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RESUMEN

RESUMEN.

Para las plantas, la alcalinidad en un suelo genera dificultades en la adquisicién del hierro
debido a la presencia de formas quimicas insolubles de este micronutriente. Para enfrentar el
problema, las plantas de la Familia Poaceae inducen un mecanismo de reduccién de hierro
intracelular (denominado Estrategia IlI), mientras que las dicotiledéneas y el resto de las
monocotiledéneas inducen un mecanismo de reduccién extracelular (conocido como Estrategia
II). Aunque ambos mecanismos poseen componentes moleculares diferentes, los dos son
expresados en las células de la raiz vegetal cuando existen condiciones de deficiencia

nutricional por el hierro.

Por su parte, se sabe que los exudados de raiz de cualquier planta generan un ambiente
rizosférico en donde se incrementan, por un lado la presencia de moléculas que representan

una fuente nutricional microbiana, y por otro las poblaciones microbianas.

El presente estudio tuvo como finalidad determinar el efecto que la induccion de las estrategias
vegetales para adquirir el hierro de un suelo alcalino, tenia sobre la diversidad de la Comunidad
Bacteriana Rizosférica (CBR) y sobre la capacidad ferrireductora de ésta ultima. Las plantas
Estrategia | estudiadas para tal fin fueron Phaseolus vulgaris, Heliantus annuus var. rayado
mexicano y Trifolium pratense; las plantas Estrategia Il analizadas fueron Zea mays blanco,
Triticum aestivum y Avena sativa var. Chihuahua. A partir de muestras rizosféricas a los 46 dias
de crecimiento vegetal, se analizé la CBR mediante la extraccion de los acidos grasos de
fosfolipidos (PLFA), y la capacidad ferrireductora fue cuantificada sobre el suelo rizosférico

empleando la Técnica de Numero Mas Probable.

Los resultados mostraron que si bien la Estrategia vegetal para adquisicion de hierro no es un
factor determinante en la diversidad de la CBR ni en su capacidad de ferrireduccion, la especie
vegetal si lo es. En los resultados de la investigacion se demuestra que Avena sativa propicia el
establecimiento de una CBR altamente ferrireductora que se asocia con el incremento en el

contenido de clorofila foliar.

Palabras clave: PLFA, Hierro, Estrategia |, Estrategia Il, Comunidad Bacteriana Rizosférica,

DIRB bacterias ferrireductoras desasimilatorias.
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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS.

ACP:
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AHAZ2:
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CP1:
CP2:
cy:
DIRB:

E I

E Il
EDTA:
Eh:
FAME:
FDA:
Fe:
FQR:
FRO2:
FS:
IRT1:
Me:

NMP:
PGPR:

PLFA:
ucC:
UME:
YS1:

Analisis de Componente Principal

Acidos grasos sin asociacién bacteriana especifica conocida

ATPasa expulsora de protones en raices de Arabidopsis thaliana

Comunidad Bacteriana Rizosférica

Componente principal 1

Componente principal 2

ciclo alojado en alguna parte de la cadena alifatica de un acido graso.

Nombre general para las bacterias ferrireductoras desasimilatorias (dissimilatory
iron reducing bacteria)

Estrategia vegetal para adquisicién de hierro en dicotiledéneas y monocotiledéneas no
gramineas.

Estrategia vegetal para adquisicién de hierro en gramineas.

Acido etiléndiaminotetracético

potencial redox del suelo

Meétil éster de acido graso (fatty acid methyl ester)

Food and Drug Administration

Hierro

Férrico quelato reductasa

Férrico quelato reductasa en raices de Arabidopsis thaliana

fitosideréforo

Transportador membranal de hierro reducido en raices de Arabidopsis thaliana
grupo metilo localizado en alguna posicién de la cadena alifatica de un acido
graso.

Numero Mas Probable

rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (plant growth promoting
rhizobacteria)

Acidos grasos de fosfolipidos (phospholipid fatty acid)

Unidad control

Unidad de muestra experimental

Transportador membranal de FS-hierro oxidado en raices de Zea mays
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ANTECEDENTES

I. ANTECEDENTES.

1. EL HIERRO EN EL SUELO.

La capa superficial de material no consolidado de la corteza terrestre se denomina suelo, y
constituye un material heterogéneo formado por tres fases diferentes: la fase gaseosa o
atmosfera del sistema, la fase liquida o solucion del suelo, y la fase sdlida integrada a su vez
por material inorganico, sustancias organicas y organismos vivos (Mengel, 2001). El suelo es
una estructura compleja y dinamica que resulta de la continua interaccién de procesos

atmosféricos y bioldgicos sobre la roca madre (Atlas y Bartha, 2002).

Desde la perspectiva del material inorganico, el hierro es el cuarto elemento quimico en
abundancia en peso en la corteza terrestre, solo antecedido por el oxigeno, el silicio y el

aluminio (Tabla 1).

TABLA 1. Concentracion quimica media de los elementos quimicos en la
corteza terrestre hasta los 16 km. Tomado de Mengel, 2001.

ELEMENTO PESO (g/kg) ELEMENTO PESO (g/kg)
(0] 464.6 H 1.4
Si 276.1 P 1.2
Al 80.7 C 0.9
Fe 50.6 Mn 0.9
Ca 36.4 S 0.6
Na 27.5 Cl 0.5
K 25.8 Br 0.4
Mg 20.7 F 0.3
Ti 6.2 Otros elementos 52

Invariablemente este metal puede localizarse en todos los suelos en forma de oxihidréxidos
tales como a-FeOOH goethita, a-Fe,O3; hematita y HFesO03.4H,0 ferrihidrato, los cuales son el
resultado de la meteorizacion de los silicatos de ferromagnesio olivita, augita, hornblenda y
biotita. En los suelos, la concentracion de hierro puede variar desde 0.2% hasta 5.5% (i.e.
20,000 a 550,000 mg/kg de suelo) dependiendo de las caracteristicas edafolégicas y de la

presencia de otras fuentes del metal (Mengel, 2001). Al interior del suelo, el hierro puede
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localizarse en la fase liquida, en los precipitados metalicos, adsorbido en arcillas, o adherido a
la materia organica (Nielsen et al., 2002). Resulta importante recalcar que su presencia en tales
sitios no es estatica, sino resultado de un continuo intercambio entre las fases provocado por la

accion de agentes fisicos, quimicos y biolégicos.

Aunque el hierro dispuesto en la fase liquida es el de mejor disponibilidad bioldgica, su
concentracion en este compartimento suele ser extremadamente baja en comparacién al hierro
total en un suelo. Algunas de las formas inorganicas solubles del hierro son Fe*, Fe(OH)",
Fe(OH)," y Fe*? | y algunas de las especies inorganicas insolubles son Fe(OH)s;, y-Fe,Os
maghemita, y-FeOOH lepidocrita, o-Fe,O; hematita y a-FeOOH goetita; éstas ultimas
representan formas quimicas de dificil acceso biolégico (biodisponibilidad) debido a su baja
solubilidad en la solucién del suelo. Las deficiencias por hierro en las plantas, prevalecen en
suelos alcalinos donde la solubilidad del hierro es disminuida por la formacion de 6xidos férricos
insolubles (Lindsay y Schwab, 1982).

De forma resumida, la disponibilidad bioldgica del metal depende de la presencia de especies
quimicas solubles, las cuales a su vez se encuentran en funcion de 3 factores: el pH, el

potencial de reduccion (Eh), y la actividad microbiana de éxido-reduccion.

