpO II

66' AMPS22
PEPV38
9 PEPV37
PEPV27
AMPS23

AMPS04 :

PEPV14 TlpO I
AMPS20
AMPS17

AMPS34
PEPV29

PEPV40 .
Jﬁ‘PEonz Tipo IV
PEPVO1
PEPVO8 N
87 AMPS05 TlpO \Y%
Rhizobium ecuadorense CNPSO 6717 (LFIO01000095)
Rhizobiumpisi DSM 301327 (AY509899)
Rhizobium esperanzae CNPSo 668" (MNPU01000002)
Rhizobium fabae CCBAU33202" (DQ835306)
Rhizobiumphaseoli ATCC14482" (EF141340)
Rhizobium sophoriradicis CCBAU 034707 (KJ831225)
JERhizobium lentis BLR27" (JN648905)
Rhizobium etli CFN42T (NC 007761 )
56"2hizobium aegyptiacum 1010" (JQ670243)
R

87

80

88

hizobium binae BLR195" (JN648932)

0.0010 hizobium bangladeshense BLR175T (IN648931)

Figura 21. Analisis filogenético del gen ribosomico 16S de los aislados de este estudio
pertenecientes al género Rhizobium y de las especies mas cercanas descritas en el género.
El analisis se ha obtenido con el método Neighbour-Joining y el parametro Kimura 2,
basiandose en 1000 réplicas.

Hay que destacar que el inserto, o intervening sequence (IVS), localizado en
algunas de las cepas del estudio fue descrito inicialmente por Willems y Collins (1993)
en la secuencia del gen ribosémico 16S de R. tropici CFN299, que posteriormente se
reclasifico en una especie diferente denominada R. leucaenae. Para conocer las posibles
implicaciones a nivel filogenético de este tipo de inserciones en el gen ribosémico 16S
se realizd una buUsqueda en Genbank que puso de manifiesto que estos IVS estan
ampliamente distribuidos en el orden Rhizobiales, en especies de los géneros
Rhizobium, Ensifer, Agrobacterium, Mesorhizobium y Ochrobactrum. En todas ellas los
sitios de insercion en el gen son los mismos y presentan secuencias idénticas al inicio (7
pb) y al final (8 pb) del inserto. La mayoria de las cepas cuyo gen 16S contiene un IVS

~ 82 ~



Capitulo 1

corresponden a cepas del género Rhizobium (Fig. 22). En estas cepas la secuencia del
IVS es muy variable, a pesar del pequefio tamafio, y por ello las cepas se distribuyen en
varios grupos, algunos de ellos préoximos a los formados por cepas de géneros
pertenecientes a las familias Phyllobacteraceae (Mesorhizobium) y Brucellaceae
(Ochrobactrum). Los IVS del gen ribosémico 16S se ha demostrado que no se
transcriben (Rainey et al. 1996) y se han propuesto en algunos grupos bacterianos como
marcadores filogenéticos a nivel de especie o cepa. por ejemplo, el IVS del género
Faecalibacterium se ha propuesto para detectar contaminacion fecal en aguas (Shen et
al. 2016). Sin embargo, la utilidad del IVS de las cepas del orden Rhizobiales como
marcador filogenético no esta clara, ya que las cepas pertenecientes al mismo género
(Rhizobium) o géneros afines (Neorhizobium y Pararhizobium) presentan una alta
variabilidad, mientras que algunas cepas pertenecientes a familias diferentes presentan
IVS de altisima homologia (Mesorhizobium y Ochrobactrum). No obstante, el analisis
de algunos IVS puede ser util para estudios de biogeografia, ya que todas las cepas de la
especie R. leucaenae presentan idénticas secuencias de genes 16S y de IVS, con
independencia de su sitio de aislamiento, lo que indica un origen geografico comun
desde el que se han dispersado. En cambio, las cepas de R. galegae y R. huautlense
aisladas en China presentan secuencias del gen ribosomico 16S divergentes, pero IVS
similares, al igual que ocurre en algunas cepas del grupo de R. leguminosarum aisladas
en Europa, Asia y América. En cuanto a las cepas aisladas en este estudio, tienen
diferentes genes ribosdmicos con respecto a las restantes cepas analizadas, incluyendo
pero IVS idéntico (Figuras 22). En todos estos casos, estd claro que el IVS tiene un
origen filogenético comun, pero no es posible dilucidar si se insertdé en genes
ribosdmicos 16S ya diferentes o si las diferencias en los genes ribosémicos se deben a
eventos evolutivos posteriores. Por esta razon, es dificil sacar conclusiones en estos
momentos acerca de la utilidad del IVS como marcador filogenético en el caso de las
especies orden Rhizobiales.
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Figura 22. Analisis filogenético del inserto de las cepas PEPV08 y AMPSO0S y de las cepas
del orden Rhizobiales que lo portan. El analisis se ha obtenido con el método Neighbour-
Joining y el parametro Kimura 2, basandose en 1000 réplicas.

Debido a la variabilidad encontrada en el gen ribosémico 16 entre las cepas
aisladas y con respecto a las cepas del grupo filogenético de R. leguminosarum, para
poder identificar la especie a la que pertenecen es necesario analizar otros genes Yy,
dentro de ellos, los mas utilizados en el género Rhizobium son los genes atpD y recA,
que codifican la subunidad beta de la ATP-sintasa y la recombinasa A (Ribeiro et al.
2015; Yan, Yan, et al. 2017; Cordeiro et al. 2017). Estos dos genes housekeeping tienen
la ventaja de estar secuenciados en todas las cepas tipo de las especies indistinguibles en
base a las secuencias del gen ribosomico 16S del grupo de R. leguminosarum (Villadas
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et al. 2017). Actualmente se estima que el porcentaje de similitud minimo de homologia
en la secuencia de los genes housekeeping para asignar una cepa a una especie es del
97% (Saidi et al. 2014). En nuestro caso, el gen atpD mostrd una mayor similitud con la
secuencia de la cepa tipo de R. laguerreae que oscild entre 97,9 y 100% (Tabla 10). El
gen recA mostrd resultados mas variables, ya que la mayoria de las cepas fueron mas
proximas a la cepa tipo de R. leguminosarum con similitudes de alrededor de 97%, y
solo el gen recA de 6 de las cepas presentaron mayor similitud con respecto a la cepa
tipo de R. laguerreae, con valores de similitud situados entre el 99,7 y el 100% (Tabla
10).

Tabla 10. Resultado del analisis de las secuencias de los genes atpD y recA de las cepas
seleccionadas.

Especie mas proxima Similitud | Especie mas proxima Similitud
(%) (%)
AMPS04 | R. laguerreae FB206" 100,00 Rhizobium leguminosarum USDA2370" | 98,31
AMPS05 | R. laguerreae FB206' 99,38 Rhizobium leguminosarum USDA2370" | 98,31
AMPS17 | R. laguerreae FB206" 100,00 R. laguerreae FB206" 99,80
AMPS20 | R. laguerreae FB206" 100,00 Rhizobium leguminosarum USDA2370" | 97,60
AMPS22 | R. laguerreae FB206" 97,92 Rhizobium leguminosarum USDA2370" | 97,60
AMPS23 | R. laguerreae FB206" 100,00 Rhizobium leguminosarum USDA2370" | 97,60
AMPS34 | R. laguerreae FB206' 99,36 Rhizobium leguminosarum USDA2370" | 98,31
PEPVO01 | R. laguerreae FB206' 100,00 R. laguerreae FB206" 100,00
PEPVO02 | R. laguerreae FB206" 100,00 | R. laguerreae FB206" 100,00
PEPVO08 | R. laguerreae FB206" 99,31 Rhizobium leguminosarum USDA2370" | 98,27
PEPV11 | R. laguerreae FB206" 100,00 | R. laguerreae FB206" 99,79
PEPV14 | R. laguerreae FB206' 99,11 Rhizobium leguminosarum USDA2370" | 97,47
PEPV16 | R. laguerreae FB206' 98,51 Rhizobium leguminosarum USDA2370" | 98,52
PEPV18 | R. laguerreae FB206" 96,93 R. laguerreae FB206" 100,00
PEPV27 | R. laguerreae FB206" 99,02 Rhizobium leguminosarum USDA2370" | 97,31
PEPV29 | R. laguerreae FB206' 99,11 Rhizobium leguminosarum USDA2370" | 98,49
PEPV37 | R. laguerreae FB206' 100,00 Rhizobium leguminosarum USDA2370" | 98,06
PEPV38 | R. laguerreae FB206' 100,00 Rhizobium leguminosarum USDA2370" | 97,89
PEPV40 | R. laguerreae FB206" 100,00 | R. laguerreae FB206" 100,00

Estos resultados muestran que las cepas deben asignarse a la especie R.
laguerreae aunque algunas de ellas pertenecen a grupos relativamente divergentes de la
cepa tipo de esta especie, lo que se puede apreciar claramente tras el analisis de ambos
genes, recA y atpD, concatenados (Fig. 23). Los resultados de este andlisis muestran
que las cepas se distribuyen en 5 grupos y un linaje (Fig. 23). Como se observa en el
arbol filogenético, algunas de las cepas que presentaron el mismo tipo de gen
ribosdmico 16S se encuentran en diferentes grupos y linajes tras el andlisis de los genes
concatenados y viceversa. Por ejemplo, las cepas que presentaron el tipo III en el
analisis del gen ribosomico 16S se distribuyeron en tres grupos (3, 4 y 6) y un linaje (5)
tras el analisis de los genes recA y atpD. Por el contrario cepas presentaron tipos de
genes 16S diferentes, tras el andlisis de los genes recA y atpD, se agruparon juntas,
como ocurre con las cepas que forman los grupos 1 y 6. Normalmente los genes
housekeeping son mas variables que el gen ribosémico 16S y su andlisis muestra una
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mayor divergencia filogenética (Rossello-Mora y Amann 2015). Esto es lo que ocurre
con la cepa tipo de R. laguerreae con respecto a la cepa tipo de R. leguminosarum, que
se consideran especies diferentes, aunque sus genes ribosdmicos 16S son iguales debido
a la divergencia presentada por sus genes housekeeping (Saidi et al. 2014). Sin embargo,
en este trabajo hemos encontrado resultados inversos ya que las cepas PEPVOI,
PEPV02 y PEPV40 presentan genes recA y atpD idénticos a los de la cepa tipo de R.
laguerreae y, sin embargo, sus genes ribosémicos 16S no son iguales. Estos resultados
muestran claramente que el analisis del gen ribosémico 16S debe ser complementado
con el de otros genes para la identificacion a nivel de especie, algo que se estd
imponiendo en la actualidad en todos los grupos bacterianos. No obstante, establecer los
limites entre especies va a resultar igualmente complicado porque existen muchas cepas
que ocupan posiciones filogenéticas intermedias entre dos o mdas especies y su
asignacion a una de ellas resulta muy dificil. De hecho, algunas de las cepas aisladas en
este estudio, tras el andlisis de los dos genes housekeeping, se localizan en grupos
divergentes de la cepa tipo de R. laguerreae, aunque los valores de similitud superiores
al 97% muestran claramente que deben asignarse a esta especie (Saidi et al. 2014). En
cualquier caso, nuestros resultados muestran que la variabilidad genética de la especie
R. laguerreae es muy alta como se ha demostrado en otros estudios recientes en cepas
aisladas a partir de diferentes leguminosas en el norte de Africa (Saidi et al. 2014;
Belhadi et al. 2018; Taha et al. 2018, Benidire et al., 2018).
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Figura 23. Analisis filogenético de la concatenacion de los genes recA y atpD concatenados
de las cepas de este estudio y de sus especies mas cercanas descritas en el género. El
analisis se ha obtenido con el método Neighbour-Joining y el parametro Kimura 2,
basandose en 1000 réplicas.

3.1.Analisis de la cepa PEPV15

Como ya se ha mencionado anteriormente, la cepa PEPV15 no era proéxima a las
especies del género Rhizobium, sino a las del género Phyllobacterium y el analisis
filogenético de este gen mostréd que esta cepa PEPV15 formaba un cluster con las
especies P. brassicacearum y P. burgnonense (Flores-Félix et al. 2013). El porcentaje
de similitud con respecto a las dos especies proximas P. brassicacearum y P.
burgnonense era menor del 99%, por lo que la cepa PEPV15 no pertenecia a ninguna de
ellas y se describi6 una especie nueva del género Phyllobacterium que denominamos
Phyllobacterium endophyticum (Flores-Félix et al. 2013).
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La descripcidon de una nueva especie bacteriana debe de cumplir una serie de minimos
estandar que difieren entre los diversos grupos de bacterias pero que siempre
comprenden la caracterizacion fenotipica, quimiotaxondémica y genotipica. Para todos
los grupos de bacterias, la caracterizacion genotipica debe incluir el analisis filogenético
del gen ribosdémico 168S, la hibridacion de ADN total cuando el nuevo aislado presenta
una similitud en la secuencia de este gen superior al 97%, y el célculo del contenido en
G+C. En el caso del género Phyllobacterium, ademas es necesario el andlisis
filogenético del gen gen atpD. La caracterizacion quimiotaxonomica de las nuevas
especies depende mucho del grupo de bacterias del que se trate, en el caso concreto de
Phyllobacterium se exige el andlisis de acidos grasos. Y finalmente, la caracterizacion
fenotipica incluye para todas las bacterias pruebas de asimilacion de fuentes de carbono,
produccion de enzimas y crecimiento en diferentes condiciones de cultivo, aunque las
pruebas concretas pueden variar para cada grupo bacteriano.

El andlisis de la secuencia del gen ribosomico 16S de la cepa PEPV15 en el
momento de la descripcion de las especies presentaba un 98,9% de similitud con
respecto a Phyllobacterium brassicacearum LMG 22836, un 98,6% de similitud con
respecto a P. bourgognense LM22837 y un 98,4% de similitud con P. trifolii PETP02,
siendo estas las especies mas proximas como se muestra en el arbol filogenético de la
figura 24, que se incluyo en la publicacion de la nueva especie. Por esta razon, estas
fueron las especies seleccionadas para incluirlas en el resto de los analisis necesarios
para dicha descripcion.
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Figura 24. Analisis filogenético del gen ribosomico 16S de la cepa PEPV1S5 junto a las
especies del género Phyllobacterium y otros géneros de la familia Phyllobacteraceae. El
analisis se ha obtenido con el método Neighbour-Joining y el parametro Kimura 2,

basandose en 1000 réplicas.
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El andlisis filogenético del gen atpD mostrd que los géneros Phyllobacterium y

Mesorhizobium formaban dos clados separados en la familia Phyllobacteraceae. La

secuencia obtenida presentaba porcentajes de similitud menores del 88% con otras

especies del género Phyllobacterium, siendo las especies que presentaban porcentajes
de similitud mas cercanos las mismas que en el caso del gen ribosémico 16S (Fig. 25).
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Figura 25. Analisis filogenético del gen afpD de la cepa PEPV1S junto con las secuencias
de las cepas tipo pertenecientes a la familia Phyllobacteraceae. El analisis se ha obtenido

con el método Neighbour-Joining y el parametro Kimura 2, basandose en 1000 réplicas.

Aunque los resultados del andlisis del gen afpD indicaban claramente que la

cepa PEPV15 representaba una nueva especie de Phyllobacterium, teniendo en cuenta

que los valores de similitud en el gen 16S fueron superiores al 97%, fue necesario llevar
a cabo la hibridacion de ADN total. Para ello, la cepa PEPV15 se hibrid6 con P.
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brassicacearum LMG 22836", P. bourgognense LMG 22837" y P. trifolii PETP02" y
los resultados mostraron 37, 11 y 10% de hibridacion, respectivamente. Todos estos
valores son inferiores al 70% que es el valor limite para la definicion de especies
bacterianas y que confirmaron definitivamente que la cepa PEPV15 pertenecia a una
especie diferente. El contenido en G+C de esta cepa es 52 mol %, un valor que esta
dentro del rango de los obtenidos para otras espcies del género Phyllobacterium
(Mantelin et al. 2006).

El analisis de quinonas mostr6é que la cepa PEPV15 contiene Q-10 como quinona
mayoritaria (88%) y pequefias cantidades de Q-9 (12%). Los anélisis de 4cidos grasos se
llevaron a cabo en las cepas PEPV15, Phyllobacterium brassicacearum LMG 22836,
Phyllobacterium bourgognense LMG 22837" 'y Phyllobacterium trifolii PETP02"
(Tabla 11). Los resultados obtenidos mostraron que los 4cidos grasos mayoritarios
fueron Cis. ¢ con un 22,6%, Cjg, ciclo w8c con un 13.9% y el conjunto denominado
summed feature 8 (Ciz.; @ 6¢/Cig:; @ 7c¢) con un 39,1%. La cepa PEPV15 difiere del
resto de cepas estudiadas en la presencia minoritaria de Cg.;; OH. La cantidad de C16:
0 fue diferente con respecto a las cepas tipo de Phyllobacterium brassicacearum y
Phyllobacterium trifolii. Con respecto a la cepa tipo de Phyllobacterium
brassicacearum, se diferencié también en los acidos grasos de la summed feature 8
(Cig:1 6¢/Cys:1 7¢ 'y con respecto a la cepa tipo de Phyllobacterium bourgognense en la
cantidad de C;g.; (Tabla 12).

Tabla 11. Composicion de acidos grasos de la cepa PEPV1S y las especies tipo mas
cercanas del género Phyllobacterium. 1, PEPV15";2, Phyllobacterium brassicacearum LMG
22836"; 3, Phyllobacterium bourgognense LMG 22837';4, Phyllobacterium trifolii
PETP02". nd, No Detectado. Summed features: 2, Cl14: 1 3-OH/C16: 1 iso-1; 3, Cl6:
1v6c/C16: 1v7c; 8, C18: 1v6c/C18: 1v7c

| 2 K] 4

C13:1at12-13 | nd nd 1.6 nd

C14:0 | 0.71 nd 1.4 nd
C16:0 | 22.6 15.8 22.1 12.3

Ci18:0 | 1.9 1.5 6.4 1.8

C16:0 30H | 1.6 2.3 1.6 1.3

C18:1 20H | 1.7 nd nd nd

C18:0 30H | 0.6 0.7 nd nd

C17:0 ciclo | 2.2 0.4 1.4 nd

C19:0 ciclo » 8¢ | 13.9 54 10.7 6.4

C20:2 w 6,9¢ | nd 04 nd 0.7
C18:1 o 7c 11-metilo | 9.2 9.7 9.9 10.7

Summed feature 2 | 3 3.1 1.4 1.5

Summed feature 3 | 3.6 2.6 43 2.5
Summed feature 8 | 39.1 58.3 39.3 62.9
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3.1.1. Actividades enzimaticas y utilizacion de fuentes de carbono
y nitrogeno.

Los resultados de la caracterizacion fenotipica mostraron que la cepa PEPV15 es
un bacilo Gram negativo aerobio con un rango de crecimiento entre 5°C y 39°C y pH 6
y 8 y toler6 hasta un 2% de NaCl (p/v). La cepa PEPV15 hidroliza la esculina, pero no
produce B-galactosidasa, arginina dehidrolasa, indol, ureasa ni gelatinasa y no reduce
los nitratos. Esta cepa utiliza como fuente de carbono D-glucosa, L-arabinosa, D-
manosa, D-manitol, N-acetilglucosamina, malato, L-ramnosa, D-ribosa, inositol, lactato,
L-alanina, L-fucosa, D-sorbitol, 3-hidroxibutirato y L-prolina y no utiliza sacarosa,
maltosa, itaconato, suberato, glucogeno, 3-hidroxibenzoato, L-serina, salicina,
melobiosa, propionato, caprato, valerato, citrato y 4-hidroxibenzoato. En cuanto a la
resistencia natural a antibidticos, la cepa PEPV15 es resistente a ampicilina, penicilina,
cefuroxima, cloxacilina y eritromicina y sensible a ciprofloxacina, gentamicina,
neomicina, polimixina B y tetraciclina. Las diferencias en las caracteristicas fenotipicas
entre las cepas PEPVI15, Phyllobacterium brassicacearum LMG 22836T,
Phyllobacterium bourgognense LMG 22837" y Phyllobacterium trifolii PETP02" se
recogen en la Tabla 12.

Tabla 12. Diferencias fenotipicas encontradas entre las cepas PEPV15 y las especies tipo
mas cercanas del género Phyllobacterium. Cepas: 1, PEPV15"; 2, Phyllobacterium
brassicacearum LMG 22836'; 3, Phyllobacterium bourgognense LMG 22837"; 4,
Phyllobacterium trifolii PETPO02". +, Positivo; 2, negativo; W, débil. *Datos obtenidos en
API 20NE. {Datos obtenidos en API ID32GN. I Estos datos difieren de los descritos en

Caracteristica 1 2 3 4
Crecimiento a 37 °C + — — +
Crecimiento en presencia de | + w - +
2% NaCl

Asimilacion de:

Maltosa*t - + + +
Gluconatot = = =i +
Sacarosaf - + + +
Malonatot A% + - -
Valeratot — + + +
L-alaninaf i +1 = W
4-hydroxibenzoatot = + = -
Resistancia a:

Cefuroxima + + — +
Polimixina B — + - —

3.2.Analisis de los genes simbidticos

Dentro de los genes denominados simbioticos, el gen nodC ha sido estudiado
extensamente en Rhizobium y esta relacionado con el rango de hospedador y con el
grado de promiscuidad de las leguminosas y por ello, se utiliza para la diferenciacion de

~92 ~



Capitulo 1

simbiovariedades (sv.) (Mulas et al. 2011; Diaz-Alcantara et al. 2014). Este gen se
secuenci6d en todos los representantes de los grupos de RAPD obtenidos, excepto en la
cepa PEPVI1S en la que no se observo amplificacion. Las secuencias obtenidas se
compararon con las depositadas en Genbank y los resultados obtenidos mostraron que
todas las cepas, tanto las aisladas de Pisum sativum como las aisladas de Phaseolus
vulgaris, pertenecian a la simbiovariedad viciae, dado que sus secuencias del gen nodC
presentaron mas del 95% de similitud con respecto a las secuencias de este gen en cepas
de dicha simbiovariedad. Los resultados del andlisis filogenético de estas secuencias se
muestran en la figura 26, observandose una elevada variabilidad en las secuencias del
gen nodC de las cepas de la simbiovariedad viciae. Las cepas aisladas en este estudio se
distribuyeron en cuatro grandes grupos y s6lo uno de ellos contiene cepas aisladas en
los dos hospedadores estudiados. Solo dos de estos grupos contienen ademas cepas tipo,
concretamente el grupo A las de R. laguerreae, R. binae y R. fabae y el grupo D las de
R. lentis y R. bangladeshense. Las cepas tipo de las especies R. leguminosarum y R. pisi
formaron un grupo aparte. Los resultados del analisis del gen nodC son los esperados en
el caso de P. sativum, una leguminosa estricta que es nodulada por la simbiovariedad
viciae en todo el mundo, pero son mas interesantes en el caso de P. vulgaris, una
leguminosa americana que es nodulada habitualmente por la simbiovariedad phaseoli
(Velazquez et al. 2017a). Esto se debe a que esta leguminosa no se ha sembrado en la
region analizada, donde la leguminosa tradicionalmente cultivada es la lenteja al igual
que el guisante (P. sativum) que es nodulada, por la simbiovariedad viciae. Por lo tanto,
estos resultados en primer lugar confirman que la simbiovariedad phaseoli, que nodula
P. vulgaris en sus centros de distribucion americanos, llegd a Espafia con las semilas de
esta leguminosa y sus plasmidos simbidticos se transfirieron a especies europeas
(Garcia-Fraile et al. 2010; Mulas et al. 2011). En segundo lugar, ponen de manifiesto
que la alta promiscuidad de P. vulgaris, en ausencia de su endosimbionte natural, le
permite nodular con las simbiovariedades locales, en este caso con la simbiovariedad
viciae. Estos resultados son muy interesantes desde el punto de vista de la biogeografia
de la simbiosis Phaseolus-Rhizobium, ya que muestran la necesidad de analizar las
poblaciones de Rhizobium que nodulan en otros suelos europeos, africanos y asidticos
con diferentes historias de cultivo para P. vulgaris.
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Figura 26. Analisis filogenético del gen nodC de los aislados de este estudio pertenecientes
y las cepas tipo mas cercanas del género Rhizobium. El analisis se ha obtenido con el
método Neighbour-Joining y el parametro Kimura 2, basandose en 1000 réplicas.

4. Estudio de los mecanismos PGPB

La seleccion de bacterias con el fin de disefiar un biofertilizante precisa del
estudio de sus caracteristicas de promocidn del crecimiento vegetal in vitro, entre los
cudles cabe destacar la solubilizacion de fosfato, la produccion de sideroforos y la
sintesis de fitohormonas (Zandi y Basu 2016). El estudio de estos mecanismos, que
permite realizar un screening de los aislados cuando el numero de cepas es alto, debe ir
acompanado del andlisis de la capacidad de colonizacién de las raices de las plantas, un
aspecto muy estudiado en el caso de Rhizobium tanto en leguminosas (Robledo et al.
2012) como en no leguminosas (Garcia-Fraile et al. 2012; José D. Flores-Félix et al.
2013; Flores-Félix, Silva, et al. 2015; Flores-Félix, Marcos-Garcia, et al. 2015).

En este estudio se han analizado 3 mecanismos de promocion del crecimiento en
plantas, la produccion de indol acético, la produccion de sideroforos y la solubilizacion
de fosfato bi y tricalcico y los resultados se muestran en la tabla 13
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Tabla 13. Solubilizacion de fosfato (PSI), producciéon de sideréforos, produccion de acido
indol acético (mg/l)

Sider6foros
0,00 0,00 + 82
AMPS05 0,00 0,00 - 81
AMPS17 0,00 0,00 + 40
AMPS20 0,00 0,00 - 24
AMPS22 0,00 0,00 - 23
AMPS23 1,33 0,00 + 23
AMPS34 1,17 0,00 ++ 79
PEPV01 1,17 0,00 + 78
PEPV02 0,00 0,00 - 39
PEPV08 1,33 0,00 w 97
PEPVI] 0,00 0,00 - 63
PEPVI4 1,30 0,00 - 80
PEPVI5 2,25 2,14 ++ 19
PEPVI6 2,00 1,88 + 77
PEPVIS 0,00 0,00 ++ 59
PEPV27 1,40 0,00 + 17
PEPV?29 1,40 0,00 + 63
PEPV37 1,50 0,00 + 33
PEPV38 1,33 0,00 + 43
PEPV40 1,33 0,00 + 54

4.1.Solubilizacion de fosfato

El fésforo es, tras el nitrogeno, el nutriente mas limitante para la produccioén
agricola, ya que su disponibilidad suele ser limitada en el suelo y aunque su déficit trata
de ser paliado mediante la aplicacion de fertilizantes inorganicos, su aplicacion redunda
unicamente en un rendimiento parcial, ya que las condiciones de pH de los suelos
determinan que este elemento no se encuentre en formas solubles (Giassi et al. 2016).
No obstante, aunque la cantidad de foésforo soluble suele ser muy limitada, la
concentracion de fosforo en formas insolubles en el suelo es, con frecuencia, muy
elevada (Merlin et al. 2013). Por esta razon, la busqueda de microorganismos
solubilizadores de fosfato debe ser uno de los pilares fundamentales en el disefio de
biofertilizantes eficaces, teniendo en cuenta que la solubilizacién de fosfato es una
caracteristica muy extendida entre diferentes grupos bacterianos como Pseudomonas (y
muchos otros géneros que se han separado de ¢l a lo largo del tiempo), Bacillus y
Enterobacter (Anand et al. 2016) y dentro de los rhizobia, principalmente
Mesorhizobium (Imen et al. 2015; Zaidi y Khan 2006). No obstante, recientemente se ha
publicado que la solubilizacién de fosfato varia mucho con el tipo de sustrato utilizado
(Bashan et al. 2013) y, por ello, en este estudio se han probado dos tipos diferentes de
fosfato, fosfato bicalcico (Ca,PO;) y fosfato tricalcico (Cas(POs3),).
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Para facilitar la comparacion de los resultados se utilizd el indice de
solubilizacion de fosfato o PSI (Phosphate Solubilization Index) y se obtuvieron
resultados muy diferentes cuando se utilizd uno u otro fosfato, ya que, en el caso del
fosfato bicdlcico, la mayoria de las cepas analizadas fue capaz de solubilizarlo, pero
solo las cepas R. laguerreae PEPV16 y P. endophyticum PEPV15 fueron capaces de
solubilizar fosfato de forma destacable (Tabla 13). Como en ambos casos el indice de
solubilizacion fue superior a 1,7, que se puede considerar un valor elevado, estas dos
cepas pueden considerarse buenos solubilizadores de fosfato (Fig. 26). Varios estudios
muestran que la habilidad de solubilizar fosfato es comun en las cepas del género
Rhizobium, aunque puede presentar grandes variaciones, que van desde el 10 al 70%,
entre aislados de diferentes suelos, por lo que esta habilidad podria depender de las
condiciones del suelo en las que han evolucionado las bacterias (Alikhani et al. 2006;
Sridevi y Mallaiah 2009; Taktek et al. 2015). Concretamente, la cepa PEPV16 present6
valores de PSI similares a los descritos para cepas de la especie Rhizobium
leguminosarum (Alikhani et al. 2006).

Figura 26. Solubilizacion de fosfato en fosfato bicalcico a) AMPS05 (negativa), b) AMPS23
¢) PEPV1S5 d) PEPV38 y fosfato tricalcico ) AMPS20 (negativo) y f) PEPV15

. En cuanto a la cepa P. endophyticum PEPVI15, que presentd la mayor
capacidad para solubilizar fosfato, es un buen candidato para ser utilizado como
biofertilizante ya que, ademas es bien conocida la capacidad  del género
Phyllobacterium para interaccionar positivamente con las plantas (Kersters y Montagu
1990; Contesto et al. 2010; Jiao et al. 2015; Lei et al. 2008; Xu et al. 2014). Es
destacable que presentd una capacidad similar para solubilizar tanto fosfato bicélcico
como fosfato tricalcico y presentd6 PSI similares a los descritos para cepas de los
géneros Pseudomonas y Bacillus (Armada et al. 2016; Pereira et al. 2016) e incluso de
bacterias acidolacticas, que son grandes productoras de acido y por tanto suelen
presentar actividades de solubilizacion de fosfato muy elevadas (Giassi et al. 2016;
Lamont et al. 2017).
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4.2.Produccion de sideroforos

El hierro es uno de los elementos mas importantes en el metabolismo bacteriano
y tiene un papel fundamental en los cultivos vegetales actuando como cofactor de gran
cantidad de rutas metabolicas. Se puede encontrar en concentraciones destacables en el
suelo y puede presentarse en dos formas de oxidacion, ferroso (Fe’+) y férrico (Fe’+),
siendo la forma Fe’+ la mas abundante, y la que seria la menos disponible para la
plantas al formar 6xidos e hidréxidos que limitan su biodisponibilidad (Radzki et al.
2013). La forma Fe’+ es mucho mas disponible para las plantas, pero solo se encuentra
en ambientes anxicos pues en presencia de oxigeno rapidamente se oxida a Fe’>+ (Chu
et al. 2010). Para paliar este déficit, los microorganismos han desarrollado un sistema
eficiente de captacion de hierro a través de la sintesis de compuestos organicos capaces
de quelar el Fe*', que se denominan sider6foros, y presentan bajo peso molecular, entre
200 y 2000 Da, pudiendo interactuar con otros metales pesados como Mg™+,
AP+, Zn*+,Cu’+,Pb*+ y Cd*+ (Ztoch et al. 2016).

Figura 27. Produccion de sider6foros en medio M9-CAS-agar de diferentes cepas observandose
distintas actividades. a) PEPV01, b) PEPV0S, ¢) PEPV15, d) AMPS22, e) AMPS23 y f) AMPS34.

El andlisis de la capacidad de produccion de sider6foros mostré que la mayoria
de las cepas analizadas originaban halos en medio CAS (Tabla 13), aunque sélo tres
cepas, AMPS34, PEPVI15, PEPVI8 y PEPV37 presentaron una capacidad de
produccion de sideréforos considerable. En la figura 27 se muestran varios ejemplos de
la produccion de sideroforos por las cepas de Rhizobium y Phyllobacterium aisladas en
este estudio. Aunque los principales géneros estudiados en cuanto a la produccion de
sider6foros han sido Pseudomonas y Bacillus (Hayat et al. 2010; Paul y Lade 2014),
algunos estudios han destacado la capacidad de los géneros Rhizobium y
Phyllobacterium de producir sider6foros, aunque éste no sea un mecanismo muy comun
en el primero de estos géneros (Saidi et al. 2013; Vejan et al. 2016), por lo que los datos
de este estudio confirman el gran potencial del género Rhizobium para producir este tipo
de compuestos.

4.3.Produccion de acido indol acético

La produccion de fitohormonas, que juegan un papel fundamental en el
desarrollo de las plantas, es otro de los mecanismos directos de promocion del
crecimiento vegetal. Entre ellas cabe destacar el 4cido indol acético, una fitohormona
del grupo de las auxinas, producida de forma natural por las plantas, y a cuyos niveles
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contribuyen activamente numerosos microorganismos de la rizosfera (Dudeja et al.
2012; Narula et al. 2013). Esta fitohormona juega un papel fundamental en el desarrollo
de la plantas influyendo en la elongacion de los tallos, el desarrollo radicular y de raices
secundarias, aunque también tiene un papel clave en la colonizacion de bacterias
patdgenas como Agrobacterium (Spaepen et al. 2007). La sintesis bacteriana de acido
indol acético se lleva a cabo mayoritariamente a partir de L-triptéfano, un aminoacido
presente en los exudados de las raices de las plantas, produciendo un efecto positivo
cuando el producto vuelve a ser absorbido por las raices (Ali y Nasim 2010). En el caso
del género Rhizobium, se ha visto como la adicion al medio de este aminoacido
multiplica por 10 la cantidad de acido indol acético sintetizado (Bhattacharjee et al.
2011), siendo éste un claro reflejo de la asociacion de este género con las plantas.

Todas las cepas aisladas en este estudio fueron capaces de sintetizar acido indol
acético en concentraciones que oscilaron entre valores inferiores a 20 mg/l, con la
producién minima en la cepa PEPV27 (17 mg/l), hasta valores cercanos a 100 mg/l en
la cepa PEPVO08 (97 mg/1). Los resultados para todas las cepas de Rhizobium aisladas en
este estudio se muestran en la tabla 13 y en la figura 28.

Se ha mostrado en estudios previos una relacion directa entre la masa radicular y
aérea de las plantas y la concentracion de acido indol acético producida por las bacterias
hasta concentraciones de 90 pg/ml (Gumiere et al. 2014), rango en el que se encuentran
la mayoria de las cepas aisladas en este estudio. Se deben seleccionar, por tanto, como
biofertilizantes cepas que no superen estas concentraciones para no causar problemas en
las plantas, ya que concentraciones elevadas de esta auxina son producidas por bacterias
patégenas como Pseudomonas savastanoi o Agrobacterium tumefaciens durante el
proceso de colonizacion de las plantas, mas concretamente, durante la creacion de
agallas (Spaepen et al. 2007; Gohlke y Deeken 2014).
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Figura 28. Valores de producciéon de acido indol acético ordenados de mayor a menor por las cepas
estudiadas.

Teniendo en cuenta los resultados globales del estudio de los mecanismos de
promocion in vitro de las cepas aisladas, se concluyd que las cepas R. laguerreae
PEPV16 y P. endophyticum PEPV15 son las cepas con mejor potencial como posibles
biofertilizantes, aunque en los estudios de colonizacion de las raices se incluyeron todas
las cepas.

5. Analisis del potencial de colonizacion de las raices

La interaccion de las bacterias con el medio esta determinada por su capacidad
para colonizar superficies de forma activa y, aunque existen multiples factores
implicados en este proceso, las caracteristicas de la bacteria a nivel de produccion tanto
de exopolisacdridos como de enzimas reguladoras, tienen un papel fundamental
(Robledo et al. 2012; Janczarek et al. 2015). También tiene un papel determinante la
capacidad para formar biofilms, comunidades organizadas donde la comunicacion
bacteria-bacteria juega un rol determinante modulando el desarrollo de individuos para
coordinar la expresion génica de la colonia (Dixit et al. 2017). En nuestro caso hemos
estudiado la capacidad para sintetizar celulosa, de producir celulasas, la formacion de
biofilms y la produccion de senales de Quorum sensing.

5.1.Produccion de celulosa

La capacidad de las bacterias rizosféricas, y principalmente de los rhizobia, para
adherirse a superficies biologicas o inorganicas estd determinada por su habilidad para
sintetizar diferentes polisacaridos, entre los que destaca la celulosa (Janczarek et al.
2014). Este polisacarido ha mostrado tener especial relevancia en los procesos de
adhesion, aglutinacion celular y estabilizacion de biofilms debido a su capacidad para
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crear extensas redes tridimensionales entre las fibrillas (Kumar et al. 2007). En nuestro
caso, se estudio la capacidad de las cepas aisladas para producir celulosa en medio
suplementado con Rojo Congo (25mg/l) de acuerdo con Robledo et al. (2012). La
intensidad de la coloracion roja de las colonias estd relacionada con la cantidad de
celulosa que forma parte del polisacarido que aglutina sus células, debido a la afinidad
del Rojo Congo por los enlaces  1-4 que unen las moléculas de glucosa en la celulosa.
Como puede observarse en la figura 29 podemos encontrar una gradacién del color
segun el tipo de polisacarido generado por cada uno de los aislados analizados,
incluyendo cepas cuyas colonias presentaron una coloracion roja intensa (AMPS22,
PEPV15, PEPV37 y PEPV38) y cepas cuyas colonias presentaron una coloracion
intermedia con dos fenotipos observables, que denominaremos como fenotipo I1
(intermedio 1), representado por las cepas AMPS05, AMPS17, AMPS23, PEPVOI,
PEPVO03 y PEPV27 y que indica una produccion de celulosa homogénea pero no muy
intensa, y fenotipo 12 (intermedio 2) con una produccién intermedia, pero no
homogénea, dentro de las colonias, representado por las cepas AMPS34, PEPVI11,
PEPV14, PEPV16, PEPV18, PEPV29 y PEPV40. En tultimo lugar, encontramos cepas
cuyas colonias presentan una coloracién practicamente blanca, AMPS01, AMPS20 y
PEPVO0?2. Las coloraciones observadas parecen indicar que la produccion de celulosa en
Rhizobium presenta una elevada variacion a nivel de cepa, y solo dos cepas del mismo
grupo filogenético, PEPV37 y PEPV38 presentaron la misma intensidad de color.
También varié mucho la intensidad del color entre las cepas de los géneros Rhizobium 'y
Phyllobacterium obteniéndose unos resultados concordantes con los de Robledo et al.
(2012). Adicionalmente, también se encontrd variabilidad en el aspecto de las colonias,
lo que puede ser debido a la gran variedad de mondémeros empleados en la sintesis de
exopolisacarido, para la cual monosacaridos como glucosa, manosa, galactosa, maltosa,
arabinosa o ramnosa pueden ser utilizados (Ghosh y Maiti 2016; Ribeiro y Burkert
2016), y, ademas, a los cambios estructurales debido a la existencia de diferentes
sustituyentes y ramificaciones que hacen que su estructura sea sumamente compleja
(Janczarek et al. 2014). Cabe destacar que la textura de los aislados Rhizobium parece
relacionarse con la produccion de celulosa, reduciéndose su viscosidad a medida que se
incrementa la presencia de celulosa. Por ejemplo, la cepa P. endophyticum PEPV1S5,
cuyas colonias presentan una intensa coloracion rojiza, posee un polisacarido muy
acuoso y mucho menos viscoso que el de las cepas de Rhizobium.
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Figura 29. Fotografia de las colonias de cada uno de los representantes seleccionados
creciendo en medio YMA suplementado con rojo congo. La coloracion rojiza indica la
abundancia relativa de polisacarido rico en enlace f1-4. El orden de la cepas es a)
AMPS04, b) AMPSO05, ¢) AMPS17, d) AMPS20, ) AMPS22, f) AMPS23, g) AMPS34, h)
PEPV01, i) PEPVO02, j) PEPVO0S, k) PEPV11, 1) PEPV14, m) PEPV1S, n) PEPV16, o)
PEPV18S, p) PEPV27, q) PEPV29, r) PEPV37, s) PEPV38 y t) PEPV40.

5.2.Produccion de celulasas

La produccion de enzimas liticas juega un papel fundamental en la biologia de
las bacterias promotoras del crecimiento vegetal y sus implicaciones van, desde la
capacidad de competicion en la rizosfera y la utilizacion de diferentes sustratos, hasta la
capacidad de interaccion con las plantas (Grady et al. 2016; Sreevidya et al. 2016). La
produccion por Rhizobium de celulasas capaces de degradar la pared del hospedador
juega un papel fundamental en el establecimiento de la simbiosis con leguminosas
(Robledo y Martinez-Molina E 2008; Robledo et al. 2011; Menéndez, Diez-Méndez, et
al. 2016), ya que se producen de una manera controlada y dirigida hacia regiones tan
especificas como el extremo de los pelos radicales (Robledo et al., 2008). La capacidad
de los aislados de este estudio para producir celulasas se evalu6 empleando el método
en doble capa descrito por Mateos et al., (1992) y los resultados obtenidos muestran que
la produccién de estos enzimas fue variable con halos mas o menos transparentes (Fig
30). La mayoria de las cepas analizadas presentaron actividad celulolitica y tan sélo 3
cepas, AMPS04, AMPS05, AMPS17 y PEPV02, no mostraron esta actividad
enzimatica en las condiciones utilizadas. Ademads, se comprob6 que las cepas aisladas a
partir de nodulos de P. vulgaris presentaron, en general, mayor actividad que aquéllas
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aisladas a partir de nodulos de P. sativum, observandose las mayores actividades en las
cepas PEPV11, PEPV14, PEPV15, PEPV37 y PEPV1S.

Figura 30. Fotografia en la que se muestra el halo producido por cada una de las cepas
indicadas. La ausencia de coloracion rojiza indica ausencia de celulosa en el medio y por
tanto actividad celulolitica por parte de la cepa en cuestion. El orden de la cepas es a)
PEPV01, b) PEPV02, ¢) PEPV0S, d) PEPV11, e) PEPV14, f) PEPV1S5, g) PEPVI16, h)
PEPV1S, i) PEPV27, j) PEPV29, k) PEPV37, 1) PEPV38, m) PEPV40, n) AMPS04, o)
AMPS05, p) AMPS17, q) AMPS20, r) AMPS22, s) AMPS23 y t) AMPS34.

5.3.Estudio de la capacidad para producir biofilms

La formacion de biofilms es la principal estrategia de interaccion empleada por
las bacterias para colonizar ambientes y perdurar en los mismos, habiendo evolucionado
esta capacidad desde el inicio de la vida, por lo que la adhesion a superficies presenta
una alta especificidad evolutiva (Romero y Kolter 2011). Esta habilidad permite a las
bacterias colonizar superficies de muy diversa naturaleza en funcion de sus nichos
ecoldgicos de preferencia, estando implicados una bateria de genes involucrados en la
sintesis de proteinas especificas, como adhesinas, y exopolisacaridos (Wijman et al.
2007). A partir de adhesion, comienza la replicacion clonal de la bacteria para formar
una colonia sobre una superficie determinada que, paulatinamente ird desarrollandose
en el espacio, hasta conseguir una configuracion tridimesional (Robledo et al. 2012).
Este aspecto tiene especial relevancia en la interaccion planta-microorganismo debido a
que condiciona en mayor o menor media el éxito de este proceso y en el caso de
Rhizobium donde la colonizacion es una fase determinante, la formacion de biofilms ha
sido bastante estudiada. Esta capacidad no sélo esta relacionada con la interaccion
Rhizobium-leguminosa, sino que aporta importantes ventajas en la interaccion con
plantas no leguminosas donde la especificidad microorganismo-hospedador es mucho
menor (Bhattacharyya y Jha 2012). La capacidad para formar biofilms y colonizar
activamente la superficie radicular supone una ventaja para la bacteria, ya que es capaz
de competir por el espacio, relegando a otras bacterias de su zona de accion; a su vez, la
planta es capaz de aumentar su radio de interaccion directo debido al contacto con el
biofilm (Lugtenberg 2015).

El analisis de la capacidad para formar biofilms de los aislados de este estudio
fue llevado a cabo utilizando dos metodologias diferentes y complementarias, un
método cuantitativo que permite evaluar la capacidad de los aislados para formar
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biofilms (Fujishige et al. 2006), que permite la determinacion indirecta de la capacidad
para formar biofilms sobre superficies abioticas y su cuantificacion y un método
cualitativo para determinar visualmente la estructura del biofilm (Wentland et al. 1996).

5.3.1. Determinacion cuantitativa de la produccion de biofilms

Se estudio la produccion de biofilms en cepas representativas de los grupos de
RAPD obtenidos y se hallaron grandes diferencias entre los aislados, tanto a nivel de
produccion total, como de dindmica de crecimiento. La mayoria de los aislados
alcanzaron absorbancias entre 0,4 y 0,7, siendo superada esta cifra unicamente por la
cepa R. laguerreae PEPV16 con un valor superior a 0,8. La cepa P. endophyticum
PEPVI15 estuvo entre los aislados con una capacidad mas reducida para producir
biofilms (Fig.31).
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Figura 31. Produccion de biofilms a 24, 48 y 72 horas en placas multipocillo. La
produccién de biofilm se expresa de manera relativa en unidades de absorbancia a una
longitud de onda de 570 nm.

Con respecto a la dinamica de crecimiento del biofilm se encontraron cuatro
dindmicas bien diferenciadas entre los aislados. Una dindmica con un desarrollo lineal
hasta las 72h en las cepas PEPV14, PEPV16, PEPV18, PEPV27, PEPV37, PEPV40,
AMPS04, AMPS05 y AMPS34, una segunda, en la que el biofilm alcanza su maximo
desarrollo a las 48h y se mantiene después, en la cepas PEPVO1, PEPV02, PEPV03,
AMPS17, AMPS20, AMPS22 de R. laguerreae y en la cepa P. endophyticum PEPV15,
una tercera que consistio en un desarrollo inicial lento con un gran incremento,
duplicando los valores previos, a partir de las 48h como ocurri6 en las cepas PEPV11,
PEPV38 y AMPS23 y una cuarta en la que la progresion del biofilm es minima y se
encontr6 en la cepa PEPV29. Estas diferencias en la dinamica y la capacidad para
producir biofilms estdn estrechamente relacionadas con la produccion de
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exopolisacarido y la naturaleza del mismo (Robledo et al. 2012). Ya se comentd
previamente la existencia de grandes diferencias entre la cantidad de celulosa presente
en los exopolisacéridos de las cepas y en el aspecto del polisacarido entre las diferentes
cepas aisladas, lo que puede condicionar la capacidad para adherirse a superficies
abidticas, que se puede estudiar in vitro utilizandose materiales naturales, como arena, y
artificiales, como vidrios o polimeros plasticos (Wijman et al. 2007; Li et al. 2011,
Robledo et al. 2012).

5.3.2. Determinacion cualitativa de produccion de biofilms

Para estudiar con mas detalle la formacién y desarrollo de los biofilms
bacterianos se pueden utilizar técnicas microscépicas y tincidn con naranja de acridina
(Wentland et al. 1996; Raaijmakers y Paulitz 2009). El naranja de acridina se une a los
acidos nucleicos y, al ser excitado con luz ultravioleta, emite fluorescencia verde en las
células en fase de division activa y fluorescencia naranja en las células que estan en
reposo multiplicativo, lo que nos permite localizar las células vivas y observar la
estructura del biofilm.

En nuestro caso, el biofilm se encontr6 mayoritariamente adherido a la
superficie del portaobjetos, ya que en esta fase se encuentran las mejores condiciones de
desarrollo para los microorganismos aerobios, como ocurre en el caso de Rhizobium y
Phyllobacterium. Se encontraron dos patrones de colonizacion diferentes, el primero de
ellos consistia en un patron difuso de gran extension que podia asimilarse a un velo con
multiples pliegues como se puede observar en la figura 32 a) y b). El segundo patron
consistid en una colonizacidon mads intensa, con un gran desarrollo tridimensional y la
creacion de numerosas imbricaciones y canales a través de los que circula el liquido.
Esta estrategia genera un aumento de la superficie efectiva del sustrato y, por tanto, de
la superficie util de intercambio de nutrientes (Figura 32 ¢) y d). Si observamos mas en
detalle estas estructuras, podemos determinar que estas grandes masas se extienden en
el plano vertical a partir de una fina capa que cubre el portaobjetos, cubriendo con gran
intensidad el sustrato sobre el que se afianza el biofilm (Figura 32 ) y f).
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Figura 32. Imagen de microscopia optica y de fluorescencia de los patrones de
colonizacion mostrados por las cepas seleccionadas. a) y b) Microscopia de fluorescencia y
optica, respectivamente, de la fase de velo o colonizacion mas cercana al portaobjetos; c¢) y
d) Microscopia de fluorescencia y dptica, respectivamente, de la fase de acumulacion; e) y
f) Microscopia de fluorescencia y éptica, respectivamente, de la fase de acumulaciéon donde
se observan las miltiples imbricaciones y se aprecia el desarrollo tridimensional de este
tipo de colonizacion. El tamaiio de las barras es a) 20pm, b) 20pum, ¢) 20pm, d) 20pm, e)

S5pm y f) Spm.
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5.4.Quorum sensing

Las bacterias son capaces de desarrollarse en comunidades relativamente
complejas, como hemos observado en el apartado anterior, con la formacion de biofilms
permitiendo colonizar superficies abiodticas. Estas acciones coordinadas suelen estar
reguladas por la presencia en el medio de sustancias secretadas por las propias bacterias
y que actuan como moduladoras de la expresion génica (Daniels et al. 2004). Estas
sustancias son captadas por receptores de membrana especificos o atraviesan la
membrana celular y desencadenan la sintesis o supresion de determinados genes, en
funcion de la densidad de dichas moléculas. En el caso de las bacterias Gram negativas,
como es el caso de los rhizobia, las principales responsables de estas acciones son las
acil-homoserin-lactonas (AHL) (Gonzalez y Marketon 2003). Estas moléculas son
producidas por la mayoria de los rhizobia y que comprenden una amplia gama de
moléculas diferentes en las que varia el grupo acilo, que puede estar constituido por
cadenas de entre 4 y 18 carbonos (Sanchez-Contreras et al. 2007). Estas moléculas,
incluida la AHL, parecen empezar a actuar a partir de una determinada concentracion y
la activacion de los sistemas regulados por Quorum sensing va a depender de la fase de
crecimiento, en funciéon de que los microorganismos se encuentren en medio liquido y
fases bentdnicas o en medio solido y fases sésiles (Alberghini et al. 2009; Trovato et al.
2014). Estas condiciones deben ser tenidas en cuenta a la hora de estudiar las relaciones
en la rizosfera donde los procesos de Quorum sensing juegan un papel fundamental,
tanto a nivel de regulacion positiva denominada Quorum sensing estricto, o negativa
denominada Quorum quenching, que comprende aquellos procesos en los que se
suprime la presencia de AHL en el medio mediante la sintesis de enzimas hidroliticas
(Dong y Zhang 2005; Bogino et al. 2015). La concentracion de AHL puede determinar
la formacién de biofilms y la dindmica de los mismos, como se ha observado en
microorganismos marinos (Garg et al. 2014) y que es esperable que suceda también en
Rhizobium.

~106 ~



Capitulo

1:0
1:5
1:25
1:125
1:625
1:3125 | §
1:0
15
1:25
1:125
1:625

1:3125 ||

Figura 33. Resultado de la evaluacion de la capacidad de las cepas de este estudio para
producir AHL. Las columnas de la izquierda (OHL) son el control con octanoil-homoseril
lactona y las diluciones que se indican al borde. El resto de columnas corresponden con las
cepas de este estudio, desde el sobrenadante sin diluir (superior) hasta la dilucion 1:3125,
a) AMPS04, b) AMPSO05, ¢) AMPS17, d) AMPS20, ) AMPS22, f) AMPS23, g) AMPS34, h)
PEPVO01, i) PEPV02, j) PEPV0S, k) PEPVI11, 1) PEPV14, m) PEPV1S5, n) PEPV16, o)
PEPV1S, p) PEPV27, q) PEPV29, r) PEPV37,s) PEPV38y t) PEPV40

Conociendo la capacidad de la mayoria de los aislados de este estudio para
producir biofilms y su relacion con la produccion de enzimas liticas y polisacaridos
implicados en la creacion de matrices extracelulares, se estudido la produccion de
moléculas implicadas en el establecimiento de relaciones poblacionales o Quorum
sensing. Para ello, se utilizd6 como marcador una cepa de Agrobacterium tumefaciens
NTLA4 transformada con el plasmido pZRL4, que permite detectar la presencia de estas
moléculas en el medio induciendo la sintesis de la enzima B-galaturonasa que hidroliza
el compuesto X-gal produciendo un compuesto azul observable en el medio. Se observo
que existia una gran disparidad entre cada uno de los aislados estudiados, con
variaciones de varios ordenes de magnitud desde aquéllos que mostraron producciones
elevadas hasta aquéllos que apenas producian. Para poder realizar una cuantificacion de
la cantidad producida se utilizd un patron de OHL (octanoil-homoseril-lactona)
partiendo de 10 mg/ml y realizando diluciones de 1:5 hasta alcanzar concentraciones de
3,2 pg/ml, una concentracion cercana al limite de deteccion de la cepa utilizada como
marcador (Trovato et al. 2014). Se observo que las cepas AMPS17, PEPVO1, PEPV16,
PEPV37 y PEPV40 alcanzaban concentraciones de AHL en el medio en torno a 10
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mg/ml, reduciéndose considerablemente la concentracion en el resto de las cepas (Fig.
33). Aunque no se hall6 una relacion directa con la cantidad de biofilm producida, si se
observd que las cepas que presentaban dinamicas de desarrollo rdpido del biofilm y
mantenimiento a partir de las 48 horas presentaron valores mas elevados de AHL, sin
embargo, cuanto menor era la concentracion de AHL detectada mas estable parecia ser
la dindmica. Esto parece indicar que existe una regulacion a nivel poblacional de la
produccion de biofilms mediada por procesos de Quorum sensing. Aquellas cepas que
alcanzaron una concentracion de AHL mayor detienen a etapas mas tempranas el
desarrollo del biofilm, y aquellas que no producen estas moléculas a una velocidad tan
elevada mantienen la producciéon de biofilm con la consiguiente sintesis de
biopolimeros estructurales, como se ha observado en Agrobacterium, donde la sintesis
de succinoglicano esta regulado por genes /uxR (Wu et al. 2016).

6. Ensayos de efectividad simbidtica

Por ultimo, se evaluo la efectividad de las cepas aisladas en sus hospedadores
respectivos. En ambos casos, se utilizaron como controles positivos de nodulacion las
cepas tipo de las especies con la simbiovariedad que nodula comunmente cada una de
las dos leguminosas, Rhizobium phaseoli sv. phaseoli ATCC14400" para alubia y
Rhizobium pisi sv. viciae DSM 30132" para guisante.

6.1.Ensayos en alubia

Los resultados obtenidos para los tres parametros analizados, nimero de nddulos por
planta, peso seco de la parte aérea por planta y porcentaje de nitrégeno se muestran en
la Tabla 14

Tabla 14 Resultados del experimento de inoculacion en alubia

Nodulos/ planta  Peso seco aérea (g)/ | Nitrogeno (%)

Tratamiento

planta
Control sin N 0,61+0,01 1,35+0,03 °
Control con N 1,02+0,03 ¢ 3,02+0,11 ¢
R. phaseoli ATCC14400" 110+4,79 ° 0,94+0,02 ° 2,54+0,04 °
PEPV01 87+4,20 0,82+0,02 2,18+0,03 ©
PEPV02 26+2,66 ¢ 0,77+0,01 ¢ 2,25+0,08
PEPV03 36+591F 0,73+0,02 ¢ 2,16+0,06 ¢
PEPVII 74+3,89 ¢ 0,80:£0,04 < 2,17+0,09 ©
PEPVI14 81+2,73 0,82+0,02 © 2,29+0,03 ©
PEPVI6 93+2,37 0,86+0,02 ° 2,3240,03
PEPVI8 68+4,73 ° 0,71+0,02 ¢ 2,21+0,06 ¢
PEPV27 81+2,06 ¢ 0,75+0,02 ¢ 2,28+0,05 °
PEPV29 86+3,21 ° 0,74+0,02 ¢ 2,31+0,08 ©
PEPV37 12446,15 ° 0,67+0,03 2,01+0,07 ¢
PEPV38 924434 ¢ 0,78+0,02 ¢ 2,25+0,08 ©
PEPV40 82+2,08 0,81+0,03 ° 2,29+0,06
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En el nimero de nodulos por planta, los resultados fueron muy variables, con
valores que oscilaron desde 26 hasta 124 (Fig. 34). Salvo la cepa PEPV37, el resto de
aislados presentaron un ntiimero de nddulos inferior al control positivo inoculado con la
cepa tipo de Rhizobium phaseoli.
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Figura 34. Numero de nédulos por planta en alubia

En cuanto al peso seco de la parte aérea por planta, en todos los tratamientos de
inoculacioén con las cepas de este estudio fueron significativamente menor que en el
correspondiente a la cepa tipo de Rhizobium phaseoli (Tabla 35). No obstante, también
se encontraron diferencias significativas entre algunos tratamientos inoculados con las
cepas de este estudio, destacando las cepas PEPVO1, PEPV14, PEPV16 y PEPV40,
cuya inoculacion origind plantas de alubia con mayores pesos secos de la parte aérea

(Fig 35).
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Figura 35. Peso seco por planta en alubia.
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Finalmente, el porcentaje de nitrégeno en la parte aérea de la alubia, en todos los
tratamientos fue inferior que, en el control positivo con nitrogeno, seguido del control
positivo inoculado con la cepa tipo de R. phaseoli, que nuevamente mostré valores
significativamente mas altos que el resto de tratamientos de inoculacion (Fig. 36). Entre
las cepas del estudio, solo en las plantas inoculadas con la cepa PEPV37 se redujo
significativamente el porcentaje de nitrogeno, en alrededor de un 25%, con respecto al
resto. No obstante, todas las cepas fueron capaces de fijar N en los nédulos de alubia
con valores significativamente mas altos que el del control negativo sin nitrogeno y sin

1,5
0, I
N O ©

S
RO R P P AR R R AR O R
& EEEEEEEEEEEE &S
.

inocular.

3,5

2,5

NITROGENO(%)
(9] = N

o

TRATAMIENTO
Figura 36. Porcentaje de nitrégeno en las plantas de alubia.

Por lo tanto, las cepas aisladas en el suelo de Salamanca a partir de alubia no
presentan las mejores caracteristicas para ser utilizadas como biofertilizantes de esta
leguminosa, lo cual no es sorprendente ya que todos ellos pertenecen a la
simbiovariedad viciae, que no es el endosimbionte tipico P. vulgaris, mientras que la
cepa tipo de R. phaseoli pertenece a la simbiovariedad phaseoli, que si es el
endosimbionte tipico de P. vulgaris en sus centros de distribucion americanos. Sin
embargo, debido a la elevada promiscuidad de P. vulgaris, éste es capaz de establecer
simbiosis mas o menos eficientes con muchas simbiovariedades (Velazquez et al. 2017
ay b). En el caso de los suelos en el que su cultivo no ha sido introducido, como es el
caso del suelo de Salamanca, puede nodular con simbiovariedades tipicas de las
leguminosas locales, en este caso la lenteja que nodula con la simbiovariedad viciae, y
aunque no alcance las tasas de nodulacion y de eficiencia simbidtica alcanzadas con su
endosimbionte tipico, phaseoli, podria ser cultivado en esos suelos, ya que alcanza una
eficacia de fijacion de nitrogeno que duplica la del control negativo sin nitrégeno y el
porcentaje de N en planta no es muy inferior al de las plantas inoculadas con la cepa
tipo de R. phaseoli. Estos datos muestran como P. vulgaris se adapta a las condiciones
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disponibles, pudiendo ser esta una adaptacion evolutiva para mejorar la adaptacion a

nuevos ambientes (Servin-Garcidueiias et al. 2014).

6.2.Ensayos en guisante

Los resultados obtenidos para los tres parametros analizados, nimero de nddulos
por planta, peso seco de la parte aérea por planta y porcentaje de nitrégeno se muestran

en la Tabla 15.

Tabla 15. Resultados del experimento de inoculacion en guisante

Tratamiento Nédulos/ planta Peso seco Nitrégeno (%)
(g)/ planta
Control sin N 0,21+0,02 E 2,80+0,08 ¢
Control con N 0,45+0,03 430+0,12 2
R. pisi DSM 301327 | 52+423° 0,42+0,03 4,12+0,09
AMPS04 63+3,34° 0,38+0,04 ° 4,07+0,10 2
AMPS05 53+4,33° 0,39+0,03 * 4,10£0,13 °
AMPS17 49+327° 0,41+0,03 4,09+0,07 *
AMPS20 5242,84° 0,38+0,02 ° 4,07+0,09 *
AMPS22 58+4,22 0,36+0,05 ° 4,03+0,05
AMPS23 5142,19° 0,38+0,03 ° 4,07+0,11°%
AMPS34 50+3,52° 0,42+0,04 ° 4,11+0,08 *

Capitulo 1

El nimero de nédulos por planta osciloé en un rango comprendido entre 49 y 63,
con diferencias significativas en algunos de los tratamientos, especialmente en el caso
de la cepa AMPS04, que origin6 el nimero de nédulos mas alto, por encima incluso del
control positivo inoculado con la cepa tipo de R. pisi (Fig.37). El resto de las cepas
origin6 un niimero de nddulos similar a los de esta especie, coincidiendo con el hecho
de que todas ellas pertenecen a la misma simbiovariedad viciae de acuerdo con el
analisis de sus genes nodC que se ha mostrado previamente.
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Figura 37. Numero medio de nédulos por planta en guisante
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En cuanto al peso seco de la parte aérea, sdlo se observaron ligeras variaciones
entre los tratamientos de inoculacion, incluyendo el de la cepa tipo de R. pisi, que no
fueron significativas en ningun caso. Todos los valores fueron significativamente mas
altos que el del control negativo y muy préximos al del control positivo con N y sin
inocular con el que no mostraron diferencias significativas (Fig. 38).
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Figura 38. Peso seco por planta en el guisante

Finalmente, en lo que se refiere al porcentaje de N se observaron las mismas
tendencias que en el caso del peso seco, con diferencias significativas de todos los
tratamientos de inoculacion con respecto al control negativo sin nitrégeno y sin inocular
y sin diferencias significativas entre las cepas y con respecto al control positivo con
nitrogeno que presentaba un porcentaje un poco mas alto que el de los tratamientos de
inoculacion (Fig. 39).
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Figura 39. Porcentaje de nitrogeno en plantas de guisante.
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Los resultados obtenidos en los estudios de efectividad en guisante muestran que
las cepas autoctonas de suelos de Valladolid, en los que se siembra habitualmente esta
leguminosa, poseen unas caracteristicas simbiodticas mejores que los de la cepa tipo de
R. pisi debido a que han coevolucionado durante mucho tiempo con las plantas de
guisante o de otros hospedadores del mismo grupo de inoculaciéon cruzada y que desde
antes de la época romana se vienen cultivando, o bien forman parte de la flora silvestre,
de esta zona y de toda Castilla y Ledn, como son las vezas. Todos estos hospedadores,
al contrario de lo que ocurria en el caso de P. vulgaris, son muy restrictivos para la
nodulacion y su presencia constante en los suelos de la zona estudiada ha ejercido una
presion de seleccion decisiva sobre las poblaciones de estos microorganismos
selecciondndose las cepas mas efectivas, como se desprende de los resultados de este
estudio.

De los resultados obtenidos en ambos hospedadores, se desprende que, en el
caso de la alubia, la inoculacién con cepas aloctonas de la simbiovariedad phaseoli
mejoraria el rendimiento de esta leguminosa en suelos en los cudles no se ha cultivado,
aunque podria alterar la composicion de la microbiota de esos suelos si las cepas
presentes de modo natural en los mismos no pertenecen a la misma especie. Por
ejemplo, las cepas mas abundantes en los nédulos de alubia en el suelo no cultivado son
de la especie R. laguerreae, una especie que no se ha aislado en suelos tradicionalmente
cultivados con alubia en Leo6n, una region no muy alejada geograficamente de
Salamanca (Garcia-Fraile et al. 2010; Mulas et al. 2011). Si introdujéramos cepas
seleccionadas en Leon como indculos de alubia en Salamanca durante un tiempo
suficiente podria ocurrir que los plasmidos simbioticos de simbiovariedad phaseoli se
transfirieran a cepas de R. laguerreae, o bien que las especies introducidas como
inoculantes desplazaran en mayor o menor medida las cepas de R. laguerreae sv viciae
del suelo, que podria ser problematica para el rendimiento de otros hospedadores como
el guisante. Esto podria paliarse inoculando el guisante con una de las cepas autoctonas
de la simbiovaridad viciae mas eficaces en esta leguminosa. En cuanto al guisante en las
zonas en que se siembra habitualmente, también podria mejorar su produccion si se
inocula con la cepa adecuada de la simbiovariedad viciae, pero en este caso la seleccion
de la cepa deberia tener en cuenta, no sélo la capacidad para fijar nitrogeno de las cepas
seleccionadas, sino la competitividad en el suelo de esa/s cepas (Bourion et al. 2018).
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Los nédulos de leguminosas son entornos diversos que albergan poblaciones
importantes de bacterias endofitas que acompanan a Rhizobium (Velazquez et al. 2013).
Su diversidad puede ser elevada con bacterias de familias y géneros muy diversos,
muchos de ellos con un potencial para promover el crecimiento vegetal ain por
descubrir con multiples actividades que pueden mejorar o complementar los
mecanismos mostrados por los Rhizobium (De Meyer et al. 2015). En este capitulo se
estudiara la diversidad de los nddulos de P. sativum y se evaluara la capacidad de los
mismos para inocularse en consorcio con el endosimbionte nodular R. laguerreae
AMPS34, que fue la cepa que mejores eficiencias mostrd en el capitulo anterior.

1. Cepas de bacterias endofitas aisladas a partir de nodulos de P.
sativum.

El aislamiento de bacterias endodfitas se llevd a cabo a partir de nddulos de Pisum
sativum cultivado en Aldea de San Miguel en Valladolid utilizando las mismas
condiciones y medio de cultivo que para el aislamiento de Rhizobium (Tabla 16).

Tabla 16. Endéfitos aislados a partir de nodulos de Pisum sativum.

Cepa Localidad Hospedador

AMPSE 01 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 02 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 03 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 04 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 05 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 06 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 07 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 08 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 10 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 11 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 13 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 14 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 15 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 16 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 17 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 18 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 19 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 20 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 21 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 22 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 23 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 24 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 25 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 26 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 27 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 28 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 29 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 30 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE 32 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE2PSEO1 Aldea de San Miguel Pisum sativum
AMPSE18PSE04 Aldea de San Miguel Pisum sativum
PSE5SPSE03 Aldea de San Miguel Pisum sativum
PSE3PSE02 Aldea de San Miguel Pisum sativum
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1.1. Analisis de la diversidad genética

Al igual que en el caso de las cepas de Rhizobium, la diversidad genética de las
bacterias endofitas se analizo utilizando los perfiles de RAPD obtenidos con la misma
metodologia. Estos perfiles se han utilizado en estudios de poblaciones de bacterias
endofitas aisladas a partir de diferentes plantas para agrupar las cepas antes de llevar a
cabo la identificaciéon mediante secuenciacion del gen ribosomico 16S (Narula et al.
2013; Xu et al. 2014; Celador-Lera et al. 2016; Pereira et al. 2016; Calheiros et al. 2017;
Xiao et al. 2017)

Los resultados obtenidos mostraron que los perfiles de RAPD de las cepas de
bacterias enddfitas contienen menos bandas que los de las cepas de Rhizobium. Los
resultados del andlisis matematico de los perfiles obtenidos se muestran en la figura 40.
En esta figura se observa que las cepas se distribuyeron en 6 grupos y 15 ramas
independientes, considerando un 80% de similitud igual que en el caso de las cepas de
Rhizobium. Tres de los grupos estaban formados por 2 cepas, y los otros tres estaban
formados por 3, 4 y 4 cepas respectivamente (Tabla 16).. Estos resultados muestran que
la diversidad genética fue también elevada, considerando que todos los aislados
procedian del mismo suelo y del interior de los nodulos de la misma leguminosa. La
elevada variabilidad en los perfiles de RAPD se habia observado en otros trabajos de
identificacion de endofitoscual coincide con los resultados de otros estudios que
muestran que cepas aisladas de nodulos de leguminosas presentan perfiles de RAPD
diferentes (Benhizia et al. 2004).
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Tabla 17. Distribucién de cepas segun los tipos de perfiles M13-RAPD. En negrita, cepas
seleccionadas como representantes de cada tipo.

Grupo de RAPD Nombre de las cepas

Grupo 1 AMPSE(1

Grupo 2 AMPSE10

Grupo 3 AMPSE16, AMPSE32

Grupo 4 AMPSE10, AMPSE(02, AMPSE22, AMPSE23, AMPSE30
Grupo 5 AMPSE(03

Grupo 6 AMPS02PSE(1

Grupo 7 AMPSE17

Grupo 8 AMPSE29

Grupo 9 AMPSE18, AMPSE19, AMPSE21
Grupo 10 AMPSE24

Grupo 11 AMPSE20

Grupo 12 AMPSE04

Grupo 13 AMPSE14

Grupo 14 AMPSE13

Grupo 15 AMPSE25

Grupo 16 PSESPSE(03

Grupo 17 PSE3PSE(2

Grupo 18 AMPS18PSE(04, AMPSE26
Grupo 19 AMPSE05, AMPSE06, AMPSE(07, AMPSE15
Grupo 20 AMPSE11

Grupo 21 AMPSE08

Grupo 22 AMPSE27, AMPSE28

1.2.1dentificacion de las cepas de bacterias endofitas

La secuenciacion del gen ribosémico 16S se realiz utilizando un representante
de cada uno de los tipos de RAPD encontrados. En la tabla 18 se muestran los
resultados obtenidos, observandose un gran dominio de bacterias Gram positivas del
Phyllum Firmicutes sobre todo del género Bacillus, y una menor representacion de

cepas de los géneros Domibacillus, Psychrobacillus, Terribacillus, Oceanobacillus,

Paenibacillus o Paenisporosarcina. Curiosamente solo se encontré un género del
Phyllum Actinobacteria, Dermacoccus, y dos géneros del Phyllum Proteobacteria, uno
de ellos de la clase a-Proteobacteria, Agrobacterium, y otro de la clase B-Proteobacteria,
Massilia. Los resultados de la identificacion se muestran en la Tabla 18 y los de los
analisis filogenéticos en las figuras 41 y 42. De acuerdo con los resultados obtenidos,
dentro del género Bacillus se identificaron 4 especies, Bacillus aryabhattai, Bacillus

idriensis, Bacillus simplex, Bacillus tequilensis, Entre ellas, la especie mas abundante
fue B. simplex, con 9 cepas que presentaron, en su mayoria, una similitud del 99,9% en
la secuencia del gen ribosdomico 16S con respecto a la de la cepa tipo de esta especie.
Soélo la cepa AMPSE13 presentd una similitud menor, del 99,2%, lo que indica que esta
cepa probablemente no pertenece a la especie B. simplex, ya que en el género Bacillus
las distancias en el gen ribosdmico 16S entre especies diferentes son muy pequefias
(figura 41). Los cuatro aislados que presentaron un 99,9% con respecto a la cepa tipo de
la especie B. tequilensis probablemente pertenecen a esta especie. Y, finalmente, dos
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cepas presentaron 99,9 y 99.3% de similitud, respectivamente, con respecto a las cepas
tipo de B. aryabhattai y B. idriensis. Estas similitudes y los resultados del anélisis
filogenético de este gen sugieren que la cepa AMPSEO8 podria pertenecer a una especie

no descrita al igual que en el caso de la cepa AMPSE13 (figura 41).

Tabla 18. Resultado del analisis de secuencias del gen ribosémico 16S.

Especie mas préoxima

N° de acceso

Genbank

Identidad

(%)

AMPSEO1 Bacillus simplex DSM1321" CP017704.1 99,9
AMPSEO03 Dermacoccus nishinomiyaensis DSM 20448" | X87757 99,8
AMPSE(04 Bacillus simplex DSM1321" CP017704.1 99,9
AMPSEO05 Bacillus tequilensis 10b" HQ223107 99,9
AMPSEO08 Bacillus idriensis SMC 4352-2" AY904033 99,3
AMPSE10 Bacillus simplex NBRC 15720" AB363738 99,9
AMPSEI11 Domibacillus robiginosus WS 4628" HE577175 99,0
AMPSE13 Bacillus simplex DSM1321" CP017704.1 99,2
AMPSE14 Bacillus simplex DSM1321" CP017704.1 99,9
AMPSEI16 Agrobacterium skierniewicense Ch11" HQ823551 99,6
AMPSE17 Bacillus simplex DSM1321" CP017704.1 99,9
AMPSE18 Bacillus simplex DSM1321" CP017704.1 99,9
AMPSE20 Bacillus aryabhattai BSW22" EF114313 99,9
AMPSE22 Massilia suwonensis 54148-25" FJ969487 99,6
AMPSE24 Psychrobacillus psychrodurans DSM 117137 | AJ277984 99,4
AMPSE25 Psychrobacillus lasiicapiti NEAU-3TGS17" | KP219721 98,4
AMPSE27 Terribacillus goriensis CL-GR16" DQ519571 100

AMPSE29 Bacillus simplex DSM1321" AM747813 99,9
PSE3PSE02 Paenibacillus tundrae A10b" EU558284 99,6
PSESPSEOQ3 Bacillus simplex DSM1321" CP017704.1 99,9
AMPSE2PSEO1 | Oceanobacillus sojae Y27" AB473561 99,8
AMPSE18PSE04 | Paenisporosarcina quisquiliarum SK 55" DQ333897 98,9

En el género Psychrobacillus se identificaron dos especies, Psychrobacillus
psychrodurans y Psychrobacillus lasiicapiti, que incluyeron una sola cepa en ambos
casos. La cepa AMPSE24 que fue proxima a la cepa tipo de P. psychrodurans con un
99,4% de similitud y la cepa AMPSE25 que, con un 98,4% de similitud, fue proxima a
la cepa tipo de P. lasiicapiti. Ambas cepas, particularmente la cepa AMPSE2S,
representan especies no descritas del género Psychrobacillus teniendo en cuenta que
este género también contiene especies con genes ribosomicos 16S muy proximos
filogenéticamente (figura 41). Lo mismo ocurre con la cepa AMPSE11 cuya secuencia
mostréd un 99% de similitud con respecto a la cepa tipo de Domibacillus robiginosus.
Las cepas PSE3PSE02, AMPSE27, AMPSE2PSEO1 y AMPSEO3 se identificaron como
Paenibacillus tundrae, Terribacillus goriensis, Oceanobacillus sojae y Dermacoccus
nishinomiyaensis con similitudes superiores al 99,5% con respecto a las cepas tipo de
estas especies. Finalmente, dentro de los Gram positivos, la cepa AMPSE18PSE04 con
una similitud inferior al 99% con respecto a la cepa tipo de Paenisporosarcina
quisquiliarum, pertenece a una especie no descrita del género Paenisporosarcina.
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Las dos cepas de bacilos Gram negativos, AMPSE16 y AMPSE22, fueron
identificadas con Agrobacterium skierniewicense y Massilia suwonensis con un 99,6%
de similitud con respecto a las cepas tipo de estas especies (Fig 42).

En los ultimos afios se han llevado a cabo numerosos estudios dirigidos a la
identificacion de bacterias endofitas de raices de diferentes plantas, incluyendo tanto
leguminosas como no leguminosas (Veldzquez et al. 2013, Velazquez et al. 2017a). En
muchos de estos estudios se han hallado algunas de las especies identificadas en este
estudio, como Bacillus simplex que se aislo de Sphaerophysa salsula (Deng et al. 2001),
B. aryabhattai aislada de soja (Ramesh et al. 2014) y otras leguminosas silvestres de los
géneros Caragana 'y Oxytrophis (Xu et al. 2014) y cepas de Massilia aisladas a partir de
nédulos de Medicago lupulina (de Mayer et al. 2015). Los géneros Paenibacillus y
Agrobacterium se aislan habitualmente a partir de noédulos de leguminosas (Velazquez
et al. 2013, Velazquez et al. 2017), sin embargo, las dos especies aisladas en este
estudio, P. tundrae y A. skierniewicense no se han reportado hasta el momento como
endofitos de nodulos de leguminosas al igual que ocurre con los géneros Domibacillus,
Psychrobacillus, Terribacillus, Paenisporosarcina 'y Dermacoccus.

Estos datos corroboran que los nodulos de leguminosas constituyen nichos
ecologicos muy diferentes que albergan a Rhizobium, que inducen la organogénesis
nodular, y a un gran nimero de otras especies bacterianas que dependen no so6lo del
suelo, sino también del hospedador (Narula et al. 2013; Xu et al. 2014; De Meyer et al.
2015; Busby et al. 2016). Los nodulos de leguminosas también son una fuente muy
importante de nuevas especies de bacterias (Velazquez et al. 2017 ay b).
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Figura 41. Analisis filogenético del gen ribosémico 16S de las cepas Gram positivas
aisladas en este estudio. El analisis se ha obtenido con el método Neighbour-Joining y test
Kimura 2 parametros, basiandose en 1000 réplicas.
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Figura 42. Analisis filogenético del gen ribosomico 16S de las cepas Gram negativas
aisladas en este estudio. El analisis se ha obtenido con el método Neighbour-Joining y test
Kimura 2 parametros, basandose en 1000 réplicas.

2. Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal.

El interés de estudiar la capacidad de promocion del crecimiento vegetal de las
bacterias endofiticas radica en su posible aplicacion como biofertilizantes, ya sea solas o
en forma de consorcios en los que pueden incluirse cepas de Rhizobium. Para elaborar
consorcios en el que las cepas presenten efectos sinérgicos en la promocion del
crecimiento de las plantas, se han buscado cepas endoéfitas de nédulos de leguminosas y
se han analizado sus mecanismos de promocion de crecimiento vegetal in vitro. Se ha
descrito que la mayoria de estos endofito son capaces de producir mecanismos de
promocion del crecimiento vegetal como la solubilizacion de fosfato, produccion de
sider6foros, produccion de fitohormonas o la fijacion de nitrogeno en vida libre
(Celador-Lera et al. 2016) En este estudio se han analizado los mismos mecanismos de
promociéon del crecimiento vegetal que en las cepas de Rhizobium, como son la
solubilizacion de fosfato y la produccion de siderdforos y éacido indol acético, pero
ademas su capacidad para crecer en medios libres de nitrogeno que nos indica el
potencial para fijar nitrégeno atmosférico.

2.1.Solubilizacion de fosfato.

En primer lugar, se evalu6 la capacidad de las cepas aisladas para solubilizar
fosfatos bicélcico y tricalcico. Los resultados obtenidos mostraron que, igual que en el
caso de las cepas de Rhizobium, la solubilizacion de fosfato bicélcico era mucho mas
comun y estaba mds extendida con un 42% (n=14) de los aislados capaces de
solubilizarlo mostrando indices de solubilizacion muy variados (Tabla 19). En el caso
del fosfato tricalcico, tan solo 2 de las cepas, AMPSE20 y PSE3PSE(Q2, presentaron
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capacidad para solubilizarlo, destacando que la cepa PSE3PSE(02 present6 un mayor
PSI para el fosfato tricalcico que para el fosfato bicélcico (Fig. 43). En cualquier caso,
los resultados son consistentes con los recopilados en algunas revisiones que indican
que entre el 20% y el 40% de los microorganismos del suelo presentarian capacidad
para solubilizar fosfato (Goswami et al. 2016).

Se observd una gran heterogeneidad en las cepas de género Bacillus, con
diferencias marcadas entre especies, entre las que B. simplex presentd pocas cepas con
actividad solubilizadora, mientras que todos los aislados de B. tequilensis presentaron
actividades discretas, con indices similares entre las cepas identificadas en esta especie
(tabla 19). Cabe destacar a la cepa B. aryabhattai AMPSE20 que present6 la mayor
capacidad de solubilizacion de fosfato entre los aislados. Estos resultados muestran que,
aunque el género Bacillus siempre ha sido considerado como un buen solubilizador de
fosfato (Meena et al. 2017), esta capacidad no es igual en todas sus especies. El género
Paenibacillus esta representado en este estudio solo por la cepa PSE3PSE02, que es una
buena solubilizadora de fosfato bicalcico y tricalcico, y pertenece a la especie P.
tundrae. Las cepas D. nishinomiyaensis AMPSEQ3, O. sojae AMPS2PSEO1, A.
skierniwicense AMPSE16 y AMPSE32, y P. psychrodurans AMPSE24 también
mostraron ser capaces de solubilizar fosfato bicalcico, aunque en cantidades mas
discretas que las cepas de Bacillus y Paenibacillus.

Figura 43. Solubilizacion de fosfato en medio Pikovskaya de diferentes cepas en a) y b)
fosfato tricalcio, c) y d) fosfato bicalcico.
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Tabla 19. Solubilizacién de fosfato (PSI), produccion de sideréforos, produccion de acido
indol acético (mg/l) y crecimiento en medio libre de nitrégeno.

Cepa Especie mas proxima Siderdéforos IAA Crecimiento
(mg/l) en medio sin
Ca;3(PO;),

AMPSE 01 Bacillus simplex 0,00 0,00 + 14 -

AMPSE 02 Bacillus simplex 1,40 0,00 4 75,9 -

AMPSE 03 Dermacoccus 1,40 0,00 + 14,3 +
nishinomiyaensis

AMPSE 04 Bacillus simplex 0,00 0,00 F 117,6 -

AMPSE 05 Bacillus tequilensis 1,13 0,00 + 34,1 -

AMPSE 06 Bacillus tequilensis 1,14 0,00 4 32,5 4

AMPSE 07 Bacillus tequilensis 1,13 0,00 + 28,5 -

AMPSE 08 Bacillus idriensis 0,00 0,00 4 64,1 -

AMPSE 10 Bacillus simplex 0,00 0,00 - 42,2

AMPSE 11 Domibacillus 0,00 0,00 4 35,3 -
robiginosus

AMPSE 13 Bacillus simplex 0,00 0,00 - 38,6 -

AMPSE 14 Bacillus simplex 0,00 0,00 HF 137,8 +

AMPSE 15 Bacillus tequilensis 1,13 0,00 + 27,2 +

AMPSE 16 Agrobacterium 1,31 0,00 - 396 -
skierniwicense

AMPSE 17 Bacillus simplex 0,00 0,00 ++ 25,2 +

AMPSE 18 Bacillus simplex 0,00 0,00 - 49,1 -

AMPSE 19 Bacillus simplex 0,00 0,00 + 75,1 -

AMPSE 20 Bacillus aryabhattai 2,29 1,44 ++ 217,3 w

AMPSE 21 Bacillus simplex 0,00 0,00 - 69,4 -

AMPSE 22 Bacillus simplex 0,00 0,00 - 109,9 F

AMPSE 23 Bacillus simplex 0,00 0,00 - 88.4 +

AMPSE 24 Psychrobacillus 1,33 0,00 - 37,8 w
psychrodurans

AMPSE 25 Psychrobacillus 0,00 0,00 - 28 +
lasiicapiti

AMPSE 26 Paenisporosarcina 1,60 0,00 - 13,4 A%
quisquiliarum

AMPSE 27 Terribacillus 0,00 0,00 - 39 w
goriensis

AMPSE 28 Terribacillus 0,00 0,00 - 37 F
goriensis

AMPSE 29 Bacillus simplex 1,29 0,00 - 42.4 -

AMPSE 30 Bacillus simplex 0,00 0,00 - 80,7 -

AMPSE 32 Agrobacterium 1,22 0,00 - 165 -
skierniwicense

AMPSE2PSEO1 Oceanobacillus sojae | 1,75 0,00 - 17,9 =

AMPSE18PSE04 | Paenisporosarcina 1,33 0,00 + 8,0 +
quisquiliarum

PSE5SPSE03 Bacillus simplex 0,00 0,00 - 30,1 4

PSE3PSE02 Paenibacillus tundrae | 1,29 1,40 - 16,7 w
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2.2.Produccion de sideroforos.