La Figura 1 relaciona la variacion de pH respecto a la concentracién de hierro soluble, y enfatiza
la concentracion de hierro necesaria en las plantas. Puede apreciarse que cuando se
incrementa el pH, tanto el Fe*? como el Fe*® disminuyen su concentracién, y el equilibrio en la
siguiente ecuacion favorece la formacion de Fe(OH); insoluble:  Fe™ + 30H" > Fe(OH);.
En el grafico, la solubilidad alcanza un minimo entre pH 7.4 y 8.5. Fox y Guerinot (1998) reporta
que en un medio aireado a pH 7.0 el Fe* libre esta limitado a una concentracién de equilibrio
de 107" M, el cual es un valor insuficiente para el éptimo crecimiento vegetal. Como referencia
comparativa, el Fe(OH), presenta una constante del producto de solubilidad (Kps)1 de 8x107"°,
mientras que el Fe(OH); de 4x10® (Brown et al., 1998).

' Un valor pequefio de K, denota que solo se disuelve una pequefia cantidad del sélido en agua a 25°C (Brown et
al., 1998).
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Por otro lado, el hierro es un elemento quimico sensible a cambios de 6xido-reduccion; en la
corteza terrestre ello se manifiesta con la presencia de dos formas quimicas: la forma ferrosa o

reducida Fe*? y la férrica u oxidada Fe*>.

Los ambientes oxidantes (i.e. aquellos con atmdsfera de O, predominante), favorecen la forma
oxidada de hierro Fe*, mientras que en los ambientes reductores (aquellos con condiciones
hipdxicas, e.g. un suelo anegado o bien microambientes reductores de la raiz de las plantas),
favorecen la reduccion del metal. La explicacion a lo anterior esta dada por los valores de
potencial redox? (Eh) para el par Fe**/Fe*? (+0.771 V) y para el par 1/20,/H,0 (+1.23 V)* (Brown
et al., 1998); combinando las dos semireacciones redox se obtiene la ecuacion quimica 2H" +
Fe'? + % O, > Fe™ + H,0 , en la cual se expresa que el O, al ser el oxidante mas fuerte,
oxidara al Fe*? para producir Fe* y H,0. En el caso de que no exista oxigeno en el medio y el

agua sea abundante, se propiciara que la ecuacién quimica se dirija en el sentido opuesto.

? El potencial redox es la fuerza que impulsa a que un donador electrénico se oxide reduciendo a su aceptor
conjugado (Mathews et al., 2002).

3 Cuanto mayor es el valor de Eh para una pareja redox, mas fuerte es como oxidante el aceptor electronico de esa
pareja (Mathews et al., 2002).
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La Figura 2A muestra los campos de estabilidad del suelo en diferentes condiciones de
humedad en base a valores de pH y potencial redox: los ambientes aireados son oxidantes ya
que tienen un valor alto de Eh, mientras que los ambientes saturados de agua suelen ser
reductores por su bajo valor de Eh. La Figura 2B relaciona la informacion de Eh con el pH y
explica que a pH 7.0 los suelos bien aireados presentan predominantemente Oxidos e
hidroxidos de Fe*® |, mientras que en suelos anegados y al mismo pH, la forma ferrosa es

cuantitativamente mayor (Nikolic, 1998).

A) B)

ambierte c<idante Elcido\\\02

Ho O

B

cxidarte basico

Fe(OH),

reductor dcido

—0.4"' 5
5 a4 B G 3 4 5 6 7 8 9 pH

7 8
pH reductor basica Il Fe**soluble HlllFe insoluble

4 FOMA DE ESTABIUDAD DEL AGUA —————=

FIGURA 2. 2A) Campos de estabilidad de diferentes condiciones de humedad respecto al pH y
al Eh. 2B) Diagrama de Pourbaix simplificado para las especies del hierro que compara la
estabilidad termodinamica de los diferentes estados de oxidacion. Tomado de
http://edafologia.ugr.es/hidro/concept.htm.

Respecto al pH y al Eh, se puede establecer como regla general de la movilizacion vy fijacién del
hierro, que las condiciones alcalinas y oxidantes promueven la precipitacion de éxidos férricos
Fe*® debido a su insolubilidad, mientras que las condiciones acidas y reductoras favorecen la

presencia de los compuestos solubles, entre ellos el id6n ferroso.

El tercer factor que afecta la especiacion quimica del hierro es la capacidad biolégica de oxido-
reduccion. Desde hace varios decenios se consideraba que la reduccién de oxihidroxidos de

Fe* en el suelo era resultado Unicamente de reacciones abidticas; sin embargo no hay
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evidencia de que el Fe*® pueda ser reducido solamente por cambios en el potencial redox o en
el pH (Lovley, 2000), y en contraste, si existen muchas evidencias de que los microorganismos
de suelos, sedimentos y acuiferos son capaces de acoplar la oxidacion de acidos organicos,
compuestos aromaticos y algunos aminoacidos a la reduccion de oxihidroxidos de Fe*
(Bonneville et al., 2004; Sharma et al., 2005a; Lovley, 1991). Este proceso sera objeto de una

descripcion mas detallada en el siguiente apartado.

2. REDUCCION DESASIMILATORIA DE HIERRO EN LAS BACTERIAS.

Microbiol6gicamente una concentracion de 1uM de hierro en el medio representa el nivel umbral
para sostener la vida (Schroder et al., 2003). Las bacterias usan el hierro para llevar a cabo
procesos tales como la fotosintesis, la fijacién de nitrogeno, la metanogénesis, la produccion y
consumo de Hy, la respiracion, el transporte de O,, la regulacién genética y la biosintesis de
DNA. Especificamente la funcién biolégica del hierro consiste en la incorporacion del metal a
proteinas Hierro-Azufre y a proteinas que posean un grupo Hemo (Andrews et al., 2003).
Cualquier mecanismo que las bacterias desarrollen para adquirir el hierro con el propdsito de
una incorporacion intracelular a proteinas, recibe el nombre de Reduccién Asimilatoria; algunos
de los mecanismos para efectuar la adquisicién del hierro por la Via de Reduccion Asimilatoria
incluyen la disminucién del pH externo para hacer al ién férrico mas soluble, o la reduccion
enzimatica del i6n férrico a la forma ferrosa, o la expulsién de quelantes del i6n férrico o
sideréforos que actuen como agentes solubilizadores (Andrews et al., 2003). Hay que recalcar

que, en términos generales, todas las bacterias llevan a cabo este tipo de reduccion.

En contraste, la Reduccion Desasimilatoria de hierro, consiste en reducir extracelularmente
el Fe*® sin incorporarlo a la biomasa. La utilizacién extracelular del Fe™ como aceptor
electrénico de la cadena respiratoria membranal es conocida como respiraciéon de hierro y

representa un proceso importante en ambientes andxicos ya que permite a las bacterias acoplar
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la reduccion a procesos tales como la generacion de una fuerza protdon motriz para producir
ATP, o para activar el transporte de nutrientes o para dirigir la motilidad celular, y conlleva a que
en el suelo quede disponible la especie quimica Fe*. La reduccién extracelular de Fe™ sin que

éste sea el aceptor final de electrones, constituye un proceso fermentativo que no ha sido

considerado como vital para las bacterias, ya que menos del 5% de los equivalentes reductores

son transferidos a Fe*® (Luu y Ramsay, 2003)

Inicialmente la reduccion desasimilatoria de hierro fue descrita en procesos fermentativos
bacterianos (Lovley y Phillips, 1996) y se considera que las bacterias que lo llevan a cabo son
comunes en suelos agricolas debido a que viven asociadas a las zonas radiculares (Valencia-
Cantero et al., 2007).