Los resultados de produccion de sider6foros mostraron esta capacidad para un
50% (n=16) de los aislados, entre los que cabe destacar la capacidad de las cepas
AMPSE14, AMPSE17 y AMPSE20 (Tabla 19), todas pertenecientes al género Bacillus,
que contiene muchas especies productoras de estos compuestos (Yu et al. 2011; Saha et
al. 2016). Las dos primeras cepas, AMPSE14 y AMPSE17 (Fig. 44), pertenecen a B.
simplex, una especie que mostré gran variabilidad intraespecifica con grandes
productores de sider6foros como la cepa AMPSE14 y otras cepas que no presentan esta
capacidad (Tabla 19) y la cepa AMPSE20 pertenece a B. aryabhattai. También
produjeron siderdforos cepas de Dermacoccus, Domibacillus y Paenisporosarcina,
aunque de manera mas discreta que las pertenecientes al género Bacillus. El resto de las
cepas, tanto de géneros Gram positivos, Terribacillus, Oceanobacillus, Paenibacillus y
Psychrobacillus, como Gram negativos, Agrobacterium y Massilia, no produjeron
sideroforos.

Figura 44. Produccion de sideréforos en medio M9-CAS-agar por diferentes cepas
aisladas en este estudio. a) cepas AMPS2PSE(O1, PSE3PSE(02 y AMPSE18PSE(4, y
b)AMPSE16, AMPSE16, AMPSE17 y AMPSEI1S.

2.3.Produccion de acido indol acético

Todos los aislados mostraron ser capaces de producir 4cido indol acético,
encontrandose la mayoria de ellos entre 25 y 80 mg/l (Fig. 45), aunque algunas cepas
produjeron cantidades inferiores a 15 mg/l como AMPSEO1 o AMPSE18PSEQS y otras
superiores a 100 mg/l como M. suwonensis AMPSE22 con 109,9 mg/l. Valores altos se
observaron también en las cepas B. aryabhattai AMPSE20 con 207 mg/l, B. simplex
AMPSE14 con 137,8 mg/l y B. simplex AMPSE(04 con 117,6 mg/l. La produccién de
acido indol acético es una cualidad extendida entre bacterias del género Bacillus como
ponen de manifiesto numerosos estudios (Palaniappan et al. 2010; Giassi et al. 2016;
Yadav y Verma 2014), sin embargo, las concentraciones detectadas son sumamente
variables, desde muy pocos mg/l hasta mas de 100 mg/l. Las cepas pertenecientes a los
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géneros Dermacoccus, Terribacillus, Ocenaibacillus, Psycrobacillus y Domibacillus
presentaban producciones de esta fitohormona muy discretas, siempre inferiores a 40
mg/l. Las cepas A. skierniewicense AMPSE16 y AMPSE32 produjeron elevadas
cantidades de 4cido indol acético, 396 mg/l y 165 mg/l, respectivamente, algo esperable
puesto que las especies del género Agrobacterium suele presentar elevadas
producciones de esta fitohormona (Vidhyasekaran, 2015).
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Figura 45. Produccion de acido indol acético
2.4.Crecimiento en medios libres de nitrogeno.

Aunque so6lo es una estimacion presuntiva, el crecimiento en medios libres de
nitrégeno es una cualidad presentada por las bacterias que fijan nitrogeno en vida libre y
utilizan nitrogeno atmosférico para sintetizar amonio y posteriormente compuestos
organicos. En este estudio se observo que 12 de los aislados presentaban un crecimiento
claro tras tres pasos por el medio de cultivo libre de nitrégeno y 5 lo hacian de forma
débil. Las cepas que crecieron en este medio se identificaron como B. simplex, B.
aryabhattai, D. nishinoviayensis, P. psychrodurans, T. goriensis, O. sojae, P.
quisquiliarum, P. tundrae y M. suwonensis. Bacillus es un género asociado
tradicionalmente a la fijacion bioldgica de nitrégeno en vida libre, aunque esta
propiedad no la presentan todas las especies al ser un muy extenso (Huang et al. 2015).
También se ha detectado la presencia de nitrogenasa en las especies P. psychrodurans
(Xu et al. 2018), pero el género fijador por excelencia es Paenibacillus, muchas de
cuyas especies poseen esta facultad (Grady et al. 2016).

3. Compatibilidad de las cepas de endofitos y de Rhizobium.

De las cepas de bacterias endofitas aisladas a partir de nédulos de Pisum sativum
en la localidad de Aldea de San Miguel que presentaron varios mecanismos de
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promocion del crecimiento vegetal, se seleccionaron 3 cepas, B. simplex AMPSE14,
Bacillus aryabhattai AMPSE20 y P. tundrae PSE3PSEQ2 para estudios posteriores. La
cepa AMPSE14 mostro ser buena productora de siderdforos, produjo niveles medios de
acido indol acético y crecidé en medio libre de nitrogeno, y ademds pertenece a la
especie mas comun entre los aislados a partir de ndédulos de P. sativum en esta
localidad. La cepa AMPSE20 present6d buena solubilizacion de fosfato, produccion de
sideroforos, produccion importante de acido indol acético y, aunque de forma mas débil
que en el caso de la cepa AMPSE14, fue capaz de crecer en medio libre de nitrégeno.
La cepa PSE3PSE02, presentd buena solubilizacion de fosfato sobre las dos formas
quimicas analizadas, y una moderada produccion de acido indol acético. Otra de las
razones fundamentales para la seleccion de estas cepas son las ventajas tecnoldgicas de
las bacterias esporuladas a la hora de producir biofertilizantes, sin embargo, las especies
del género Bacillus pueden producir antibidticos y bacteriocinas (Paterson et al. 2017).
Teniendo en cuenta este hecho y que el objetivo de este estudio era disefiar consorcios
de bacterias endodfitas de nodulo y cepas de Rhizobium, es preciso evaluar la
compatibilidad de las cepas seleccionados con la cepa R. laguerreae AMPS34, que fue
seleccionada en ensayos de efectividad en P. sativum. Para ello, se llevaron a cabo
experimentos de antagonismo en placa y también se analiz6 el efecto de los
sobrenadantes de cada una de las cepas endofitas sobre la cepa de Rhizobium y
viceversa.

En la figura 46 se muestra como en ninguno de los casos se observa una
inhibicion del crecimiento de la cepa AMPS34 en el test de antagonismo, observandose
un desarrollo normal tanto de los endéfitos como del endosimbionte. Tampoco se
observo inhibicion del crecimiento de la cepa AMPS34 utilizando los sobrenadantes de
cultivo de cada uno de los endéfitos (Fig. 46), ni a la inversa (Fig. 46).

Figura 46. Ensayo de compatibilidad a) Efecto del sobrenadante de los endofitos sobre el
desarrollo de AMPS34; y efecto del sobrenadante de AMPS34 sobre el desarrollo de b)
AMPSE14, b) AMPSE20 y d) PSE3PSE(2.

4. Determinacion de la capacidad para formar biofilms.

La formacion de biofilms ha demostrado ser una importante cualidad a la hora
de desarrollar un inoculante bacteriano, ya que mejora la eficiencia en las primeras
etapas, permitiendo una interaccion mas directa del desarrollo de las plantas (Lin et al.
2012), ademas de reducir la incidencia de patdgenos y sustancias toxicas mediante la
creacion de una barrera fisica que actia de manera selectiva y en la que se expresan
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multitud de enzimas liticas (Kumar et al. 2013). La capacidad para formar biofilms
depende en gran medida de la especie e incluso del género bacteriano, por ejemplo, en
el caso del género Bacillus numerosos estudios han puesto de manifiesto la capacidad
para formar biofilms de alta densidad y estructura compacta (Branda et al. 2001;
Morikawa et al. 2006; Wijman et al. 2007), habiéndose estudiado ampliamente los de B.
subtilis (Mielich-Siiss y Lopez et al. 2015) y B. cereus (Majed et al. 2016). Este tipo de
estructuras determinan en gran medida sus aplicaciones y actividades tanto en el caso de
las especies beneficiosas como en el de las patogenas. En este estudio se analizo la
capacidad de las cepas endofitas seleccionadas AMPSE14, AMPSE20 y PSE3PSE02
solas y mezcladas con la cepa de R. laguerreae AMPS34 en diferentes proporciones.

4.1. Determinacion cuantitativa de biofilms

Se utilizaron las mismas condiciones, medios y metodologias que en el caso de
las cepas de Rhizobium. En estas condiciones todos los endofitos analizados B. simplex
AMPSEI14, B. aryabhattai AMPSE20 y P. tundrae PSE3PSE02 presentaban capacidad
de formar biofilms, destacando la cepa AMPSE20 con valores de absorbancia muy
elevados, cercanos a 2,5, seguida de la cepa AMPSE14 con valores maximos un poco
superiores a 1 y de la cepa PSE3PSE02, que present6 valores de absorbancia en torno a
0,8. La dindmica de desarrollo de biofilms que present6 la cepa AMPSE14 indicé una
colonizacién muy activa desde los primeros momentos de la inoculacion, superando a
las 24 h de la inoculacion los valores observados en la cepa PSE3PSEOQ2 al cabo de 72 h
de la misma. También es destacable la dindmica seguida por la cepa AMPSE20 que, a
pesar de comenzar en valores discretos, al cabo de 48 h fue capaz de generar un biofilm
sumamente importante que sigui6 desarrolldndose hasta las 72 h (Fig. 47).

Como se ha mencionado antes, se estudio la evolucion de biofilms mixtos entre
la cepa R. laguerreae AMPS34 y cada una de las cepas endofitas seleccionadas. Los
biofilms mixtos han sido estudiados ampliamente en el d&mbito sanitario donde tiene
especial relevancia en la cavidad oral y en las enfermedades hospitalarias desarrolladas
por patdégenos como Staphylococcus aureus o K. pneumoniae (Bridier et al. 2012; Lee
et al. 2014), pero hay pocos ensayos en vegetales en los que se ha ensayado, por
ejemplo, la influencia de biofilms generados por especies patogénicas de Salmonella
(Jahid et al. 2015). Por esta razon el estudio de biofilms mixtos de bacterias endofitas
puede aportar nuevos datos, ya que en los ultimos afios se han empezado a dilucidar las
multiples implicaciones que tienen estos sistemas ecoldgicos en los ecosistemas (Elias y
Banin 2012; Flemming et al. 2016).

En este estudio se analizaron cultivos mixtos en distintas proporciones, 1:1, 1:10
y 1:100, siempre en concentraciones decrecientes del endofito, por presentar tasas de
replicacion mas elevadas que la cepa de Rhizobium. En todos los casos, los valores
obtenidos en este estudio fueron inferiores a aquéllos obtenidos cuando las cepas
endofitas se encontraban en cultivo puro. También se observo una relacion similar entre
las distintas proporciones de cada uno de los endoéfitos, la proporcion 1:1 Rhizobium-
endofito producia biofilms mas intensos, fruto de la mayor concentracion del endoéfito,
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sin embargo, los valores de absorbancia registrados disminuian a medida que disminuia
la concentracion del endofito.
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Figura 47. Produccion de biofilms a 24, 48 y 72 horas en placas multipocillo. La
producciéon de biofilm se expresa en unidades de absorbancia a una longitud de onda de
570 nm.

En los cultivos mixtos, la mezcla de las cepas AMPSE20 y AMPS34 mostr6 los
valores de absorbancia mas elevados, observandose en la proporcion 1:1 una tendencia
similar a la seguida por la cepa AMPSE20 cuando crece de en cultivo puro, aunque con
absorbancias mucho menores. Sin embargo, en la proporcion mayor de la cepa
AMPS34 la dinamica de formacion de biofilms se aproxima a la observada en esta cepa.
En el caso de la mezcla de AMPSE14 y AMPS34, aunque las absorbancias son menores
que en el cultivo puro de la cepa AMPSE14, la dindmica de la formacién de biofilms es
similar a la del cultivo puro de esta cepa. En el caso de la cepa PSE3PSE02, solo la
proporcion 1:1 presentd mas absorbancia que la cepa de R. laguerreae AMPS34 en
cultivo puro y la dindmica de la formacion de biofilms se fue pareciendo mas a la de
esta cepa hasta ser casi estatica en el caso de la proporcion 1:100. Aunque existen
algunas referencias en la bibliografia de formacion de biofilms por cultivos mixtos que
involucran a cepas de Bacillus en determinadas superficies (Morikawa 2006), no se han
descrito aun en tejidos de plantas, por lo que se desconocen tanto su influencia en el
crecimiento de las mismas como su regulacion, aunque es posible que estén basados en
sistemas de Quorum sensing (Dong y Zhang 2005; Sanchez-Contreras et al. 2007; Garg
etal. 2014).
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4.2.Determinacion cualitativa de biofilms

En la observacion directa de los biofilms mediante tinciéon con naranja de
acridina se comprobd que los elevados datos de absorbancia obtenidos en el
experimento anterior para las cepas del género Bacillus, AMPSE14 y AMPSE20,
coincidian con una colonizacién densa y con un polisacarido mucho mas escaso que en
el caso de las cepas del género Rhizobium (Fig. 48 a, b, e y f). Los biofilms formados
por la cepa AMPSE14 presentd numerosas acanaladuras (Fig. 48 a y c) con una
extension tridimensional menos evidente que la que se observo en la cepa AMPSE20
(Fig. 48 e y g). En las imagenes se aprecia como esta tltima cepa produce biofilms muy
densos y con gran cantidad de imbricaciones, lo que es concordante con los datos
observados en la determinacion cuantitativa en la que mostré unos valores de
absrobancia muy elevados. La cepa PSE3PSE02 present6 un patréon diferente a los
anteriores, con grandes superficies y acumulaciones, observandose formas globosas con
una alta densidad de células (Fig. 48 1y k). Estas estructuras coinciden con las descritas
en otras especies del género Bacillus, donde el biofilm se estructura en grandes masas
acanaladas que mejoran la aireacion y la difusion de nutrientes (Wilking et al. 2013).
Ademas la utilizacion de cepas de este género en fase sésil parece presentar un mejor
resultado sobre cultivos horticolas, mejorando la colonizacion y los parametros
vegetativos como el desarrollo aéreo y radicular (Galelli et al. 2015).

Figura 48. Imagen de microscopia optica y de fluorescencia de las morfologias de
colonizacion mostradas por las cepas seleccionadas. Microscopia de fluorescencia a) y ¢), y
optica b) y d) de las estructuras observadas en AMPSE14. Microscopia de flurescencia e) y
g), y optica f) y h) de la cepa AMPSE20; y microscopia de fluorescencia i) y k), y optica j) y
1) de la morfologia del biofilm formado por la cepa PSE3PSE(2. El tamaiio de las barras

es a), b), e), ), i) y j) 50 pm, y ¢), d), g), h), k) y I) 10 pm.
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En cuanto a los cultivos mixtos de Rhizobium y bacterias endofitas, se observo
que en las diferentes proporciones entre ambos los patrones de colonizaciéon no
variaban, simplemente se observé una variacion en la densidad del endofito en las zonas
mas alejadas de la interfase aire: liquido. En la figura 49 se pueden observan los
distintos patrones de colonizacidén obtenidos. Las mezclas de las cepas R. laguerreae
AMPS34 y B. simplex AMPSE14 presentaron unos patrones de colonizacion que
alternaban las acumulaciones mixtas de ambas cepas y las estructuras similares a velos
que se habian visto en los biofilms formados por la cepa de R. laguerreae AMPS34 sola
(Fig 49 a). En estas ultimas estructuras se podian distinguir los bacilos de gran tamafio
coincidentes con la morfologia de Bacillus, integradas en las grandes masas de
polisacarido donde aparecian pequefios bacilos identificables con R. laguerreae
AMPS34 (Fig. 49 d). Estas estructuras difusas producidas por R. laguerreae AMPS34
no aparecian cuando se mezcld con la cepa B. aryabhattai AMPSE20, aunque si
aparecian grandes masas de células de morfologia mixta como se muestra en la Fig. 49
e) y zonas de intensa colonizacion con numerosas acanaladuras (Fig. 49 g).

Figura 49. Imagen de microscopia Optica y de fluorescencia de Iso patrones de
colonizacion mostradas por las cepas seleccionadas. Microscopia de fluorescencia a) y c), y
optica b) y d) del biofilm mixto entre AMPS34 y AMPSE14 en cada una de las fases
observadas. Microscopia de flurescencia e) y g), y optica f) y h) del biofilm mixto de
AMPS34 y AMPSE20; y microscopia de fluorescencia i) y k), y optica j) y 1) de la
morfologia del biofilm msixto de AMPS34 y PSE3PSE(2. El tamafio de las barras es a), b),

e), ), g), h), 1), j), k) y I) 20 pm, y ), d) SO pm.

Los biofilms formados por las mezclas de las cepas AMPS34 y PSE3PSE(02
presentaron una morfologia similar a la que habia presentado la cepa PSE3PSEO02 sola,
con una extension importante cubriendo amplias zonas de manera muy densa y
numerosas estructuras tridimensionales de aspecto globoso (Fig. 49 iy k). Sin embargo,
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en este caso, las grandes acumulaciones eran mixtas, destacando claramente las zonas
donde dominaba el endo6fito en las que se observo una coloracion mucho mas intensa,
debido a la mayor cercania entre las células (Fig. 49 k). Ciertos autores senalan la
dificultad de estudiar este tipo de interaccion ante la casi imposibilidad de discernir la
influencia de cada participante (Reder et al. 2016), por lo que no existen muchas
referencias acerca de cudles son las condiciones que determinan el dominio de una u
otra cepa sobre el desarrollo del biofilm (Bridier et al. 2012; Jahid et al. 2015), sobre
todo cuando el biofilm estd formado por bacterias cuyos sistemas de Quorum sensing
son, a priori, diferentes y, por tanto, la regulaciéon de la expresion de genes que
determinan los cambios entre vida bentdnica y planctonica es mas dificil (Garg et al.
2014; Hartmann et al. 2014; Paul et al. 2018).

5. Estudio de la colonizacion de guisante y maiz.

El siguiente paso fue el estudio de la colonizaciéon in vivo de las raices de
guisante y de maiz, un cereal habitualmente cultivado en rotaciéon de cultivo con esta
leguminosa. En ambas plantas se utilizaron las cepas B. simplex AMPSE14, como
modelo del género Bacillus, y P. tundrae PSE3PSE02, como modelo del género
Paenibacillus. En primer lugar, se estudid la estructura de los nodulos de guisante
mediante técnicas histologicas, después de teiir los nddulos con azul de toluidina, y de
inmunohistoquimica, utilizando anticuerpos policlonales contra la enzima uricasa, muy
conservada en el género Bacillus y otros géneros proximos como Paenibacillus. Se
realizaron los ensayos de aglutinacion para determinar que los anticuerpos eran eficaces
contra nuestras cepas y se realizd la titulacion mediante la técnica ELISA,
relacionadndose la dilucion 1:2000 del anticuerpo. Se obtuvieron cortes histologicos
ultrafinos de nodulos y raices tratados con un anticuerpo secundario que llevaba
acoplado un fluoréforo que permitié localizar las bacterias debido a que emite a una
longitud de onda 488nm (color verde).

5.1.Estudio de la estructura de los nodulos de guisante.

La evaluacion de la morfologia del nodulo aporta una informacién esencial
acerca del desarrollo del proceso de infeccion y de cémo afecta la inoculacion de
consorcios bacterianos a la morfologia del nédulo utilizando técnicas histologicas
después de teiiir los nddulos con azul de toluidina (Lieben 2017).

En la figura 50 a) se muestra un corte de un ndédulo de una planta inoculada con
R. laguerreae AMPS34, en el cual se observa la morfologia tipica de los ndédulos
indeterminados con cuatro zonas bien diferenciadas, zona meristematica (I), zona de
colonizacion (II), zona de fijacion de nitrogeno (I1I) y zona de senescencia (IV), con un
(Serova et al. 2017). A su vez, en la figura 50 b) y d) podemos observar la morfologia
de los nodulos de plantas de guisante coinoculadas con las cepas endofiticas, que
presentaron las mismas zonas observadas en los nodulos originados por la cepa
AMPS34. No se apreciaron diferencias en la forma, desarrollo, estructura ni ocupacion
de los tejidos por parte de la cepa endosimbionte en ninguno de los casos, lo que esta de
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acuerdo con lo que ya se habia observado a nivel macroscopico. Estas imagenes nos
muestran que, la inoculacion combinada de Rhizobium con las cepas endéfitas de B.
simplex AMPSE14 y P. tundrae PSE3PSE(02 no afecté al desarrollo nodular, a la
ocupacion por parte de Rhizobium de las células del nodulo ni a la formacién de
simbiosomas, permitiendo un desarrollo nodular normal como el que se observo en la
inoculacién simple con Rhizobium (Fig. 50 b, d y f).

Figura 50. Cortes histolégicos de nédulos de Pisum sativum tefiidos con azul de toluidina
donde se indican las zonas del nédulo, zona meristematica (I), zona de colonizacion (II),
zona de fijacion de nitrégeno (III) y zona de senescencia (IV). A la derecha una imagen en
detalle de la zona de fijacion de nitrégeno. a) y b) inoculacion simple con AMPS34, b y ¢)
coinoculacion con AMPS34 y AMPSE14 y e) y f) coinoculacion con AMPS34 vy
PSE3PSEO(2. El tamaiio de las barras es a), ¢) y e¢) 500 pm, y d), b), y f) S0 pm .
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5.2.Estudio de inmunohistoquimica
5.2.1. Nodulos de guisante

En los ensayos de inmunolocalizacion en los nédulos de guisante de las cepas
AMPSE14 y PSE3PSE02, se observé que la colonizacion era muy variable encontrando
zonas con un bajo porcentaje de ocupacién por parte de ambas cepas y otras zonas
donde existia una mayor ocupacion. En la figura 51 se observan los diferentes patrones
de colonizacidon de ambas cepas. La cepa AMPSE14 colonizo6 los tejidos del nddulo de
forma bastante homogénea, ocupando las zonas intercelulares y observandose células de
forma individual o en parejas, pero no se encontraron grandes racimos o zonas de
desarrollo conjunto. En diferentes zonas superficiales del nédulo se podian distinguir
importantes acumulaciones de bacterias que destacaban sobre el resto de la superficie
del nodulo (Fig. 51 a). Ademas, parecian localizarse en las invaginaciones de las células
superficiales, en lo que podrian ser las zonas de menor energia y menos expuestas,
como las observadas en arroz inoculado con Azospirillum brasilense (Aguilar-Flores et
al. 2001). La cepa PSE3PSE02 mostré también una colonizacion difusa, mas localizada
en las primeras capas de células del nodulo y con menor concentracion de células a
medida que se profundizaba en el mismo (Fig. 51 b y d). Esto es esperable ya que el
noédulo es un nicho poblado por numerosas especies de bacterias endofitas que
acompaiian al endosimbionte principal y se distribuyen de manera diferente en el ndédulo
(Palaniappan et al. 2010; Narula et al. 2013; Peix et al. 2014; Trabelsi et al. 2017). De
esta manera se asegura una colonizacidon por distintas especies sin producirse una
competicion por el espacio, lo que explicaria la alta diversidad de bacterias de diferentes
géneros y familias diferentes que habitan en los nédulos (Trabelsi et al. 2017). La
colonizacion por ambas cepas de los nddulos de guisante coincide con las observaciones
de que distintas cepas bacterianas pueden presentar respuestas quimiotacticas diferentes
a los exudados de diferentes plantas, teniendo preferencia por aquella de la que han sido
aislados (Pereg et al. 2016).Claramente, la capacidad de colonizacidon del endosimbionte
no puede ser comparada con la que pueda presentar un endoéfito, ya que el nédulo es un
organo vegetal inducido por el endosimbionte que domina los didlogos moleculares
establecidos con la planta. Sin embargo, el hallazgo de tal diversidad de bacterias
endofitas en los nodulos de leguminosas abre nuevas perspectivas acerca de la ecologia
del nédulo, del papel de las bacterias endofitas en la simbiosis y de las implicaciones de
las mismas en el disefio de estrategias para la formulacion de biofertilizantes.
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Figura 51. Microscopia de fluorescencia de nédulos de P. sativum donde se observa en
verde las bacterias de las cepas AMPSE14 y PSE3PSE(02 y en azul membranas y
organulos celulares teiiidos con DAPI. a) y b) vista general del nédulo de P. sativum donde
se observan en verde las bacterias de AMPSE14 y PSE3PSE02 respectivamente, ¢) y d)
detalle de la zona de fijacion de los nédulos de cada tratamiento respectivamente. El
tamafio de las barras es a) y b) 100um, b) y ¢) 50 pm.

5.2.2. Raices de maiz

En el caso del maiz, ambas cepas mostraban un patron de colonizacion dispersa
de las raices, pero mas abundante que lo que se habia observado en guisante. La cepa
AMPSE14 mostraba una colonizacion generalizada en toda la seccion de la raiz (Fig. 52
a), aunque también se observaron zonas donde aparecia colonizacion superficial muy
localizada en los primeros estadios de colonizacién (Fig. 52 b). En algunas zonas se
distinguian cé€lulas y, en otras, estructuras globosas que podian ser secciones
transversales de las células o esporas que se acumulaban en puntos de la superficie.
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Figura 52. Microscopia de fluorescencia de raices de Zea mays donde se observan en verde
las células de la cepa AMPSE14 y en azul membranas y organulos celulares tefiidos con
DAPI. a) vista general de la raiz donde se observan en verde las bacterias, b) detalle de la
zona exterior donde se observa una agrupacion de bacterias y c) detalle de la zona exterior
de los haces vasculares donde se observan claramente 2 células. El tamaio de las barras es
a) 50pm, b) y ¢) 10 pm.
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El patrén de colonizacion observado para la cepa PSE3PSE02 presenta analogias
con el observado en nodulos de guisante, donde la colonizacién de las células epiteliales
y las zonas adyacentes es mds intensa, reduciéndose conforme nos acercamos al interior
(Fig. 53) y ocupando las células de la bacteria los espacios intercelulares (Fig. 53 b).

Figura 53. Microscopia de fluorescencia de raices de Zea mays donde se observan en verde
las células de la cepa PSE3PSE(2 y en azul membranas y organulos celulares tefiidos con
DAPI. a) y c) vista general de raices de Zea mays, y b) y d) detalle de la colonizacion
endéfita de la cepa PSE3PSE(2. El tamafio de las barras es a) y ¢) SOpm, b) y d) 10 pm.

De acuerdo con lo observado en estos estudios ambas bacterias parecen tener
diferentes estrategias de colonizacion, por lo que este tipo de estudios son muy utiles
para determinar las capacidades de colonizacion de los posibles inoculantes
seleccionados, teniendo en cuenta la gran diversidad de bacterias endofiticas asociadas a
nodulos de leguminosas (Xu et al. 2014; Trabelsi et al. 2017) y raices de otras plantas
(Zhang et al. 2013; Szymanska et al. 2016; Matos et al. 2017). La diferencia de
estrategias de colonizacion explicaria como tan altos ratios de diversidad bacteriana se
mantienen en un ambiente tan limitado como son los tejidos vegetales, que precisan de
una maquinaria molecular especializada para no producir reacciones adversas en el
hospedador (Pereira et al. 2011; Johnston-Monje y Raizada 2011; Pereira et al. 2016).
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6. Ensayos de efectividad

El desarrollo de biofertilizante debe estar basado en la seleccion de
microorganismos capaces de colonizar e interacturar con las plantas de una manera
eficiente (Sivasakthivelan y Saranraj 2013). En el caso de las leguminosas, los estudios
de eficiencia son primordiales para seleccionar aquellos microorganismos capaces de
interactuar con mayor eficiencia con el hospedador, més aun cuando el objetivo es la
seleccion de consorcios cuyo comportamiento es desconocido, ignorandose como la
mezcla de estos microorganismo puede afectar al reconocimiento entre simbionte y
hospedador (Zgadzaj et al. 2015). Por esta razon, en este estudio se evaluara la
influencia de los diferentes consorcios bacterianos seleccionados sobre la nodulacion y
el desarrollo de guisante y el crecimiento de maiz.

6.1.Ensayos en guisante.

Después de seleccionar las cepas de bacterias endofitas para ser utilizadas en las
coinoculaciones con la cepa de Rhizobium AMPS34, se inocularon los diferentes
consorcios en P. sativum, analizando su efecto sobre la tasa de nodulacion, el peso
fresco y seco de la parte aérea y la concentracion de nitrogeno en planta. Para las
coinoculaciones se utilizaron las mismas proporciones usadas en el estudio de
produccion de biofilms. Los datos obtenidos se encuentran en la tabla 20

Tabla 20. Resultados del experimento de coinoculacion guisante en condiciones axénicas.

Control sin N 0,17+0,01 1,4540,01

Control con N 0,41+0,01 ° 3,99+0,02 °
AMPS34 50+2,15° 0,40+0,02 ° 3,92+0,01°
AMPSE14 0,16+0,01 ¢ 0,77+0,16
AMPS34+AMPSE14 1:1 62+3,96 ° 0,53+0,02 4,16+0,07 *
AMPS34+AMPSE14 1:10 5542,27% 0,53+0,02 3,69+0,23 ©
AMPS34+AMPSE14 1:100 56+2,84 % | 0,49+0,01° 3,99+0,15°
AMPSE20 0,25+0,03 © 1,41+0,02 ¢
AMPS34+AMPSE20 1:1 351,99 | 0,29+0,01 ° 3,52+0,02
AMPS34+AMPSE20 1:10 33+2,69 ¢ 0,33+0,03 ™ 3,40+0,05 ©
AMPS34+AMPSE20 1:100 31+2,69 ¢ 0,36+0,03 ° 3,90+0,10 °
PSE3PSE02 0,24+0,01 © 1,25+0,24 ¢
AMPS34+PSE3PSE02 1:1 5542,50% 0,52+0,02 3,87+0,04 °
AMPS34+PSE3PSE02 1:10 42+41,92°¢ 0,51+0,04 3,59+0,13 ¢
AMPS34+PSE3PSE(2 1:100 40+4,73 ° 0,49+0,02 ° 3,50+0,10

Con respecto a la tasa de nodulacion, los resultados muestran que la inoculacion
conjunta de R. laguerreae AMPS34 y B. simplex AMPSE14 mostr6 una tendencia a
incrementar el numero de nodulos por planta, aunque las diferencias no fueron
significativas, observandose un incremento del 24% en el nimero de noédulos por planta
en el caso de la proporcion 1:1. Un efecto contrario se observo cuando se coinocul6 la
cepa B. aryabhattai AMPSE20, reduciéndose la tasa de nodulacion significativamente,
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pasando de medias de 50 nodulos/planta en el tratamiento con la cepa AMPS34 a
medias de entre 34 y 30 nddulos/planta en los tratamientos de coinoculacion (Tabla 20).
Aunque ambas cepas pertenecen al género Bacillus, las especies son diferentes, siendo
B. simplex (AMPSE14) dominante en los noédulos de P. sativum analizados frente a la
especie B. aryabhattai (AMPSE20) por lo que los resultados obtenidos parecen indicar
una mejor interaccion de B. simplex con Rhizobium. La mezcla en proporcion 1:1 es la
que muestr6 mejores resultados, que concuerdan con los resultados obtenidos en otros
estudios con las mismas especies (Schwartz et al. 2013). La cepa P. tundrae
PSE3PSE02 mostré resultados dispares, pues en proporcion 1:1 se produjo un ligero
incremento, no significativo, en el nimero de nédulos por planta con respecto a la cepa
AMPS34 sola y, sin embargo, al reducir la proporcion del endéfito se produjo una
reduccion significativa en el nimero de nodulos. En todos los casos de coinoculacion se
observd mayor niumero de noédulos por planta en la proporcion 1:1 (Tabla 20, Fig 54).
En otras leguminosas, la coinoculacion con bacterias endofitas de mnddulos
pertenecientes a los géneros estudiados ha mostrado efectos similares sobre la tasa de
nodulacion en P. vulgaris, siendo el género Bacillus el que mejor resultado generd
(Korir et al. 2017), a pesar de que el género Paenibacillus ha mostrado ser también un
excelente promotor del crecimiento vegetal (Grady et al. 2016).
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Figura 54. Numero de nédulos por planta en guisante.

En la figura 55 se puede observar la morfologia de los nédulos originados en P.
sativum con cada uno de los tratamientos utilizados. Los nddulos presentaron la
morfologia piriforme tipica de los nodulos indeterminados que forma P. sativum. A
pesar de las variaciones en el niumero de nodulos por planta, no se apreciaron
diferencias morfoldgicas macroscopicas entre los nodulos de las plantas inoculadas s6lo
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con la cepa de Rhizobium (Fig. 55 a, b y ¢) y los ndédulos de las plantas coinoculadas. En
todos los casos se observaron nodulos efectivos de color rosado debido a la expresion
de la leghemoglobina, lo que indica que la coinoculacién con las cepas de bacterias
endofitas seleccionadas no provoca cambios en la morfologia del nddulo en contraste
con los resultados de otros autores que han reportado que la coinoculacion con distintos
endofitos puede afectar a la morfologia nodular (Schwartz et al. 2013) y a su
distribucion en la raiz (Masciarelli et al. 2014).

Figura 55. Morfologia macroscopica de los nodulos de guisante de los tratamientos a), b) y
¢) de inoculacion simple con AMPS34; coinoculaciéon de las cepas AMPS34 y AMPSE14 en
distintas proporciones d)1:1, e)1:10, £)1:100; coinoculacion de las cepas AMPS34 y
AMPSE20 en distintas proporciones g)1:1, h)1:10, i)1:100, coinoculaciéon de las cepas
AMPS34 y PSE3PSEO(2 en distintas proporciones j)1:1, k)1:10 y 1)1:100.

Los resultados del peso seco por planta mostraron valores mas bajos en las
inoculaciones simples con las tres cepas de bacterias endofitas que en la inoculacion
simple con la cepa de Rhizobium AMPS34. En el caso de la cepa AMPSEI14, los valores
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fueron similares a los del control negativo sin nitrégeno, y significativamente mas altos
en los otros dos tratamientos de inoculacion simple con endoéfitos (Fig. 56). Sin
embargo, con respecto a la inoculacion simple con la cepa AMPS34, los pesos secos se
incrementaron significativamente en todas las proporciones en los tratamientos de
coinoculacion con las cepas AMPSE14 y PSE3PSE02 y se mantuvieron iguales o
disminuyeron significativamente en el caso de la coinoculacion con la cepa AMPSE20.
Los tratamientos de coinoculacion con las cepas AMPSE14 y PSE3PSE02 superaron
significativamente el peso seco del control positivo con nitrégeno sin inocular (Tabla
20).
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Figura 56. Peso seco por planta en guisante sometido a diferentes tratamientos de
inoculacion.

Por ultimo, se analiz6 la concentracion de nitrégeno de las plantas de guisante
inoculadas con los distintos tratamientos (Tabla 20). Los resultados obtenidos
mostraron, en concordancia con los del peso seco, que los porcentajes de nitrégeno en
las plantas sometidas a los tratamientos de inoculacion simple con las tres cepas
endofitas tenian significativamente menos porcentaje de nitrégeno que las inoculadas
con la cepa de R. laguerreae AMPS34. En el caso de la inoculacion simple con la cepa
AMPSE14 el porcentaje fue significativamente menor que el control negativo sin
nitrégeno y sin inocular. En cambio, al igual que ocurria en el caso del peso seco, las
plantas sometidas a los tratamientos de coinoculacién con las cepas AMPSE14 y
PSE3PSE02 presentaron porcentajes similares o incluso mayores que las inoculadas
solo con la cepa AMPS34. No obstante en el caso de las plantas coinoculadas con las
cepas AMPSE20 y AMPSE34 no hubo grandes diferencias con respecto al resto de
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tratamientos de coinoculacion. Todos los tratamientos de coinoculacion, el de la
inoculacion simple, y el control con nitrogeno sin inocular mostraron en general valores
similares de porcentaje de nitrogeno. Sin embargo, uno de los tratamientos, la
coinoculacion con la cepa AMPSEI14 1:1 super6 significativamente el porcentaje de
nitrogeno en planta, lo cual sugiere que la cepa AMPSE14 contribuye a la fijacién de
nitrégeno en el nddulo (Fig. 57). Esto coincide con otros estudios en los que la
inoculacién con algunas cepas endofiticas fijadoras de nitrégeno mejor6 la actividad
nitrogenasa en el nodulo incrementadose la cantidad de nitrégeno fijado, aunque en
algunos casos, como en la coinoculacion de R. leguminosarum con K. pneumoniae, la
capacidad de nodulacion y de fijacion de nitrogeno se vieron afectadas negativamente
(Tsigie et al. 2011). En general, muchos estudios demuestran que la inoculacion tanto
de cepas de Bacillus como de Paenibacillus producen un efecto positivo mejorando la
produccion y la capacidad de fijacion de nitrogeno de diferentes leguminosas como
garbanzo (Verma et al. 2013), trébol (Latif et al. 2013) y alubia (Mishra et al. 2009;

Korir et al. 2017).
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Figura 57. Porcentaje de nitréogeno por planta en guisante sometido a diferentes
tratamientos de inoculacion.

6.2. Dinamica de nodulacion.

Una vez establecido que la mejor proporcion entre las cepas de Rhizobium y de
bacterias endofiticas era la 1:1, se estudid la dindmica de la nodulacion. El ensayo se
llevo a cabo en camara iluminada y se realizaron recuentos periodicos del namero de
nodulos en plantas de P. sativum germinadas en matraces utilizando agarosa como
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agente gelificante, para evitar en lo posible las contaminaciones con hongos y otras
bacterias. En estas condiciones los primeros nodulos comenzaron a ser observables en
todos los casos a partir del dia 14 después de la inoculacion. Se observo que las cepas R.
laguerreae sv viciae AMPS34 y Rhizobium pisi sv. viciae DSM 30132" presentaron
dindmicas de nodulacién similares (fig 58). Sin embargo, la coinoculacion con algunas
de las cepas endofitas origind algunas diferencias en la dinamica de nodulacién (Fig
58). La inoculacion con dos de las cepas, AMPSE14 Y PSE3PSE02 afect6 al nimero de
nédulos total por planta, particularmente entre los dias 14 y 20 postinoculacion,
disminuyendo en el primer caso el nimero de nédulos por planta e incrementandolos en
el segundo caso. En el caso de la coinoculacion con la cepa AMPSE20 se observo un
efecto negativo sobre la dindmica de nodulacion reduciéndose en un 36% el nimero de
nddulos por planta.

Dinamica de nodulacion

Nodulos/planta
.
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== ANPS34 R. pisi AMPS34+AMPSELS

AMPS34+AMPSE20 =—@=—ANMPS34+PSE3PSEO2

Figura 58. Dinamica de nodulacion de cada uno de los tratamientos durante 32 dias
después de la inoculacion.

6.3.Ensayos en maiz.

El maiz es el cereal mas cultivado en la zona en la que se tomaron las muestras
de los nédulos de guisante en la zona de Valladolid y ambas plantas se utilizan en
rotacion de cultivo. Por esta razon, y habiendo seleccionado la proporcion 1:1 como
aquélla que mostrd6 mejores resultados en guisante, se aplicaron en maiz los mismos
tratamientos que en guisante en experimentos en camara iluminada.
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Al cabo de 30 dias de la siembra se midi6 en este caso la longitud de las plantas
y los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento que produjo mejores resultados
fue la coinoculacion de las cepas R. laguerreae AMPS34 y B. simplex AMPSE14
(Tabla 21). Estadisticamente no se encontraron diferencias significativas entre el
tratamiento control sin nitrogeno y las inoculaciones simples con las cepas AMPS34,
AMPSE14 ni AMPSE20. El tratamiento simple con la cepa PSE3PSE02 y las
coinoculaciones con esta cepa y con la cepa AMPSE20 originaron plantas
significativamente mas pequenas. Solo la coinoculacién con la cepa AMPSE14 origind
plantas significativamente mas altas (Fig. 59).

Tabla 21. Resultados de la inoculacion en maiz en condiciones de camara iluminada.

Tratamiento Longitud parte Peso seco(g)/ N (%)
aérea (cm)/ planta  planta
Control sin N 43,87+2,04 0,12+0,01 ° 0,8+0,03 ©
Control con N 53,424+2,07 * 0,20+0,03 * 1,5+0,06 *
AMPS34 41,50+2,74 0,13+0,01 0,9+0,03 °
AMPSE14 40,40+2,31 0,15+0,01 ° 1,4+0,05 *
AMPSE20 44,40+1,79 © 0,12+0,01 ° 0,9+0,04 °
PSE3PSE(02 38,78+1,43 ¢ 0,16+0,01 0,9+0,03 *
AMPS34+AMPSE14 47334233 ° 0,17+0,03 1,0+0,04 °
AMPS34-+AMPSE20 38.81+1,54 ¢ 0,12+0,01 ¢ 0,9+0,03 ¢
AMPS34+PSE3PSE02 37,11+£0,47 ¢ 0,17+0,01 ° 1,0+0,03 °
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Figura 59. Longitud (cm) por planta en maiz sometido a diferentes tratamientos de
inoculacion.
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En cuanto al peso seco, los tratamientos de inoculacion simple de las cepas
AMPS34 y AMPSE20 y de coinoculacion con ambas cepas y AMPS34 mostraron
practicamente los mismos resultados que el control sin nitrogeno y sin inocular. El resto
de los tratamientos originaron plantas con significativamente mayor peso seco que
dicho control, siendo nuevamente el tratamiento de coinoculacion con la cepa
AMPSE14 uno de los que mejores resultados produjo, con un peso seco similar al del
control positivo con nitrogeno (Fig. 60). Sin embargo, en maiz también produjo
resultados similares al del control positivo con nitrégeno el tratamiento simple y en
coinoculacion con la cepa PSE3PSEQ2. Estos tres tratamientos produjeron mejoras de
entre 33% y 42% con respecto del control sin nitrogeno y sin inocular.
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Figura 60. Peso seco (g) por planta en maiz sometido a diferentes tratamientos de
inoculacion.
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Figura 61. Porcentaje en nitrégeno por planta en maiz sometido a diferentes tratamientos
de inoculacion.

En lo que respecta al porcentaje de nitrogeno, cabe destacar que la inoculacion
simple con la cepa AMPSEI14 increment6 el porcentaje de N en planta de manera
significativa con respecto al control sin nitrdgeno y sin inocular, alcanzandose unos
valores similares a los del control sin inocular y fertilizado con N (Fig. 61).

Otras experiencias con bacterias PGPB, particularmente activas en la produccion
de acido indol acético han demostrado ser sumamente efectivas en la promocion del
crecimiento de maiz, como por ejemplo Pseudomonas o Stenotrophomonas (Mehnaz et
al. 2010). La mayoria de las experiencias con maiz y biofertilizantes estan asociadas a la
utilizacion de fertilizantes quimicos mejorando su eficiencia a través de la aplicacion del
biofertilizante bacteriano o de micorrizas, por lo que determinar la efectividad de la
inoculacién suele no ser considerada debido a los requerimientos nutricionales de este
cultivo (Mohamed et al. 2014; Chu et al. 2013). A pesar de que los resultados obtenidos
unicamente presentan valores destacables en el peso seco, hay que considerar el
proposito final del disefio de consorcios bacterianos para la utilizacion como
biofertilizante multifuncional en sistemas rotacionales leguminosa/cereal, por lo que los
buenos resultados obtenidos en guisante hacen que su utilizacion se factible,
permitiendo mejorar la productividad a través de préacticas como el intercropping o la
rotacion de cultivo (Hodtke et al. 2016).

7. Ensayos en invernadero.

En los esquemas tradicionales de escalado de los ensayos en planta, tras los
ensayos en vermiculita, se llevan a cabo ensayos en invernadero en condiciones de
microcosmos utilizando suelo como sustrato y las cepas seleccionadas en dichos
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ensayos. En este estudio se seleccionaron para coinocular con la cepa R. laguerreae
AMPS34, las cepas de bacterias endofitas B. simplex AMPSE14 y P. tundrae
PSE3PSE02, la primera por los buenos resultados obtenidos en ambas plantas, y la
segunda por los resultados obtenidos en maiz.

7.1.Ensayos en guisante.

Los resultados obtenidos en los ensayos en invernadero y condiciones de
microcosmos en el caso del guisante se recogen en la Tabla 22. En estas condiciones el
tratamiento que presenté mayor numero de nddulos por planta fue la inoculacion simple
con la cepa R. laguerreae AMPS34, aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas con respecto a los tratamientos de coinoculacion con las cepas B. simplex
AMPSE14 y con P. tundrae PSE3PSEOQ2. El control sin inocular y los tratamientos de
inoculacién simple de ambos endofitos no presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre ellos, pero el nimero de nédulos fue significativamente menor al del
resto de tratamientos. (Fig. 62). Estos datos indican, que para que no se afecte el nimero
de nodulos producido por Rhizobium es necesario que el biofertilizante sea un consorcio
de esta bacteria con los otros endofitos, incluso en suelos donde existen poblaciones
autoctonas de Rhizobium compatibles con la leguminosa como ocurre en este caso.

Tabla 22. Resultados de la inoculacion en guisante en condiciones de microcosmos.

Tratamiento Nodulos/ planta  Peso seco (g)/

planta

Control negativo 29+2.95° 0,64+0,04 °
AMPS34 58+2,68 ° 0,78+0,04 *
AMPSE14 3242,47° 0,73+0,04 *
AMPS34+AMPSE 14 544227 ° 0,63+0,06 °
PSE3PSE(02 28+2,69° 0,82+0,06 *
AMPS34+PSE3PSE02 | 53+3,28° 0,79:£0,04 *
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Figura 62. Numero de nodulos por planta en guisante en condiciones de microcosmos.

En cuanto al peso seco de la parte aérea y la eficiencia, los resultados obtenidos
mostraron valores significativamente mayores que el control sin inocular para las
inoculaciones simples con las cepas AMPS34, AMPSE14 y PSE3PSE(02 y para las
coinoculacion con la cepa PSE3PSE02 (Fig. 63). Los valores fueron ligeramente
inferiores en las plantas inoculadas con los consorcios de AMPS34 y AMPSE14, que no
presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al tratamiento
control sin inocular. Estos resultados indican que la coinoculacion con las bacterias
endofitas origina resultados variables en cuanto al peso de las plantas, y por tanto, la
eficiencia del tratamiento depende de la cepa coinoculada. Estos resultados muestran
que la interaccidon con la microbiota del suelo y las variables ambientales pueden hacer
fracasar la inoculacion en algunos casos (Guifazu et al. 2010; Verma et al. 2013).
Aunque en el caso de P. tundrae (PSE3PSE02) los resultados de la inoculaciéon no
hayan mostrado una mejora del peso seco de las plantas de guisante, otras especies del
mismo género como P polymyxa es capaz de mejorar la producciéon de otras
leguminosas (Korir et al. 2017).

Estos datos indican que las inoculaciones simples de cada uno de los aislados
seleccionados generan los mejores resultados de peso seco, aunque los resultados de
nodulacion indican que los tratamientos de inoculacion simple de R. laguerreae
AMPS34 y las coinoculaciones con ambos endofitos genera los mejores resultados.
Estos resultados deberan ser confrontados con los datos en maiz para seleccionar los
tratamientos mas eficientes.
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Figura 63. Peso seco por planta en guisante sometido a diferentes tratamientos de
inoculacion en condiciones de microcosmos.

Tabla 23. Resultados de la parte aérea de las plantas de guisante en condiciones de

microcosmos.
Elemento  Control AMPS34 AMPSE14  AMPS34+ PSE3PSE02  AMPS34+
negativo AMPSE14 PSE3PSE(2
N (%) 3,64+0,02° | 3,86+0,12% | 3,85+0,02° | 3,66+0,02° 3,57+0,06 ° 3,82+0,01°
P (%) 1,57£0,06° | 1,78+0,07°% | 1,63+0,01 ° | 1,53+0,06 ¢ 1,45+0,10 9 1,43+0,05 9
K (%) 1,33£0,02° | 1,45+0,04* | 1,36+0,02° | 1,35+0,06" 1,40+0,03 1,44+0,07
Mg (%) 0,18+0,01 ¢ | 0,20+0,01* | 0,18+0,01°¢ | 0,19+0,01 ™ 0,20+0,01 * 0,20+0,01 °
Ca (%) 0,12+0,02° | 0,14+0,01° | 0,12+0,01°¢ | 0,12+0,01 ° 0,16+0,01 * 0,13+0,01 °
Fe 139,38+11, | 169,65+3,26 | 111,0242,43 | 123,63+4,17° | 136,21£5,16° | 130,22+5,27
(mg/Kg) 16° a ¢ b

En la Tabla 23 se muestran los resultados del andlisis quimico mineral de las
plantas. En cuanto al contenido en N, los mayores porcentajes se alcanzaron en el
tratamiento de inoculacion simple con las cepas AMPS34 y AMPSE14 y el de
coinoculacion con la cepa PSE3PSEOQ2 vy, a pesar de que los demas tratamientos fueron
significativamente menores, el porcentaje se mantuvo entre 3,6% y 3,9% en todos los
casos. El porcentaje de P, que se mantuvo entre 1,4% y 1,8%, también mostro
variaciones entre tratamientos, con el valor mas alto para la inoculacién simple con la
cepa AMPS34, que fue significativamente diferente al resto de tratamientos. Similares
resultados se obtuvieron para el K que se mantuvo entre 1,3% y 1,5%, con valores
significativamente mas altos para la inoculacién simple con la cepa AMPS34 y la
coinoculacion con la cepa PSE3PSEQ2. En el caso del Mg, que se mantuvo entre 0,18%
y 0,20%, los valores mas altos con diferencias significativas, frente al resto de
tratamientos fueron las inoculaciones simples con las cepas AMPS34 y PSE3PSE(2. En
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estos mismos tratamientos se obtuvieron los valores significativamente mas altos para el
porcentaje de Ca, que oscilo entre 0,12% y 0,16%, pero entre ellos también se
encontraron diferencias significativas siendo el valor mas alto el correspondiente al
tratamiento con la cepa PSE3PSE02. En cuanto a los valores del Fe, que oscilaron entre
111 y 140 mg/Kg, los mas altos se encontraron en las plantas tratadas con la cepa
AMPS34, que fueron significativamente diferentes a los del resto de tratamientos. Estos
resultados muestran que, en conjunto, el mejor perfil de los elementos analizados, lo
presentaron las plantas tratadas con la inoculacion simple de la cepa de Rhizobium
AMPS34.

De todos estos resultados cabe destacar los obtenidos para el nitrogeno, ya que
las plantas del tratamiento de inoculacion simple con la cepa de Bacillus AMPSE14
presentaron el mismo contenido en N que las inoculadas con la cepa de Rhizobium
AMPS34. Puesto que las plantas inoculadas con la cepa AMPSE14 presentaron casi un
50% menos de nodulos por planta, esto indica que en esos nddulos la tasa de fijacion de
N es mucho mayor, lo cual s6lo se explica si otras cepas diferentes a la AMPS34
también estan fijando N en el nddulo, sin descartar a la cepa AMPSE14, ya que en la
proporcion 1:1 en los ensayos en vermiculita las plantas tenian un porcentaje en N
superior significativamente a las inoculadas s6lo con la cepa de Rhizobium. No
obstante, teniendo en cuenta las diferencias existentes entre los ensayos en condiciones
axénicas y los ensayos en microcosmos, no se pueden establecer conclusiones
definitivas acerca de la contribucion de la cepa AMPSE14 a la fijacién de N en los
nddulos de guisante, algo que precisaria de otro tipo de experimentos. En otros ensayos
donde se combina un Rhizobium con otros endofitos como Azospirillum, Bacillus o
Pseudomonas se produce un ligero incremento en la concentracion de nitrégeno en
planta (Verma et al. 2013), como también se ha observado en alfalfa al coinocular
Bacillus con su endosimbionte habitual (Guifiazt et al. 2010). También se ha observado
que la utilizacion de cepas de Bacillus capaces de solubilizar fosfato pueden mejorar el
aprovechamiento de este elemento por parte de las leguminosas (Babu et al. 2015). No
obstante, nuestros resultados ponen claramente de manifiesto que la inoculacion de
guisante con Rhizobium es la mejor opcion para la mejora de la produccion de los
cultivos de guisante, si bien la coinoculacion con algunos endofitos de nodulos de esta
planta, como la cepa de Bacillus AMPSE14 pueden contribuir a mejorar la fijacion de N
del cultivo incrementando el rendimiento de las cosechas de esta leguminosa.

7.2.Ensayos en maiz.

Se ha publicado que el maiz es muy sensible a la inoculacién con diferentes
endofitos, mostrando capacidad para ser colonizado y reaccionar de manera positiva
ante la inoculacion de cepas bacterianas de géneros muy diversos (Mohanty et al. 2016),
y se utiliza como planta modelo para testar la capacidad de promocién del crecimiento
por diversos endofitos (Posada et al. 2016). Los ensayos de biofertilizaciéon en maiz con
diferentes cepas de bacterias promotoras del crecimiento vegetal han mostrado que los
resultados suelen ser muy destacables, sobre todo cuando el microorganismo actia
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paliando directamente los déficit nutricionales del suelo, por minimos que sean, como
ocurre con la aplicacién de Azospirillum o Herbaspirillum en suelos deficientes en
nitrégeno, o de Pseudomonas en suelos con bajas concentraciones de fosforo (Pérez-
Montafio et al. 2014).

En este estudio, siguiendo la misma metodologia que en el caso del guisante se
aplicaron los mismos tratamientos en maiz en condiciones de microcosmos. El primero
de los parametros estudiados fue la longitud de la parte aérea de las plantas y los
resultados mostraron que las coinoculaciones simples de todas las cepas originaron
plantas con una mayor longitud de la parte aérea que el tratamiento control, pero sélo en
el caso de las plantas inoculadas con las cepas AMPSE14 y PSE3PSEOQ2 las diferencias
fueron significativas (Tabla 24). En cuanto a las coinoculaciones, aunque los valores
fueron significativamente inferiores a los alcanzados en los tratamientos de
inoculaciones simples, fueron ligeramente superiores a los del control al igual que
ocurri6 con la inoculacion simple con la cepa de Rhizobium AMPS34 (Tabla 24 y Fig.
64). La longitud foliar del maiz se incrementd con los tratamientos con las cepas
endofitas AMPSE14 y PSE3PSE02 con respecto a la inoculacion con la cepa AMPS34
entre un 29% y un 12%, respectivamente, y esas diferencias fueron un poco mas
elevadas con respecto al control sin inocular. En otros estudios se ha observado que en
inoculaciones de Burkholderia y Alcaligenes, los resultados mejores se obtuvieron en
las inoculaciones simples (Pande, Pandey y Kaushik 2017).

Tabla 24. Resultados de la inoculacion en guisante en condiciones de microcosmos.

Tratamiento Longitud parte Peso seco parte
aérea (cm)/ planta  aérea (g)/ planta
Control negativo 47,75+1,68 0,38+0,03 ¢
AMPS34 48,90+2,63 © 0,41+0,05 ©
AMPSE14 63,33+1,74° 0,78+0,01 *
AMPS34+AMPSE14 52,17£2,05 ¢ 0,64+0,03 °
PSE3PSE02 55,13+1,01 ° 0,63+0,01 °
AMPS34+PSE3PSE(2 50,5+3,43 0,56+0,07 °

En cuanto al peso seco de las plantas, la inoculacion simple con B. simplex
AMPSE14 origind plantas con el mayor valor de peso seco y las diferencias fueron
significativas con respecto al resto de los tratamientos (Fig. 65). No obstante, todos los
tratamientos de inoculacion, excepto la inoculacion simple con la cepa de Rhizobium
AMPS34, originaron plantas con mayores pesos secos que el control, aunque el
consorcio de las cepas AMPS34 y PSE3PSE02 origin6 plantas con valores de peso seco
ligeramente menores. La inoculacion simple con la cepa AMPS34 generd resultados
similares al control sin inocular confirmando que su inoculacion en condiciones de
microcosmos no produce un efecto positivo sobre las plantas de maiz, en contraste con
los resultados observados en guisante. Similares resultados se han obtenido en plantulas
de maiz inoculando distintas cepas del género Bacillus, donde se incremento
notablemente el peso seco (Posada et al. 2016).

~ 153 ~



Capitulo 1T

Figura 64. Longitud por planta en maiz sometido a diferentes tratamientos de inoculacién
en condiciones de microcosmos.
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Figura 65. Peso seco por planta en maiz sometido a diferentes tratamientos de
inoculacion en condiciones de microcosmos.
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Los datos obtenidos en los experimentos en microcosmos indican que el
tratamiento mas adecuado es la coinoculacion de R. laguerreae AMPS34 y B. simplex
AMPSE14, tanto para guisante como para maiz. No obstante, estos resultados han de
ser confirmados en ensayos de campo ya que las condiciones en campo son muy
diferentes a las condiciones de microcosmos.
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Los resultados del andlisis quimico mineral del maiz se recogen en la Tabla 25.
Obviamente, al no ser una leguminosa, los resultados para el porcentaje de N en los
distintos tratamientos fueron muy diferentes. En este caso destaco la inoculacion simple
con la cepa endofita AMPSEI4 que origind plantas
significativamente mas altos, seguida por el tratamiento de coinoculacion de esta cepa
con la de Rhizobium AMPSE34. Todos los demas tratamientos, independientemente de
que las diferencias fueran significativas en algunos casos, se quedaron en valores mas
cercanos a los del tratamiento control que al de estos dos tratamientos mencionados
(Tabla 25).

con los contenidos

Tabla 3. Resultados de la parte aérea de las plantas de maiz en condiciones de
microcosmos.

o9 0 A

N (%) 0,95+0,01° | 091+0,01 ¢ | 1,35+£0,02* | 1,05+0,02° [ 0,91£0,01 ¢ | 0,97+0,01 °
P (%) 1,55£0,05° | 1,81£0,08° | 1,88£0,08" | 1,71+0,04° | 1,85£0,01° | 1,78+0,01°
K (%) 1,45+0,02¢ | 1,61£0,01° | 1,6120,01° | 1,95£0,01* | 1,61+0,04° | 1,96+0,03°
Mg (%) 0,33+0,01° | 0,36£0,01* | 0,34£0,01® | 0,36£0,01* | 0,34+0,01 ™ | 0,34+0,02 *°
Ca (%) 0,74+0,02* | 0,78+0,01* | 0,65+0,02° | 0,74+0,01* | 0,69+0,01° | 0,72+0,01°
Fe 97,66+29,1 | 157,55+0,94 | 99,64+3,16° | 97,68+1,53 ¢ | 130,56+2,80 | 104,58+7,24
(mg/Kg) | 6° : ’ ¢

En cuanto al P, cuyos valores estuvieron entre el 1,5 y 1,9%, fueron
significativamente mas altos en los tres tratamientos de inoculaciones simples, pero para
esta planta todos los tratamientos de inoculacidon superaron significativamente el
porcentaje de las plantas control. En el caso del K, los valores se mantuvieron en el
rango entre 1,5% y 2%, con incrementos significativos en los dos tratamientos de
coinoculacion con respecto a todos los demads tratamientos, si bien las inoculaciones
simples también mostraron valores significativamente mas altos que las plantas control.
En cuanto al Mg, los resultados fueron muy similares en todos los casos manteniéndose
en torno al 0,3%, siendo mas altos en todos los tratamientos de inoculacion que en el
control, aunque en algunos casos las diferencias no fueron significativas. Los
porcentajes de Ca se mantuvieron entre el 0,6% y el 0,8% con descensos
estadisticamente significativos en el caso de las coinoculaciones simples con los dos
endofitos con respecto al control. Finalmente, las concentraciones de Fe se
incrementaron notablemente con respecto al control en las inoculaciones simples con las
cepas AMPS34 y PSE3PSEQ2 y en el caso de la coinoculacion de esta ultima cepa con
la cepa AMPS34, aunque hubo diferencias significativas entre estos tres tratamientos
alcanzandose los valores mas altos en la inoculacion simple con la cepa AMPS34.

Por lo tanto, al igual que ocurri6 en el caso del guisante, cabe destacar los
resultados obtenidos para el N. En maiz la cepa AMPSE14 destaca por mejorar la
concentracion de N en planta al mismo tiempo que incrementa su biomasa aérea.
Resultados similares se han encontrado para otras bacterias de los géneros Azotobacter
y Paenibacillus, teniendo el primero una larga tradicion de aplicacion al cultivo de maiz
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debido a su capacidad para fijar nitrogeno atmosférico (Kalaiarasi y Dinakar 2015). En
otros cultivos de cereales como el trigo se ha observado que la inoculacion de bacterias
con capacidad para fijar nitrégeno y solubilizar fosfato como las enterobacterias pueden
mejorar el contenido en nitrogeno y fosforo del grano en condiciones de invernadero
(Kumar et al. 2017), sin embargo, sus caracteristicas patogénicas imposibilitan su
utilizacion. En este caso, y obviamente sin tener en cuenta el N, el mejor perfil de los
elementos analizados, lo presentaron las plantas tratadas con la inoculaciéon simple de la
cepa de Rhizobium AMPS34. En cuanto al N, obviamente esta cepa que no fija en vida
libre, se vio superada por la cepa AMPSEI14 que, cuando se coinoculd con la cepa
AMPSE34, origin6 unas plantas mas ricas en N, P, K y Mg que las plantas control.

Por lo tanto, la coinoculacion con las cepas Rhizobium AMPS34 y Bacillus
AMPSE14 es la mejor opcidn para mejorar la produccion del maiz y, teniendo en cuenta
que este tratamiento también mejord la fijacion de N en guisante, podemos concluir que
este tratamiento es muy adecuado para ambas plantas en condiciones de microcosmos.
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Los datos obtenidos en planta muestran que las cepas P. endophyticum PEPV15
y R. laguerreae PEPV16 presentan unas cualidades excepcionales para interaccionar
con cultivos hortofruticolas produciendo la promocién del crecimiento de cultivos de
hoja, raiz y fruto, por lo que su utilizaciéon como bioinoculantes multifuncionales es
prometedora. Por esta razén, se decidid analizar el genoma de estas bacterias para
conocer mas a fondo sus caracteristicas genéticas, asi como buscar una relacion con las
propiedades como PGPB observadas en ambas cepas. Esta estrategia no so6lo busca
explicar los datos obtenidos, sino tratar de describir las caracteristicas gendomicas de
microorganismos con potencial en el desarrollo de biofertilizantes y poder desarrollar
estrategias de minado gendmico para la seleccion de biofertilizantes.

1. Descripcion general de los genomas.

El genoma de P. endophyticum PEPVI1S5 tiene 5.505.940 pares de bases,
distribuidas en 40 contigs y un 57% en contenido en G+C (Tabla 27), un porcenteje
ligeramente mdas elevado que el obtenido durante la caracterizacion utilizando la
metodologia convencional, que mostraron valores del 52% (J.-D. Flores-Félix et al.
2013). El programa RAST consiguid descifrar la funciéon del 28% de los genes
encontrados de manera automadtica, encontrandose 5.628 regiones codificantes (CDS)
(Tabla 26). En la figura 66 a) podemos ver la representacion grafica del genoma y los
subsistemas a los que el programa RAST ha conseguido asignar una funcion.

Tabla 26. Caracteristicas de los genomas obtenidos para las cepas analizadas

Caracteristica Phyllobacterium endophyticum Rhizobium sp. PEPV16
PEPV15

Tamafio (nt) 5,505,940 7,187,254

Contenido en G+C (%) 57 60,9

N° de contigs 40 607

Genes anotados (%) 28 29

N° de CDSs 5658 7652

rRNAs 48 47

El genoma de R. laguerreae PEPV16 presentd 7.187.245 pares de bases y un
contenido en G+C del 60,9%. En este caso, el nimero de contigs fue mayor, 607, que en
el caso de la cepa anterior y el nimero de genes anotados y asignados a subsistemas por
el programa RAST fue de un 29%, con 7.625 regiones codificantes detectadas. Estos
datos nos indican que, en ambos casos, la mayoria de los genes del genoma no han
podido ser clasificados automdaticamente, por lo que la busqueda de genes debera ser
realizada de manera manual para no perder informacion.
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a)

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts
@M Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (141)
W Cell wall and Capsule (41])

Virulence, Disease and Defense (49)

@M Potassium metabolism (9)

@M Photosynthesis (0)

Miscellaneous (24)

@m Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (27}
Membrane Transport (139)

Iron acquisition and metabolism (29)
RNA Metabolism (37)

MNucleosides and Nucleotides (86)
Protein Metabolism (201)

Cell Division and Cell Cycle (0)

Motility and Chemotaxis (52)

Regulation and Cell signaling (56)
Secondary Metabolism (5)

DNA Metabolism (116)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (69)
Nitrogen Metabaolism (12}

Dormancy and Sporulation (1)
Respiration (107)

Stress Response (69)

| [

Metabolism of Aromatic Compounds (37)
Amino Acids and Derivatives (356)
Sulfur Metabolism (44)

Phosphorus Metabolism (46)
Carbohydrates (394)
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b)

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (193)
Cell wall and Capsule (64)

Virulence, Disease and Defense (58)
Potassium metabolism (13)
Photosynthesis (0)

Miscellaneous (46)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (4)
Membrane Transport (182)

Iron acquisition and metabolism (22)

RNA Metabolism (53)

Nucleosides and Nucleotides (108)
Protein Metabolism (245)

Cell Division and Cell Cycle (0}

Motility and Chemotaxis (75)

Regulation and Cell signaling (100)
Secondary Metabolism (6)

DNA Metabolism (130)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (146)
Nitrogen Metabolism (33)

Dormancy and Sporulation (1)
Respiration (158)

Stress Response (106)

Metabolism of Aromatic Compounds (56)
Amino Acids and Derivatives (506)

Sulfur Metabolism (44)

Phosphorus Metabalism (44)
Carbohydrates (538)

29%

BHEBE

Figura 66. Anotacion automatica mediante RAST de los genomas obtenidos en el presente
estudio mostrando las funciones predichas para las distintas regiones codificantes. a) P.
endophyticum PEPV15 y b) R. laguerreae PEPV16.

2. Estudio de genes de interés para la promocion del crecimiento
vegetal.

La utilizacion de técnicas de secuenciacion masiva nos permite analizar una gran
cantidad de informacion genética que puede ser utilizada para realizar estudios in silico
de los procesos empleados por las bacterias para promocionar el crecimiento vegetal
(Belbahri et al. 2017). Ademas, estas técnicas permiten conocer el potencial de nuestros
aislados sin la dependencia directa de la determinacion mediante ensayos in vitro,
pudiendo analizar el genoma mediante el denominado minado de genes, utilizando
programas especificos para este fin o mediante la biisqueda dirigida de genes de interés
(Carro, Nouioui, et al. 2018). En nuestro caso se estudio el potencial de las cepas
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PEPV15 y PEPV16 a través del andlisis de los genes implicados en la produccion de
mecanismos directos e indirectos de promocion del crecimiento vegetal, asi como otros
mecanismos implicados en la interaccion con los hospedadores vegetales.

2.1. Sintesis de fitohormonas.

Uno de los principales mecanismos a través de los que las bacterias PGPB
ejercen su accion sobre las plantas es la sintesis de fitohormonas, siendo las sintesis de
auxinas uno de los mecanismos mas extendidos y cuyo efecto genera mejores resultados
(Zandi y Basu 2016). La sintesis de acido indol acético (IAA) estd mediada por una
serie de enzimas que pueden estructurarse en diferentes rutas metabolicas partiendo de
triptéfano como sustrato. En ambos genomas encontramos una serie de enzimas
relacionadas directamente con la sintesis de estas fitohormonas como la indol-3-glicerol
fosfato sintetasa o indol-3-acetico transferasa. La primera de ellas, la enzima indol-3-
glicerol fosfato sintetasa, esta involucrada en la sintesis de IAA en una de las rutas
denominadas triptéfano independiente. También se han encontrado acetamidasas
homologas del gen iaaH (EC 3.5.1.4) que estan involucradas en la sintesis de acido
indol-3-acético a partir de indol-3-acetamida (Fig. 67). Este gen esta involucrado en la
sintesis de esta fitohormona a partir de IAA por la denominada ruta del indol-3-
acetamida, aunque puede ser sintetizado utilizando la ruta del indolpiruvato relacionada
con la presencia en el genoma del gen ipdC (Xie et al. 2016). Sin embargo, este gen no
ha sido localizado en ninguno de los dos genomas analizados. También se han detectado
varios sistemas transportadores de membrana de auxinas en ambos genomas, lo que
unido a los genes ya mencionados y a aquéllos involucrados en la sintesis de triptéfano,
como los que codifican las triptéfano-sintasas (EC 4.2.1.20), asi como su transporte,
podemos deducir que ambos microorganismos son capaces de sintetizar auxinas a partir
de fuentes exdgenas y enddgenas, ademds de exportarlo al exterior celular
(Vidhyasekaran 2015).
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Figura 67. Esquema obtenido mediante KEGG de la ruta metabédlica de sintesis de acido
indol acético. En verde, las enzimas presentes en el genoma de ambas bacterias mostrando
que la ruta mas probable es la ruta de la indol 3-acetamida.

2.2.Metabolismo del fosforo.

El fosforo es un nutriente esencial en la sintesis de moléculas organicas y por
esta razoén existen gran cantidad de genes implicados en el metabolismo de este
elemento, como su captacion, transporte o incorporacion a distintas moléculas (Unno y
Shinano 2013). Parte de este metabolismo tiene especial relevancia en la solubilizacion
de fosfato y movilizacion de fosforo a partir del suelo, cambiando su disponibilidad
para las plantas (Anon 2015). Existen una serie de genes directamente relacionados con
la solubilizacién de formas inorganicas de fosforo en el suelo, como las trifosfatasas
inorganicas (EC 3.6.1.25) o las pirofosfatasas inorgéanicas (EC 3.6.1.1), que actian
sobre sustratos inorganicos transformandolos en formas quimicas maés facilmente
asimilables, captando parte de los mismos y dejando otra parte disponible para las
plantas (Anand et al. 2016). Ambos tipos de enzimas han sido localizadas en el genoma
de las dos cepas estudiadas, pudiéndose relacionar con la capacidad de solubilizar
fosfato inorganico in vitro. También se han encontrado exopolifosfatasas (EC 3.6.1.11)
en el genoma de ambas bacterias, aunque el nimero de genes que codifican para estas
enzimas es mayor en R. laguerreae PEPV16. Otras enzimas implicadas en la
solubilizacion de fosfato y sefaladas por diferentes autores son aquellas estan
implicadas en la sintesis de acidos orgéanicos como la enzima citrato sintasa (EC 2.3.3.1)
detectada en ambos microorganismos o la enzima lactato deshidrogenasa detectada
unicamente en la cepa PEPV16. Este tipo de enzimas ha mostrado tener relacion con la
solubilizacion de fosfato en bacterias del género Pseudomonas (Kwak et al. 2015).
También se ha relacionado la presencia de genes que codifican para glucosa
deshidrogenasa, una enzima capaz de producir 4cido glucénico a partir de glucosa, que
acttia solubilizando el fosfato presente en el medio (Choi et al. 2007). Ademas, suelen
ser enzimas pirroquinolinquinona dependientes, estando estos sistemas muy bien
caracterizados debiendo estar presentes las pirroloquinolona sintasas (pgq) junto con la
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glucosa deshidrogenasa (gdh) (Wagh et al. 2014). Estos sistemas se han observado en
ambas bacterias, pero la cepa P. endophyticum PEPV15 presenta un mayor nimero de
genes gdh u homologos.

Ademads, en el genoma de ambas bacterias podemos encontrar genes pst
involucrados en el transporte transmembrana de fésforo inorganico (Zhang et al. 2007),
lo que puede permitir a la bacteria manejar los stocks de fosforo, tanto en el exterior
como en el interior de la célula, permitiendo la incorporacion de este elemento al ciclo
biologico (Xie et al. 2016).

2.3.Nodulacion y fijacion de nitrogeno.

El estudio realizado en el capitulo anterior fue dirigido a la amplificacion y
secuenciacion del gen nodC, utilizado como marcador para la clasificacion de
Rhizobium a nivel de simbiovariedad y para estudiar la diversidad genética dentro de
ella (Villadas et al. 2017). Sin embargo, la secuenciacion masiva permite obtener los
operones de nodulacion completos sin las limitaciones propias de la PCR convencional,
identificandose, como ocurre en el caso de la cepa PEPV16 los genes nodABCDIJ
involucrados en el proceso de nodulacion. En el genoma de la cepa PEPV15, por el
contrario, no se localizé ningiin gen que mostrara homologia con los genes implicados
en la nodulacion de leguminosas, corroborando los resultados obtenidos por PCR
convencional y su naturaleza endofitica (J.-D. Flores-Félix et al. 2013).

Otro aspecto asociado con el establecimiento de relaciones simbioticas entre las
bacterias PGPB vy las plantas es la capacidad de fijar nitrégeno, que viene determinada
por la presencia en el genoma de los genes que codifican para la enzima nitrogenasa,
entre otros el gen nifH (Silveira et al. 2016). Este gen, junto con el resto del operén de
fijacion de nitrogeno nifHDK, solo se localizd en la cepa PEPVI16 y esta
previsiblemente incluido en un pladsmido simbidtico. En la cepa PEPV16 también se
localizaon los genes fixABCX, que juegan un papel en el equilibrio redox durante la
fijacion de nitrogeno (Masson-Boivin et al. 2009). En el genoma de la cepa PEPV15 no
se localizd ninglin gen nif, tan sélo un inductor transcripcional fixJ, cuya funcion
posiblemente haya sido anotada por homologia de la secuencia, pero cuya funcion real
puede no estar relacionada con la fijacion de nitrégeno.

2.4.Metabolismo del hierro.

El hierro es uno de los elementos mas comunes en la corteza terrestre y presenta
concentraciones muy variables en el suelo fruto de sus dos estados de oxidacion, Fe*" y
Fe’*. El primero es muy soluble y puede lixiviarse con el agua produciéndose una
pérdida de este elemento, sin embargo, el Fe’™ en muy insoluble y su presencia en el
suelo no es rara, pero su disponibilidad es muy baja (Chu et al. 2010). Ademas, este
elemento tiene especial relevancia en la biologia de los organismos actuando como
cofactor de multiples enzimas y como componente esencial de numerosas moléculas
que juegan un papel fundamental, como los citocromos (Cornelis 2010). Por esta razon,
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las bacterias presentan importantes sistemas metabdlicos de manipulacién y obtencion
del hierro evitando situaciones limitantes por déficit de este metal. En ambas cepas el
sistema automatico de anotacion del RAST identificé 29 genes diferentes relacionados
con el metabolismo del hierro en P. endophyticum PEPV15 y 22 en R. laguerreae
PEPV16. Ambas cepas presentan similitudes en los genes relacionados con el
metabolismo y transporte de los grupos hemo, como los genes implicados en la sintesis
de transportadores de membrana siad, siaB, isdA, isdD e isdE. También se han
encontrado una serie de transportadores de membrana tipo ABC especializados en la
captacion de hierro y los operones piaABC, pitABC y piuABC que codifican para cada
una de las subunidades que forman este sistema y que se encuentrd en ambas cepas. En
concreto piaA, pitA 'y piuAd codifican para lipoproteinas que se unen a los grupos hemo,
ferricromos o iones de hierro. Estas transfieren los iones hierro a las permeasas piaB,
pitBy piuB, que atraviesan las membranas utilizando energia a través de la hidrélisis de
ATP aportado por piaC, pitC'y piuC (Yang et al. 2014). En ambas cepas también se han
encontrado sistemas de transporte especificos de ferricromos fhud, fhuB, fhuC.

Sin embargo, existen multiples diferencias asociadas principalmente con el nivel
de captacion. Como se habia observado in vitro, ambas cepas presentaban capacidad
para producir sideroforos, aunque estos eran producidos en distinta cantidad. El estudio
gendmico nos indica que cada una de las cepas analizadas es capaz de producir un
siderd6foro diferente, lo que también podria explicar la diferente afinidad de cada cepa
por el hierro. La cepa P. endophyticum PEPV15 presenta los genes siderX1, siderX2,
siderX3, siderX4 y siderX5 implicados en la sintesis de antraquelina (Fig. 68 a), un
sideroforo de la familia de los hidraxamatos descritos en primera instancia asociada a
Bacillus anthracis (Cendrowski et al. 2004). También encontramos un sistema de
transporte de hierro especifico. Este consta de tres componentes proteicos (EfeUOB) y
actua principalmente a pH bajo. Los sistemas homologos estan presentes en muchas
otras bacterias. El operén efeUOB se induce a pH bajo tras la fosforilacion del
componente CpxR del regulador de respuesta de dos componentes CpxAR (para cobre).
La expresion aumenta en respuesta a las condiciones de déficit de hierro siendo
dependiente de Fe*". También puede verse reprimido por receptores de Quorum sensing
luxS. (GroB3e et al. 20006).
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Figura 68. Representacion molecular de los sideréforos cuya sintesis ha sido predicha en
funcion de los genes encontrados en ambos genomas. a) antraquelina y b) aerobactina.

La cepa R. laguerreae PEPV16 presentd genes implicados en la sintesis y
captacion de aerobactina (Fig 68 b). Esta cepa presentaba el operén completo para la
sintesis de este sideroforo de la familia de los hidroxamatos, el operon iucABCD, en el
que en concreto el gen iucC es el que codifica para la enzima aerobactina sintasa. La
aerobactina es un dihidroxamato que comprende dos moléculas de N6-acetil-N6-
hidroxilisina y una molécula de 4cido citrico. Este compuesto se aisld por primera vez
de Enterobacter aerogenes (Braun et al. 1983). Este grupo a menudo incluye el quinto
gen (iutA) que codifica la proteina del receptor. El transporte de aerobactina a través de
la membrana externa estd mediado por [utA, un receptor dependiente de TonB altamente
especifico. Estd muy conservado y es facilmente identificable en la mayoria de los
microorganismos capaces de llevar a cabo la biosintesis de aerobactina, asi como en
aquéllos que parecen utilizarlo como un sideréforo heterdlogo (en ausencia de sintesis
interna de aerobactina). Por otro lado, el transporte de aerobactina férrica (y otros
hidroxamatos de hierro (III)) a través de la membrana interna al citoplasma parece ser
mucho menos especifico, y se entiende mucho menos (Ishimaru y Loper 1992).

2.5.Induccion de resistencia sistémica

Diferentes estudios ponen de manifiesto que las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal son capaces de promover el crecimiento de la planta hospedadora
no solo por mecanismos directos, sino también mediante otros mecanismos indirectos
como, por ejemplo, la induccidn de resistencia sistémica (ISR). Uno de los mecanismos
por los que las bacterias PGPB inducen esta respuesta en las plantas es la sintesis de
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compuestos volatiles como 2-3-butanediol o acetoina (Rudrappa et al. 2010). La sintesis
de estos compuestos esta asociada a la presencia en el genoma de los genes budC/butA o
alsD que codifican para butanediol dehidrogenasa y acetolactato descarboxilasa,
respectivamente. En nuestro caso, tan s6lo se ha encontrado butanediol deshidrogenasa
en el genoma de la cepa R. laguerreae PEPV16, con dos unidades en el genoma. Otras
cepas con gran potencial como PGPB presentan estos genes en su genoma (Maymon et
al. 2015) e incluso algunos autores indican que puede ser una cualidad extendida entre
los microorganismos de la rizosfera (Gupta et al. 2015), aunque en nuestro caso, se
localizo6 solo una de las cepas analizadas.

3. Genes implicados en colonizacion e interaccion en la rizosfera.
3.1.Quorum sensing.

Ya hemos observado que las bacterias son capaces de producir moléculas
implicadas en la comunicacion célula-célula. Estas moléculas son capaces de inducir o
reprimir la transcripcion de diferentes genes en funcion de la densidad de las
poblaciones, como la sintesis de flagelos, la formacion de biofilms o la transferencia de
plasmidos (Zheng et al. 2015). Este proceso se denomina Quorum sensing y se conoce
desde la década de los afios 80 del pasado siglo, habiéndose identificado una serie de
moléculas como tiolactonas ciclicas, furanosilborato, dcido metil-dodecinoico y las acil-
homoserina-lactonas (Dong y Zhang 2005). Estas Ultimas son las més estudiadas y las
que mayor influencia han mostrado tener en los sistemas de Quorum sensing de las
bacterias Gram negativas donde rhizobia no es una excepcion (Wisniewski-Dyé y
Downie 2002; Gonzéalez y Marketon 2003). Las dos cepas analizadas presentaron los
genes basicos de los operones implicados en la regulacion de los circuitos de Quorum
sensing. Estos sistemas de Quorum sensing estan formados por los genes /ux, donde los
denominados /ux/ codifican para una acil-homoserina-lactona sintasa encargada de
sintetizar las moléculas implicadas, y suelen ir asociados a otro tipo de genes, los
denominados /uxR, que actiian como reguladores transcripcionales. Estos pueden estar
asociados a otros operones como es el caso de los genes /uxA, que son reguladores
transcripcionales autoinducibles. En ambos casos, se detectaron genes /uxA4 en operones
implicados en la sintesis de flagelos como los genes FIiFNMA, que codifican las
diferentes proteinas que conforman la estructura de los flagelos. Esto nos indica que los
cambios entre fase bentdnica y planctonica estdn determinados por cambios en la
concentracion de AHL en el medio. Este tipo de organizaciones génicas ya se ha
detectado en otras cepas de Rhizobium y se conoce como son capaces de autoregularse y
retroalimentarse (Zheng et al. 2015). Como genes adicionales al sistema bdasico de
produccion-regulaciéon encontramos transportadores de membrana de homoserina-
lactonas en ambos genomas, ademds de genes implicados en el silenciamiento y
regulacion de la concentracion de estas moléculas que estarian asociados a los
denominados procesos de Quorum quenching, las N-acil homoserina lactona hidrolasas
encargadas de degradar estas moléculas (Kalia 2013).
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3.2.Genes implicados en colonizacion y formacion de biofilms.

Otro de los requerimientos necesarios para el disefio de un buen biofertilizante
debe ser la capacidad de colonizacion elevada de las superficies vegetales, con
posibilidad de crear biofilms y competir activamente con los microorganismos ya
establecidos (Zhao et al. 2011). Ya se ha observado in vitro la capacidad de ambos
aislados para formar biofilms y producir determinados enzimas, sin embargo, la
produccion de exopolisacaridos implicados en la formacion de biofilms y Ia
colonizacién de superficies tiene una importante base genética (Janczarek et al. 2015;
Liu et al. 2017). En el caso de Rhizobium y otros géneros afines, la produccion de
biofilms es muy variable y puede presentar una naturaleza muy diversa en lo que a
monomeros se refiere, pudiendo estar compuestos por galactosa, glucosa, manosa,
ramnosa, xilosa, acido galacturénico o acido glucurdnico, entre otros (Ribeiro y Burkert
2016).