Estudios posteriores con microorganismos tales como Shewanella putrefaciens sugirieron una
reduccion férrica acoplada a la cadena de transportadores electronicos membranales,
involucrando a citocromos y a otros acarreadores electronicos. El hallazgo de que algunas
bacterias podrian oxidar completamente compuestos organicos hasta CO, empleando al Fe*
como Unico aceptor final de electrones, permitié explicar como la respiracion férrica bacteriana
era la responsable de la reduccion de Fe*® en sedimentos (Lovley, 2000). Se comprobd que
cepas como GS-15 Geobacter metallireducens eran capaces de reducir al Fe™ oxidando
acetato y teniendo como productos de reaccién Fe*? y bicarbonato. Este sugirié que productos
de fermentacién de determinadas bacterias que llevan a cabo reduccion desasimilatoria de
hierro de forma fermentativa, podrian ser oxidados de forma cooperativa hasta CO, por
bacterias respiradoras de hierro. La Figura 3 muestra un modelo que sugiere como la materia
organica puede ser oxidada hasta didoxido de carbono por actividad conjunta de

microorganismos fermentativos y microorganismos respiradores de hierro.

A las bacterias que llevan a cabo la reduccién desasimilatoria se les denomina DIRB
(Dissimilatory lron Reducing Bacteria por sus siglas en inglés) y se cree que este tipo de
reduccion fue uno de los procesos microbianos primitivos para generar energia y que se origind
hace cerca de 3.5 billones de afos (Schroder et al., 2003; Lovley, 1991). La reduccion
microbiana de Fe*® a Fe™? ha sido estudiada no solamente por su influencia en la geoquimica
del hierro sino también porque el Fe™ es uno de los aceptores de electrones potenciales mas
abundantes para la descomposicion de la materia organica en ambientes sedimentarios
(Hernandez-Calderdn, 2006).
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compuestos
aromaticos

Fe(lll)

acidos grasos
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propionato M p
acetato f

hutirato

azlcares
arminoacidos

CO2 Fe(ll)

FIGURA 3. Modelo de degradacion de la materia organica acoplada a la reduccion desasimilatoria de Fe™
fermentativa (flechas blancas) y respiratoria (flechas grises) en ambientes andxicos. Tomado de Lovley, 1993.

De acuerdo a Nielsen et al. (2002), las DIRB s6lo se encuentran en los Dominios Archaea y
Bacteria, pero acerca de su abundancia y origen filogenético se tiene poca informacion. Algunas
de ellas se han aislado y han sido descritas como miembros de la subclase delta de las
Proteobacteria incluyendo géneros como Geobacter, Desulfuromonas y Pelobacter. A su vez
Shewanella, Geovibro y Flexistipes han sido clasificadas en el grupo gamma. Algunas bacterias
grampositivas también han sido reconocidas. La mayoria de las DIRB aisladas hasta el dia de
hoy son anaerobias obligadas con la excepcion de Shewanella spp., Ferrimonas balearica y
Thermus sp. (Kieft et al.,, 1999; Beliaev y Saffarini,1998). Lu et al. (2002) detectaron a
Pseudomonas spp. como especie predominante del gremio de DIRB en arrozales. En general
se conocen tres mecanismos de Reduccion Desasimilatoria de las DIRB: a) la reducciéon de
hierro insoluble (Fe*®) via lanzadera de electrones; b) la secrecion de quelantes de la forma

férrica; y c) la respiracion de contacto directo con el hierro insoluble.
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3. EL HIERRO COMO MICRONUTRIENTE VEGETAL.

El hierro es un micronutriente para la mayoria de los organismos vivos, y es incorporado desde
el suelo a la Biésfera a través de las plantas (Theil y Briat, 2004). En el suelo, la cantidad de
hierro puede llegar a ser de hasta 10,000 veces mayor al de la vegetacion que crece en él
(Graham y Stangoulis, 2003).

En los organismos vivos, existen dos limitantes en la obtencién de este recurso (Guerinot y Yi,
1994): a) aunque existe una gran cantidad del metal en el suelo, sus formas quimicas
biodisponibles son escasas y biolégicamente muy disputadas; este problema en la obtencion se
agudiza cuando las condiciones del medio se hacen mas alcalinas y mas oxidantes; b) un
exceso en la toma del nutriente y tanto el Fe*? como el Fe** pueden actuar cataliticamente para
generar especies reactivas de oxigeno (Figura 4) y producir toxicidad celular. Por lo anterior, la

homeostasis del hierro en un sistema biolégico debe estar muy bien regulada.

Fe*? + HyOp - > Fe™ + OH" +OH . (REACCION DE FENTON)
Fe+ .0, - > O, + Fe™ (REDUCCION DE Fe*® POR UN SUPEROXIDO)
.0, + HyOp - > 0, + OH" +OH. (REACCION DE HABER WEISS)

FIGURA 4. La Reaccién de Haber-Weiss es la suma de la reduccion de Fe* por un ion superéxido y la
bien conocida Reaccién de Fenton. Tomado de Guerinot y Yi, 1994.

Los diecisiete nutrientes esenciales para un vegetal se enlistan en la Tabla 2. Catorce de ellos
son obtenidos principalmente de la solucion del suelo. Estos incluyen 6 macronutrimentos (N, K,
P, S, Mg Y Ca) y 8 micronutrimentos (B, Cl, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni y Zn) con concentraciones
inferiores al 0.1% (menos de 3 ymol.g™ de peso seco). Debe resaltarse que en la planta, el
hierro se encuentra en una concentracién promedio en peso seco de 100 mg/kg * lo cual

equivale a una concentracion intracelular de 10° M (Guerinot y Yi, 1994) y que el 60% de esa

* Esto es 1.79 umol.g" de peso seco, o bien, 1.077x10'® d&tomos de Hierro por cada gramo de planta seca.
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cantidad es concentrado en los cloroplastos. Tanto el hierro, manganeso, zinc, cobre y niquel

son absorbidos por la planta como cationes divalentes (Azcén-Bieto, 2003).

TABLA 2. Elementos esenciales en la mayoria de las plantas, formas de absorcidn y concentraciones que se
consideran adecuadas. Tomado de Azcon-Bieto, 2003.

Elemento Simbolo Formas de | Peso Concentracion en peso seco No. relativo
quimico absorcion atomico atomos res-
pecto al Mo

pmol . g™ mg.kg*(ppm) | %

Molibdeno Mo MoO, % 95.95 0.001 0.1 - 1
Niquel Ni Ni 2 58.70 %"_’58’;' aprox. 0.1 - 1
Cobre Cu cu’, cu™ 63.54 0.10 6 - 100

Cinc Zn zn* 65.38 0.30 20 - 300

Manganeso Mn Mn?* 54.94 1.0 50 - 1000

Hierro Fe Fe®* ,Fe?* | 55.85 2.0 100 - 2000
Boro B H3B03 10.82 2.0 20 - 2000
Cloro Cl cr 35.46 3.0 100 - 3000

Azufre S S04 % 32.07 30 - 0.1 30000

Fosforo P HzPO, ; 30.98 60 - 0.2 60 000

HPO,4

Magnesio Mg Mg2+ 24.32 80 - 0.2 80000
Calcio Ca ca™ 40.08 125 - 0.5 125000
Potasio K K* 39.10 250 - 1.0 250 000

-

Nitrégeno N mj 14 14.0] 1000 - 15 1 000000

Oxigeno 0 02, Hy0 16.00 30000 - 45 30000000

Carbono c CO, 12.01 40 000 - 45 40000000

Hidrégeno H H.0 1.01 60 000 - 6 60 000 000

La importancia del hierro en la planta radica en las siguientes funciones: a) forma parte del
grupo hierro-porfirina que como nucleo prostético usan muchas enzimas redox, tales como los
citocromos, las catalasas y las peroxidasas; b) se encuentra unido a grupos tidlicos de la
cisteina en sulfo-ferro proteinas, como por ejemplo la ferredoxina, la nitrito reductasa, la
nitrogenasa y la sulfito reductasa; c) lleva a cabo un papel importante en la biosintesis de la
molécula de clorofila, ya que regula la actividad del sistema enzimatico encargado de la

formacion del acido 6 aminolevulinico (ALA), precursor de las porfirinas, y el paso de

protoporfirina-Mg a protoclorofilida (Azcén-Bieto, 2003; Hall y Williams, 2003).
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4. ESTRATEGIAS VEGETALES PARA LA ADQUISICION DE HIERRO.

Las Estrategias usadas por las plantas para adquirir hierro del suelo, han permitido dividir al
phylum Plantae en 2 grupos conocidos como plantas Estrategia | (El) y plantas Estrategia Il
(Ell). EI primero hace referencia a todas las dicotiledoneas y a las monocotiledones
exceptuando las gramineas, mientras que el segundo se refiere solo a la familia Poaceae
(gramineas del grupo de las monocotiledéneas) (Rémheld, 1987; Graham y Stangoulis, 2003;
Fox y Guerinot, 1998). De acuerdo a Curie y Briat (2003), la Estrategia Il (mecanismo de
quelaciéon) es mas eficiente que la Estrategia | (mecanismo de reduccién extracelular) de tal
forma que las especies gramineas pueden sobrevivir a condiciones de deficiencia de hierro mas

drasticas.

Cuando una planta (cualquiera que sea su Estrategia) se desarrolla en un suelo con suficiencia
de hierro, la adquisicion del metal estara a cargo de un sistema constitutivo cuya caracterizacion
molecular es desconocida (Curie y Briat, 2003). Graham (2003) establecié que dicho sistema
consiste probablemente en una férrico reductasa membranal unida a un transportador de iones

0 a un canal dirigido por una bomba expulsora de protones dependiente de ATP.

Por otra parte, cuando las plantas enfrentan condiciones de escasez de hierro en el suelo, se
inducen mecanismos vegetales o Estrategias para restablecer el nivel adecuado del metal. En
cualquiera de las Estrategias, las respuestas se manifiestan en la zona apical de las raices y se
pueden inhibir después de 1 dia de restablecerse un nivel suficiente de hierro en el medio
(Bauer y Bereczky, 2003). Independientemente de la Estrategia vegetal de adquisicion de
hierro, cuando la biodisponibilidad del metal es muy baja se puede generar clorosis férrica, un
estado que se inicia con el amarillamiento intervenal de las hojas jovenes seguida en ocasiones
por un color amarillo a la totalidad de la hoja; en casos extremos la hoja puede llegar a ponerse
casi blanca como a veces sucede en los citricos (Azcon-Bieto, 2003); en otros casos el
amarillamiento es acompafiado por una persistencia del color verde en las nervaduras (Chen y
Barak, 1982). A nivel molecular la clorosis férrica es causada por una reduccién en la cantidad
de clorofila sintetizada con la consecuente acumulacion de los precursores protoporfirina-Mg 1X
y protoporfirina-Mg IX (Green y Rogers, 2004). Se ha reportado que las plantas sometidas a

estrés nutricional por hierro, acumulan acidos organicos en gran parte de sus tejidos y exportan

10
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carbono a las hojas via xilema para facilitar la sobrevivencia de la planta mientras las raices

tratan de adquirir Fe del suelo (Abadia et al., 2002).

Cuando un suelo representa un medio deficiente en hierro (por ejemplo un suelo con pH
alcalino), las plantas Estrategia | (Figura 5) responden a las sefales de bajo hierro intracelular
induciendo una expulsién de protones que acidifica el microambiente inmediato y permite dirigir
al Fe*® a la solucién del suelo; a continuacion se lleva a cabo la reduccion de Fe™ en la
superficie de la raiz (por medio de una proteina membranal con funcion de férrico quelato
reductasa) y posteriormente se lleva a cabo el transporte de la forma ferrosa a través de la
membrana celular de las células epidérmicas (empleando un transportador especifico)
(Connolly et al., 2003; Nikolic, 1998). Las respuestas fisiolégicas radiculares de las plantas
Estrategia | en un medio deficiente en hierro pueden ser: a) formacién de células con paredes
tipicas de las células de transferencia; b) incremento en la formacion de pelos radiculares e

hinchamiento de la punta radicular subapical (Schmidt, 2003).

ESTRATEGIA |

ATF
H+ H+
ADP
Fe(lll}-quelante NADH
Felll} MNAD*

Feqll) Feqll)

medio intracelular

FIGURA 5. ESTRATEGIA |. En plantas Estrategia | (e.g. Arabidopsis thaliana, Pisum sativum y Lycopersium
esculentum) la reduccion del hierro es extracelular por medio de la férrico quelato reductasa FRO2 y su posterior

incorporacion celular por medio del transportador IRT1. AHA2 es una ATPasa tipo P. Tomado de Schmidt, 2003.
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El mecanismo de adquisicién Estrategia | posee al menos los siguientes cuatro componentes:

A. Una férrico quelato reductasa membranal (FQR) denominada FRO2 en Arabidopsis
thaliana y que efectua la reduccion extracelular del hierro en la superficie de la raiz
vegetal. Respecto a esta enzima, Connolly et al. (2003) reportaron la siguiente
informacién: a) es codificada por el gen FRO2 en Arabidopsis y es inducible por
condiciones limitantes de hierro; se sabe que la deficiencia de hierro induce la actividad
de esta proteina de cinco a diez veces (Cohen et al., 1998); b) su funcionamiento es
dependiente del pH (pH 6ptimo de aproximadamente 5.5) por ello Rémheld (1987)
establecio que las plantas Estrategia | exhiben clorosis férrica cuando crecen en suelos
alcalinos o calcareos; c) constituye un polipéptido de 725 aminoacidos con sitios
conservados de union a NADPH y a FAD y posee seis dominios hidrofébicos en su
region amino terminal y dos dominios también hidrofobicos en su terminacion
carboxilica; d) su RNAm es detectado en las raices de plantas de Arabidopsis después
de tres dias de crecimiento en condiciones de escasez, y al transferir a la planta a
condiciones de suficiencia, el nivel del transcrito disminuye en 24 h; e) el gen FRO2
pertenece a una familia de ocho miembros en Arabidopsis (Wu et al., 2005) (Mukherjee
et al., 2005) y aunque la funcién del resto no ha sido dilucidada claramente, Waters

(2002) identifico la proteina homoéloga FRO1 en las hojas de Pisum sativum.