La sintesis de exopolisacaridos y de la matriz extracelular precisa de una parte
muy determinada de la maquinaria celular, desde genes de sintesis de polimeros y
proteinas transportadoras especificas de estos polimeros, a liasas especializadas en la
creacion de polimeros de estructuras complejas con multiples sustituyentes (Ghosh y
Maiti 2016). En muchos Rhizobium, este exopolisacarido estd compuesto por
succinoglicano y otros polisacéaridos, como celulosa o glucanos. El succinoglicano es un
exopolisacarido compuesto por glucosa y galactosa en proporcion 7:1 y en cuya sintesis
los genes exo tienen un papel destacable (Schmid et al. 2015). En las dos cepas
analizadas encontramos genes exo(Q encargados de la sintesis de exopolisacaridos de
alto peso molecular (Anon 2015) y los genes exoF y exol, que son reguladores
transcripcionales negativos y positivos de la sintesis de succinoglicano, respectivamente
(Janczarek y Skorupska 2004; Wu et al. 2016). Ademas, se encontr6 la enzima B 1-2
glucano ciclico sintasa (EC 2.4.1.-) codificada por genes homologos del gen ndvB, junto
con ndvA, que codifica para un transportador de membrana especifico de este
compuesto, que conforma parte de los polisacaridos extracelulares en numerosas
especies de Rhizobium (Venkatachalam et al. 2013; Janczarek et al. 2014). También, en
los genomas de las dos cepas se localizaron una serie de genes diferentes. En el caso de
la cepa P. endophyticum PEPV15 se localiz6 el gen exoM implicado en la elongacion de
la cadena de residuos de glucosa que conforman el succinoglicano, ademas de los genes
exoD y exoR que también actian como reguladores transcripcionales (Halder et al.
2017). En suma, se detectaron genes implicados en la sintesis de acido colanico, un
polimero sintetizado en el género Pseudomonas como matriz extracelular (Schmid et al.
2015). En el genoma de la cepa R. laguerreae PEPV16 se encontraron diferentes
unidades del gen exoZ, implicado en la acetilacion de las cadenas de succinoglicano
(Cheng y Walker 1998).

En ambas cepas encontramos genes involucrados en la sintesis de
lipopolisacaridos de distinta naturaleza, como wadB y wadC con actividad
glicosiltransferasa y manosiltransferasa, respectivamente (Gil-Ramirez et al. 2014;
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Fontana et al. 2016). También encontramos genes pssD, pssE que conforman las dos
subunidades de una glucuronosil-(f1-4)-glucosil transferasa que anade dos residuos de
acido glucurdnico a los extremos lipidicos de estos polisacaridos (Williams et al. 2008;
Janczarek et al. 2014). De esta manera, estos aislados muestran la capacidad de producir
una amplia variedad de exopolisacaridos. Sin embargo, la sintesis de estos polimeros
precisa de sistemas de transporte que permitan localizar las moléculas en su zona de
accion, el exterior celular. Por otra parte, también encontramos sistemas de transporte
especificos de exopolisacaridos y lipopolisacaridos como por ejemplo el gen wzxC, que
codifica para una f-lipasa que permite la translocacion del lipopolisacarido a través de la
membrana interna (Schmid et al. 2015). Ademas, hay numerosas proteinas cuya funcion
estd asignada al transporte de polisacaridos de diferente naturaleza para completar la
funcién biologica desempefiada por estas moléculas, y que aparecen en clusteres de
genes, como en el caso de R. laguerreae PEPV16, en la que muestran alta homologia
con distintos genes de transporte de exopolisacaridos de la cepa Rhizobium
leguminosarum 3841 (Fig. 69) y entre los que se encuentran los genes exoP, pssO 'y
pssT, todos ellos involucrados en sistemas de transporte extracelular de
exopolisacaridos (Mazur et al. 2005; Marczak et al. 2008).
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Figura 69. Posible operon de sintesis y exportacion de exopolisacarido detectado en R.
laguerreae PEPV16 en comparacion con el detectado en R. leguminosarum 3841.

En ambos casos encontramos el operon celABC o bcsABC implicado en la
biosintesis de celulosa, donde celd o bcsA codifica una celulosa sintasa y alberga un
dominio glicosiltransferasa. El gen ce/B o bcsB codifica para el complejo B de la
celulosa sintasa y esta subunidad posee un dominio de uniéon a di-GMP ciclico, que
actiia como un regulador de la biosintesis de celulosa. Por ultimo, el gen celC o besC
codifica f 1-4 glucanasas, también denominadas celulasas (EC 3.2.1.4). Estos genes se
encontraban anotados por su funcidon, pero la estructura del operdn es facilmente
reconocible, ademds de encontrarse repetido en el genoma de ambas cepas. Este operon
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esta ampliamente distribuido entre Rhizobium y géneros afines, mostrando una
importante implicacion en los procesos de adhesion y colonizacion radicular, asi como
los procesos de infeccion y nodulacion (Robledo et al., 2008; Robledo et al. 2012).

4. Otros genes de interés en bacterias PGPB.

Ademas de los mecanismos directos de promocion del crecimiento vegetal y de
la sintesis de diversos compuestos, las bacterias PGPB son capaces de influir en el
desarrollo de la planta a través de la sintesis de diversas enzimas que, o bien actiian de
manera indirecta sobre la planta, o son capaces de mejorar la colonizacion del
hospedador.

Una de las enzimas con interés en promocion del crecimiento vegetal, y que ha
sido estudiada con mayor asiduidad, es la enzima ACC-desaminasa implicada en la
degradacion del acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico, que es el precursor directo
del etileno, una fitohormona implicada en numerosos procesos como la maduracién de
los frutos, la senescencia y caida de las hojas, la germinacion o la floracion (Saleem et
al. 2007; Duan et al. 2009). Su presencia en microorganismos endofitos no es muy
comun, apareciendo asociada a géneros como, por ejemplo, Rhizobium o Pseudomonas
(Rashid et al. 2012). Las dos cepas estudiadas presentan el gen acdS que codifica para
esta enzima (EC 3.5.99.7), por lo que presuntivamente son capaces de expresarla y
actuar sobre las plantas en momentos de estrés. Esta accion ocurre cuando las bacterias
se encuentran en entornos rizosféricos y endofiticos, y el 4cido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico difunde a los entornos de la raiz como parte de los exudados radiculares vy,
de esta manera, las bacterias actian reduciendo la cantidad total disponible para
metabolizarse en forma de etileno (Glick 2014). Este efecto ha sido puesto en duda en
biofertilizantes de aplicacion general cuya interaccion con las plantas no esta
demostrada empiricamente y su efecto estd asociado a la colonizacion radicular (Glick
2015), por lo que es muy posible que las cepas P. endophyticum PEPVI1S5 y R.
laguerreae PEPV 16 sean capaces de generar este efecto sobre las plantas debido a su
naturaleza endofitica y rizosférica, respectivamente. También se ha encontrado en los
genomas de ambas cepas la enzima succinato semialdehido deshidrogenasa codificada
por el gen gabT, que estd implicada en la supresion de la sintesis del acido y-
aminobutirico (GABA). Su presencia en los genomas estd asociado con la supresion o
disminucion de la incidencia de distintas plagas o enfermedades en las plantas (Belbahri
et al. 2017). La cepa R. laguerreae PEPV16 presenta genes implicados en la sintesis de
fenacina, un compuesto con actividad antifiungica producida por muchas Pseudomonas
y otros géneros presentes en la rizosfera (Gupta et al. 2014). En concreto, se encontré el
gen phzF, que ha sido descrito como la pieza clave del operon de sintesis de fenazina en
Pseudomonas. Este compuesto presenta actividad frente muchos de los patdgenos
radiculares y ha demostrado tener un importante papel en la represion de infecciones
fungicas (Lichens-park y Gross Ann, 2014). Estos genes parecen indicar que ademas de
los mecanismos de promocion del crecimiento directos observados in vitro y aquéllos
localizados en el genoma, ambas cepas presentan un importante potencial debido a la
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presencia de numerosos mecanismos indirectos como promotoras del crecimiento
vegetal que pueden mejorar el desarrollo de las plantas en condiciones de estrés.

En los genomas de ambas cepas encontramos otro tipo de genes relacionados no
con la capacidad de la bacteria para influir sobre el desarrollo de la planta, sino para
adaptarse y desarrollarse en entornos rizosféricos. Encontramos diversos genes que
codifican para proteinas relacionadas con la tolerancia a estreses, como por ejemplo
estreses térmicos por frio o calor. Se detectaron genes de sintesis de proteinas de
aclimataciéon a frio denominadas Csp (Cold shock protein) cuya presencia en los
genomas de Rhizobium se ha relacionado con la adaptacion a climas frios (Drouin et al.
2000). A su vez, ambas cepas presentaban homologias en los sistemas encargados de la
respuesta a estreses térmicos por calor. Se encontraron genes implicados en la
reparacion del ADN como los genes dnaK que codifican para una chaperona y ademas
se han utilizado en estudios filogenéticos porque son considerados genes housekeeping,
al igual que los genes recA y atpD (Wang et al. 2018). También se encontraron
proteinas involucradas en la respuesta directa a shock por calor codificadas por el gen
grpE que actiia como gen accesorio del DnaK (D’aes et al. 2009), y el gen hrcA, que
codifica para un represor transcripcional asociado a los genes anteriores (Wiegert et al.
2004). No solo se localizaron en los genomas de las dos cepas analizadas genes
implicados en la sintesis de proteinas y enzimas implicadas en la respuesta a shocks
térmicos, sino también otros relacionados con la respuesta a diversos estreses como el
estrés oxidativo. En ambos casos encontramos genes ahpD que codifican para una
peroxiredoxina implicada en la reduccion del estrés oxidativo (Hillas et al. 2000; Nunn
et al. 2002). Estos genes estan ampliamente distribuidos en procariotas y eucariotas, y
ademas de estar altamente conservados son el unico antioxidante enzimatico conocido
responsable de metabolizar hidroperoxido de alquilo, utilizando electrones donados por
NADPH a través de tiorredoxina u otros productos intermedios que contienen tiol
(Shrivastava et al. 2015). También se localizaron genes sodM, que codifican para
superoxido dismutasas y presentan una funcion bioldgica similar a la de las enzimas
anteriores (Jones et al. 2007).

Otros genes codifican proteinas que estdn implicadas en la degradacion de
polimeros vegetales y pueden ser utilizadas tanto con fines nutricionales como para
colonizar los tejidos vegetales (Gopalakrishnan et al. 2014). Entre ellas, y localizadas a
lo largo del genoma, se encontraron § 1-4 glucanasas, también denominadas celulasas
(EC 3.2.1.4), ademas de las incluidas en el operdn celABC, cuya actividad habia sido
observada in vitro. También se localizaron a-amilasas (EC 3.2.1.1) y glucoamilasas (EC
3.2.1.3), que catabolizan distintos polimeros glucosidicos (Zhang et al. 2016). También
se han encontrado enzimas implicadas en la degradacion de polimeros que conforman la
pared celular de las plantas como B-ketoadipato enol-lactona hidrolasa (EC 3.1.1.24)
implicada en la degradacion de lignina (Anon 2015) y 1-4 xiloxidasa en la del xilano
(EC 3.2.1.37) . Ademas, en el genoma de R. laguerreae PEPV16 se encontraron una
serie de genes implicados en la degradacion de xilano como endo 1-4 xiloxidasa (EC
3.2.1.8) y a -L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55). La funcién de la primera es cortar las
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cadenas de xilano por el interior de la cadena y la de la segunda hidroliza el enlace entre
el arabinofuranosido y el extremo no reductor del arabinoxilano (Cooper 2013).

Respecto al estudio de la capacidad enzimética potencial podemos utilizar bases
de datos especializadas en la anotacion de enzimas, permitiéndonos clasificar las
enzimas por su funcidon y asi permitirnos una busqueda mas dirigida. Por ejemplo,
dbCAN es una base de datos especializada en la anotacion de enzimas implicadas en el
metabolismo de carbohidratos permitiéndonos dirigir la bisqueda y centralizarla en la
misma (Yin et al. 2012). Esta base de datos, ademas, nos provee la informacion
catalitica de las mismas al estar referencia con la base de datos CAZy, especializada en
el andlisis gendmico, estructural y bioquimico de enzimas especializadas en el
metabolismo y catabolismo de carbohidratos (Lombard et al. 2014). Esta base de datos
clasifica las enzimas en glucosidohidrolasas, glucosiltransferasas, polisacaridoliasas,
carbohidratoliasas y otras enzimas con actividades auxiliares. El analisis de ambos
genomas empleando dbCAN mostro que la cepa PEPVI1S5 presentaba 209 enzimas
implicadas en el metabolismo de carbohidratos frente a las 290 que mostraba tener la
cepa PEPV16.

Concretamente, en el genoma de la cepa PEPV15 se localizaron 63 enzimas
clasificadas como glucosidohidrolasas tras el analisis con dbCAN frente a las 17 que se
habian localizado utilizando el sistema de anotacion automatica del RAST. En el caso
de las glucosiltransferasas se localizaron 70 frente a 35, y en el de las
carbohidratoesterasas, 36 frente a 2. También detecto 2 polisacaridoliasas que no habian
sido detectadas mediante la busqueda en RAST. Este programa detectd 26 enzimas
auxiliares entre las que se encontraban, por ejemplo, las pirroquinolona quinona
oxidorreductasas codificada por los genes pgq, que si se habian detectado mediante
RAST y estan implicadas en el metabolismo del fosfato.

Al igual que en el caso anterior, en la cepa PEPV16, el numero de enzimas
asociadas a cada una de las funciones bioldgicas reconocibles por el programa de
anotacion dbCAN es superior al obtenido con RAST. En este caso, con dbCAN se
localizaron en el genoma 128 glucosidohidrolasas frente a las 48 detectadas con RAST,
79 glucosiltransferasas frente a 43, y 46 carbohidratoliasas frente a 6. También se
detectaron 5 polisacaridoliasas, la mayoria de ellas identificadas como
oligogalacturonatoliasa o poligalacturonatoliasa. El numero de enzimas auxiliares es
inferior que en la cepa PEPV15, concretamente 22 frente a las 26 localizadas en la cepa
PEPVI15.

Tabla 27. Tabla resumen de genes detectados en el genoma de ambas cepas.

Mecanismo Funcion del gen  Nombre del gen anotado en PEPV15S PEPV16
general descrito RAST

Fosfato Pirroloquinolone | Pqg-Pirroquinolona sintasa
sintasa

Glucosa deshidrogenasa,
dependiente de PQQ (EC
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1.1.5.2)

Oxidoreductasa dependiente
de PQQ, familia gdhB

Exopolifosfatasas | Exopolifosfatasa (EC 3.6.1.11)

Transporte de Transportador ABC de fosfato,

fosforo proteina de union
periplasmatica PstS (TC
3.A.1.7.1) pstSCAB

Fosfatasas Trifosfatasa inorganica (EC

3.6.1.25)

Pirofosfatasa inorganica (EC
3.6.1.1)

Fosfatasa putativa (3)
Sintesis de Indol acético Indol-3-glicerol fosfato sintasa
fitohormonas (EC 4.1.1.48)
Acido indol-3-acetico
acetiltransferasa

Triptéfano sintasa cadena alfa
(EC 4.2.1.20)

Triptofano sintasa cadena beta
(EC 4.2.1.20)

Quorum sensing

Sintesis de AHL

Acil-homoserina-lactona
sintasa Lux/

Degradacion

N-acil homoserina lactona
hidrolasa

Captacion/exporta
cion

Homoserina/homoserina
lactona proteina de
exportacion

Regulador transcripcional de
dos componentes, familia
LuxR

Regulador transcripcional
autoinducible, familia LuxR

Regulador transcripticional,
familia LuxA

Enzimas

Degradacion
ACC

1-aminociclopropano-1-
carboxilato desaminasa (EC
3.5.99.7)

Celulasas

beta-1,4-glucanasa (celulasa)
(EC3.2.14)

Degradacion
lignina

Beta-ketoadipato enol-lactona
hidrolasa (EC 3.1.1.24)

Acido polihidroxialcanoico
sintasa

Amilasas

Alfa amilasa (EC 3.2.1.1)

Glucoamilasa (EC 3.2.1.3)

Xilanasas

Xilano 1,4-beta-xilosidasa (EC
3.2.1.37)

Endo-1,4-beta-xilanasa (EC
3.2.1.8)

Capitulo IIT

Alfa-L-arabinofuranosidasa
(EC 3.2.1.55)

Sinteis de
compuestos

Acetoina,
butanodiol

2,3-butanediol deshidrogenasa,
(EC 1.1.1.4) / Acetoina
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volatiles

(diacetil) reductasa (EC
1.1.1.304)

2,3-butanediol deshidrogenasa

(EC 1.1.1.76)
Produccion de Sintesis de 4- Aminodesoxicorismato liasa
antibioticos hidroxybenzoato | (EC 4.1.3.38)
Fenacina Proteina de sintesis de
fenacina PhzF
Nodulacion Proteina de nodulacion A

Proteina de nodulacion B

Proteina de nodulacion C

Proteina de nodulacion D

Transportador ABC de la
secrecion de oligosacaridos de
lipoquitina, permeasa NodJ

Proteina de nodulacion
putativa X (probable acetilasa)

Transportador ABC de
secrecion de oligosacaridos de

lipocitina, proteina de union a
ATP Nodl

Proteina de nodulaciéon N

Fijacion de
nitrégeno

Nitrogenasa (molibdeno-
hierro) NifH

Nitrogenasa cofactor FeMo

NifE

Nitrogenasa cofactor FeMo

NifN

Regulador transcripcional de
nitrogenasa, especifico de
hierro molibdeno Nif4

Cofactor de sintesis de
nitrogenasa dependiente de
FeMo NifB

Supresion GABA

Succinato-semialdehido
deshidrogenasa [NAD(P)+]
(EC 1.2.1.16) gabT

Resistencia a
estreses

Estrés térmico
(frio)

Proteina de choque frio de la
familia CSP (x8)

Estrés térmico
(calor)

Chaperona Dnak

Proteina de shock térmico
GrpE

Represor de trancripcion
inducible por calor HrcA

Estrés oxidativo

4-carboximuconolactona
descarboxilasa
/alquilhidroperoxidasa AhpD
family proteina de centro de
dominio

superoxido dismutasa SodM

Polisacaridos

exopolisacaridos

exoD

exoF

exol
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exoM

exoQ

exoR

exo/

lipopolisacaridos | WzxC

WadC

Biosintesis de LPS
glicosiltransferasa WadB

pSSE, pssD,

Beta-(1-->2) glucano
exportador, proteina de union a
ATP /permeasa NdvA (EC
3.6.3.42)

5. Analisis genomico mediante programas especificos. Busqueda de
produccion de sustancias.

En la actualidad, el minado de genes en genomas ha evolucionado hacia la
automatizacion en la busqueda de clusteres de genes, que por homologia con otros ya
descritos, puedan estar implicados en la sintesis de metabolitos secundarios como
polipéptidos, antibidticos, péptidos ribosomales y rutas especializadas (homoserina
lactonas, fenacinas o ectoinas) (Paterson et al. 2017). Para ello existen diferentes
programas bioinformaticos especializados en la busqueda dirigida de cada uno de estos
metabolitos como por ejemplo Prediction Informatics for Secondary Metabolomes
(PRISM), Global Alignment for natural products chemInformatiCs (GARLIC),
Generalized Retrobiosynthetic Assembly Prediction Engine (GRAPE) o IMG/ ABC
(Palazzotto y Weber 2018) y antiSMASH, que permite detectar una amplia gama de
metabolitos secundarios estructurados en una base de 1172 clusteres genéticos de
productos finales conocidos (Weber et al. 2015).

En nuestro caso, el andlisis de los genomas se llevdo a cabo utilizando el
programa antiSMASH que es capaz de analizar un mayor nimero de operones
asociados a la sintesis de distintos metabolitos secundarios sin tener que utilizar
diferentes herramientas bioinformaticas (Weber et al. 2015; Carro, Nouioui, et al. 2018).
Los resultados obtenidos para la cepa PEPV15 mostraron un total de 49 potenciales
clusteres de genes con diferente actividad, de los cuéles 33 no presentaban una actividad
reconocible y habian sido predichos en funcion de la estructura de los genes que los
articulaban debido a la existencia de genes reguladores, de transporte o accesorios. Sin
embargo, los 16 restantes si presentaron una actividad predicha, como aquéllos
implicados en la sintesis de homoserina lactonas, terpenos, bacteriocinas, poliketido
sintasas de tipo III, NRPS o péptidos no ribosomales, sacaridos y acidos grasos. Sin
embargo, la mayoria era una prediccion teorica y tan solo algunos presentaban alta
homologia genética con otros clusteres previamente descritos. Entre ellos encontramos
clisteres con homologias inferiores al 20% con los genes de clusteres ya descritos e
implicados en la sintesis de asukamicina, 4cido colanoico, galactoglucano y un cluster
inespecifico de sintesis de lipopolisacaridos. Uno de los clusteres localizados presento
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un 44% de los genes homologos en un cluster de sintesis de galactoglucano (fig. 70) que
esta formado por varias glucosiltransferasas y un polisacaridosintasa que teéricamente
actuarian en la sintesis del galactoglucano.

Query sequence

O OO RO e e ey 1 I X X

BGCO0O000801: Galactoglucan biosynthetic gene cluster (44% of genes show similarity)
OCCOOen aEEdEE e e TTaEmrey T r0d

Figura 70 Operén de sintesis de galactoglucano predicho en P. endophyticum PEPV15
mediante ANTIsmash.

Otro cluster detectado que presenta un alto nimero de genes conservados seria el
que se muestra en la figura 71 implicado en la sintesis de salecano, un B-glucano
descrito recientemente en Agrobacterium sp. ZX09 y cuyas propiedades fisico-quimicas
han despertado gran interés en la industria agroalimentaria y en Medicina ya que se
comporta como un hidrogel capaz de actuar como espesante presentando nula toxicidad
(Hu et al. 2014). En este caso podemos observar que la estructura del cluster es similar
en la cepa PEPV15 aunque presenta un mayor niimero de genes accesorios implicados
en la sintesis del salecano.

Query sequence
O ORI I o> < KA i - < 1K

BGC0001380: Salecan biosynthetic gene cluster (50% of genes show sumilarity)
MBI A DT e <}

Figura 71. Operon de sintesis de salecano predicho en P. endophyticum PEPV15 mediante
ANTIsmash.

El ultimo de los clusteres cuya funcion predicha presenta es altamente probable
esta implicado en la sintesis de un NRPS, un péptido no ribosomal, la vicibactina, que
es un sider6foro de la familia de los hidroxamatos descrito con frecuencia en Rhizobium
leguminosarum (Dilworth et al. 1998; Carter et al. 2002) y que presenta la peculiaridad
de presentar una estructura ciclica (Fig. 72). En este caso, el cluster encontrado en el
genoma de la cepa PEPV15 presenta una elevada similitud con el cluster patron,
encontrandose que los genes principales estan presentes, por lo que el cluster localizado
en nuestra cepa deberia ser funcional. Curiosamente las enzimas implicadas en la
sintesis de este sideroforo no habian sido detectadas en la anotacion del genoma,
mientras que si se habian detectado las enzimas necesarias para sintesis de otros
sider6foros de tipo hidroxamato, como la antraquenina. Estos resultados ponen de
manifiesto la utilidad de programas especificos para la buisqueda de clasteres implicados
en la sintesis de metabolitos secundarios, siendo una herramienta esencial en el minado
de genomas.
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Query sequence
COAOXOKHIXKIDE S T o SO Tl T SO0 S>at oD O on >

BGC0000457: Vicibactin biosynthetic gene cluster (77% of genes show similarity)
C O A

Figura 72. Operdon de sintesis de vicibactina predicho en P. endophyticum PEPV15
mediante ANTIsmash.

La sintesis de vicibactina esta asociada con la presencia en el genoma de los
genes vsb que actian polimerizando tres lactonas para conseguir un sistema trilactonado
triangular con actividad quelante. Su sintesis presenta gran numero de homologias con
la de otros sider6foros, como la turnerbactina donde actua de forma repetida la misma
enzima hasta sintetizar el metabolito final (Fig. 73) (Reitz et al. 2017).

VDSS VDSALC VDSS Trimenrzacién  Trimerizadsn | o OH
. Cl:lu:lon N
o}

AcHN NHA

s ° © ‘
0 O AcHN

Hahe- AcHN o7 0
R @
)_)_ g oJk(\/\r‘u 0

HN, HO N NHAC OH

OH O OH Vicibactina

Figura 73. Ruta de sintesis de vicibactina a partir de turnerbactina segiin Reitz et al.,
(2017).

El andlisis del genoma de la cepa R. laguerreae PEPV 16 utilizando el programa
bioinformatico antiSMASH detectd un numero significativamente inferior de posibles
clusteres implicados en la sintesis de metabolitos secundarios. En este caso, s6lo 10
clusteres fueron detectados y ninguno de ellos mostré una homologia elevada entre los
genes que conformaban cada uno de los clusteres con otros descritos en la bibliografia.
Estos eran por tanto clusteres tedricos basados en la presencia o disposicion de enzimas
cuya funcion estd implicada en la sintesis del metabolito indicado. Este bajo nimero de
clusteres detectados puede estar relacionado con la falta de continuidad en el genoma
debido a que para esta cepa se obtuvieron 607 contigs frente a los 40 que conformaban
el genoma de la cepa PEPV15 en la que se han detectado 49 clusteres implicados en
diferentes actividades metabodlicas. Los clusteres detectados en la cepa PEPV16
parecian estar implicados en la sintesis de NRPS (1), T3pks (1), bacteriocinas (1),
proteusina (1), acilpolieno (1) y acidos grasos (5). Sin embargo, ninguno de los
clusteres propuestos presentaba el numero suficiente de genes y por tanto alcanzar una
homologia elevada con otros descritos.
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La busqueda de biofertilizantes multifuncionales es una tarea que no siempre
acaba de la manera deseada ya que usualmente, una misma cepa no suele presentar
capacidad para promover el crecimiento en diferentes plantas debido a la incapacidad
para interaccionar correctamente con ellas (Grobelak et al. 2015). Por ello se
seleccionaron dos cepas de diferentes géneros y especies, P. endophyticum PEPV15 y
R. laguerreae PEPV16, que presentaron el perfil mas completo de mecanismos de
promocion de crecimiento in vtiro, con produccion de sideroforos, sintesis de indol
acético y capacidad para solubilizar fosfato tanto bicalcico como tricélcico para llevar a
cabo estudios de promocion del crecimiento en plantas de fresa, zanahoria y lechuga
tras la inoculacion con estas dos cepas.

1. Ensayos en plantulas de lechuga, zanahoria y fresa

En primer lugar, se estudi6 el efecto de la inoculacion de estas dos cepas sobre el
crecimiento de las plantulas en las primeras etapas del desarrollo, tanto de la parte aérea,
como de la radicular, a través de varios parametros que incluyeron la longitud aérea y
radicular y el niumero de raices secundarias. La longitud de la parte aérea y de la raiz se
midio6 a los 7 y 14 dias postinoculacion, y el nimero de raices secundarias por planta, a
los 14 dias. La valoracion general fue muy positiva para las dos cepas ensayadas,
observandose un incremento estadisticamente significativo en todos los parametros
evaluados en las plantas inoculadas frente a aquellas sin inocular (Tabla 28).

En el caso de la lechuga, se observd un incremento tanto en la longitud de la
parte aérea como de la raiz a los 7 y a los 14 dias en las plantulas inoculadas con ambas
cepas, PEPV15 y PEPV16. En el caso de la parte aérea, los incrementos de longitud se
encontraban entorno al 40% a los 7 dias y entorno al 70% a los 14 dias. En el caso de la
longitud de la raiz, el incremento observado en ambos tratamientos rondaba el 40%,
pero las medidas observadas a los 14 dias de la inoculacidon arrojaron incrementos
menores, en torno al 25%.

En el caso de la zanahoria, la inoculaciéon de ambas cepas, PEPV15 y PEPV16,
origind incrementos mas discretos en la parte aérea, que variaron entre un 25% y un
30% en las dos tomas de muestras sucesivas. Sin embargo, en lo que se refiere a las
rdices, 7 dias tras la inoculacion, las plantulas inoculadas con las cepas PEPVI1S y
PEPV16 presentaban incrementos en del 130% y del 116%, respectivamente, con
respecto al control sin inocular. A los 14 dias los incrementos con respecto al control sin
inocular fueron mas bajos, del 49% y 45%, respectivamente, para las mismas cepas.

Las plantulas de fresa presentaron tendencias de desarrollo distintas las de las
dos plantas anteriores, con diferencias mas discretas a los 7 dias y una respuesta muy
destacable a los 14 dias tras la inoculacion. A los 7 dias, tan solo las plantulas
inoculadas con la cepa PEPV15 mostraron incrementos estadisticamente significativos
frente al control sin inocular, sin embargo, tras 14 dias, ambos tratamientos mostraban
tener un efecto positivo, con incrementos estadisticamente significativos del 79% y del
75% en las plantas inoculadas con las cepas PEPV15 y PEPV16, respectivamente, con
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respecto al tratamiento control. En lo que se refiere a las raices, a los 14 dias se observo
que el tratamiento con la cepa PEPVI15 presentaba los mejores resultados con
diferencias estadisticamente significativas con respecto al tratamiento control (con un
75% de incremento) y al tratamiento con la cepa PEPV16 (con un 25% de incremento).
Este ultimo tratamiento también presentd diferencias significativas con respecto al
tratamiento control, con un incremento del 41% en la longitud de la raiz.

El efecto de la inoculaciéon de ambas cepas sobre el nimero de raices
secundarias se evalué a los 14 dias debido que se observan mal a los 7 dias post
inoculacion. Tanto en lechuga como en zanahoria, el tratamiento con la cepa PEPV15
mostro los mejores resultados, con incrementos estadisticamente significativos frente al
tratamiento control sin inocular y frente al tratamiento con la cepa PEPV16. En el caso
de la zanahoria, ademds, ambos tratamientos produjeron un desarrollo mas temprano de
raices secundarias frente al tratamiento control, en el cual no se observaron raices
secundarias. Las plantulas de fresa respondieron de manera similar a la inoculacion
tanto con PEPV15 como con PEPV16 presentando un numero similar de raices
secundarias, con diferencias estadisticamente significativas frente al tratamiento control.

Tabla 28. Resultado de la inoculacion de las cepas PEPV15 y PEPV16 sobre plantulas de
lechuga, zanahoria y fresa.

Cultivo Tratamiento N° raices
secundarias
7 dias 14 dias 7dias 14 dias 14 dias
Lechuga Control 1,81+0,20 > | 3,63£0,32° | 4,36£0,26° | 9,66+0,32° | 5,44+0,12°
PEPV15 2,62+40,28 % | 533+0,52°% | 7,80+0,33° | 11,90+0,21° | 9,14+0,13*
PEPV16 2,49+0,09° | 5,19+0,38* | 7,56+0,49* | 12,09+0,41° | 8,14+0,16°
Zanahoria | Control 0,81+0,12° | 1,82+0,10° | 1,76+0,15° | 6,78+0,32° | 0+0¢
PEPV15 1,01+0,10* | 2,35+0,08* | 3,82+0,13° | 9,85+0,40° | 2,29+0,10°
PEPV16 1,00£0,10* | 2,42+0,10* | 4,044021° | 10,12+0,17* | 1,50+0,12°
Fresa Control 0,68+0,08 ° 9,9&0,091 0,74+0,11° | 2,62+0,16° | 0,80+0,06 "
PEPV15 0,74+0,07° | 1,73+0,12% | 1,14+0,11° | 4,56+0,125% | 2,57+0,10°
PEPV16 0,70+0,12° | 1,69+0,13* | 1,08+0,08° | 3,70+0,18° | 2,40+0,11%

Algunos autores relacionan directamente la produccion de fitohormonas como el
acido indol acético con un incremento en el tamafio de las raices utilizando cepas del
género Rhizobium (Kurepin et al. 2014). Otros autores destacan el papel de Rhizobium
en la mejora del tamafio radicular y aéreo, asi como en la disponibilidad de nutrientes,
relacionada no sélo con la produccion de acido indol acético, sino de otras fitohormonas
(Yadav y Verma 2014; Uyandz y Karaca 2011; Abd-Alla et al. 2014; Mohanty et al.
2016; Jiménez-Gomez et al. 2016). También se ha descrito que la inoculacion de
Phyllobacterium es capaz de incrementar el desarrollo de raices secundarias en
Arabidopsis thaliana (Contesto et al. 2010). Todos estos resultados confirman que la
seleccion de biofertilizantes debe atender a ensayos en planta desde las etapas iniciales,
ya que en muchos cultivos hay una primera fase de obtencion de plantones y una
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segunda fase de obtencion del producto final, y por lo tanto, es necesario procurar un
adecuado desarrollo de las plantas en fases tempranas, ya que el posterior enraizamiento
es determinante para el éxito del cultivo.

2. Analisis de la capacidad de colonizacion

Al mismo tiempo que se analiz6 el efecto sobre el crecimiento de las plantulas,
se estudio la colonizacidon de la raiz por parte de las cepas PEPV15 y PEPV16. Para
ello, las cepas se marcaron con GFP que permite localizar in situ las bacterias en la
superficie radicular mediante técnicas de microscopia Optica de fluorescencia y
confocal.

2.1.Estudio mediante microscopia optica de fluorescencia

El estudio mediante técnicas de microscopia Optica de fluorescencia permite la
observacion directa de las bacterias marcadas con GFP, que emiten fluorescencia verde,
y se incrementa el contraste utilizando blanco de calcofluor para tefiir las paredes
celulares en la raiz de la planta (Flores-Félix et al. 2015).

En el caso de la cepa P. endophyticum PEPV15 cuando se inoculd en lechuga
mostrod una colonizacion localizada en ciertas zonas de la raiz, principalmente aquellas
donde aparecian raices secundarias o las zonas de desarrollo de pelos radicales. En las
zonas basales de las raices secundarias aparecian importantes acumulaciones de
bacterias (Fig 74 a), aunque la colonizacion era irregular y concentrada en ciertos
puntos, sin cubrir grandes espacios de la raiz hasta pasados los 7 dias (Fig 74 b). A
partir de los 7 dias, la colonizacion se hacia mas extensa y tendente a un patrén
definido, localizandose en los espacios entre las células de las raices, en las depresiones
formadas entre las mismas generando un caracteristico patron geométrico como se
observa en la figura 74 c). También se encontraban estructuras tridimensionales
similares a biofilms (Fig 74 d) que se desarrollaban sobre los pelos radiculares y los
englobaba dentro de los mismos.
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Figura 74. Microscopia de fluorescencia de raices de lechuga inoculada con P.
endophyticum PEPV15 a) y b) 5 dpi, ¢) y d) 10 dpi.

En el caso de la zanahoria, el patron de colonizacion seguido por la cepa
PEPV15 fue similar, sin embargo, en las primeras etapas se observaba una colonizacion
mas intensa, aunque mas dispersa con grandes acumulaciones (Fig. 75 a). También se
observo en etapas mas tempranas como esta cepa empezaba a formar aparentes
estructuras sobre la superficie radicular, incluyendo en su interior a los pelos radicales,
que en el caso de la zanahoria tienen un menor tamafio que en la lechuga (Fig 75 b).
Esta colonizacion, al igual que ocurria en la lechuga, derivaba en una colonizacion a lo
largo de toda la raiz siguiendo el patron geométrico de las células epidérmicas de la raiz,
sin embargo, las acumulaciones eran mucho mas grandes, apareciendo un patron
punteado de microcolonias (Fig. 75 c). También se observéd que, tras 10 dias, aquellas
pequetias acumulaciones sobre los pelos radicales habian derivado en importantes
estructuras tridimensionales, que eran capaces de incluir en su estructura amplias
cantidades de pelos radicales (Fig. 75 d)
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Figura 75. Microscopia de fluorescencia de raices de zanahoria inoculada con P.
endophyticum PEPV15 a) y b) S dpi, ¢) 10 dpi y d) 12 dpi.

En el caso de la fresa, la cepa PEPV15 iniciaba la colonizacion de una manera
muy localizada y poco intensa, observandose acumulaciones en la base de las raices
secundarias, como ocurria en los otros cultivos estudiados, aunque lo hacia de manera
menos intensa (Fig. 76 a). Esta colonizacién podria definirse como bipolar con
acumulaciones de células tanto en la zona superior de la raiz donde se desarrollaban los
pelos radicales como en el extremo apical (Fig. 76 b). La morfologia de la raiz de fresa
presenta la peculiaridad de tener una zona superior con gran cantidad de pelos radicales
en la que se observaban estas acumulaciones. En la zona apical se produce el
alargamiento de la raiz y hasta los 10 dias después de la inoculaciéon no se comenzo a
observar la presencia de bacterias. Fruto de esta colonizacioén bipolar, tras 10 dias se
observaban grandes acimulos bacterianos en los extremos apicales de la raiz principal y
las raices secundarias que cubrian la capsula (Fig. 76 c). En la zona superior de la raiz,
las pequefias acumulaciones observadas evolucionaron hasta conjuntos de células en
estructuras tridimensionales sobre la superficie de la raiz que englobaban en su interior
los pelos radicales (Fig. 76 d). Estas estructuras similares a biofilms rodeaban la raiz y
se encontraban en la parte superior de la misma, desapareciendo y dando lugar a una
colonizacion superficial localizada, a medida que desaparecian los pelos radicales.
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Figura 76. Microscopia de fluorescencia de raices de fresa inoculada con P. endophyticum
PEPV15 a)yb) 5 dpi, c¢) y d) 10 dpi.

En el caso de la cepa R. laguerreae PEPV16, el proceso de colonizacién
observado en lechuga era diferente al de P. endophyticum PEPV15 pues, aunque
comenzaba con una colonizacion difusa y muy localizada a lo largo de la raiz (Fig. 77
a), no derivaba en una colonizacion tan generalizada. Aparecian grandes acumulaciones
dispersas de bacterias en las zonas de crecimiento de las raices secundarias (Fig. 77 b).
Esta colonizacion dispersa derivo a partir de los 10 dias en una colonizacidn intensa en
las zonas con pelos radicales, muy localizada y que no seguia el patron geométrico tan
caracteristico observado en la cepa PEPV15 (Fig. 77 c). Ademds, también se observo
acumulacion de grandes cantidades de células en la base de las raices secundarias, que
se extendia a lo largo de las mismas, y su presencia se hacia minima a medida que nos
alejabamos de la raiz principal (Fig. 77 d). Esta estrategia puede ser util para la bacteria
a la hora de colonizar la raiz en toda su extension, pudiendo responder a estimulos
quimicos generados en la rotura y creacion de paredes celulares para dar lugar a 6rganos
nuevos, como son las raices secundarias, ya que, de esta manera, la bacteria puede
ocupar toda la extension de la raiz.
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Figura 77. Microscopia de fluorescencia de raices de lechuga inoculada con R. laguerreae
PEPV16 a) y b) S dpi, ¢) y d) 10 dpi.

La colonizacién llevada a cabo por la cepa PEPV16 sobre raices de zanahoria
comenzaba con un proceso de establecimiento de microcolonias de forma dispersa a lo
largo de la raiz principal (Fig. 78 a). Estas microcolonias formaban en algunos puntos
de la raiz donde se encontraban pelos radicales, estructuras de adhesion a los mismos,
con algunas peculiaridades que se observan en la figura 78 b), donde una microcolonia
de bacterias habia conseguido desarrollarse entre dos pelos radicales; aunque de forma
habitual este desarrollo ocurria sobre un unico pelo radical. A partir del 7 dia tras la
inoculacién, se observo una colonizacidon generalizada de la raiz, cubriendo de forma
intensa la superficie radicular, principalmente en la zona de elongacion y aquélla donde
abundaban los pelos radicales (Fig. 78 c). En la zona superior de la raiz, donde
aparecian raices secundarias, la colonizacion era mas localizada, formada
principalmente por microcolonias de mayor tamafio, asociadas a la base de las raices
secundarias (Fig. 78 d), una caracteristica ya observada en el resto de las plantas y en
ambas cepas analizadas.
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Figura 78. Microscopia de fluorescencia de raices de zanahoria inoculada con R.
laguerreae PEPV16 a) y b) S dpi, c¢) y d) 10 dpi.

La colonizacion mostrada por la cepa PEPV16 sobre raices de fresa era muy
tenue y difusa en las primeras etapas, con una pequefia concentracion de células por cm’
de raiz como se observa en la figura 79 a). Al igual que en el caso de la cepa PEPV15,
aparecian pequefios acumulos de células entre los pelos radicales, pero con una baja
densidad, aprecidndose unas pocas células que pueden ser contadas con facilidad (Fig.
79). El patrén de colonizacion mostrado por ambas cepas presentaba similitudes tanto
en extension y densidad, como en la evolucidon de éste. Destacaba que, tras mas de 10
dias a partir de la inoculacion, la zona intermedia de la raiz, como ocurria en la cepa
PEPV15, era colonizada de manera muy débil con algunas pocas células formando
microcolonias sobre su superficie (Fig. 79 c¢). A su vez, la colonizacion més intensa
aparecia tanto en la zona superior, como en la zona inferior cercana al extremo apical.
En esta tltima zona de la raiz, la cepa PEPV16 originaba extensas formaciones que
cubrian la raiz en toda su superficie, con tendencia colocarse las células bacterianas en
los espacios intercelulares de las células de la epidermis radicular formando el patrén
geométrico tan caracteristico que ya habiamos observado con anterioridad en zanahoria.
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Figura 79. Microscopia de fluorescencia de raices de fresa inoculada con R. laguerreae
PEPV16 a) y b) S dpi, ¢) y d) 10 dpi.

Como se ha observado, la colonizacién radicular puede variar entre distintas
plantas, pero cada cepa presenta una serie de patrones especificos, como ya se ha
observado incluso en cepas del mismo género (Zachow et al. 2010). El desarrollo va a
estar determinado por factores diversos, como la produccion de exopolisacérido, la tasa
de crecimiento y la capacidad para responder a estimulos quimicos (Poonguzhali et al.
2007). Ademas, estos patrones diferenciados a lo largo de la raiz, ya han sido
observados con anterioridad en otras especies tanto de vegetales como de bacterias,
como, por ejemplo tomate y Pseudomonas fluorescens, con el inoculante presentando
importantes variaciones de densidad y distribucion a lo largo de la raiz de la planta
(Gamalero et al. 2004). Aunque algunos estudios muestran que con colonizacion menos
intensa, el efecto sobre el crecimiento de la planta puede ser positivo (Hassen y
Labuschagne 2010; Flores-Félix et al. 2015a; Flores-Félix et al. 2015b), una capacidad
de colonizacion elevada suele estar relacionada con alta capacidad para promover el
crecimiento vegetal porque hace mas estrecha la interaccién planta-microorganismo
(Verma et al. 2004; Fan et al. 2012).