B. Un transportador membranal de de alta afinidad para Fe*? (identificado como IRT1) y
que interioriza el metal al citoplasma. Respecto a este transportador se ha establecido
que (Connolly et al. 2003; Hall y Williams, 2003): a) su expresion es inducida en
condiciones de deficiencia de hierro y reprimida cuando el hierro recupera su
concentracion intracelular; b) su RNAm es detectable en raices 24 h después de que la
planta se transfiere a escasez de hierro, y si se cambia nuevamente a condiciones de
suficiencia, el nivel de transcrito disminuye en 24 h; c) IRT1 de Arabidopsis es un
miembro de la familia de transportadores metélicos ZIP® y esta involucrado en el
transporte de Fe*? en plantas superiores pero ademas es capaz de transportar Mn, Cd y
Zn (Rogers et al., 2000; Cohen et al., 1998); d) se predice que IRT1 es una proteina con
ocho dominios transmembranales, con aproximadamente 337 residuos, y cuyos
extremos amino y carboxilo son extracelulares; e) el gen IRT2 es un homélogo cercano

a IRT1 de la familia ZIP que codifica a un transportador de alta afinidad por hierro

*IRTI es uno de los 3 miembros fundadores de la familia ZIP los cuéles son transportadores de metales en diversos
organismos: bacterias, levaduras, humanos y plantas (Connolly y Guerinot, 2002).
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denominado IRT2. Ambos se expresan en raiz cuando se induce a la planta por
ausencia del metal en el medio y probablemente los dos son componentes de la
respuesta a deficiencia por hierro en raices de Arabidopsis. De los dos, el IRT1 es el
responsable mayor de la toma de hierro cuando hay deficiencia y hay que recalcar que
ambos tienen el mismo sitio de expresion® (Vert et al., 2002); f) FRO2 e IRT1 estan
regulados coordinadamente a nivel transcripcional y postranscripcional, es decir su

expresion es exactamente paralela.

C. Un aumento en la expulsién de protones por una H*-ATPasa membranal de la familia
AHA (potencialmente codificada por el gen AHA2), que origina la acidificacion del
microambiente en el lado apoplastico y que controla la carga en la superficie membranal.
Ha sido propuesto que dicho bombeo de protones hacia el exterior mejora la solubilidad
del hierro y genera la fuerza protén motriz requerida para la incorporacion del metal (Vert
et al.,, 2002). Adicionalmente, esta actividad mantendria un ambiente de bajo pH
requerido por la FQR (Dell'Orto et al., 2000).

D. Un incremento en la liberacién de sustancias quelantes y/o reductoras (principalmente
fenoles) capaces de solubilizar el hierro (Jin et al., 2006). La excrecion de ligandos no
sideréforos constituye una forma de movilizar hierro a la raiz. Por ejemplo, los
agrupamientos radiculares de plantas como Lupinus albus liberan citrato y acidifican la
rizosfera aun en suelos calcareos. Otros compuestos que también promueven la
disolucién del hierro son lactato, succinato, fumarato, malato, acetato y aminoacidos
(Abadia et al., 2002; Ric de Vos et al., 1986). Se sabe que las plantas de tomate exudan

acido caféico para solubilizar Fe a partir de fuentes insolubles (Dakora y Phillips, 2002).

Las plantas Estrategia Il (Figura 6) inducen un mecanismo basado en la sintesis y excrecion
de fitosiderdforos y de acuerdo a Rémheld y Marschner (1986) la liberacién de estas moléculas
no es afectada por el pH externo. Por medio de un transportador altamente especifico (no
presente en plantas Estrategia 1) el complejo fitosideréforo-Fe*® atraviesa la membrana y una

vez en el interior celular el hierro es reducido.

SLa pregunta realizada por Vert et al. (2002) es el porqué la redundancia. Se hipotetiza que quiza IRT2 actiia como
un relevo de IRT1 para evitar acumulacion excesiva del metal en el citoplasma.
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Es tipica de las plantas pertenecientes a la Familia Poaceae y representa el medio mas
importante de entrada de hierro a la Biosfera a partir de la Litésfera. Un punto interesante es
que la expulsion de fitosideroforos en la raiz de una planta, constituye una actividad diurna con

un pico mayor unas horas después de la salida del sol (Graham y Stangoulis, 2003).

ESTRATEGIA |

sransporte porvesiculas?

PS = fitosiderdforo (PS5

Fe(lllPS 4@—» Fe(lll)PS

medio intracelular

FIGURA 6. ESTRATEGIA Il. Las plantas Estrategia |l (e.g. Hordeum vulgare, Zea mays y Oryza sativa) excretan
sideroforos capaces de solubilizar externamente Fe y después transportar el complejo sideroforo-Fe™ al interior
celular. YS1 es el transportador de ingreso del complejo. Tomado de Schmidt, 2003.

El mecanismo de adquisicion de hierro por plantas Estrategia Il presenta los siguientes

componentes:

A. Un mecanismo expulsor de sideréforos. De acuerdo a Connolly y Guerinot (2002), se
hipotetiza que la excrecién de fitosideroforos podria ser a través de vesiculas debido a
que durante la sintesis de sideréforos, también se expresan enzimas participantes en el

transporte vesicular.

B. Fitosiderdforos. Se definen como moléculas de aminoacidos no proteogénicos
biosintetizados a partir de metionina por la actividad de la Nicotianamina Sintasa y la
Nicotianamina Aminotransferasa, y cuya funcién especializada es la de quelar Fe*
(Shojima et al.,1990; Feng et al., 1995). Estudios fisiolégicos han mostrado que el

complejo fitosideréforo-Fe* es transportado al interior de las células vegetales sin ser

14
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afectado por la presencia de quelantes fuertes de Fe™ como el BPDS (acido
batofenantrolina sulfénico), por lo que se ha concluido que en la membrana existe un
reconocimiento altamente especifico para estas moléculas. Se sabe también que la
produccion de fitosideréforos puede ser inducida por la carencia de Fe o por la de Zn
(Schaaf et al. , 2004) y que existen diferencias importantes en la cantidad de acidos

mugeénicos excretados por las plantas Poales (Tolay et al., 2001).

. Un mecanismo que ingresa el complejo fitosideréforo-Fe**, del cual se pueden acotar las
siguientes caracteristicas: a) consiste en una proteina membranal que interioriza el
hierro oxidado, y a la cual se le ha denominado YS1 (yellow stripe 1) (Curie et al., 2001);
b) de acuerdo a Romheld (1987), es altamente selectiva, ya que no reconoce ni
sideréforos quelados sintéticos o microbianos; c) fue identificada primero en maiz y
clasificada como miembro de la familia de transportadores de oligopéptidos; d) la
presencia de genes YS1 no se restringe a plantas estrategas Il ya que se han localizado

ocho genes YS1 en Arabidopsis, cuyo rol no ha sido identificado (Schmidt, 2003).

15



Efecto de las Estrategias Vegetales parala Absorcion de Hierro, sobre la Comunidad Bacteriana Rizosféricay sobre su capacidad ferrireductora.

ANTECEDENTES

5. LAS RAICES, LA COMUNIDAD BACTERIANA RIZOSFERICA Y LAS BACTERIAS
PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL.

El suelo es un ecosistema altamente complejo que contiene una gran cantidad de poblaciones
microbianas fundamentales para su funcionamiento (Barea et al., 2005); en un suelo sin plantas
la actividad biolégica esta concentrada en una seccion que varia en profundidad desde algunos
centimetros hasta 30 cm. Aunque los componentes bioldgicos de dicho sitio representan una
fraccion muy pequena del total del volumen de suelo (<0.5%), funcionalmente tienen un impacto
alto debido a su participacion en el ciclo del nitrdgeno, el ciclo del azufre, el ciclo del fosforo, en
la descomposicion de residuos organicos y en el mantenimiento de los agregados del suelo a
través de la excrecion de polisacaridos (Nielsen Winding, 2002). Sin embargo, como se
detallara mas adelante, en un suelo con plantas la distribucion de los microorganismos se
modifica respecto al suelo abierto (o suelo sin planta) y de igual manera, las funciones de la

microbiota se ven redirigidas.

Se sabe que las raices vegetales invariablemente llevan a cabo funciones como la de proveer
soporte mecanico y la de permitir la toma de nutrientes y agua del suelo. De forma simultanea
en el tejido radicular también se llevan a cabo procesos especializados de sintesis, acumulacion
y secrecion de una diversidad de compuestos; por ejemplo se ha estimado que del total del
carbono fijado fotosintéticamente, del 5 al 21% puede ser transferido a las raices para formar
parte de las sustancias excretadas o exudados de raiz (Walker et al., 2003). Lo anterior sirve

para subrayar que las raices no son érganos vegetales pasivos en el suelo.

La delgada zona de suelo que rodea inmediatamente a la raiz se conoce como rizosfera y
microbiologicamente representa un area densamente poblada en la cual existe mucha
competencia biolégica por espacio, nutrientes minerales, materia organica y agua (Cardon y
Gage, 2006). En esta vecindad inmediata, ademas de competir por nutrientes, las raices
ejercen efectos sobre el suelo a través de los exudados, ya sea generando simbiosis benéficas,
0 cambiando las propiedades fisicas y quimicas del mismo o inhibiendo el desarrollo de
patdgenos. Los compuestos exudados se clasifican de acuerdo a su peso molecular en de bajo
peso (caso de los azucares, aminoacidos, acidos organicos, fenoles y otros metabolitos
secundarios) y en de alto peso como el mucilago, otros polisacaridos y proteinas (Walker et al.,

2003). Debido a que los exudados representan abundancia nutricional, el numero de
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microorganismos en la rizésfera puede ser de 19 a 32 veces mayor que la de un suelo abierto
(Kuzyakov, 2006). En la Tabla 3 se describen las posibles funciones generales de algunos

componentes de los exudados que han sido estudiados.

TABLA 3. Funciones de los diferentes componentes de los exudados vegetales en la rizésfera. Tomado de
Dakora y Phillips, 2002.

COMPONENTE FUNCION EN LA RIZOSFERA

Fuente nutritiva

Sefiales quimiotacticas a microbios
Promotores de crecimiento microbiano
Inductores de gene nod en Rhizobium
Fenoles L .
Inhibidores de gene nod en Rhizobium
Quelantes de minerales poco solubles
Destoxificadores de Al

Fitoalexinas contra patégenos de suelo

Fuente nutritiva
Sefiales quimiotacticas a microbios
L. . . Quelantes de minerales poco solubles
Acidos organicos o

Acidificantes del suelo
Destoxificadores de Al

Inductores de gene nod

Fuente nutritiva
Aminoacidos y fitosideroforos Quelantes de minerales poco solubles
Seflales quimiotacticas a microbios

Fuente nutritiva

Vitaminas o -
Promotores de crecimiento vegetal y microbiano
Purinas Fuente nutritiva
. Catalizadores para separar P de moléculas organicas
Enzimas

biocatalizadores para las transformaciones de la materia orgéanica

Producen sefiales que controlan la mitosis

Producen sefiales que controlan la expresién de genes
, , Estimulacion del crecimiento microbiano

Células del borde la raiz N ] o
Excrecién de moléculas quimiotacticas

Sintesis de moléculas de defensa

Excrecién de mucilago y proteinas

Los exudados ejercen efectos diversos sobre su entorno y particularmente sobre los

microorganismos ahi alojados. Brant et al. (2006) han demostrado que las moléculas que se



Efecto de las Estrategias Vegetales parala Absorcion de Hierro, sobre la Comunidad Bacteriana Rizosféricay sobre su capacidad ferrireductora.

ANTECEDENTES

exudan a través de la raiz ejercen un control importante en la composicion de las comunidades

microbianas estudiadas en ecosistemas boscosos.

De forma simultanea, las actividades metabdlicas de los microorganismos también ejercen
efectos sobre la planta. Por ello no es de sorprender que existan una serie de asociaciones
planta-microbio en donde se busque eficientar la adquisicion bioldgica de diversos nutrientes,

ejemplo de ello son las micorrizas y las bacterias fijadoras de nitrégeno (Morgan et al., 2005).

El término rizobacteria es usado para definir a las bacterias capaces de colonizar el ambiente
que rodea a las raices. Desde una perspectiva ecologica el conjunto de estas bacterias que
comparten una identidad biolégica da origen a poblaciones, y a su vez el conjunto de varias
poblaciones origina la Comunidad Bacteriana Rizosférica (CBR). Esta ultima puede ser descrita
a partir de tres elementos: a) la composicion, que se refiere al tipo de bacterias presentes, b) la
rigueza, que se refiere a la cantidad celular en el tipo de bacterias presentes, y c) la estructura,
que hace referencia a la distribucion de frecuencias o abundancia relativa de los tipos. En
conjunto, a tres elementos anteriores se le denomina diversidad (Dunbar et al., 1999; Dunbar et
al., 2000).

Algunos autores han identificado a determinadas rizobacterias como benéficas para el
crecimiento de las plantas y por ello las han denominado bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR plant growth promoting rhizobacteria por sus siglas en inglés) (Van Veen et al.,
1997). Debido a su relevancia en el presente trabajo, las PGPR seran descritas con mayor

detalle.

Para ser consideradas como PGPR las bacterias deben reunir tres caracteristicas: a) tener la
capacidad de colonizar la raiz, b) sobrevivir y multiplicarse en microhabitats asociados a la
superficie de la raiz en competencia con otra microbiota al menos por el tiempo necesario para
expresar actividades de promocién o proteccion a la planta, c) deben promover el crecimiento
de la planta (Ryu et al., 2005).

Por el efecto que ejerzan sobre la planta, las PGPR han sido clasificadas en dos grupos:
aquellas involucradas en el ciclo de algun nutriente o regulador vegetal, y aquellas involucradas
en el control de patégenos; ejemplos del primer grupo son las bacterias no simbidticas fijadoras

de nitrégeno, las bacterias simbidticas fijadoras de nitrégeno, las bacterias que tienen una
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actividad significativa en la produccién de fitohormonas (Ryu et al., 2005; Patten y Glick, 2002),
las bacterias cuyos sideroforos representan una buena fuente de abastecimiento de hierro para
las plantas (Mashalha et al., 2000; Yehuda et al.,, 1996; Wei et al.,2006), las bacterias
ferrireductoras que participan en el suministro de hierro a una planta (Velazquez-Becerra,
2007), y aquellas responsables del incremento en la disponibilidad de fosfato y otros nutrientes
del medio. Un ejemplo del segundo grupo son las bacterias que pueden ayudar a controlar
patdgenos vegetales por medio de la produccion de metabolitos como el acetilfluoroglucinol
(antifungico producido por Pseudomonas sp.) o la fenazina (antibiético producido por
Pseudomonas fluorescente que tiene actividad especifica contra Gaeumannomyces graminis en
trigo) (Barea et al., 2005).

6. EL ESTUDIO DE LA COMUNIDAD BACTERIANA RIZOSFERICA.

Pese a que los suelos tienen una inmensa variedad bacteriana, el caracter no cultivable de
muchos microorganismos (del 90 al 99.9%) ha limitado su estudio y por ello los métodos
microbioldgicos tradicionales resultan herramientas que generan informacion poco
representativa (Escalante-Lozada et al., 2004). Por tal motivo es importante referir que en los
ultimos tiempos, el analisis de este tipo de comunidades ha sido ampliamente explorada por
técnicas moleculares. De acuerdo a Cardon y Gage (2006), los métodos mas comunmente
utilizados para analizar la diversidad microbiana rizosférica son aquellos basados en PCR
(TGGE, DGGE, T-RFLP, RISA), aquellos que utilizan la hibridacién fluorescente in situ o FISH,
aquellos que evaluan las capacidades metabdlicas de la comunidad (e.g. Biolog) y aquellos que

basan su caracterizacidn en el analisis de acidos grasos de lipidos microbianos.