2.2.Estudio mediante microscopia confocal

Esta técnica presenta la ventaja de que permite generar imagenes o recreaciones
tridimensionales de la raiz con una minima distorsion de la muestra, mientras que el
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microscopio de fluorescencia convencional solo permite tomar imagenes de la
superficie (Krzyzanowska et al. 2012). Mediante esta técnica se estudiaron muestras de
plantas inoculadas con las cepas PEPV15 y PEPV16 tras 20 dias de la inoculacion, pues
como se habia observado mediante microscopia de fluorescencia, era a partir de los 10-
12 dias cuando se evolucionaba hacia un alta organizacion y definicion de la
colonizacién y patrones geométricos siguiendo los espacios o depresiones entre las
células de la raiz, ademas de la formacion de estructuras tridimensionales alrededor de
los pelos radicales.

En primer lugar, se analiz6 cémo habia evolucionado la colonizacién sobre las
raices de plantulas de lechuga observandose que, a los 20 dias después de haber
realizado la inoculacion, P. endophyticum PEPV 15 crecia extensamente en las zonas de
desarrollo de los pelos radicales creando extensos tapices celulares (Fig. 80 a). R.
laguerreae PEPV16 mostraba una colonizacion mas extendida pero mas laxa (Fig. 80
b), al igual que se habia observado mediante microscopia de fluorescencia. Si bien
ambas cepas mostraron tener capacidad para colonizar como endofitos las raices de
lechuga, fue la cepa PEPV15 la que coloniz6 algunas regiones de la raiz con una alta
intensidad (Fig. 80 c) en los espacios intercelulares. Estos resultados confirman las
observaciones que mediante microscopia de fluorescencia mostraban a la cepa PEPV15
internandose en el interior de la raiz a través de los espacios intercelulares. Para esta
cepa se evidenciaron una gran colonizacidon de las zonas altas de la raiz y las primeras
etapas de colonizaciéon en las zonas de alargamiento de ésta. Respecto a la cepa
PEPV16, la colonizacion del interior de la raiz de lechuga es menos destacable,
unicamente producida en las zonas exteriores y de forma menos intensa. La
colonizacién interior ocurre de una manera esporadica, formando tan sélo unos pocos
canales entre las células de la raiz (Fig. 80 d), sin alcanzar la extension de la cepa
PEPV15, pero se observa que la colonizacion de células aisladas se produce en toda la
raiz. Patrones similares de colonizacion se han observado en arroz por una cepa de
Rhizobium, en la que se observa la colonizacion de los espacios intercelulares (Perrine-
Walker et al. 2007), mostrando un patron similar al de las dos cepas de este estudio en
las raices de lechuga.
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Figura 80. Microscopia confocal de fluorescencia de raices de lechuga inoculadas con a) y
¢) P. endophyticum PEPV15,y b) y d) R. laguerreae PEPV16

El estudio de las raices de zanahoria mostrd6 que, a pesar de no observarse
colonizacién endofita por parte de ambas cepas, si se observd como, tanto la cepa
PEPV15 (Fig. 81 a) como la cepa PEPV16 (Fig. 81 b), crecian a lo largo de la raiz
formando extensos biofilms, que en el caso de la cepa PEPV16 alcanzaban una mayor
extension y un mayor desarrollo tridimensional. Estas zonas predominaban donde
existian pelos radicales y se hacian mas escasas a medida que nos alejabamos de las
mismas. Aunque lo deseable en el disefio de un biofertilizante es la seleccion de cepas
con capacidad endofita, la utilizacidon de bacterias que colonizan bien la superficie de las
plantas es una ventaja si en la interaccion se forman biofilms, que permiten aumentar el
volumen eficaz de la raiz aumentando la capacidad de adquisicion de nutrientes
(Compant et al. 2010).
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Figura 81. Microscopia confocal de fluorescencia de raices de lechuga inoculadas con a) P.
endophyticum PEPV15, y b) R. laguerreae PEPV16.

Al estudiar la colonizacion por la cepa PEPV1S5 de plantulas de fresa se observo
un gran predominio de estructuras similares a biofilms que engloban en el interior de su
estructura los pelos radicales de la raiz, creando estructuras densas que se desarrollaban
varios micrometros sobre la superficie de la raiz (Fig. 82 a). En el caso de la cepa
PEPV16, se observaron acumulaciones densas de la bacteria sobre la superficie
radicular, con una extension tridimensional mas reducida que en el caso de la cepa de
PEPV15, incluyendo tan solo de forma parcial algunos pelos radicales (Fig. 82 b). Al
igual que en la zanahoria, no se observo colonizacion endofitica por parte de ninguna de
las dos cepas utilizadas como si habia ocurrido en lechuga. Sin embargo, es destacable
que en lechuga la produccion de biofilms era mucho mas discreta, mientras que en los
dos cultivos donde no se observo colonizacion endofitica, la produccion de biofilms era
mucho mas evidente y ocupaba una mayor superficie radicular. Estas variaciones en los
tipos de colonizacion y los diferentes patrones en funcion de la planta pueden estar
relacionadas con la interaccion con la planta a través de la captacion de exudados
radicales (Glick 2015) y de la posible modulacion en la sintesis de diferentes enzimas
liticas como celulasas, pues variaciones en los patrones de colonizacién se han
observado en mutantes de cepas de Rhizobium deficientes y superproductores de estos
enzimas (Robledo et al. 2012)
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Figura 82. Microscopia confocal de fluorescencia de raices de lechuga inoculadas con a) P.
endophyticum PEPV15, y b) R. laguerreae PEPV16.

3. Ensayos en microcosmos

Una vez comprobado que las cepas PEPV15 y PEPV16 son capaces de colonizar
las raices de las tres plantas analizadas e interaccionar de forma positiva con las mismas
en las primeras etapas de su desarrollo, el siguiente paso para analizar su efecto sobre el
crecimento de las plantas es la realizacion de ensayos en condiciones de microcosmos.

3.1.Ensayos en lechuga

En el caso de la lechuga, la inoculacion de ambas cepas se tradujo en un
incremento estadisticamente significativo en el peso fresco de la parte aérea del 7% y
del 10%, para las cepas PEPV15 y PEPV16, respectivamente, con respecto del control
sin inocular (Tabla 29). Aunque se mantuvo la tendencia, el incremento en el peso seco,
del 8%, solo fue significativo en el caso de las plantas inoculadas con la cepa PEPV16.
Estas diferencias, aunque son mas discretas que las obtenidas en las primeras etapas del
desarrollo de las plantas, muestran que la inoculacioén con Phyllobacterium y Rhizobium
mejora la produccion de lechuga, aunque los incrementos son menores que los
obtenidos en otros estudios. En ellos los incrementos cuando llevaron a cabo la
biofertilizacion de lechuga fueron muy dispares, entre un 20% con Azotobacter,
Azospirillum y Pseudomonas (Chamangasht et al. 2012) y un 60% con Bacillus subtilis
y Glomus intraradices (Kohler et al. 2007). En la mayoria de estos estudios se utilizaron
especies del género Bacillus (Kohler et al. 2007; Azco et al. 2008; Galelli et al. 2015),
aunque también se han utilizado otros géneros como Pseudomonas, Azospirillum
(Chamangasht et al. 2012) y Rhizobium (Chabot et al. 1996; Pefia y Reyes 2007). En
estos ultimos estudios, la aplicacion de Rhizobium produjo incrementos en el peso de la
parte aérea entre un 6% (Chabot et al. 1996) y un 30% (Pefia y Reyes 2007).
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Tabla 29. Resultados de la inoculacion en lechuga en condiciones de microcosmos.

Control 110,64+5,24 4,55+0,20
PEPVIS 116,80+4,40 4,68+0,11°
PEPVI6 121,03+5,84 ° 4,9240,14°

Los resultados del andlisis quimico mineral de la parte aérea de la lechuga se
muestran en la Tabla 30. En el caso del nitrégeno ser observaron incrementos
significativos del 50% en las lechugas inoculadas con la cepa PEPV15 y del 43% en las
inoculadas con la cepa PEPV16, frente al control sin inocular. Estos valores son muy
llamativos en el caso de la cepa PEPV16, teniendo en cuenta que Rhizobium no es un
género fijador de nitrégeno y, probablemente, son debidos a una mayor captacion de
este elemento por las plantas. En el caso del P, los incrementos en ambas inoculaciones
con respecto al control también fueron estadisticamente significativos y en este caso
podrian estar relacionados con la capacidad de las dos cepas para solubilizar fosfato bi 'y
tricalcico. En el caso del K, con respecto a las plantas control, se obtuvieron valores mas
altos en las sometidas la inoculacién con la cepa PEPV15 y mas bajos en las tratadas
con la cepa PEPV16. Finalmente, el contenido en iones Fe y Mg se incremento
significativamente en ambos tratamientos de inoculacion.

Tabla 30. Analisis elemental de la parte aérea de las lechugas en el ensayo de microcosmos.

Elemento Control PEPV15 PEPV16

N (%) 3,43+0,05° 5,30:£0,06 4,93+0,35°
P (%) 0,79+0,01° 0,95+0,01° 0,93+0,03"
K (%) 7,41£0,09° 7,72+0,06 7,20+0,89%
Mg (%) 0,29+0,01° 0,30+0,03° 0,31+0,06
Ca (%) 0,71+0,06° 0,61+0,01° 0,67+0,03"
Fe (mg/kg) 67,66+2,11° 80,64+1,92° 83,36+5,15°

En otros cultivos horticolas de hoja como el repollo, la aplicacion de B. megaterium y
P. agglomerans es capaz de mejorar la produccion e incrementar la absorcion de todos
los elementos analizados como N, P, K, Fe o Mg (Turan et al. 2014). La aplicaciéon de
otros géneros como Azospirillum sobre este mismo cultivo es capaz de mejorar la
absorcion de nutrientes como Fe y Mg (Upadhyay et al. 2012). También se han
observado mejoras en el perfil elemental en riicula debido a la aplicacion de Rhizobium,
con incrementos en P y K (de Souza et al. 2016), por lo que como se ha observado en
los datos obtenidos, la utilizacion de biofertilizantes puede ser una excelente alternativa
para mejorar la eficiencia de los cultivos, como la lechuga, en el aprovechamiento de los
recursos disponibles.

3.2.Ensayos en zanahoria

En el caso de la zanahoria se estudi6 la influencia de la inoculacion de las dos cepas
sobre el desarrollo tanto de la parte aérea como de la parte comestible, la raiz (Tabla
31). Se observd que solo la inoculacion con la cepa PEPV16 producia incrementos
estadisticamente significativos sobre el peso de la parte aérea, tanto fresco (5%) como
seco (9%). Sin embargo, en el caso de la raiz, la inoculacién de ambas cepas produjo un
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efecto positivo (Tabla 31). El peso fresco de las raices de zanahoria se incrementd
significativamente cuando se inocularon ambas cepas, un 69% de media con respecto al
control sin inocular, cuando se utiliz6 como inoculante la cepa PEPV1S5, y un 50%
cuando se utilizo la cepa PEPV16. También fueron significativas las diferencias en el
peso seco con incrementos del 136% y 113%, respectivamente, para las inoculaciones
con las cepas PEPV15 y PEPV16 (Tabla 31). Cabe destacar que las dos cepas
analizadas no produjeron un incremento unicamente de la parte comestible de la planta,
ya que en otros estudios de biofertilizacion de zanahoria se ha observado que cepas
endofitas de Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida mostraron tener efecto
promotor del crecimiento del sistema radicular pero no de la parte aérea (Surette et al.
2003).

Tabla 31. Resultados de la inoculacion en zanahoria en condiciones de microcosmos.

Parte aerea

Peso fresco (g)

Peso seco (g)

Control 15,06+0,57 ° 1,96+0,18 °
PEPVI5 15,08+0,57 ° 1,97+0,12°
PEPVI6 15,96+0,54 2,14+0,09 *

\ Raiz Peso fresco (g) \ Peso seco (g)
Control 12,29+1,28 ° 0,86+0,13 °
PEPVI5 20,85+1,00 2,03+0,08
PEPVI6 19,01+£1,35° 1,83+0,16 %

Los resultados del andlisis quimico mineral de la zanahoria se muestran en la
Tabla 32. Como en el caso de la lechuga, la concentracién de nitrégeno se incrementod
en respuesta a la inoculacion con cualquiera de las dos cepas y al menos en el caso de la
cepa de Rhizobium, no fijadora en vida libre, este incremento se debe probablemente a
una mayor captacion de este elemento. Al igual que en el caso de la lechuga, el
contenido en P también se incremento significativamente tras la inoculacién con ambas
cepas. La concentracion de K también se incrementd significativamente con la
inoculacion de las dos cepas y, al igual que ocurrid en la lechuga, las concentraciones
mas altas se alcanzaron tras la inoculacion con la cepa PEPV15. Los incrementos en la
concentracion de Ca y Mg también fueron significativos en el caso de la inoculacion
con ambas cepas, pero el incremento mas llamativo se produjo en la concentracion de
Fe, sobre todo en el caso de las zanahorias procedentes de plantas inoculadas con la
cepa PEPV15, que duplicaron su contenido con respecto a las procedentes de las plantas
control.

Tabla 32. Analisis elemental de las raices de las zanahorias en el ensayo de microcosmos

Elemento Control PEPV15 PEPV16

N (%) 1,26+0,01° 1,41£0,01% 1,38+0,02%
P (%) 0,39+0,01° 0,48+0,01% 0,44+0,01°
K (%) 1,64+0,01° 2,26+0,05% 1,89+0,01°
Mg (%) 0,08+0,01°¢ 0,11+0,01% 0,19+0,01°
Ca (%) 0,19+0,00° 0,22+0,01* 0,22+0,01?
Fe (mg/kg) 19,940,26° 40,21+0,16° 26,17+0,01°
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En este caso se ha observado que la inoculacion con estas cepas produce una
mejora generalizada en la concentracion de los elementos al igual que se ha observado
en la inoculacion de otros cultivos de raiz como el rdbano, donde Azospirillum y
Bacillus son capaces de mejorar la concentracion de P, K, Mg y Fe (Sotelo et al. 2012).
Un incremento en la concentracion de N, P y K también se ha observado en la
utilizacion de Bacillus cereus y Achromobacter xyloxidans en batata (Dawwam et al.
2013). Confirmando que la inoculacion de bacterias PGPB son capaces de mejorar la
nutricion de la planta a través de una eficiencia en el uso de los nutrientes disponibles.

3.3.Ensayos en fresa

Finalmente se evaluo el efecto de la inoculacion de las cepas PEPV15 y PEPV16
sobre el cultivo de fresa, analizdndose diferentes parametros relacionados con la
produccion de esta planta, tanto en su etapa de propagacion (numero de estolones por
planta y tamafo medio de los mismos), como en su etapa de produccion (numero de
flores por planta, nimero de frutos por planta y peso medio de los frutos tanto en fresco
como en seco) (Tablas 33). En lo que a los parametros de la fase de propagacion se
refiere, se observd que ambas cepas producian incrementos estadisticamente
significativos en el numero de estolones con respecto al control sin inocular, duplicando
el namero de estolones por planta. Ademas, el tamafio de estos estolones se veia
duplicado también en ambos casos, pasando de un tamafio medio de 44,76 cm en las
plantas control a 83,64 cm en las plantas tratadas con PEPV15 y a 71 cm en las plantas
inoculadas con PEPV16.

Tabla 33. Resultados de la inoculacion en fresa en condiciones de microcosmos

0, O O O

Estolones/planta 2,60+0,47 4,77+0,32 2 4,79+0,46 *
Tamafio de los | 44,76+2,12° 83,64+3,29 7 71,00+3,85 °
estolones (cm)

Flores/planta 8+1,04 b 11£1,09 * 11£1,18 2
Frutos/planta 2,80+0,25 ¢ 4,110,504 * 3,82+0,42 *
Peso medio de los | 11,45+0,67 ° 13,31+0,44 * 14,21+0,58 *
frutos (g)

Peso seco de los | 0,89+0,03 ¢ 1,01+0,12° 1,40+0,09 ?
frutos (g)

En cuanto al nimero de flores y frutos por planta se produjeron incrementos
significativos también en ambos tratamientos de inoculacion con respecto al control.
Atendiendo al porcentaje de fruto generado por flor generada, en el caso de las plantas
inoculadas con las cepas PEPV15 y PEPV 16 se obtuvieron valores que variaron entre el
37% y el 30%, frente al tratamiento control donde este porcentaje se situd en un 25%.
Ademas, las fresas obtenidas a partir de las plantas inoculadas con PEPV15 y PEPV16
produjeron frutos de mayor tamafo, sobre todo en el caso de los procedentes de plantas
fertilizadas con la cepa PEPV16, con un peso medio de 14,21 g, seguido de las
fertilizadas con la cepa PEPV 15, cuyas fresas tenian un peso medio de 13,31 g, frente a
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las plantas control cuyos frutos tenian un peso medio de 11,45 g. Por tanto, se puede
concluir que la inoculacion con P. endophyticum PEPV15 y R. laguerreae PEPV16 fue
capaz de mejorar la productividad de las plantas de fresa en condiciones de
microcosmos a través del aumento del peso medio de los frutos y de los frutos por
planta. Estos datos coinciden con los de otros estudios en los que se inoculd Bacillus
velezensis sobre diferentes cultivares de fresa, y se reporta que una inoculacién
temprana produce efectos positivos sobre la produccion en fresa (Palencia et al. 2015).
También se ha observado que la aplicacion de diferentes biofertilizantes es capaz de
mejorar el numero de frutos por planta afectando ligeramente al peso de los mismos
(PeSakovié et al. 2013). Sin embargo, los ensayos Gnicamente con bacterias son escasos
y en muchos casos se basan en la utilizacion combinada de bacterias y micorrizas u
otros hongos (Ingh y Ingh 2006; Bona et al. 2015; Giines et al. 2009).

Tabla 34. Analisis elemental de los frutos de fresa obtenidos en el ensayo de microcosmos.

Elemento Control PEPV15 PEPV16

N (%) 0,94+0,01° 1,15+0,06° 0,99+0,02°
P (%) 0,22+0,01° 0,31+0,06 0,26+0,01°
K (%) 1,50+0,01¢ 1,72+0,04° 1,61+0,02°
Mg (%) 0,11+0,01° 0,14+0,01° 0,11+0,01°
Ca (%) 0,10+0,04° 0,19+0,02° 0,10+0,02°
Fe (mg/kg) 18,94+0,04° 24,95+0,19° 21,82+0,01°

Los resultados del analisis quimico mineral de las fresas se muestran en la Tabla
34. Como en las dos plantas anteriores, se observd un incremento significativo en la
concentracion de N cuando las plantas se inocularon con las cepas PEV15 y PEPV16
con respecto a las plantas control. El contenido en P también se incremento
significativamente en los dos tratamientos de inoculacion, como en el caso de la lechuga
y zanahoria. El contenido en K y Mg se increment6 también en los dos tratamientos de
inoculacién, pero en el caso del Mg las diferencias solo fueron significativas en los
frutos de plantas inoculadas con la cepa PEPV15. El Ca solo se incrementd cuando la
inoculaciéon se llevd a cabo con esta cepa y el Fe nuevamente se incremento
significativamente en los dos tratamientos de inoculaciéon. Cambios similiares se han
observado en la inoculacién de bacterias PGPB como Alcaligenes, Staphylococcus,
Agrobacterium, Bacillus y Pantoea, que ademas de mejorar la capacidad productiva de
las plantas producian un incremento en la concentracion de macro y micronutrientes en
los frutos de fresa (Ipek et al. 2014)

Considerando las tres plantas en conjunto podemos concluir que la inoculacion
con las cepas R. laguerreae PEPV16 y P. endophyticum PEPV15 incrementd el
rendimiento de lechuga, zanahoria y fresa y ademads su contenido en la mayoria de los
minerales analizados. Cabe destacar los incrementos en N que se produjeron también
cuando las plantas fueron inoculadas con cepas de Rhizobium, una bacteria que no fija
nitrégeno en vida libre, en cuyo caso el incremento puede estar ligado a una mayor
captacion de este elemento debida a una mejora del sistema radicular de los cultivos,
alcanzando un mayor volumen eficaz de suelo, como se ha descrito para otras cepas del
género Rhizobium (Bhattacharjee et al. 2011), lo que permite aprovechar de manera mas

~ 195~



Capitulo IV

eficiente los recursos (Anon 2015). En el caso del P, ambas cepas solubilizaron fosfato,
aunque la cepa PEPV15 mostr6 mayor actividad y esto se refleja en el contenido de P
en planta. Teniendo en cuenta que este elemento es esencial para la nutricion vegetal, se
presenta en formas no disponibles para las plantas y su aporte en forma de fertilizacion
quimica no siempre soluciona el problema (Kaur y Reddy 2015), la utilizacion de
bacterias solubilizadoras de fosfato como biofertilizantes son una excelente alternativa a
la fertilizacion quimica con P. En cuanto al resto de nutrientes, también la fertilizacion
con las dos cepas utilizadas ha promovido su captacion, especialmente en el caso del Fe
que puede estar relacionada con la produccion de sideréforos por las dos cepas
inoculadas o simplemente por una mayor captacion de este elemento al igual que parece
ocurrir en el caso del nitrogeno.
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El mantenimiento de la productividad agricola sin comprometer la integridad de
los sistemas naturales y la salud humana es una cuestion fundamental que marca las
directivas europeas y las lineas directrices de la agricultura del siglo XXI (Kollas et al.
2015). A este respecto, la utilizacion de biofertilizantes puede jugar un papel
fundamental en la modernizacion de los sistemas productivos a través de la inclusion de
una tecnologia respetuosa con el medio ambiente, capaz de reducir la aplicacion de
insumos y mejorar la eficacia de los cultivos mediante una mejora de los recursos
disponibles (Bhattacharyya y Jha 2012). Esta tecnologia precisa de la busqueda de
nuevos biofertilizantes capaces de mejorar la produccion en diferentes cultivos mediante
el disefio de biofertilizantes multifuncionales (Gupta et al. 2015). En nuestro caso
hemos observado como los inoculantes seleccionados, tanto para cultivos
hortofruticolas como para los sistemas de leguminosa-cereal, producian un incremento
de produccion en los ensayos de microcosmos, mejorando a su vez la capacidad de los
cultivos estudiados para aprovechar los nutrientes disponibles en el sustrato. A
continuacion, se van a presentar los resultados obtenidos tras la inoculacidon con cepas
seleccionadas en este estudio en condiciones de campo.

1. Ensayos en lechuga

Los cultivos de hoja presentan una gran demanda por el consumidor debido a los
beneficios para la salud que supone su consumo y, entre ellos, la lechuga es el cultivo
de hoja que presenta una mayor produccion a nivel mundial situada en torno a unos 22,5
millones de toneladas al afio (FAOSTAT, 2011). Esta hortaliza presenta especial
relevancia en la cuenca mediterrdnea donde las condiciones climaticas posibilitan la
realizacion de varias series de cultivo anuales, en funcion de la latitud, permitiendo su
exportacion a otros paises del norte de Europa donde el rendimiento es menor y, debido
a su latitud, presenta restricciones estacionales severas (Fusi et al. 2016; Foteinis y
Chatzisymeon 2016). Debido a su situacion geografica, el cultivo de lechuga en Espafia
presenta una alta rentabilidad y la demanda europea permite que grandes areas se
dediquen al cultivo de esta horticola tanto en sistemas al aire libre como en cultivos bajo
plastico (Romero-Gamez et al. 2014). En el afio 2015, se produjeron unas 957.000
toneladas de lechuga en Espafia, de las que mas de la mitad se dedico a la exportacion
fruto de la coyuntura geografica ya mencionada(Ministerio de Agricultura, Pesca,
Alimentacion y Medio Ambiente 2016). Debido a los sistemas productivos de alto
rendimiento, el cultivo de lechuga ha estado asociado a la utilizacién indebida de
abonos nitrogenados con el fin de mantener la produccién, por lo que la Union Europea
ha regulado estrictamente la concentracion de nitratos presentes en este cultivo con el
fin de evitar problemas de salud ptblica (Reglamento EC1881/2006). En este escenario,
la utilizacion de biofertilizantes puede ser una alternativa sumamente eficaz para
incrementar la produccion de lechuga de una manera sostenible y reducir su impacto
ambiental (Foteinis y Chatzisymeon 2016).

Los ensayos de campo se llevaron a cabo en condiciones de regadio en una finca
de la localidad de Ciudad Rodrigo (Salamanca) inoculando las mismas cepas utilizadas
en los ensayos de microcosmos, PEPV15 y PEPV16, y los resultados obtenidos se
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muestran en la tabla 35. De acuerdo con estos resultados ambos tratamientos condujeron
a una mejora significativa en la produccion de lechuga por hectarea (Tabla 35), siendo
el tratamiento con la cepa R. laguerreae PEPV16 el que generaba los mejores
resultados, con incrementos significativos del 18% con respecto del control sin inocular
y del 8% con respecto del tratamiento con la cepa P. endophyticum PEPV15 (Fig. 83 b
y d). A su vez, el tratamiento con esta ultima cepa también produjo incrementos
significativos con respecto del control negativo sin inocular, mejorando la produccion
un 9%. Estas cifras son importantes ya que permitirian aumentar la produccion de
lechuga de forma considerable o bien la recoleccion en fases mas tempranas sin reducir
la eficiencia del cultivo, permitiendo a su vez la realizacion de varios ciclos de cultivo.

Figura 83. a) Fotografia del ensayo de campo, b) aspecto general de las lechugas a mitad
del ciclo de cultivo ¢) lechugas procedentes de plantas control (izq) e inoculadas con
PEPV15 (drcha.), d) lechugas procedentes de plantas control (izq) e inoculadas con
PEPV16 (drcha.).

Los valores de peso fresco mostraron algunas diferencias con respecto al peso
seco, ya que si bien los primeros mostraron diferencias significativas entre los
tratamientos con ambas cepas, los del peso seco no. Puesto que ambas medidas se
hicieron en las mismas condiciones, esto se debe a que las plantas inoculadas con la
PEPV15 pueden tener menor porcentaje de agua. En ambos tratamientos se encontraron
incrementos significativos en los dos pardmetros con respecto al control sin inocular.
Estos datos muestran que la inoculaciéon de ambos tratamientos podria incrementar la
rentabilidad del cultivo ya que la produccion pas6d de 25.520 kg/ha en los cultivos sin
fertilizar a 27.880 kg/ha en los fertilizados con P. endophyticum PEPV15, y a 30.020
kg/ha en los fertilizados con R. laguerreae PEPV16. Existen estudios que han
demostrado la utilidad de la inoculacion de Rhizobium en cultivos de lechuga no hay
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datos en ensayos de campo (Chabot et al. 1996). La biofertilizacién con otras bacterias
como Pseudomonas ha mostrado una mejora en la produccion de la lechuga de entre el
6 y el 8%, valores similares a los observados en el tratamiento con Phyllobacterium,
pero inferiores a los obtenidos con Rhizobium (Chamangasht et al. 2012). Sin embargo,
otros estudio mas amplios indican que el género Pseudomonas puede generar
incrementos de hasta el 30% en la productividad de esta horticola (Cipriano et al. 2016).

Tabla 35. Resultados obtenidos en el ensayo de campo para lechuga

Tratamiento Peso fresco (Kg)/ Peso seco (g)/ planta Produccion (kg/ha)
planta

Control 1,28+0,02 ¢ 76,64+2,334 ° 25520+460 °

PEPV15 1,40+0,03 * 95,52+6,162 * 27880+700 °

PEPV16 1,50+0,03* 97,23+5,709 * 30020+640 *

Los resultados del andlisis quimico mineral de la parte aérea de la lechuga se
muestran en la Tabla 36. En el caso del nitrogeno no se observaron diferencias entre
ninguno de los tratamientos, sin embargo, las lechugas inoculadas con la cepa PEPV16
presentaban un incremento significativo en el resto de elementos analizados con
respecto al tratamiento control. La cepa PEPV 15 s6lo mostr6 incrementos significativos
en el contenido en P con respecto al tratamiento control y una tendencia a incrementar
el contenido en Fe. Es destacable que ambas cepas presentan capacidad para solubilizar
fosfato y movilizar fésforo a la planta, lo que permitiria reducir el aporte de abonos
fosforados, mejorando la rentabilidad del cultivo, como se ha observado para otros
biofertilizantes solubilizadores de fosfato (Turan et al. 2014). Los incrementos del
rendimiento pueden estar ligados a una mejor actividad fotosintetica debido a una
mayor concentracion de magnesio, imprescindible para la sintesis de clorofila, ademas
de ser cofactor de multiples enzimas (Farhat et al. 2015).

Tabla 36. Resultados del analisis elemental de la lechuga en ensayos en condiciones de
campo

Elemento Control PEPV15 PEPV16

N (%) 3,41+0,08 * 3,43+0,10 ° 3,59+0,10 °

P (%) 0,37+0,01 * 0,42+0,02 * 0,43+0,01 °

K (%) 5,00+0,08 * 5,2240,18 ¢ 5,61£0,14 ¢
Mg (%) 0,30+0,01 * 0,29+0,01 ° 0,34+0,01 *
Ca (%) 0,96+0,04 * 0,99+0,01 * 1,224+0,04 *

Fe (mg/kg) 690,114+42,08 * 722,34+50,47 *° 743,304+49,81 *
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2. Ensayos en zanahoria

La zanahoria es un cultivo horticola sumamente apreciado debido a su contenido
en carbohidratos y a su alta concentracion de o y -carotenos precursores de la vitamina
A, que hacen que sea cultivada en numerosas regiones del planeta (Turner et al. 2017).
Espafia destaca por presentar una produccion de mas de 400.000 toneladas anuales, en
su mayoria destinadas a cultivo en fresco, por lo que la seguridad alimentaria es una
cuestion prioritaria en este cultivo. La zanahoria presenta dos centros de produccion
importantes en Espafia, Castilla y Ledén y Andalucia, que aglutinan el 85% de la
produccion nacional (Ministerio de Agricultura, Pesca, Alimentacion y Medio
Ambiente 2016). Aunque la variedad silvestre de esta especie es ubicua en el continente
europeo, las variedades cultivables precisan de suelos arenosos o franco arenosos, bien
drenados para un correcto desarrollo del sistema radicular que es la parte consumible,
para evitar bifurcaciones y anormalidades (Reid y Gillespie 2017). Estas condiciones se
dan en ciertas zonas del centro de la submeseta norte de Espafia que como ocurre con la
comarca de Tierra de Pinares en Valladolid, por lo que se llevo a cabo el ensayo de
campo en las zonas de produccion de zanahoria bajo la tutela de agricultores
especializados (Fig. 84 a).

Al igual que en microcosmos, los efectos de la inoculacion se evaluaron tanto en
la parte aérea como en las raices que, en cualquier caso, al constituir la parte de interés
comercial fueron el objeto final del estudio. Los resultados obtenidos (Tabla 37).
mostraron que los dos tratamientos de inoculacién con las cepas PEPV15 y PEPV16
ejercieron efectos positivos sobre todos los pardmetros estudiados. La inoculacién con
la cepa de Phyllobacterium PEPV15 mejor6 el peso fresco de la parte aérea (20%) y de
la raiz (41%), el peso seco de la parte aérea (13%) y raiz (18%), asi como la longitud
(21%), perimetro (11%) y diametro (16%) de las raices con respecto a las plantas del
tratamiento control (Fig. 84 b). A su vez, la inoculacidon de la cepa de R. laguerreae
PEPV16 mostr6 incrementos similares a la cepa anterior en peso fresco y seco, longitud
y didmetro de la raiz, y ligeramente superiores en el peso fresco y seco de la parte aérea,
y el diametro de la raiz (Fig. 84). Es destacable, que los valores medios de los pesos
frescos de la raiz se incrementaron en un 40% en ambos tratamientos, resultados muy
significativos en condiciones de campo. Estos resultados coinciden con los obtenidos en
otros estudios para bacterias de diferentes géneros endofitos de zanahoria que mostraron
que el principal efecto se produce sobre la raiz, con una promociéon del crecimiento
mucho mayor que sobre la parte aérea (Surette et al. 2003). El género Bacillus se ha
utilizado como biofertilizante de zanahoria, incluyendo productos comerciales basados
en cepas de este género, observandose incrementos mas discretos, en torno a un 20%,
que distan mucho del 40% que se ha obtenido con la inoculacion de las cepas de este
estudio (Meng et al. 2016; Clemente et al. 2016).
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Figura 84. a) Ensayo de campo de zanahoria b) zanahorias procedentes de plantas control
(izq) e inoculadas con PEPV1S (drcha.), d) zanahorias procedentes de plantas control (izq)
e inoculadas con PEPV16 (drcha.)..

Tabla 37. Resultados del ensayo de campo para zanahoria

Tratamiento Peso Peso Longitud  Perimetro Didmetro Rendimiento
fresco fresco raiz (cm) raiz (cm) (cm) (kg/ha)
aérea raiz (g)
(2
planta

Control 12,22+ 52,66+ | 13,94+ 8,08+ 2,38+ 0,06 | 2,53+ 6,54+ 63546299 ©
0,68 * 3,54° 0,57 0,18" : 0,15° 0,10*

PEPVIS5 14,62+ 74,09+ | 16,94+ 8,99+ 2,76+ 0,09 | 2,88+ 7,71+ 77128+191
1,04 6,39° 0,56" 0,26 0,04° 0,23°

PEPV16 16,23+ 72,98+ | 16,83+ 9,23+ 2,84+ 0,66 | 2,96+ 7,53+ 70401204 °
1,13° 4,12° 0,38" 0,25" 0,10* 0,17*

Estos resultados se tradujeron a su vez en una mejora de la produccion de
zanahoria por hectarea, en la que el tratamiento control produjo 63.546 kg/ha, valores
cercanos a las producciones medias anuales en la zona de produccion donde se ubico el
ensayo. Sin embargo, los tratamientos inoculados con las cepas PEPV15 y PEPV16
presentaban un incremento destacable en la produccion del 21 y el 11%,
respectivamente. Estos datos indican que la utilizacion de estos microorganismos como
biofertilizantes son una buena alternativa para la rentabilizacion de los cultivos de
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zanahoria. Estos datos mejoran los observados cuando se utilizaron microorganismos
fijadores de nitrogeno en vida libre como Azotobacter, incluso aplicandolos junto con
formulaciones comerciales de micronutrientes en los que se observaron incrementos
entre el 4% y el 10% (Zdravkovska et al. 2016). Se observo, ademas, que las incidencias
de malformaciones y coloraciones verdes o violaceas en el cuello de la raiz era mucho
menor en las zanahorias procedentes de los tratamientos inoculados con las dos cepas
del estudio. En el caso de las plantas del tratamiento control, entre el 6% y el 8% de las
zanahorias recolectadas presentaron malformaciones, como por ejemplo desviaciones o
ahorquillamientos, reduciéndose a un 1-2% en el tratamiento con P. endophyticum
PEPVI5 y a un 2-3% en el caso del tratamiento con R. laguerreae PEPV16. La
aparicion de coloraciones en el cuello de la raiz es un parametro que reduce la calidad
del producto (Comision Europea 1999) y la incidencia de este tipo de patologia se vio
reducida desde un 17% en el tratamiento control hasta un 12% en el tratamiento con P.
endophyticum PEPV15, y un 13% en el tratamiento con R. laguerreae PEPV16.

Ademads, en el caso de la zanahoria existe legislaciéon europea que regula su
comercializacién, quedando establecida la clasificacion por tamafios para su venta, asi
como aquellos pardmetros que hacen a las zanahorias no aptas para la comercializacion,
en el reglamento CE 730/1999 (CE 1999). Atendiendo a los valores de dicho
reglamento, las zanahorias se clasifican en funcion de su tamafo, forma y coloraciéon en
categorias extra, [ y II. En la figura 85 se muestra la clasificacion de las zanahorias
obtenidas en cada una de estas categorias. En este grafico se puede observar como la
inoculaciébn con ambos tratamientos reduce el porcentaje de zanahorias no
comercializables por tamafio, forma o coloracién con respecto al control. También se
puede observar como la inoculaciéon de ambas cepas incrementa la proporcion de
zanahorias que pueden clasificarse como categoria Extra. Por lo tanto, la inoculacién
con las cepas PEPV15 y PEPV16 no s6lo es capaz de mejorar la produccion por
hectarea, sino la calidad de ésta, como se ha observado con la utilizaciéon de abonos
organicos capaces de suplir las demandas nutricionales por la presencia de elementos en
formas quimicas disponibles (Mbatha et al. 2014). La utilizacion de diferentes cepas del
género Bacillus ha demostrado también tener buenos resultados en la mejora de la
produccion aunque los resultados dependieron del tipo de suelo (Clemente et al. 2016).
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Figura 85. Clasificacion por calibres sobre el total de cada tratamiento de las zanahorias
obtenidas en el ensayo de campo.

El andlisis quimico mineral se llevé a cabo sélo en las raices, ya que es la parte
comestible de la zanahoria por el hombre, y los resultados mostraron que en las raices
procedentes de ambos tratamientos se produjo un incremento significativo en los
porcentajes de N, P, Mg y Ca con respecto a las procedentes del control, no obstante, el
tratamiento con la cepa de Rhizobium PEPV16 presentd los mejores resultados para N,
P y Mg (Tabla 38). Sin embargo, en el caso del K fue la cepa PEPV15 la que produjo
mayores incrementos. En caso del Fe se obtuvieron incrementos significativos con
respecto al control en las zanahorias procedentes de las plantas inoculadas con la cepa
PEPV16, mientras que en las inoculadas con la cepa PEPV15 se observd una
disminucioén significativa de este elemento. Es destacable en este caso que, al igual que
ocurrid en la lechuga, se observo un incremento de P, que puede deberse a que ambas
cepas solubilizan fosfato. En otros estudios se ha demostrado que la utilizacion de
bacterias solubilizadoras de fosfato tiene un efecto positivo sobre la produccion de
zanahoria, coincidiendo con los resultados de este estudio, y se ha demostrado incluso
que su efecto puede suponer un ahorro en la aplicaciéon de insumos tanto inorganicos
como orgénicos (Sarma et al. 2015).

Tabla 38. Resultados de las zanahorias obtenidas en el ensayo de campo.

Elemento ‘ Control PEPV15 ‘ PEPV16

N (%) 1,00+0,03 © 1,11+0,008 * 1,17+0,05 *

P (%) 0,22+0,01 ¢ 0,254+0,003 * 0,27+0,01 *

K (%) 2,40+0,05 © 3,150+0,028 * 2,70+0,02 *
Mg (%) 0,11+0,01 ¢ 0,126+0,001 * 0,14+0,01 *

Ca (%) 0,28+0,01 * 0,333+0,004 * 0,33+0,01 *

Fe (mg/kg) | 90,99+1,70 * 77,64+4,76 ¢ 116,12+11,21 °
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3. Ensayo en fresa

El cultivo de frutos rojos ha tenido un importante auge en los ultimos afios
debido a los beneficios que su consumo implica para la salud (Giampieri et al. 2015), y
entre de ellos la fresa, es posiblemente el que mayor interés ha suscitado debido a la
extension que ocupa su cultivo y la facilidad de produccion cuando las condiciones son
optimas (Kyeom et al. 2015). Ademas, su consumo se ha popularizado debido al bajo
precio en comparacion con otros cultivos de bayas como el ardndano o la frambuesa
(denominados frutos rojos) considerados alimentos funcionales. La posibilidad de
comercializacion durante grandes periodos a lo largo del afio también ha ayudado a
popularizar su comercio y exportacion. El periodo productivo en el sur peninsular
abarca desde diciembre hasta finales de abril o mayo en la provincia de Huelva, en la
que se realizaron estos ensayos (Fig. 86).
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Figura 86. a) Cultivo de fresa donde se indican los caballones inoculados con 1) PEPV1S5,
2) Control y 3) PEPV16; b) ejemplo de fresas en estado 6ptimo de recoleccion.

La produccion de los cultivos de fresa se evaluo analizando el peso fresco y seco
de los frutos (Tabla 39), asi como el calibre de éstos (Fig. 87). Los resultados de peso
fresco y seco de los frutos mostraron que el tratamiento con P. endophyticum PEPV15
producia incrementos con respecto del tratamiento con R. laguerreae PEPV16 y el
tratamiento control. Aunque las diferencias no fueron significativas, las plantas
inoculadas con la cepa R. laguerreae PEPV16 también produjeron frutos con pesos
frescos y secos superiores al tratamiento control.

Tabla 39. Pesos medios de los frutos de fresa obtenidos en el ensayo de campo.

Control 24,72+1,39 1,82+0,08 *

PEPV15 27,82£129° 2,17£0,11°
PEPV16 25,65+1,42° 2,07+0,09 *

La distribucion por calibre se muestra en la figura 87, en la que se puede
observar que las plantas inoculadas con P. endophyticum PEPV 15 producen frutos de
mayor tamafio y con un calibre superior al resto de tratamientos, siendo los frutos de la
categoria extra un 30% del total, frente al 19% en el tratamiento con R. laguerreae
PEPV16 y un 14% en el tratamiento control. Aunque la proporcion de frutos de primera
categoria se mantiene entre los distintos tratamientos, la proporcion de frutos de
categorias inferiores, segunda y tercera, vari6 considerablemente entre tratamientos. De
esta manera, la aplicacion de ambos biofertilizantes no s6lo mejor6 la produccion, sino
la rentabilidad de la misma de cara al agricultor mejorando el valor potencial del
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producto en el mercado.
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Figura 87. Clasificacion por calibres sobre el total de cada tratamiento de las fresas
obtenidas en el ensayo de campo.

El andlisis quimico mineral de las fresas mostré6 que existia una gran
homogeneidad entre tratamientos salvo en el caso del P y el Fe que presentaron
incrementos significativos frente al control para los dos tratamientos de inoculacion
(Tabla 40). A pesar de que todos los elementos minerales se proveen a la planta en
cantidades suficientes mediante fertirrigacion, que incluye P soluble, llama la atencién
los incrementos en P, que sugieren que es posible que los mecanismos de transporte y
captacion de fosforo localizados en el genoma de ambas cepas puedan tener influencia
en la nutricion de la planta, mejorando la dindmica de captacion en el suelo. Eso es
explicable por el mantenimiento de este nutriente en formas quimicas solubles o
retenidas en forma de fosforo orgénico, ya que a pesar de utilizar formas solubles de
este nutriente en los sistemas de abonado, la dindmica edafica determina que gran parte
del fosforo se inmovilice en formas quimicas poco asequibles (Weihrauch y Opp 2018).
En el caso del Fe también ambas cepas mostraron tener mecanismos de captacion de
este elemento tanto in vitro como in silico, por lo que su quelacion y posterior
traslocacion o aprovechamiento por parte de la planta podria explicar las diferencias
observadas. En otros estudios se ha encontrado que la inoculacion de Bacillus y
Pseudomonas, conduce a una mejora en la composicion elemental de los frutos de fresa
en condiciones de campo, aumentando la concentracion de fosforo y hierro, pero las
condiciones de cultivo no son comparables ya que en el caso de estas bacterias, el
cultivo se llevo a cabo empleando abonado organico (Esitken et al. 2010).

Tabla 40. Analisis elemental de los frutos de fresa obtenidos en el ensayo de campo.

Elemento Control PEPV15 PEPV16

N (%) 1,394+0,07 * 1,38+0,01 * 1,39+0,02 °
P (%) 0,39+0,02 * 0,41+0,01 * 0,41+0,02%
K (%) 1,77+0,02 * 1,77+0,08 * 1,80+0,123 ®
Mg (%) 0,14+0,01 * 0,14+0,01 * 0,143£0,01 *
Ca (%) 0,16+0,01 * 0,16+0,01 * 0,163£0,01 *
Fe (mg/kg) | 33,87+3,75° 37,49+0,77 * 39,02+3,38 *

4. Ensayo en guisante

El cultivo extensivo de guisante tanto en condiciones de regadio como de secano
se encuentra en auge tanto en Castilla y Ledon como en otras regiones clasicamente
cerealistas del interior peninsular, donde las exigencias de la Politica Agraria
Comunitaria precisan de la incorporacion de leguminosas y otros cultivos mejoradores a
las rotaciones de cultivos para incorporar al pago de las ayudas la fraccion por el
denominado greening. La utilizacion de guisante u otra leguminosa permite aportar
hasta 100 kg de nitrogeno por hectarea al suelo, disponiéndolo para el cultivo de la
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siguiente anualidad, lo que, unido al precio de venta, hace que la utilizacion de esta
leguminosa sea cada vez mas frecuente en los sistemas de rotacion con cereal (Sainju et
al. 2016). Por ello, en este estudio los ensayos de campo se llevaron a cabo en guisante
y maiz, que se pueden utilizar en rotacion de cultivo en zonas de regadio abundantes en
la provincia de Ledn, y utilizando como inoculantes las dos cepas que mostraron mayor
eficacia en los ensayos en microcosmos en estas mismas plantas, R. laguerreae
AMPS34 y B. simplex AMPSE14.

En el caso del guisante se analizaron una serie de pardmetros cuyos resultados se
muestran en la (Tabla 41). El primer pardmetro analizado fue el nimero de vainas en 10
plantas que mostrd que el tratamiento combinado entre R. laguerreae AMPS34 y B.
simplex AMPSE14 producia los mejores resultados, 40 vainas, y mostr6é diferencias
significativas con el resto de tratamientos. Las inoculaciones simples con cada una de
las dos cepas presentaron resultados similares, entre 30 y 32 vainas, seguidos del control
positivo con 21 vainas y del control negativo con 18 vainas por cada 10 plantas.

Tabla 41. Resultados del ensayo de campo de campo en guisante.

1740,14+72,74 ¢

Control sin N | 18,50+0,51 ¢ | 3,67+0,21* 164,01+7,34¢ | 0,305+0,013 *
Control con N | 21,33033 ¢ | 531+0,32° 2494,15+73,48 * | 219,01=12,51 ¢ | 0,294+0,012 *
AMPS34 30,0142,12° | 5,32+0,61 ° 2738,55+36,08 * | 268,85+1,39* | 0,298+0,009 *
AMPSE14 32,4743,15° | 527+042° 2204,17+13,55 ° | 204,42+3,59° | 0,295+0,017 *
AMPS34+ 40,67+3,18* | 5,33+0,37 ° 2490,29+54,47 * | 238,69+6,84 % | 0,304+0,011°
AMPSE14

Las vainas de las plantas en todos los tratamientos de inoculacion contenian un
numero similar de semillas, en torno a 5, no mostrando diferencias estadisticamente
significativas entre ellas, ni con respecto al control positivo. Sin embargo, todos estos
tratamientos mostraron diferencias significativas con respecto al control negativo donde
se produjo una merma en el nimero se semillas por vaina pasando de una media de 5 a
algo menos de 4 semillas (Tabla 41).

En cuanto a los pardmetros que analizan directamente el impacto de los
diferentes tratamientos sobre la productividad del cultivo, se observd que el tratamiento
con R. laguerreae AMPS34 presentaba los mejores resultados con una produccion de
grano de 2738,55 kg/ha, siendo significativamente superior al rendimiento de todos los
tratamientos, incluyendo al control positivo con nitrogeno. EIl tratamiento de
inoculacion simple con B. simplex AMPSE14 solo fue significativamente superior al del
control sin nitrégeno con un rendimiento de 2204 kg/ha, lo que supone una reduccion
del 25% con respecto al tratamiento con R. laguerreae AMPS34. Es destacable que la
adicion de la cepa de Rhizobium a la de Bacillus implic6 una recuperacion del
rendimiento hasta valores idénticos a los del control positivo con nitrogeno.
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También se analizo6 la produccion por metro cuadrado de grano secado en estufa
obteniéndose resultados con una tendencia similar, con el tratamiento de inoculacion
simple con la cepa AMPS34 superando significativamente a todos los demas. También
la adicién de la cepa de Rhizobium a la de Bacillus provocod una recuperacion del
rendimiento. Y en cuanto al indice de cosecha, que relaciona el rendimiento del cultivo
con la produccién de biomasa aérea, de modo que valores mas bajos indican menor
produccion de la parte aprovechable frente a una mayor produccion de biomasa aérea,
aunque aparecian ligeras diferencias, no fueron estadisticamente significativas por lo
que podemos afirmar que mejoras en el rendimiento se deben a un efecto sobre la planta
en su conjunto.

El analisis quimico mineral se realiz6 sobre la parte comestible de este cultivo,
la semilla, y los resultados se recogen en la tabla 42. Se encontraron diferencias
significativas con respecto a todos los demas, en el porcentaje de N en el tratamiento
combinado entre AMPS34 y AMPSEI14 que presentd fue el mas elevado con un
4,912%. Se observo también que la inoculacion simple con R. laguerreae AMPS34
presentd el mismo porcentaje que el control positivo, a pesar de haber mejorado el
rendimiento por hectarea. El tratamiento con la AMPSE14 mejord el porcentaje de N
del control negativo, pero con diferencias no significativas. El porcentaje de P y K mas
alto se encontrd en las semillas del control positivo y del tratamiento combinado de
ambas cepas, con diferencias significativas con respecto al resto de tratamientos, aunque
estas diferencias fueron discretas. La inoculacion combinada de ambas cepas también
origind los mejores valores en la concentracion de Ca y Fe y en el caso del Mg la
combinacion de cepas origind los mismos resultados que la inoculacion simple con R.
laguerreae AMPS34.

Tabla 42. Resultados de los guisantes obtenidos en el ensayo de campo.

Elemento Control sin N  Control con N AMPS34 AMPSE14 AMPS34+
AMPSE14
N (%) 4,56+0,09 © 4,76+0,14 ° 4,80+0,08 * 4,67+0,15 ™ 4,91+0,08 *
P (%) 0,68+0,01 ¢ 0,75+0,01 * 0,69+0,01 ¢ 0,70+0,01 * 0,77+0,05 *
K (%) 0,79+0,01 * 0,81+0,01 * 0,75+0,02 ¢ 0,78+0,02 * 0,81+0,01 ®
Mg (%) 0,11+0,01 * 0,12+0,01 ° 0,12+0,01 * 0,11+0,01* 0,12+0,01 °
Ca (%) 0,09+0,01 © 0,10+0,0083 ° 0,11+0,01 * 0,11+0,01 * 0,12+0,01 ®
Fe (mg/kg) 55,15+1,34 ° 52,45+1,86 ? 55,93+0,62 ° 53,27+£2,99 59,824+2,51 %

Todos los datos obtenidos indican que el factor determinante en la mejora de la
produccion de guisante es la aplicacion de Rhizobium, aunque ciertos parametros como
la fijacién de nitrégeno pueden verse alterados en la coinoculacién con bacterias
endofitas, sin embargo, otros estudios ya han mostrado que en leguminosas, como el
garbanzo, la inoculacién combinada de endéfitos y endosimbiontes no siempre produce
resultados positivos, siendo el tratamiento con el endosimbionte en solitario el que
muestra mejores productividades (Babu et al. 2015).
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5. Ensayo en maiz

En este caso se analizd el numero de mazorcas por metro cuadrado como
indicativo de la productividad de las plantas siendo el tratamiento con AMPS34 el que
arrojo mejores resultados, seguido por el tratamiento control con nitrégeno con el que
también presentd diferencias estadisticamente significativas (Tabla 43). El rendimiento
por hectarea mostrdé que ninguno de los tratamientos fue capaz de igualar o superar al
control positivo con nitrogeno como si se habia observado en el caso del guisante,
reduciéndose la produccion en porcentajes en torno al 4% en los tratamientos con
AMPS34 y el tratamiento combinado de AMPS34 y AMPSEI14. La coinoculacién
simple de la cepa B. simplex AMPSE14 produjo rendimientos similares a los del control
negativo. La inoculacion simple con R. laguerreae AMPS34 produjo un efecto positivo
sobre el rendimiento, mejorandolo con respecto al control negativo en un 11%, al igual
que ocurrié cuando se combiné con la cepa AMPSE14. También en este caso la adicion
de Rhizobium al inoculante pali6 los resultados negativos de la inoculacién simple con
la cepa AMPSE14. Estos resultados apoyan que la biofertilizacion de maiz con bacterias
es un complemento que permite mejorar la eficacia del cultivo (Umesha et al. 2014) y es
una alternativa a la fertilizacion quimica, aunque la mayoria de las experiencias en maiz
se centran en reemplazar la fertilizacion inorganica por fertilizacion orgénica como
estiércol o compost (Rusinamhodzi et al. 2013; Adamtey et al. 2016; Agegnehu et al.
2016).

Tabla 43. Resultados del ensayo de campo para maiz.

Tratamiento Mazorcas/ Rendimiento Peso material Peso Indice de

m’ grano (kg/ha) vegetativo material cosecha

fresco (g/m?) vegetativo
seco (g/m?)
Control sin N 7,91+0,18 < 3886,58+45,23 | 27,09+0,37 * 3,39+0,02 * 0,30+0,03 *

c

Control con N 9,07+0,11 ° 4478,99+12,57 | 30,36+0,18 * 3,80+0,04 ° 0,29+0,02 *

AMPS34 9,38+0,05 * 4343,62424,97 | 27,06£0,02 * 3,3840,06° | 0,33+0,03 *
AMPSE14 7,75+0,05 ¢ 3935,81+14,47 | 23,4740,33 © 3,35£0,05° | 0,29+0,02 *
AMPS34+ 8,2740,13 ° 4315,93+90,18 | 26,85+0,17 * 3,39£0,02° | 0,33+0,04°
AMPSE14 .

También se analiz6 la produccion de materia vegetativa, es decir, la parte aérea
de las plantas, ya que en una parte del cultivo de maiz se dedica al ensilado, proceso en
el que el maiz se cosecha a etapas anteriores al cuajado del grano y se acumula
favoreciendo procesos fermentativos para mejorar la digestibilidad y aprovechamiento
como forraje (Nevens: y Reheul 2001; Crowley et al. 2013). Al igual que los datos
obtenidos para el rendimiento de grano, se observé que el control positivo con nitrégeno
era el tratamiento que presentd mejores producciones con 30,36 kg/m? en peso fresco y
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3,80 en peso seco (Tabla 43). El mejor tratamiento de inoculacién fue de nuevo la
inoculaciéon simple con la cepa de Rhizobium AMPSE34 con diferencias significativas
con respecto a la inoculacion simple con AMPSE14 en el caso del peso fresco, pero con
valores similares a los del control negativo en el peso tanto fresco como seco. En tltimo
lugar, y como factor indicativo de la productividad del cultivo, se analiz6 el indice de
cosecha, mostrando que existia una mejora en los tratamientos con AMPS34 sola o
combinada con AMPSE14, produciéndose un incremento del indice de cosecha de
alrededor del 12%.

El andlisis quimico mineral del grano producido en el presente experimento
mostrd que, en el caso del N, los mejores tratamientos fueron la inoculacion simple con
la cepa AMPS34 y su combinacion con la cepa AMPSE14 con diferencias significativas
con respecto al resto de tratamientos (Tabla 44). En el caso del P, el mejor tratamiento
fue el control positivo con N que superé significativamente al resto de tratamientos que,
entre si, no presentaron diferencias significativas. En el caso del K y del Fe el control
positivo presentd los mejores resultados. En el caso del Mg el mejor fue la inoculacion
simple con AMPSE14 y en el caso del Ca no hubo diferencias entre tratamientos.

Tabla 44. Analisis elemental del maiz cosechado en el ensayo de campo.

Elemento Control sin N Controlcon N AMPS34 AMPSE14 AMPS34+
AMPSE14
N (%) 1,78+0,06 ° 1,85+0,03 ° 1,92+0,01 * 1,75+0,08 ¢ 1,96+0,19 *
P (%) 0,30+0,01 * 0,33+0,01 ° 0,31+0,01 * 0,30+0,01 * 0,30+0,01 *
K (%) 0,27+0,01 ¢ 0,324+0,01 * 0,28+0,01 ¢ 0,23+0,01 * 0,27+0,01 ¢
Mg (%) 0,08+0,01 * 0,08+0,01 * 0,08+0,01 * 0,10+0,001 * 0,08+0,01 ©
Ca (%) 0,010,001 * 0,010,001 * 0,010,001 * 0,010,001 * 0,01£0,001*
Fe (mg/kg) 16,84+0,43 ° 17,94+0,49 * 16,81+0,16 * 16,68+0,78 * 15,72+2,13 *

En general, los resultados obtenidos ponen de manifiesto que la inoculacion con
Rhizobium es una de las mejores elecciones para biofertilizar maiz, a pesar de que en la
bibliografia encontramos multiples referencias tanto a la inoculacién de Bacillus solo
como en consorcios (Castro et al. 2008; Hassen y Labuschagne 2010; Rojas-Solis et al.
2016). Otros estudios con Burkholderia y Alcaligenes muestran que la coinoculacién no
es siempre la mejor opcion, pudiendo no suponer una mejora de la produccion aunque si
de la composicion de minerales (Pande, Pandey, Mehra, et al. 2017). Sin embargo, en
experiencias combinando diazotrofos en vida libre con solubilizadores de fosfato, se
encontrd que mejoraba mucho el rendimiento (Wu et al. 2005; Upadhyay et al. 2012),
por ejemplo las combinaciones de Azospirillum o Azotobacter con Pseudomonas
muestran una mejora sustancial de la produccion en invernadero y campo (Jarak et al.
2012; Beyranvand et al. 2013). También la utilizacion de estos diazotrofos de vida libre
junto con Rhizobium es capaz de reducir el efecto del estrés salino sobre la produccion
de maiz (Fukami et al. 2018), al igual que ocurre con su coinoculacion en sistemas de
co-cultivo de alubia y maiz (Latati et al. 2016), por lo que la sustitucion de alubia por
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guisante puede ser una alternativa interesante teniendo en cuenta los resultados de este
estudio tanto en guisante como en maiz. Estudios basados en metadatos ratifican la
utilidad de estos géneros frente a Bacillus o Enterobacter, que presentan resultados mas
discretos principalmente en condiciones de campo (Schmidt y Gaudin 2018).
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Aunque la humanidad tiende a un sistema cada vez mas urbanizado, la
dependencia de los sistemas naturales sigue siendo determinante como fuente de
recursos y por lo tanto la agricultura juega un papel fundamental (Specht et al. 2014).
Los gobiernos nacionales y supranacionales son conscientes de que el mantenimiento de
los sistemas agroecolédgicos debe ser un pilar de las sociedades y por tanto invierten
grandes cantidades en su conservacion y la creacion de redes sostenibles de produccion
(Comunidad Europea 2016; Lainez et al. 2018). Sin embargo, es necesario el desarrollo
de nuevas tecnologias, o la adaptacion de las ya existentes, para conseguir reducir el
impacto ambiental de esta actividad sin afectar a su productividad, por lo que el uso de
microorganismos como biofertilizantes es una herramienta en auge en los ultimos
tiempos (Mohammadi & Sohrabi 2012; Garcia-Fraile et al. 2015). El desarrollo de
nuevos biofertilizantes debe seguir el principio de bioseguridad evitando la utilizacién
de cualquier microorganismo que suponga un problema para la salud de personas,
animales o plantas (Mendes et al. 2013; Jiménez-Gomez et al. 2018).Por ello los
rhizobia constituyen una de las mejores opciones para el disefio de biofertilizantes ya
que, tras afos de utilizacion como inoculantes de leguminosas, no han causado
problemas de salud ni medioambientales. Debido a la incapacidad de estas bacterias
para fijar nitrogeno atmosférico, se han utilizado consorcios bacterianos con rhizobia y
otras bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB) principalmente cuando su
uso esta dirigido a cultivos de no leguminosas. La busqueda de estas otras PGPB se
puede realizar en suelo y rizosfera, pero en los Gltimos afios también se ha dirigido al
mismo entorno de los rhizobia, el ndédulo, presuponiendo una buena compatibilidad con
estas bacterias, ya que ocupan el mismo nicho, por otra parte tan especifico como son
los nodulos de las leguminosas. La formacion de estos nddulos es un proceso
molecularmente dominado por la interaccion de los rhizobia con la leguminosa,
debiendo presentar hospedador y endosimbionte una adecuada compatibilidad genética
(Velazquez et al. 2017b).

En lo que se refiere a los rhizobia, en este estudio se han aislado a partir de
nédulos de dos leguminosas con diferentes origenes geograficos y centros de
distribucion. P. vulgaris es una leguminosa originaria de América que se distribuy6 en
Europa a través de Espana a partir del siglo XVI (Diaz-Alcéantara et al. 2014). Cuando
P. vulgaris llegd6 a Espafia, otras leguminosas originarias de Oriente Medio, como P.
sativum, llevaban siglos cultivaindose. Estas dos leguminosas, por lo tanto, habian
coevolucionado por separado en sus centros de distribucion respectivos y tanto las
especies como las simbiovariedades que las nodulan son diferentes. No obstante, se
trata en todos los casos de cepas de crecimiento rapido de la Familia Rhizobiaceae
(Velazquez et al. 2017). Cuando P. vulgaris llegd a Espaina, su cultivo se extendid por
todo el pais, pero en determinadas zonas, debido sobre todo a que los suelos eran de
secano, nunca se cultivd esta leguminosa, manteniéndose el cultivo de leguminosas
locales. Este es el caso de la zona de la Armuiia en Salamanca en el que otros cultivos
locales, como la lenteja o el garbanzo, son los tradicionales. Por ello, es de gran interés
para los estudios de biogeografia de la simbiosis P. vulgaris-rhizobia conocer las cepas
que nodulan esta leguminosa en ese tipo de regiones en el que su cultivo no ha sido
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introducido. Por otra parte, también en situaciones inversas, como es el caso de suelos
de regadio en los que el cultivo con leguminosas locales esta bien instaurado, como es
el caso de P. sativum en Valladolid es muy interesante el andlisis de los rhizobia que
establecen simbiosis con esta leguminosa. A partir de nddulos de estas dos leguminosas
y en las localizaciones geograficas mencionadas, se aislaron 59 cepas de crecimiento
rapido en medio YMA que fueron capaces de reinfectar sus hospedadores respectivos,
Phaseolus vulgaris y Pisum sativum. La mayoria de estas cepas se identificaron a nivel
de especie mediante el andlisis filogenético de los genes ribosomicos 16S y de dos
genes housekeeping, recA y atpD, cuyas secuencias estan accesibles para todas las
especies de rhizobia de crecimiento rapido en bases de datos publicas. El analisis del
gen ribosomico 16S mostré que las cepas pertenecen a un grupo filogenético de R.
leguminosarum, que es la especie tipo del género Rhizobium (Kuykendall et al. 2015), y
contiene varias especies con idénticas secuencias del gen ribosomico 16S, R.
indigoferae, R. laguerreae, R. anhuiense, R. sophorae, R. acidisoli y R.
hidalgonense(Villadas et al. 2017; Yan et al. 2017). Todas estas especies, excepto R.
indigoferae cuya cepa tipo es muy proxima a la de R. leguminosarum, se diferencian
entre ellas por las secuencias de los genes recA y atpD (Villadas et al. 2017) y, por ello,
la identificacion de los nuevos aislados de este grupo tiene que Dbasarse
fundamentalmente en el analisis de estos genes. No obstante, las cepas aisladas en este
estudio presentaron ciertas peculiaridades que no se han observado previamente en las
cepas tipo de las especies del grupo de R. leguminosarum, una de ellas es que aunque
algunas cepas mostraron similitudes cercanas al 100% en los dos genes housekeeping
analizados, algunas de ellas presentaron diferencias a lo largo de la secuencia el gen
ribosdémico 168S, con la presencia adicional en algunas cepas de un inserto de unos 70
pares de bases al inicio de la secuencia de este gen. Un inserto de este tipo se localizd
por primera vez en R. leucaenae (Willems & Collins, 1993) y posteriormente en muchas
cepas de diferentes géneros y especies del orden Rhizobiales, pero, aunque estd
colocado siempre en la misma posicion en el gen ribosémico 15S, presenta variaciones
en la secuencia en diferentes géneros y especies. No obstante, hasta el momento no se
puede establecer la utilidad de este tipo de inserto como marcador filogénetico en este
grupo de bacterias, al contrario de lo que ocurre en el caso de Faecalibacterium, en el
que se ha propuesto para detectar contaminacion fecal en aguas (Duan et al., 2016; Sun
et al., 2016). Por otra parte, cepas que presentaron idénticas secuencias en sus genes
ribosdmicos 16S, presentaron similitudes de alrededor del 97% en los genes recA y
atpD, siendo este hecho muy comun en el grupo de R. leguminosarum ya que incluso
las cepas tipo de varias especies poseen idénticos genes ribosdmicos 16S, pero genes
housekeeping divergentes, En cualquier caso, y a pesar de las diferencias encontradas en
los genes ribosomicos 16S y en los genes recA y atpD en las cepas aisladas en este
estudio, todas ellas deben adscribirse a la especie R. laguerreae. Esta especie has sido
aislada hasta este momento a partir de nodulos de Vicia faba y Pisum sativum en
distintas regiones del mundo como Espafia, Pera y Tunez (Saidi et al. 2014), Argelia
(Belhadi et al. 2018), China (Xiong et al. 2017) y Marruecos (Taha et al. 2018), sin
embargo hasta el momento no se habia aislado a partir de nodulos de P. vulgaris.
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No obstante, los resultados mas interesantes, son los obtenidos tras la
identificacion a nivel de simbiovariedad mediante el analisis del gen simbidtico nodC,
un gen que ha sido utilizado para la delimitacion y descripcion de simbiovariedades en
todos los grupos de rhizobia (Velazquez et al. 2017). De acuerdo con el andlisis de este
gen, todas las cepas de la especie R. laguerreae identificadas hasta el momento y que
han sido aisladas a partir de ndédulos de leguminosas del grupo de inoculacién cruzada
de Vicia pertenecen a la simbiovariedad viciae (Belhadi et al. 2018; Taha et al. 2018;
Villadas et al. 2017). Por lo tanto, teniendo en cuenta que P. sativum pertenece a este
grupo de inoculacion cruzada y es un hospedador muy restrictivo, las cepas de este
estudio aisladas de nddulos de esta leguminosa portan genes nodC caracteristicos de la
simbiovariedad viciae, si bien tras el andlisis de este gen, se comprob6 que pertenecen a
grupos filogenéticos, entre ellas, y con respecto a las especies cuyas cepas tipo se han
aislado originalmente de P. sativum, concretamente R. leguminosarum y P. pisi
(Ramirez-Bahena et al. 2008).

Sorprendentemente, el andlisis de los genes nodC de las cepas aisladas de
noédulos de P. vulgaris mostrd que también estas cepas pertenecian a la simbiovariedad
viciae, aunque la simbiovariedad phaseoli es el endosimbionte mas comun de esta
leguminosa en sus centros de distribucion americanos (Garcia-Fraile et al. 2010; Diaz-
Alcantara et al. 2014). No obstante, la naturaleza promiscua de P. vulgaris le permite
ser nodulada por varias simbiovariedades (Peix et al. 2014), lo que le proporciona una
gran versatilidad para adaptarse a nuevos ambientes (Servin-Garciduetias et al. 2014).
En el caso de este estudio, le permite nodular con el endosimbionte que establece
simbiosis con la lenteja, que es la leguminosa local que se ha cultivado durante siglos en
la zona de la Armufia, y cuyo origen geografico coincide con el de P. sativum. Estos
resultados son de un gran interés para el conocimiento de la biogeografia de la simbiosis
P. vulgaris-Rhizobium y plantean la necesidad de ampliar los estudios a otros suelos
europeos en los que se cultiven otras leguminosas locales.

Ademas del estudio de la diversidad de los rhizobia que inducen la formacion de
nédulos en leguminosas, en los Ultimos afios se ha incrementado el interés por
identificar a las bacterias que acompafian a los rhizobia en los ndédulos. Como se ha
mencionado anteriormente, no todas las cepas aisladas de nddulos de P. vulgaris
pertenecian a la especie R. laguerreae, aunque todas presentaron colonias tipicas de
rhizobia y crecimiento rapido en YMA. Sin embargo, el analisis de las secuencias del
gen ribosomico 16S mostrd que una de las cepas, PEPV15, pertenecia al género
Phyllobacterium (cita on-line del Bergey), un género estrechamente relacionado con los
rhizobia y que contiene alguna especie capaz de inducir nédulos en leguminosas, como
ocurre en el caso de P. trifolii aislado a partir de nodulos de trébol en la misma localidad
de la que se aislaron las cepas de este estudio (Valverde et al. 2005) y la mas
recientemente descrita P. sophorae, que nodula Sophora flavescens en China (Jiao et al.
2015). La cepa PEPV15 aislada en este estudio presentd similitudes inferiores al 99%
en la secuencia del gen ribosémico 16S con respecto a las cepas tipo de las especies
descritas hasta ese momento en el género Phyllobacterium y, después de analizar el gen
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atpD, se comprobd que también fue muy divergente a todas ellas. Por ello, se completd
el estudio del estatus taxonomico de la cepa con pruebas genéticas, quimiotaxonomicas
y fenotipicas para describir la nueva especie a la cual se denomind Phyllobacterium
endophyticum (Flores-Félix et al. 2013) debido a que la cepa tipo PEPV15 no fue capaz
de originar nodulos en P. vulgaris, ni se detecté por PCR o el andlisis del genoma la
presencia del gen nodC.

No obstante, el andlisis mas amplio de bacterias endéfitas se llevd a cabo en
noédulos de P. sativum porque las plantas se recolectaron directamente en el campo y era
una leguminosa bien establecida en el suelo de la zona analizada tras afos de cultivo.
Ademas, apenas existen estudios acerca de las poblaciones endofiticas de los nédulos de
P. sativum (Tariq et al. 2014), por lo que el estudio de las mismas en diferentes
localizaciones geograficas contribuira al incremento del conocimiento de este
ecosistema. Por otra parte, es esencial la identificacion de las bacterias endofitas de
plantas, tanto de nddulos como de otros érganos, ya que normalmente estos estudios
estan encaminados a la seleccion de cepas con capacidad para promover el crecimiento
de las plantas y para poder utilizar una bacteria con esta finalidad es necesario descartar
aquéllas potencialmente patdgenas para el hombre, plantas y animales (Flores-Félix,
Marcos-Garcia, et al. 2015; Alegria Terrazas et al. 2016; Carro & Nouioui 2017).

En este estudio las cepas de bacterias endofitas se aislaron a partir de los mismos
nddulos utilizados para aislar las cepas de rhizobia y se identificaron mediante el
analisis del gen ribosomico 16S porque este gen es actualmente utilizado
universalmente para la clasificacion e identificacion de procariotas (Chun et al. 2018).
Los resultados obtenidos tras el analisis de este gen mostrdé que las cepas aisladas
pertenecian a diferentes especies de los géneros Agrobacterium, Bacillus, Dermacoccus,
Domibacillus, Massilia, Paenibacillus, Paenisporosarcina, Phyllobacterium 'y
Terribacillus. Estos datos confirman que los nodulos de leguminosas contienen una
amplia diversidad de bacterias, ademas de ser una importante fuente de nuevas especies
descritas sobre todo en los ltimos afios (Velazquez et al. 2017 a y b). En el caso de las
bacterias endofitas Gram positivas, que fueron las mas frecuentemente aisladas, hasta
los ultimos afios no se ha comenzado a incluir en las descripciones de nuevas especies el
analisis de algunos genes housekeeping, por lo que la identificacion a nivel de especie
sigue basandose en el andlisis del gen ribosémico 16S y se aceptan similitudes
intraespedificas superiores al 99.5%, mientras que valores inferiores corresponden
normalmente a especies diferentes. Teniendo en cuenta estos valores, en este estudio
predominaron las bacterias Gram positivas del phyllum Firmicutes del género Bacillus,
siendo la més abundante B. simplex con 10 cepas, seguida de Bacillus tequilensis con
cuatro cepas, y, finalmente, B. aryabhattai y B. idriensis con una cepa cada una y una
cepa proxima a B. simplex que podria pertenecer a otra especie. Las dos cepas del
género Psychrobacillus también podrian representar nuevas especies filogenéticamente
relacionadas con Psychrobacillus psychrodurans y Psychrobacillus lasiicapiti, al igual
que las dos cepas de Paenisporosarcina que podrian pertenecer a una nueva especie
filogenéticamente relacionada con P. quisquiliarum. Finalmente, se identificaron dentro
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de este phylum Paenibacillus tundrae, Terribacillus Paenibacillus tundrae,
Terribacillus goriensis y Oceanobacillus sojae. La tnica cepa aislada del phyllum
Actinobacteria se identifico como Dermacoccus nishinomiyaensis. Las cepas Gram
negativas pertenecian al phylum Proteobacteria y se identificaron como Agrobacterium
skierniewicense, 2 cepas, y Massilia suwonensis, 4 cepas. Algunos de estos géneros,
como Bacillus y Paenibacillus se han aislado frecuentemente a partir de nddulos de
diferentes leguminosas como Medicago (Khalifa & Almalki 2015; Lai et al. 2015),
Oxytropis (Wei et al. 2015; Xu et al. 2014), Cicer (Carro et al. 2013), Caragana (Xu et
al. 2014), Lupinus (Carro et al. 2014), Cytisus, Lathyrus, Melilotus, Ononis o Trifolium
(De Meyer et al. 2015).

Uno de los objetivos fundamentales de este estudio ha sido la seleccion de cepas
tanto de rhizobia como de bacterias endodfitas del nodulo para ser utilizados como
biofertilizantes. Para cumplir este objetivo, se comenz6 por estudiar varios mecanismos
de promocion del crecimiento vegetal in vitro que se han relacionado en estudios
previos con la capacidad de las bacterias para incrementar el desarrollo y el rendimiento
de las plantas, entre los que cabria destacar la produccion de acido indol acético y de
sider6foros y la solubilizacion de fosfato (Glick, 2012; Pii et al. 2015; Olanrewaju et al.
2017). El acido indol acético es una fitohormona sintetizada por numerosas bacterias a
través de diversas vias metabolicas (Etesami et al. 2015), habiéndose mostrado como
una herramienta esencial de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, ya que
influye directamente en el desarrollo de raices secundarias (Duca et al. 2014). Los
sider6foros juegan un papel fundamental en la nutricion tanto del microorganismo como
de la planta, a la que permitien una mejor captacion de este elemento en condiciones en
las que el hierro no estd disponible (Chu et al. 2010), en la tolerancia a metales pesados
y metaloides toxicos como el arsénico (Funes Pinter et al. 2017; Wang et al. 2017) y en
el control de los patdégenos fungicos en la rizosfera, al disminuir la concentracion de
hierro disponible (Saha et al. 2016). La solubilizacion de fosfato ha sido muy estudiado
en los ultimos tiempos debido a la importancia del fésforo en la nutricion vegetal y los
problemas que su déficit ocasiona (Anand et al. 2016; Khan et al. 2014), por lo que la
seleccion de microorganismos con este potencial ha sido uno de los principales pilares
en la seleccion de inoculantes (Zaidi et al. 2017).

Las cepas de Rhizobium aisladas en este estudio produjeron distintos niveles de
acido indol acético y en algunas de ellas la produccion de siderodforos y solubilizacion
de fosfato fue positiva, resultados que coinciden con los de otros estudios previos para
diferentes cepas de Rhizobium (Garcia.Fraile et al. 2012). Cabe destacar que estos
resultados ya han sido publicados en el caso de las cepas de Rhizobium PEPV16 y
PEPV40 (Flores-Félix et al. 2013; Jiménez-Goémez et al. 2016) y de la cepa PEPV1S5 de
Phyllobacterium (Flores-Félix, Silva, et al. 2015). En el caso del 4cido indol acético, los
niveles oscilaron entre los 90 mg/l y los 10 mg/l, concentraciones similares a las
observadas en otras cepas del género Rhizobium (Ghosh & Basu 2006; Yadav & Verma
2014). En cuanto a la produccion de sideroforos la presentaron muchas de las cepas
aisladas en cantidades moderadas y similares a las descritas para otras especies de
Rhizobium, como R. leguminosarum (Garcia.Fraile et al. 2012). En el caso de la
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solubilizacion de fosfato, fue mas comun entre las cepas aisladas a partir de P. vulgaris,
entre las que se encuentran las nicas cepas capaces de solubilizar fosfato tricalcico. No
es muy comun esta capacidad en las cepas de Rhizobium, que suelen presentar baja
capacidad de solubilizacion de fosfato tricalcico, sin embargo, existen algunos datos
bibliograficos sobre la solubilizacion de este fosfato para cepas de R. leguminosarum
(Abril et al. 2007).

Por su parte, las cepas endoéfitas aisladas a partir de nodulos de Pisum sativum
también mostraron capacidad para producir sider6foros, solubilizar fosfato o producir
fitohormonas en mayor o menor proporcion. Por ejemplo, las cepas del género Bacillus,
que se han aislado frecuentemente en este estudio, pero también a partir de nodulos de
otras leguminosas (Xu et al. 2014; De Meyer et al. 2015) mostraron una gran diversidad
de mecanismos. En conjunto, aproximadamente un 50% de las bacterias endofitas
produjeron sideréforos destacando especialmente dos cepas, AMPSE14 y AMPSE17.
Los niveles de acido indol acético fueron también muy diversos, con valores oscilando
entre 396 y 14 mg/l, y concretamente entre 137 a 14 mg/l en el caso de las cepas de B.
simplex, coincidiendo con los obtenidos para otras cepas del género Bacillus aislados a
partir de raices de maiz morado (Castellano-Hinojosa et al. 2018). Las cepas de la
especie Agrobacterium skierniewicense mostraron actividades muy elevadas, como la
cepa AMPSE16 con 396 mg/l, niveles que podrian llegar a ser perjudiciales para las
plantas (Gohlke & Deeken 2014). En cuanto a la produccion de sideroforos, fue
presentada por aproximadamente la mitad de las cepas, entre los que cabe destacar la
capacidad de las cepas AMPSE14, AMPSE17 y AMPSE20 del género Bacillus, que
contiene muchas especies productoras de estos compuestos (Yu et al. 2011; Saha et al.
2016). La solubilizacion de fosfato mostrd resultados heterogéneos y so6lo dos cepas,
AMPSE20 y PSE3PSEO02, que pertenecen a los géneros Bacillus y Paenibacillus,
respectivamente fueron capaces de solubilizar fosfato tricdlcico. Ambos géneros
Bacillus son solubilizadores de fosfato (Grady et al. 2016; Meena et al. 2017).

Otro aspecto estudiado fue la produccion de sustancias que regulan los sistemas
de Quorum sensing. Estos sistemas tienen especial relevancia en Rhizobium y géneros
afines donde se ha descrito su implicacion en el cambio de fase sésil a planctonica, la
nodulacion, la sintesis de exopolisacarido y la procesos de transferencia genética
horizontal (Sanchez-Contreras et al. 2007; Bogino et al. 2015). En nuestro caso, hemos
observado como cada uno de los aislados presenta una produccion de acil-homoserin-
lactonas (AHL), las sefiales de Quorum sensing principales en Gram negativas,
considerablemente variable. Estos datos pueden indicar distintas sensibilidades a las
AHL o distinta capacidad intrinseca de produccién, en otras palabras, los sistemas de
reconocimiento poblacional presentan una alta variacion entre las cepas de una misma
especie como se ha observado también en Burkholderia (Poonguzhali et al. 2007).
Diferentes concentraciones de AHL se han relacionado a su vez, con la capacidad de
swarming en Rhizobium, por lo que las distintas actividades pueden determinar
diferencias en la capacidad de colonizacion en la rizosfera (Dixit et al. 2017).
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Los resultados del estudio de estos mecanismos nos permiti6 seleccionar varias
cepas tanto de rhizobia como de bacterias endofitas para profundizar en el estudio de su
capacidad para colonizar, en primer lugar, superficies abidticas y en segundo lugar, las
propias raices de las plantas, antes de ensayar los resultados de su inoculacion en planta
en ensayos de microcosmos y posteriormente de campo. La capacidad para formar
biofilms y colonizar activamente la superficie radicular supone una ventaja para la
bacteria, ya que es capaz de competir por el espacio, relegando a otras bacterias de su
zona de accion; a su vez, la planta es capaz de aumentar su radio de interaccion directo
debido al contacto con el biofilm (Lugtenberg 2015). En este estudio se analizo la
capacidad de originar biofilms mediante métodos cualitativos y cuantitativos
observandose producciones y comportamientos similares en el caso de las cepas de
Rhizobium seleccionados, pero muy diferentes entre éstos y los de los aislados
pertenecientes a Bacillus y Paenibacillus que formaron biofilms muy densos, siendo
estos géneros dos modelos muy estudiados en la caracterizacion de biofilms, por su
intensidad, dimension y velocidad de formacion (Branda et al. 2001; Morikawa 2006;
Wijman et al. 2007; Bridier et al. 2013). En este estudio se ha analizado por primera vez
el efecto sobre la formacion y evolucion de los biofilms de la coinoculacion de
Rhizobium junto Bacillus y Paenibacillus, puesto que los estudios de biofilms mixtos se
han centrado hasta el momento en especies patogenas como Salmonella (Jahid et al.
2015), Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella (Lee et al. 2014). Los resultados
mostraron que en los biofilms formados estaban muy influenciados por la presencia de
Rhizobium, reduciendo la intensidad e integrandose de manera conjunta ambas especies.

Una vez conocida la capacidad de las cepas seleccionadas en este estudio para
producir biofilms sobre superficies abidticas, se ensayd su capacidad para colonizar las
raices de diversas plantas, ya que éste es un paso crucial en la promocion del
crecimiento de las plantas (Compant et al. 2010). Las cepas Phyllobacterium
endophyticum PEPV15 y R. laguerreae PEPV 16 colonizaron las raices de cultivos tan
diversos como fresa, lechuga y zanahoria., pero, ademas, se observd una colonizacion
endofita de los tejidos de las raices de lechuga. Tanto en el caso de Rhizobium como
Phyllobacterium estos datos confirman su capacidad para interactuar con las plantas, ya
que la mayoria de estas especies han sido aisladas a partir de especies vegetales
(Mergaert, & Swings, 2015; Velazquez et al. 2017 a y b). En el caso de las cepas
endofitas Bacillus simplex AMPSE14 y Paenibacillus tundrae PSE3PSE02, ambas
fueron capaces de colonizar los nodulos de Pisum sativum y ademas las raices de maiz
de manera endofitica mostrando patrones dispersos similares a los observados en otros
endofitos de los géneros Bacillus y Paenibacillus en trigo (Hassen & Labuschagne
2010) o arabidopsis (Fan et al. 2012) y de Herbaspirillum en raices de Phaseolus
vulgaris (Monteiro et al. 2012), con una colonizacidon interna dispersa altamente
restringida a los espacios intercelulares.

P. endophyticum PEPV15 y R. laguerreae PEPV16 mostraron capacidad para
mejorar la produccion en cultivos sumamente diferentes, asi, el estudio de su genoma
mostrd ser una herramienta destacable para analizar el potencial de ambas cepas,
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pudiendo localizar en su genoma no s6lo genes implicados en mecanismos observados
in vitro, sino otros genes implicados en diferentes mecanismos de promocion vegetal y
competicion en la rizosfera como la produccion de volatiles, sintesis de polisacaridos o
enzimas liticas. Esta herramienta ha mostrado ser de gran utilidad en el estudio de
PGPB de diversos géneros como Burkholderia (Kwak et al. 2012), Pseudomonas (Roca
et al. 2013), o Micromonospora (Carro et al. 2018) poniendo de manifiesto el potencial
de las cepas analizadas a través del minado del genoma y el andlisis del mismo
empleando programas especificos (Weber et al. 2015). El estudio del genoma permite
discernir la idoneidad de una cepa como biofertilizante mediante el estudio de las rutas
metabolicas presentes como Francis et al. (2016) en la cepa D188 de Rhodococcus
fascians. O el diseno de estrategias de actuacion mediante el conocimiento de los
requerimientos nutricionales y los sustratos necesarios para la sintesis de compuestos de
interés pudiendo dar paso a la posibilidad de tratamientos especificos mediante el
empleo de una cepa (Crovadore et al. 2016; Pan et al. 2017).

Aunque la colonizacion es un paso imprescindible para el éxito de un
biofertilizante, los ensayos de promocién del crecimiento en planta son decisivos, ya
que la aplicacion de un biofertilizante no siempre es fructifera y depende de multiples
factores (Herrmann & Lesueur 2013; Lesueur et al. 2016). De acuerdo con los
resultados obtenidos en este estudio, las cepas PEPV15 y PEPV16 mostraron excelentes
resultados en condiciones axénicas y de microcosmos, apoyando la idea de que los
rhizobia y bacterias relacionadas como Phyllobacterium pueden ser una excelente
alternativa para mejorar la eficiencia de los sistemas agricolas modernos (Vargas et al.
2017). Su utilizaciéon no solo debe restringirse a las plantas leguminosas, donde su
efectividad estd demostrada (Mulas et al. 2011), sino que puede ampliarse a plantas de
consumo en fresco donde aportan, ademads, seguridad para la salud humana (Garcia-
Fraile et al. 2012; Rubio-Canalejas et al. 2016). Los resultados de los ensayos de campo
han mostrado el enorme potencial de Rhizobium como biofertilizante de no
leguminosas, mejorando la produccion de hoja, fruto y raiz de diversos cultivos como
fresa, lechuga, zanahoria, guisante y maiz, un espectro de accion deseado para cualquier
biofertilizante (Anon 2015; Verma et al. 2016) y que, normalmente, se obtiene mediante
el empleo de consorcios complejos de microorganismos que atnan diversos
mecanismos de promocion del crecimiento (Reddy & Saravanan 2013) para suplir las
deficiencias que pueda presentar cada uno de ellos, o producir sinergias entre los
mismos (Rojas-Solis et al. 2016). En este estudio también se han utilizado diferentes
consorcios de bacterias y Rhizobium en leguminosas y cereales que se pueden usar en
rotacion de cultivo o intercropping, sistemas de cultivo que presentan importantes
ventajas a nivel de fertilidad y mantenimiento de las condiciones 6ptimas del suelo,
como el aporte de nitrogeno al utilizar una leguminosa (Espinoza et al. 2012), la
fitoextraccion de nutrientes desde horizontes edaficos inferiores a horizontes superiores
(Robacer et al. 2016), y el cambio de las estructuras del suelo debidos a los diferentes
sistemas radiculares (Zaccheo et al. 2016). La utilizacion de consorcios de rhizobia y
bacterias endofitas generd buenos resultados en guisante en condiciones axénicas,
microcosmos y campo, coincidiendo con lo observado para otras leguminosas, como la
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soja, con inoculaciones conjuntas de Bradyrhizobium y Bacillus o Methylobacterium
(Subramanian et al. 2015) y de Bradyrhizobium y Pseudomonas (Masciarelli et al.
2014), la judia, con Rhizobium y Bacillus o Paenibacillus (Korir et al. 2017) y el
garbanzo, con Mesorhizobium y Pseudomonas (Yadav & Verma 2014), demostrando
que la utilizacién de consorcios bacterianos puede ser una buena alternativa para
mejorar el rendimiento de las leguminosas. Sin embargo, donde mas relevancia tiene el
uso de consorcios bacterianos es en el maiz, debido a las necesidades nutricionales de
este cereal que precisa de aportes de nitrégeno, que pueden ser suplidos mediante la
fertilizacion con Azospirillum con Rhizobium (Fukami et al. 2018) o de Azotobacter con
Bacillus y Pseudomonas (Jarak et al. 2012). Aunque en nuestro estudio comprobamos
que algunos consorcios presentaban buenos resultados en maiz, en condiciones de
campo el mejor resultado se produjo en el tratamiento simple con Rhizobium, a
diferencia de las producciones observadas en microcosmos o cémara iluminada,
poniendo de manifiesto la capacidad de promocion del crecimiento de las cepas de este
género y su enorme potencial como biofertilizante para todo tipo de cultivos.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo se pueden establecer las
siguientes conclusiones:

1. En suelos de la provincia de Valladolid tradicionalmente cultivados con Piaum
sativum y en suelos de la provincia de Salamanca no cultivados con Phaseolus vulgaris,
ambas leguminosas establecen simbiosis con R. laguerreae sv viciae, que hasta el
momento solo se consideraba un endosimbionte tipico para las leguminosas del grupo
de inoculacion cruzada de Pisum. Este hallazgo es crucial para los estudios de
biogeografia de P. vulgaris porque indica la necesidad de estudiar en mayor
profundidad la simbiosis Rhizobium-Phaseolus en suelos europeos

2. Las comunidades bacterianas que acompafian a los endosimbiontes en los nédulos de
P. sativum apenas han sido estudiadas, siendo en este estudio en el que mayor
diversidad de estas bacterias se ha encontrado, identificaindose 9 géneros y 14 especies,
algunas de ellas probablemente nuevas, que no han sido previamente documentados en
la bibliografia como endofitas de nodulos de guisante

3. A partir de los nodulos de P. vulgaris se ha aislado la nueva especie Phyllobacterium
endophyticum, lo que demuestra que los nodulos de leguminosas son una fuente de
nuevas especies de bacterias y que, por tanto, es necesario seguir profundizando en el
estudio de este ecosistema

4. El andlisis de los genomas de las cepas P. endophyticum PEPV15 y R. laguerreae
PEPV16 permitio la localizacion de genes implicados en rutas metabdlicas involucradas
en promocion del crecimiento vegetal y Quorum sensing. Esto confirmé que el analisis
de los genomas es una herramienta muy util para la seleccion de cepas bacterianas con
potencial como biofertilizantes.

5. Las cepas P. endophyticum PEPV15 y R. laguerreae PEPV 16, aisladas a partir de
nddulos de P. vulgaris mostraron alto potencial como PGPB, capacidad de produccion
de moléculas implicadas en la colonizaciéon de plantas y de formacion biofilms en
superficies abidticas, una buena colonizacion de las raices de fresa, lechuga y zanahoria
y un incremento en la produccion de estas tres plantas en condiciones de microcosmos y
de campo. Por lo tanto, estas cepas son muy adecuadas para el disefio de biofertilizantes
para cultivos horticolas.

6. Aunque las cepas endofitas Bacillus simplex AMPSE14 y Paenibacillus tundrae
PSE3PSEQ2 aisladas a partir de nédulos de P. sativum colonizaron los nodulos de
guisante y las raices de maiz y en consorcios con R. laguerreae AMPSE34 mostraron
excelentes resultados en condiciones de microcosmos, los mejores resultados en
condiciones de campo se consiguieron tras la inoculacion simple de la cepa R.
laguerreae AMPS34. Por lo tanto, Rhizobium es también el mejor candidato para el
disefio de biofertilizantes para leguminosas y cereales.
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Although humanity tends towards an increasingly urbanized system, the
dependence on natural systems continues to be a determining factor as a source of
resources and therefore agriculture plays a fundamental role (Specht et al. 2014).
National and supranational governments are aware that the maintenance of
agroecological systems must be a pillar of societies and therefore invest large amounts
in their conservation and the creation of sustainable production networks (Comunidad
Europea 2016; Lainez et al. 2018). However, it is necessary to develop new
technologies, or adapt existing ones, to reduce the environmental impact of this activity
without affecting their productivity, so the use of microorganisms as biofertilizers is a
growing tool in the last times (Mohammadi & Sohrabi 2012; Garcia-Fraile et al. 2015).
The development of new biofertilizers must follow the principle of biosecurity avoiding
the use of any microorganism that supposes a problem for the health of humans, animals
or plants (Mendes et al. 2013; Jiménez-Goémez et al. 2018). Therefore, rhizobia is one
of the best options for the design of biofertilizers since, after years of use as legume
inoculants, they have not caused health or environmental problems. Due to the inability
of these bacteria to fix atmospheric nitrogen, bacterial consortiums with rhizobia and
other plant growth promoting bacteria (PGPB) have been used mainly when their use is
directed to non-legume crops. The search for these other PGPBs can be made in soil and
rhizosphere, but in recent years it has also been directed to the same environment as
rhizobia, the nodule, assuming good compatibility with these bacteria, since they
occupy the same niche, on the other hand as specific as are the nodules of the legumes.
The formation of these nodules is a molecular process dominated by the interaction of
the rhizobia with the legume, and host and endosimbionte must present an adequate
genetic compatibility (Velazquez et al. 2017b).

With regard to rhizobia, in this study they have been isolated from nodules of
two legumes with different geographical origins and distribution centers. P. vulgaris is a
legume native to America that was distributed in Europe through Spain from the 16th
century (Diaz-Alcantara et al. 2014). When P. vulgaris arrived in Spain, other legumes
from the Middle East, such as P. sativum, had been growing for centuries. These two
legumes, therefore, had co-evolved separately in their respective distribution centers and
both the species and the simbiovaries that nodulate them are different. However, in all
cases, their endosimbionts are fast-growing strains of the Rhizobiaceae Family
(Velazquez et al. 2017). When P. vulgaris arrived in Spain, its cultivation spread
throughout the country, but in certain areas, mainly due to the fact that the soils were
rainfed, this legume was never cultivated, keeping the cultivation of local legumes. This
is the case of the La Armuiia area in Salamanca in which other local crops, such as lentil
or chickpea, are traditional. For this reason, it is of great interest for the biogeography
studies of the P. vulgaris-rhizobia symbiosis to know the strains that nodulate this
legume in those types of regions in which its cultivation has not been introduced. On the
other hand, also in reverse situations, as is the case of irrigated land in which the crop
with local legumes is well established, as is the case of P. sativum in Valladolid is very
interesting the analysis of the rhizobia that establish symbiosis with this legume. From
nodules of these two legumes and in the geographical locations mentioned, 59 fast-
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growing strains were isolated in YMA medium that were capable of reinfecting their
respective hosts, P. vulgaris and P. sativum. Most of these strains were identified at the
species level by phylogenetic analysis of the 16S ribosomal genes and of two
housekeeping genes, recA and atpD, whose sequences are accessible to all fast-growing
rhizobia species in public databases. The analysis of the 16S ribosomal gene showed
that the strains belong to a phylogenetic group of R. leguminosarum, which is the type
species of the genus Rhizobium (Kuykendall et al. 2015), and contains several species
with identical 16S ribosomal gene sequences, R. indigoferae, R. laguerreae, R.
anhuiense, R. sophorae, R. acidisoli y R. hidalgonense(Villadas et al. 2017; Yan et al.
2017). All these species, except R. indigoferae whose type strain is very close to that of
R. leguminosarum, are differentiated by the sequences of the rec4 and atpD genes
(Villadas et al. 2017) and, therefore, the identification of the new isolates of this group
has to be based fundamentally on the analysis of these genes. However, the strains
isolated in this study presented certain peculiarities that have not been previously
observed in the type strains of the species of the R. leguminosarum group, one of which
is that although some strains showed similarities close to 100% in the two housekeeping
genes analyzed, some of them showed differences along the 16S ribosomal gene
sequence, with the additional presence in some strains of an insert of about 70 base
pairs at the beginning of the sequence of this gene. An insert of this type was located for
the first time in R. leucaenae (Willems & Collins, 1993) and later in many strains of
different genera and species of the order Rhizobiales, but, although it is always placed
in the same position in the 16S ribosomal gene, it presents variations in the sequence in
different genera and species. However, until now, the usefulness of this type of insert as
a phylogenetic marker in this group of bacteria can not be established, contrasting to
what occurs in the case of Faecalibacterium, in which it has been proposed to detect
faecal contamination in waters (Duan et al., 2016; Sun et al., 2016). On the other hand,
strains that presented identical sequences in their 16S ribosomal genes, presented
similarities of around 97% in the rec4 and atpD genes, this fact being very common in
the R. leguminosarum group since even the type strains of several species possess
identical 16S ribosomal genes, but divergent housekeeping genes. In any case, and
despite the differences found in the 16S ribosomal genes and in the recA and atpD
genes in the strains isolated in this study, all of them must be ascribed to the species R.
laguerreae (Fig. 88). This species has been isolated up to now from nodules of Vicia
faba and P. sativum in different regions of the world such as Spain, Peru and Tunisia
(Saidi et al. 2014), Argel (Belhadi et al. 2018), China (Xiong et al. 2017) and Morocco
(Taha et al. 2018), however, up to now it had not been isolated from nodules of P.
vulgaris.
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Figure 88. Phylogenetic analysis of the concatenation of the recA and atpD genes
concatenated from the strains of this study and their closest species described in the genus.
The analysis was obtained with the Neighbor-Joining method and the Kimura 2
parameter, based on 1000 replies

However, the most interesting results are those obtained after identification at
the simbiovar level by means of the analysis of the nodC gene, a gene that has been
used for the delimitation and description of simbiovars in all the rhizobia groups
(Velazquez et al. 2017). According to the analysis of this gene, all the strains of the
species R. laguerreae identified so far and that have been isolated from legume nodules
of the Vicia cross inoculation group belong to the simbiovar viciae (Belhadi et al. 2018;
Taha et al. 2018; Villadas et al. 2017). Therefore, taking into account that P. sativum
belongs to this cross inoculation group and is a very restrictive host, the strains of this
study isolated from nodules of this legume carry nodC genes characteristic of the
simbiovar viciae, although after the analysis of this gene, it was found that they belong
to different phylogenetic groups, among them, and with respect to the species whose
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type strains were originally isolated from P. sativum, specifically R. leguminosarum and
R. pisi (Ramirez-Bahena et al. 2008).

Surprisingly, the analysis of the nodC genes of the strains isolated from nodules
of P. vulgaris showed that these strains also belonged to the simiovar viciae, although
the symbiovar phaseoli is the most common endosymbiont of this legume in its
American distribution centers (Garcia- Fraile et al., 2010; Diaz-Alcantara et al., 2014).
However, the promiscuous nature of P. vulgaris allows it to be nodulated by several
simbiovars (Peix et al., 2014), which provides it with great versatility to adapt to new
environments (Servin-Garciduefias et al., 2014). In the case of this study, it allows P.
vulgaris to nodulate with the endosymbiont that establishes symbiosis with the lentil,
which is the local legume that has been cultivated for centuries in the area of La
Armufia, and whose geographical origin coincides with that of P. sativum. These results
are of great interest for the knowledge of the biogeography of the symbiosis P. vulgaris-
Rhizobium and raise the need to extend the studies to other European soils in which
other local legumes are cultivated.

In addition to the study of the diversity of rhizobia that induce the formation of
nodules in legumes, in recent years there has been an increasing interest in identifying
the bacteria that accompany the rhizobia in the nodules. As mentioned above, not all
strains isolated from P. vulgaris nodules belonged to the species R. laguerreae,
although all had typical colonies of rhizobia and rapid growth in YMA. However,
analysis of 16S ribosomal gene sequences showed that one of the strains, PEPV15,
belonged to the genus Phyllobacterium, a genus closely related to rhizobia and that
contains some species capable of inducing nodules in legumes, as occurs in the case of
P. trifolii isolated from clover nodules in the same locality from which the strains of this
study were isolated (Valverde et al., 2005) and the more recently described P. sophorae,
which nodulates Sophora flavescens in China (Jiao et al. 2015). The strain PEPV15
isolated in this study showed similarities lower than 99% in the sequence of the 16S
ribosomal gene with respect to the type strains of the species described to year 2013 in
the genus Phyllobacterium and, after analyzing the gene atpD, it was found that It was
very divergent to all of them. Therefore, the study of the taxonomic status of the strain
PEPV15 with genetic, chemotaxonomic and phenotypic tests was completed to describe
the new species which was named Phyllobacterium endophyticum (Flores-Felix et al.,
2013) because the strain PEPV15 was not capable of originating nodules in P. vulgaris,
nor was the presence of the nodC gene detected by PCR or genome analysis.

However, the broader analysis of endophytic bacteria was carried out in P.
sativum nodules because the plants were harvested directly in the field and it was a well
established legume in the soil of the area analyzed after years of cultivation. In addition,
there are scarce studies about the endophytic populations of the P. sativum nodules
(Tariq et al., 2014), so the study of them in different geographical locations will
contribute to the increase of knowledge of this ecosystem. On the other hand, it is
essential to identify the endophytic bacteria of plants, both nodules and other organs,
since normally these studies are aimed at the selection of strains with the capacity to
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promote the growth of plants and be able to employ as biofertilizer. For this purpose, it
i1s necessary to discard those potentially pathogenic for humans, plants and animals
(Flores-Félix, Marcos-Garcia, et al 2015, Alegria Terrazas et al 2016, Carro & Nouioui
2017).

In this study strains of endophytic bacteria were isolated from the same nodules
used to isolate the rhizobia strains and were identified by the 16S ribosomal gene
analysis because this gene is currently universally used for the classification and
identification of prokaryotes (Chun et al. at 2018). The results obtained after the
analysis of this gene showed that the isolated strains belonged to different species of the
genera Agrobacterium, Bacillus, Dermacoccus, Domibacillus, Massilia, Paenibacillus,
Paenisporosarcina, Phyllobacterium and Terribacillus (Fig. 89). These data confirm
that legume nodules contain a wide variety of bacteria, besides being an important
source of new species described above all in recent years (Velazquez et al., 2017 a and
b). In the case of the Gram-positive endophytic bacteria, which were the most
frequently isolated, until recent years, the analysis of some housekeeping genes has not
begun to be included in the descriptions of new species, so that identification at the
species level based on the analysis of the 16S ribosomal gene and intra-specific
similarities higher than 99.5% are accepted, while lower values usually correspond to
different species. Taking into account these values, Gram positive bacteria of the
phyllum Firmicutes of the genus Bacillus predominated in this study, being the most
abundant B. simplex with 10 strains, followed by Bacillus tequilensis with 4 strains, and,
finally, B. aryabhattai and B. idriensis with a strain each and a strain close to B. simplex
that could belong to another species. Both strains of the genus Psychrobacillus could
also represent new species phylogenetically related to P. psychrodurans and P.
lasiicapiti, as well as the two strains of Paenisporosarcina that could belong to a new
species phylogenetically related to P. quisquiliarum. Finally, Paenibacillus tundrae,
Terribacillus goriensis and Oceanobacillus sojae were identified within this phylum.
The only isolated strain of phyllum Actinobacteria was identified as Dermacoccus
nishinomiyaensis. The Gram negative strains belonged to the phylum Proteobacteria and
were identified as Agrobacterium skierniewicense, 2 strains, and Massilia suwonensis, 4
strains. Some of these genera, such as Bacillus and Paenibacillus have been frequently
isolated from nodules of different legumes such as Medicago (Khalifa & Almalki 2015,
Lai et al 2015), Oxytropis (Wei et al., 2015, Xu et al., 2014), Cicer (Carro et al., 2013),
Caragana (Xu et al., 2014), Lupinus (Carro et al., 2014), Cytisus, Lathyrus, Melilotus,
Ononis or Trifolium (De Meyer et al., 2015).
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Figure 89. Phylogenetic analysis of the 16S ribosomal gene of the Gram positive strains
isolated in this study. The analysis was obtained with the Neighbor-Joining method and
Kimura 2 parameters test, based on 1000 replicas
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One of the fundamental objectives of this study has been the selection of strains
of both rhizobia and endophytic bacteria of the nodule to be used as biofertilizers. To
achieve this goal, we began by studying several mechanisms of plant growth promotion
in vitro that have been linked in previous studies with the ability of bacteria to increase
the development and performance of plants, among which we should highlight the
production of indole acetic acid and siderophores and the phosphate solubilization
(Glick, 2012; Pii et al., 2015; Olanrewaju et al., 2017). The indole acetic acid is a
phytohormone synthesized by numerous bacteria through various metabolic pathways
(Etesami et al., 2015), having been shown as an essential tool of the bacteria that
promote plant growth, since it directly influences the development of secondary roots
(Duca et al., 2014). The siderophores play a fundamental role in the nutrition of both the
microorganism and the plant, which allow a better uptake of this element in conditions
in which iron is not available (Chu et al., 2010), tolerance to metals heavy and toxic
metalloids such as arsenic (Funes Pinter et al., 2017; Wang et al., 2017) and in the
control of fungal pathogens in the rhizosphere, by decreasing the concentration of
available iron (Saha et al., 2016). Phosphate solubilization has been studied in recent
times due to the importance of phosphorus in plant nutrition and the problems caused by
its deficit (Anand et al., 2016; Khan et al., 2014), so the selection of microorganisms
with this potential it has been one of the main pillars in the selection of inoculants
(Zaidi et al., 2017).

The strains of Rhizobium isolated in this study produced different levels of
indole acetic acid and in some of them the production of siderophores and solubilization
of phosphate was positive, results that coincide with those of other previous studies for
different strains of Rhizobium (Garcia-Fraile et al. 2012). It should be noted that these
results have already been published in the case of the strains of Rhizobium PEPV16 and
PEPV40 (Flores-Félix et al., 2013; Jiménez-Gomez et al., 2016) and of the PEPV15
strain of Phyllobacterium (Flores-Félix, Silva, et al., 2015). In the case of indole acetic
acid, the levels ranged between 90 mg/l and 10 mg/l, concentrations similar to those
observed in other strains of the genus Rhizobium (Ghosh & Basu 2006; Yadav & Verma
2014). As regards the production of siderophores, many of the isolated strains were
present in moderate quantities and similar to those described for other Rhizobium
species, such as R. leguminosarum (Garcia-Fraile et al., 2012). In the case of phosphate
solubilization, it was more common among strains isolated from P. vulgaris, among
which are the only strains capable of solubilizing tricalcium phosphate. This capacity is
not very common in Rhizobium strains, which usually have low solubilization capacity
of tricalcium phosphate, however, there are some bibliographic data on the
solubilization of this phosphate for strains of R. leguminosarum (Abril et al., 2007).

On the other hand, endophytic strains isolated from P. sativum nodules also
showed the capacity to produce siderophores, solubilize phosphate or produce
phytohormones in a greater or lesser proportion. For example, strains of the genus
Bacillus, which have been frequently isolated in this study, but also from nodules of
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other legumes (Xu et al., 2014, De Meyer et al., 2015) showed a great diversity of
mechanisms. Altogether, approximately 50% of the endophytic bacteria produced
siderophores, especially highlighting two strains, AMPSE14 and AMPSE17. The levels
of indole acetic acid were also very diverse, with values ranging between 396 and 14
mg / 1, and specifically between 137 to 14 mg / | in the case of strains of B. simplex,
coinciding with those obtained for other strains of the Bacillus genus isolated from
purple corn roots (Castellano-Hinojosa et al., 2018). Strains of the species A.
skierniewicense showed very high activities, such as the strain AMPSE16 with 396 mg /
1, levels that could become harmful for plants (Gohlke & Deeken 2014). Regarding the
production of siderophores, it was presented by approximately half of the strains,
among which we can highlight the capacity of strains AMPSE14, AMPSE17 and
AMPSE20 of the genus Bacillus, which contains many species that produce these
compounds (Yu et al. 2011; Saha et al., 2016). The solubilization of phosphate showed
heterogeneous results and only two strains, AMPSE20 and PSE3PSEO02, belonging to
the genera Bacillus and Paenibacillus, respectively, were able to solubilize tricalcium
phosphate. Both Bacillus and Paenibacillus genera are phosphate solubilizers (Grady et
al 2016, Meena et al., 2017).

Another aspect studied was the production of substances that regulate Quorum
sensing systems. These systems have special relevance in Rhizobium and related genera
where their involvement in the change from sessile to planktonic phase, nodulation,
exopolysaccharide synthesis and horizontal gene transfer processes have been described
(Sanchez-Contreras et al., 2007; Bogino et al. 2015). In our case, we have observed how
each of the isolates presents a production of acyl-homoserin-lactones (AHL), the main
Quorum sensing signals in Gram negative, considerably variable. These data may
indicate different sensitivities to AHL or different intrinsic production capacity, in other
words, population recognition systems show a high variation between strains of the
same species as has also been observed in Burkholderia (Poonguzhali et al., 2007) .
Different concentrations of AHL have been related, in turn, to the ability to swarm in
Rhizobium, so that different activities can determine differences in colonization capacity
in the rhizosphere (Dixit et al., 2017).

The results of the study of these mechanisms allowed us to select several strains
of both rhizobia and endophytic bacteria to study in depth their capacity to colonize,
firstly, abiotic surfaces and, secondly, the roots of plants, before to test the results of its
inoculation in the plant in microcosm tests and later in the field. The ability to form
biofilms and actively colonize the root surface is an advantage for the bacteria, as it is
able to compete for space, relegating other bacteria from its area of action; In turn, the
plant is able to increase its direct interaction radius due to contact with the biofilm
(Lugtenberg 2015). In this study, the ability to originate biofilms was analyzed by
qualitative and quantitative methods, observing similar productions and behaviors in the
case of the Rhizobium strains selected, but very different between them and those of the
Bacillus and Paenibacillus isolates that formed very dense biofilms, being these two
genera very well studied in the characterization of biofilms, by their intensity,
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dimension and speed of formation (Branda et al. 2001, Morikawa 2006, Wijman et al.,
2007, Bridier et al., 2013). In this study we have analyzed for the first time the effect on
the formation and evolution of the biofilms of Rhizobium coinoculation with Bacillus
and Paenibacillus, since studies of mixed biofilms have focused so far on pathogenic

species such as Salmonella (Jahid et al. al. 2015), Pseudomonas aeruginosa and
Klebsiella (Lee et al., 2014). The results showed that in the biofilms formed they were
very influenced by the presence of Rhizobium, reducing the intensity and integrating
both species together (Fig. 90).

Figura 90. Optical microscopy and fluorescence microscopy of Iso colonization patterns
shown by the selected strains. Fluorescence microscopy a) and c), and optics b) and d) of
the mixed biofilm between AMPS34 and AMPSE14 in each of the observed phases.
Fluorescence microscopy e) and g), and optics f) and h) of the mixed biofilm of AMPS34
and AMPSE20; and fluorescence microscopy i) and k), and optics j) and 1) of the
morphology of the msixto biofilm of AMPS34 and PSE3PSEO02. The size of the bars is a),
b), €), ), g), h), i), j), k) and 1) 20 pm, and c), d) 50 pm.

Once the ability of the strains selected in this study to produce biofilms on
abiotic surfaces was known, their ability to colonize the roots of various plants was
tested, as this is a crucial step in the promotion of plant growth (Compant et al. 2010).
The strains P. endophyticum PEPV15 and R. laguerreae PEPV 16 colonized the roots of
crops as diverse as strawberry, lettuce and carrot. In addition, an endophytic
colonization of the tissues of the roots of lettuce was observed. Both in the case of
Rhizobium and Phyllobacterium, these data confirm their ability to interact with plants,
since most of these species have been isolated from plant species (Mergaert, & Swings,
2015, Velazquez et al., 2017 a and b). In the case of the endophytic strains Bacillus
simplex AMPSE14 and Paenibacillus tundrae PSE3PSE02, both were able to colonize
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the nodules of P. sativum and also the roots of maize in an endophytic manner showing
scattered patterns similar to those observed in other endophytes of the genera Bacillus
and Paenibacillus in wheat (Hassen & Labuschagne 2010) or arabidopsis (Fan et al.
2012) and Herbaspirillum in roots of P. vulgaris (Monteiro et al. 2012), with a
dispersed internal colonization highly restricted to the intercellular spaces.

P. endophyticum PEPV15 and R. laguerreae PEPV16 showed capacity to
improve production in very different crops, thus, the study of its genome showed to be a
remarkable tool to analyze the potential of both strains, being able to locate in its
genome not only genes involved in mechanisms observed in vitro, but other genes
involved in different mechanisms of plant promotion and competition in the rhizosphere
such as the production of volatiles, synthesis of polysaccharides or lytic enzymes. This
tool has been shown to be very useful in the study of PGPB of different genera such as
Burkholderia (Kwak et al., 2012), Pseudomonas (Roca et al., 2013), or
Micromonospora (Carro et al., 2018), highlighting the potential of the strains analyzed
through the mining of the genome and its analysis using specific programs (Weber et
al., 2015). The study of the genome allows to discern the suitability of a strain as
biofertilizer by studying the metabolic pathways present as Francis et al. (2016) in strain
D188 of Rhodococcus fascians. Or the design of strategies of action through the
knowledge of the nutritional requirements and the necessary substrates for the synthesis
of compounds of interest, giving way to the possibility of specific treatments through
the use of a strain (Crovadore et al. 2016; Pan et al. 2017).

Although colonization is an essential step for the success of a biofertilizer, trials
to promote plant growth are decisive, since the application of a biofertilizer is not
always fruitful and depends on multiple factors (Herrmann & Lesueur 2013; Lesueur et
al. 2016). According to the results obtained in this study, strains PEPV15 and PEPV16
showed excellent results in axenic and microcosm conditions, supporting the idea that
rhizobia and related bacteria such as Phyllobacterium can be an excellent alternative to
improve the efficiency of agricultural systems modern (Vargas et al. 2017). Its use
should not only be restricted to leguminous plants, where its effectiveness is
demonstrated (Mulas et al. 2011), but it can be extended to fresh consumption plants
where they also provide security for human health (Garcia-Fraile et al. 2012; Rubio-
Canalejas et al. 2016). The results of the field trials have shown the enormous potential
of Rhizobium as biofertilizer of non-legumes, improving the production of leaf, fruit and
root of various crops such as strawberry, lettuce, carrot, pea and corn, a spectrum of
action desired for any biofertilizer (Fig. 91) (Anon 2015; Verma et al., 2016) and which
is normally obtained through the use of complex consortiums of microorganisms that
combine various growth promotion mechanisms (Reddy & Saravanan 2013) to supply
the deficiencies that each one of them may present. they, or produce synergies among
them (Rojas-Solis et al., 2016).

~ 286 ~



Summary

!
o
o
o

Figura 91. a) Carrot field test b) carrots from control plants (left) and inoculated with
PEPV1S5 (right), d) carrots from control plants (left) and inoculated with PEPV16 (right).

In this study, different consortiums of bacteria and Rhizobium have also been
used in legumes and cereals that can be used in crop rotation or intercropping, farming
systems that have important advantages in terms of fertility and maintenance of optimal
soil conditions, such as nitrogen input when using a legume (Espinoza et al., 2012), the
phytoextraction of nutrients from edaphic horizons below higher horizons (Robacer et
al., 2016), and the change of soil structures due to different root systems (Zaccheo et al.,
2016). The use of consortia of rhizobia and endophytic bacteria generated good results
in pea in axenic, microcosm and field conditions, coinciding with what was observed
for other legumes, such as soybean, with coinoculations of Bradyrhizobium and Bacillus
or Methylobacterium (Subramanian et al.,, 2015) and of Bradyrhizobium and
Pseudomonas (Masciarelli et al. 2014), the bean, with Rhizobium and Bacillus or
Paenibacillus (Korir et al. 2017) and the chickpea, with Mesorhizobium and
Pseudomonas (Yadav & Verma 2014), showing that the use of bacteria consortia can be
a good alternative to improve the yield of legumes. However, where the use of bacterial
consortia is more important is in maize, due to the nutritional needs of this cereal that
requires nitrogen inputs, which can be supplemented by fertilization with Azospirillum
with Rhizobium (Fukami et al. 2018). or of Azotobacter with Bacillus and Pseudomonas
(Jarak et al., 2012). Although in our study we found that some consortia showed good
results in corn, in field conditions the best result was obtained in the simple treatment
with Rhizobium, unlike the productions observed in microcosm or illuminated chamber,
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showing the capacity to promote the growth of the strains of this genus and its
enormous potential as a biofertilizer for all types of crops.
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Conclusions

According to the results obtained in this work, the following conclusions can be
established:

1. In soils of the province of Valladolid traditionally cultivated with Pisum sativum and in soils
of the province of Salamanca not cultivated with Phaseolus vulgaris, both legumes establish
symbiosis with Rhizobium laguerreae sv viciae, which until now was only considered a typical
endosymbiont for the legumes from the Pisum cross inoculation group. The present discovery is
essential for biogeography studies of P. vulgaris because expose the needed to study it in
greater depth the Rhizobium-Phaseolus symbiosis in European soils

2. The bacterial communities that live within the endosymbionts in the nodules of P. sativum
have barely been studied, being in this study in which greater diversity of these bacteria has
been found, identifying 9 genera and 14 species, some of them probably new, that have not
previously been documented in the literature as endophytes of pea nodules

3. The new Phyllobacterium endophyticum species has been isolated from nodules of P.
vulgaris, which shows that the nodules of legumes are a source of new species of bacteria and,
therefore, it is necessary to continue deepening the study of this ecosystem

4. The analysis of the genomes of the strains P. endophyticum PEPVI5 and R. laguerreae
PEPV16 allowed the localization of genes involved in metabolic pathways related with plant
growth promotion and Quorum sensing. This confirm that the analysis of genomes is a very
useful tool for the selection of bacterial strains with potential as biofertilizers

5. The strains P. endophyticum PEPV15 and R. laguerreae PEPV16, isolated from nodules of P.
vulgaris showed high potential as PGPB, the ability to produce molecules involved in the
colonization of plants and formation of biofilms on abiotic surfaces, a good colonization of the
roots of strawberry, lettuce and carrot and an increase in the production of them under
microcosm and field conditions. Therefore, these strains are fit for the design of biofertilizers
for horticultural crops.

6. Endophytic strains Bacillus simplex AMPSE14 and Paenibacillus tundrac PSE3PSE(2
isolated from nodules of P. sativum were able to colonize the nodules of pea and the roots of
maize, and showed excellent results in consortia with R. laguerreae AMPSE34 under microcosm
conditions. However, the best results in field conditions were achieved after simple inoculation
of the R. laguerreae AMPS34. Therefore, Rhizobium is also the best candidate for the design of
biofertilizers for legumes and cereals.
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Anexo 1

En el presente anexo se adjunta la composicion de los medios y soluciones nutritivas utilizados
en la esta tesis doctoral.

Tabla 4. Medio YMA (Yeast Manitol Agar).

Medio YMA ‘

K;HPO, (Fluka™) 0,5 g.
MgSO;, (Fluka™) 0,2¢g.
NaCl (Fluka™) 0,1¢g.
Manitol (Fluka™) 10,0 g.
Extracto de levadura 0,2 g.
(Difco™)

Agar (Conda™) 20,0 g.
Agua destilada, c.s.p. 1L

Tabla 5. Medio TSA (Tryptic Soy Agar)

Medio TSA

Digerido pancreatico de I5¢g
caseina

Digerido papainico de 5¢g

soja

Cloruro sédico 5¢

Agar 20g
H,O 1 litro

Tabla 6. Medio TY (Triptone Yeast extract)

Medio TY ‘

Cl,Ca (Codex™) 0,9 g.
Triptona (Difco™) S5g.

Extracto de levadura 3g

(Difco™)

Agar 20g
H,O 1L
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Tabla 7. Composicion del medio Pikovskaya

Pikovskaya Agar

Extracto de levadura 0,5¢g
Glucosa 10g
Ca;(PO,), 6 Ca,PO; S5g
(NH4),S04 05¢g
KCl 0,2¢g
MgSO, 0,1g
MnSO4(H,0) 0,0001 g
FeSO, 0,0001 g
Agar 20g
H,0 1 litro

Tabla 8. Solucion 2 de la preparacion del medio M9-CAS-Agar

Solucion 2 ‘

PIPES 3024 g
KH,PO, 03¢g
NaCl 05¢g
NH,C1 10g
Agar 15¢g
H,O 750 ml

Tabla 9. Solucion 3 de la preparacion del medio M9-CAS-Agar

Solucién 3 ‘

Sacarosa 2g
Manitol 2g
MgSO,4 7H,0 493 mg
CaCl, 11 mg
MnSO,4 H,O 1.17 mg
H;BO; 1.4 mg
CuSO,-5H,0 0.04 mg
ZnSO4 7H;0 1.2 mg
Na,Mo0O,4-2H,0 1.0 mg
H,O0 destilada 70 ml
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Tabla 10. Composicion del medio JMM base, y JMM-DFsales modificado.

Medio JMM (g/l) Medio DF-sales (g/1)

D-(+)-galactosa 1,8

L-(+)-arabinosa 1,5

Glucosa 4
Manitol 8
Piruvato 4
K,HPO, 26,1-10° 0,6
MgSO,4 7H,O 0,4
NaCl 0,2
FeSO,.7H,0 55107

CaClL.2H,0 147-10°7

Solucién de vitaminas (Tabla 8) 1 ml 1 ml
Solucion de elementos traza (tabla 9) 1 ml

Tabla 11. Composicion de la solucion de vitaminas

Solucion de VITAMINAS

Riboflavina 20,0
Acido P-amino benzoico 20,0
Acido nicotinico 20,0
Biotina 20,0
Tiamina-HCI 20,0
Piridoxina-HCI 20,0
Pantotenato calcico 20,0
Inositol 120,0

Para la preparacion de la solucion de vitaminas (Fluka ™), todos los ingredientes se

disolvieron en Na,HPO, 0,05M (pH 7,0) y se esterilizaron por filtracion.
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Tabla 12. Solucion de elementos traza

Composicion Solucion de elementos traza

H;BO; 145,0
FeSO4+H,0 125,0
CoCl,-6H,0 59,0
CuSO45H,0 5,0

MnCl,-4H,0 4,3

ZnS0,-7TH,0 108,0
Na;MoO,-7H,0 125,0

Para la preparacion de la solucidon de elementos traza, los ingredientes se disolvieron en
agua destilada, se ajust6 el pH a 5,0 y se afiadio EDTA 1 g/I. Todos los reactivos utilizados son

de Panreac.

Tabla 13. Composicion medio AB

Medio AB ‘

K,HPO, 3g
NaH,PO, lg
NH,C1 lg
MgSO,-7H,0 03¢g
KCl 0,15¢g
CaCl2 0,01 g
FeS047H,O 2,5 mg
Glucosa 5g
H,0 11

Tabla 14.Composicion medio Luria-Bertani (LB)

Composicion LB g/l

Triptona peptona (Difco) 10,0
Extracto de levadura (Difco) 5,0
NaCl (Panreac) 10,0
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Tabla 15. Composicion del medio ¢

Medio ¢ g/l
Triptona peptona (DIFCO) 20
Extracto de levadura (BD) 5
KCI (Panreac) 0,75
MgSO, (Panreac) 4

Tabla 16. Composicion del medio minimo

Composicion Medio minimo g/l

K,;HPO, (Panreac) 0,3
KH,PO, (Panreac) 0,3
MgSO,. 7TH,O (Panreac) 0,15
CaCl, 2H,0(CODEX) 0,05
NaCl (Panreac) 0,1
NH;NO; (Prolabo) 0,1
Manitol 10,0

El medio minimo se ajust6 a pH 7,0 con K;HPO, o KH,PO, y después de su
esterilizacion se agregaron las cantidades necesarias de las soluciones de vitaminas (tabla 8) y

elementos traza (tabla 9).

Tabla 17. Composicion del medio VRB

Composicion Violet Red Agar

Extracto de levadura 3,0
Peptona 7,0
Sales biliares 1,5
Lactosa 10,0
Cloruro de sodio 5,0
Agar 15,0
Rojo neutro 0,03
Cristal violeta 0,002
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Tabla 18. Composicion del medio Rigaud & Puppo

Soluciéon Rigaud & Puppo g/l

KH,PO, (Panreac™) 0,200
MgSO,-7H,0 (Panreac™) 0,200
KCI (Panreac™) 0,200
EDTA Fe Na, (Sigma™) 0,025
Na,Mo, (Panreac™) 0,004
H;BO; (Panreac™) 0,018
MnSO,:4H,0 (Panreac™) 0,02
ZnSO, (Panreac™) 0,003
CuSO4'5H,0 (Panreac™) 0,002

Tabla 19. Composicion del medio Fahraeiis

Fahraeiis g/L

MgSO, . 7TH,O (Panreac™) 0,12
KH,PO, (Panreac™) 0,10
Na,HPO, . 2H,0 (Panreac™) 0,15
Citrato férrico (Panreac™) * ImL
CaCl, . 2H,0 (Codex) ImL
Solucion de oligoelementos ImL
Fahraeiis (tabla 17) *

NH4NO; S0mM (Sigma) * 3.20g

*Estos reactivos se afladen una vez realizado el autoclavado.

Tabla 20.Solucion de oligoelementos del medio Fahraeiis.

Solucion de oligoelementos Cantidad para 200mL (1Img/mL) ‘
MnSOy . 2H,0 200 mg
CuSOy, . 5H,0 200 mg
ZnSO;, . 5H,O 200 mg
H;BO; 200 mg
Na,MoO, 200 mg
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Anexo 11

En el presente anexo se incluyen las composiciones y metodologia para preparar los
tampones y soluciones utilizados en esta tesis doctoral.

Tabla 21. Tampon SSC

Tampén SSC

Concentracion Cantidades
NaCl (Fluka™) 3,0M 8,77 ¢
Na-citrato pH 7,0 0,3 M 441 ¢
Agua c.s.p. 1,001

Tabla 22. Proporcion de las soluciones de acido citrico 0,1 M y Na,HPO4 0,2 M, y
completar hasta 100 ml para obtener tampon PCA a los pHs deseados.

ml de acido citrico ml de Na,HPO,
4,5 37,8 22,2
5 24,3 25,7
5,5 222 27,8
6,5 13,6 36,4

Tabla 23 Cantidad de la solucion de HCI 0,2 M a afiadir a la solucion Tris 0,2M
para obtener el pH deseado hasta completar 50 ml..

pH ml HCI ‘
8 29,2
9 0,2

Tabla 24. Composicion del reagente Salkowsky
FeCl13 (0,5M) 20 ml
HC104 (35% v/v) 980 ml
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Tabla 25. Tampones TFB1 y TFB2.

Composicion tampon

RbCl, (Panreac) 12,092 g/1 1,209 g/l
MnCl,-4H,0 (Panreac) 9,9 g/l -
Acetato potasico 2,94 ¢/l -
CaCl, 1,47 g/l 11.02 g/1
Glicerol 15 % v/v 15% viv
MOPS - 2,093 g/l

Ambos tampones fueron esterilizados por filtracion. El pH del tampén TBF1 fue
ajustado a 5,8 con 4cido acético 0,2 M y el tampon TFB2 frio fue ajustado a pH 7,0 con
NaOH.
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