Esta Gltima herramienta metodoldgica se basa en la extraccion e identificacion de las moléculas
de acidos grasos presentes en las membranas de las bacterias con el objetivo de relacionar la
presencia de ciertos acidos grasos con un grupo bacteriano. El analisis parte de dos

consideraciones: a) los acidos grasos son ubicuos a las membranas de todos los organismos, y

19



Efecto de las Estrategias Vegetales para la Absorcién de Hierro, sobre la Comunidad Bacteriana Rizosférica y sobre su capacidad ferrireductora.

ANTECEDENTES

b) diferentes taxa microbianos poseen acidos grasos -caracteristicos que permiten su
identificacion (Zelles, 1999; Piotrowska-Seget y Mrozik, 2003).

Particularmente, el Analisis de Acidos Grasos de Fosfolipidos (PLFA phospholipid acid fatty
acids por sus siglas en inglés) se ha empleado de forma importante para estimar la biomasa
microbiana total de una CBR, para identificar y cuantificar la diversidad de la misma, o para
proporcionar informacion sobre los cambios que un efector produce (contaminacion,
tratamientos al suelo, practicas agricolas, temperatura, humedad, etc.). En este tipo de analisis
los acidos grasos pertenecientes a los glicerofosfolipidos bacterianos (Figura 7), son extraidos,
identificados y cuantificados. En el estudio de las comunidades rizosféricas, existe también el
analisis MIDI-FAME (Microbial Identification-Fatty Acid Methyl Ester) (Schutter y Dick, 2000;
Ramsey et al., 2006) en el cual se extraen todos los acidos grasos presentes en la comunidad
rizosférica sin que exista una separacion inicial por el tipo de lipido; el analisis por cromatografia
de gases acoplado a espectrometro de masas permite llegar a una identificacion microbiana por

la comparacion con las bases de datos MIDI del programa.

GRUPO FOSFATO
l GLICEROL

N )

ACIDOS GRASOS QUE PERMITEN LA
IDENTIFICACION

FIGURA 7. Representacion esquematica de las partes de un glicerofosfolipido. Adaptado de Nelson y Cox, 2005.
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Las Comunidades Bacterianas Rizosféricas pueden sufrir variaciones de acuerdo a: la etapa
fenolégica vegetal, las especies vegetales, las diferentes zonas de la raiz, los factores
ambientales (humedad, temperatura), las enfermedades vegetales, los sistema de cultivos, el
tamano de la particula de suelo, la estacion del afo, el estado nutricional de la planta por hierro,
el estrés, entre otras. Debido a que el estudio de la CBR es parte central de la presente
investigacion, es importante destacar algunas investigaciones realizadas sobre el efecto de

factores bidticos y abiéticos sobre comunidades bacterianas.

Sharma et al. (2005b) mostraron que las raices de Vicia faba, Pisum sativum y Lupinus albus,
contribuyeron al desarrollo de comunidades bacterianas rizosféricas propias y diferentes y que
este efecto es dependiente de la especie vegetal. Previamente Kremer et al. (1990) ya habian
descrito que la abundancia y composicion de rizobacterias variaban entre diferentes especies
de plantas herbaceas, y Miethling et al. (2003) habian corroborado diferencias en las CBR como
resultado de la actividad de exudados vegetales de trébol, frijol y alfalfa (todas de la familia
botanica Papilionaceae) en un mismo estadio vegetal. Nichols et al. (1997) reportaron que la
contaminacion por compuestos organicos en un suelo provocé que Medicago sativa y Poa
alpina tuvieran una mayor cantidad de poblaciones degradadoras de compuestos organicos
respecto a plantas crecidas en suelos no contaminados. Alvey et al. (2003) trabajando con Zea
mays, Pennisetum glaucum, Sorghum bicolor, Vigna unguiculata y Arachis hypogea, mostraron
que el sistema de rotacion de cultivos generd mayor variabilidad en la comunidad microbiana.
Smalla et al. (2001) puntualizaron que los cambios de estacion climatica generan un cambio en
las comunidades existentes de cultivos de fresa, papa y colza. Y Smit et al. (2001) encontraron
que en muestras de suelo tomadas en las diferentes estaciones del afio en un suelo sembrado
todo el afo con trigo, se localizan diferencias en las comunidades bacterianas. En el mismo
sentido, Escalante-Lozada et al. (2004) publicé que hay una baja diversidad bacteriana en un
suelo muestreado en temporada invernal respecto al de verano debido al aporte de nutrientes al
suelo por la fertilizacién de primavera. En el 2006 Waldrop y Firestone establecieron que el
clima era una variable que afectaba a la comunidad microbiana del suelo de arboles del género
Quercus. Por otro lado McSpadden y Weller (2001) acotaron que varias poblaciones
bacterianas eran mas abundantes en plantas de trigo infectadas por Take-all disease respecto a
plantas saludables. Wieland et al. (2001) concluyeron en sus estudios con Trifolium pratense,
Phaseolus vulgaris y Medicago sativa, que la influencia del tipo de suelo sobre la comunidad
microbiana, disminuye en un gradiente a partir del suelo hacia el rizoplano, y que

simultdneamente, en esa misma direccion se incrementa la influencia de la especie vegetal;
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ademas demostraron que los cambios mas pronunciados en la comunidad microbiana suelen
ocurrir durante los primeros dias después de que emerge la raiz de la semilla. Girvan et
al.(2003) establecieron que el tipo de suelo es un factor determinante en la composicion de la
comunidad bacteriana en suelos arables. De-Ridder-Duine et al. (2005) demostraron que la
comunidad bacteriana rizosférica en Carex arenaria esta determinada por la composicion

bacteriana del suelo donde se siembra la planta.

En relacion al estado nutricional de la planta, Yang y Crowley (2000) sugirieron que las
comunidades bacterianas en la rizésfera son sustancialmente diferentes en diferentes zonas de
la raiz, y que ademas dicha comunidad puede ser alterada por cambios en la composicion de
los exudados de raiz causados por un estado nutricional de hierro en la planta. Este hallazgo
permitié visualizar que si la adquisicion de hierro tiene dos mecanismos en los vegetales (la
reduccién de Fe™ intracelular o la extracelular), entonces posiblemente el efecto de estos
exudados permitiria ejercer un efecto de seleccidn de bacterias rizosféricas de plantas
Estrategia | y aquellas de plantas Estrategia Il. Un estudio previo en el laboratorio realizado por
Duarte-Sotelo en el 2004, indicé que en plantas de limén (planta Estrategia |) existia una
estimulacion de bacterias con mayor actividad ferrireductora desasimilatoria respecto de las de
plantas de maiz (planta Estrategia Il). Ello senté el precedente de una posible relacion entre la
estrategia vegetal para obtener el hierro y las capacidades de ferrireduccion desasimilatoria de
las comunidades rizosféricas, en el sentido de que las plantas podrian favorecer el crecimiento
de bacterias que generaran Fe' en la rizésfera y de esta manera ayudaran en la nutricién

vegetal.
Sobre esta base se desprendié la pregunta de esta investigacion:

¢ Sera determinante el tipo de estrategia vegetal de adquisicion de hierro en la variacion de la

comunidad rizobacteriana y en su capacidad ferrireductora desasimilatoria?
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ll. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

HIPOTESIS.

La Estrategia vegetal de adquisicion de hierro, tiene un efecto determinante en la
diversidad de la Comunidad Bacteriana Rizosférica y en la capacidad ferrireductora

desasimilatoria de la misma.

OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar los cambios en la diversidad de la Comunidad Rizobacteriana y su capacidad
ferrireductora, en funcion del tipo de Estrategia que despliegan las plantas para adquirir hierro

en un suelo alcalino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Establecer un Sistema Experimental que permita comparar el efecto de las Estrategias
Vegetales El y Ell sobre la Comunidad Bacteriana Rizosférica.

2. Describir por analisis de componente principal el efecto que las Estrategias Vegetales
para la absorcién de Fe tuvieron sobre la composicion de acidos grasos de fosfolipidos
bacterianos rizosféricos de un suelo alcalino.

3. Cuantificar la diversidad de la Comunidad Bacteriana Rizosférica en especies vegetales
El y Ell crecidas en un suelo alcalino, con la informacién de tipos bacterianos presentes
(composicion), cantidad celular (riqueza) y abundancia relativa de los tipos (estructura)
obtenidas del analisis de acidos grasos de fosfolipidos bacterianos.

4. Evaluar la capacidad ferrireductora rizosférica mediante la cuantificacién del nimero de
bacterias ferrireductoras desasimilatorias que se desarrollan en las rizosferas de las

plantas El y Ell crecidas en suelo alcalino.
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lll. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

La estrategia experimental puede resumirse en dos partes: a) el establecimiento del sistema
experimental; y b) el andlisis de las fracciones vegetales (foliar y rizosfera) para la
determinacion de clorofila, obtencion del perfil de lipidos rizobacterianos y determinacion de

NMP de DIRB.

Seleccion de
especies
vegetales

Esterilizacion
superficial de
semillas

Condiciones
de cultivo

Fertilizacion

(controles)

foliar con hierro

Recoleccion,
caracterizacion
y manejo del
SUELO

Establecimiento

> del

Sistema
Experimental

Evaluacion de
capacidad vegetal
para adquirir
Fe a pH alcalino
y sin m.o.

MUESTRA:

Parte aérea
vegetal

DETERMINACION:
Clorofila
CONTROL: PLANTAS

FERTILIZACION FOLIAR
CON CITRATO FERRICO

MUESTRA:

Rizésfera

DETERMINACIONES:

Analisis de PLFA
NMP de DIRB

CONTROL: SUELO NO
RIZOSFERICO.
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IV. MATERIALES Y METODOS.

Lo descrito en los apartados 1 al 7 de Materiales y Métodos refiere el establecimiento del
sistema vegetal experimental. El resto de los apartados describen los procedimientos que

permitieron obtener directamente los resultados que sustenta esta investigacion.

1. RECOLECCION, CARACTERIZACION Y MANEJO DEL SUELO.

El suelo utilizado en esta investigacion, fue recolectado en Enero del 2007 en la zona agricola
denominada “El Lometdn”, perteneciente al Municipio de Tarimbaro, Michoacan, como lo
muestra el mapa de la Figura 8 (coordenadas de ubicacion 101° 8°, 19° 42°). Se eliminaron 5
cm de la capa superficial de suelo y se obtuvo suelo a una profundidad de hasta 20 cm. El suelo
recolectado se tamizé con malla de 2 mm y se secé durante 72 horas en condiciones

ambientales naturales en un sitio cubierto y limpio.

Carretero
Morelia-

Salomanca

>

Caretera Morelia- Alvard Obregén

- - :
| = 9 E' 5 = Fuente: Imagén satelital Google Earth

FIGURA 8. Mapa que muestra la ubicacién del sitio de recoleccion de suelo en el Municipio de Tarimbaro Mich. 25
Coordenadas de ubicacion 101° 8", 19° 42",
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Al término, se colocaron 170 g de suelo en vasos de polipropileno a efecto de generar el
sustrato de cada unidad de muestra experimental. Posteriormente se llevd a cabo un
tratamiento antifungico con Captan a una concentracion de 0.752 mg por cada g de suelo, en
dos ocasiones a las 96 y 120 h de haberlo recolectado. A las 24 h posteriores a la aplicacion, el

suelo fue removido y sembrado con las plantulas de cada especie vegetal en estudio.

La caracterizacion fisica y quimica del suelo seco se llevd a cabo en el Laboratorio Nacional de
Fertilidad de Suelos y Nutricion Vegetal del INIFAP Unidad Celaya. Los resultados del analisis
se muestran en la Tabla 4. El pH alcalino y la cantidad moderadamente alta de carbonatos
totales resalta las caracteristicas de suelo que requiere este estudio ya que son condiciones
que favorecen la induccidon de las Estrategias vegetales para adquisicion de hierro. Hay que
acotar también que dentro de los parametros de fertilidad, los 6.77 ppm de hierro son indicativos
de una concentracién moderadamente baja para el requerimiento vegetal, ello suma otro factor

que favorece la induccién de las Estrategias mencionadas.
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TABLA 4. Caracteristicas fisicas y parametros de fertilidad del suelo muestreado. Los analisis fueron
llevados a cabo en el Laboratorio Nacional de Fertilidad de Suelos y Nutricion Vegetal del INIFAP Unidad
Celaya.

Arena: 45.84% Arcilla: 12.52%  Limo: 41.64%

Tipo de suelo: Franco

Punto de saturacion: 79% muy alto

Capacidad de campo: 59.2%
Punto March. Perm.: 31.1

Densidad aparente: 1.28 g/cm3

pH (1:2 agua) : 7.89 mod. alcalino

Carbonatos totales: 7.13 % mod. alto

PARAMETROS DE FERTILIDAD

MUY ALTO

ALTO

MOD. ALTO
MEDIANO

MOD. BAJO
BAJO

MUY BAJO

MO N |P-BRAY] K Ca Mg Ner+ Fe n Mn Qu

INORG

47 | 119 | B4 | 1331 | 61/ | 13/6 | 410 | 677 | 742 | 07 | 155

% | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm
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SELECCION DE ESPECIES VEGETALES.

Las semillas empleadas en el trabajo experimental fueron adquiridas en comercializadoras
agricolas ubicadas en la ciudad de Morelia, Michoacan. A efecto de seleccionar las especies
vegetales que se utilizaron en la fase experimental se llevo a cabo un primer experimento de 45
dias de siembra y cosecha (Julio del 2006), en el cual se evalud: a) la facilidad de esterilizacién
superficial de las semillas, b) el tiempo de germinacion, c) la facilidad de adquisicién comercial
de las semillas, d) la superficie foliar a los 45 dias y €) la cantidad de raiz obtenida a los 45 dias
de cosecha. Del analisis anterior se seleccionaron seis especies vegetales: tres Estrategia |
(Heliantus annuus var. rayado mexicano, Phaseolus vulgaris var. Flor de Junio y Trifolium
pratense) y tres Estrategia Il (Zea mays blanco, Triticum aestivum y Avena sativa var.

Chihuahua). En la Figura 9 se muestra la clasificacion taxonémica de cada una.

Rosids Fabales { Fabaceae { Papilionoideae Phaseolus vulgaris
Trifolium pratense
Asterids { Asterales { Asteraceae { Asteroideae { Helianthus annuus
M . Berberidopsidales
a Eudicotyledon Caryophyllales
g Dilleniales
n Gunnerales
0 Santales
Saxifragales
l Vitales
|
0 Dioscoreales
p Liliales .
Pandanales
h Asparagales - o Zea mavs
Liliopsida Alismatales Panicoideae <
Yy Acorales Bambusoideae
t Arecales Ehrhartoideae .
Commelinales S Avistidoideae
a Zingiberales [FFOACEacT < Arundinoideae r
Commenilid Anarthriaaceae
Basal Bromeliaceae .
magnoliophyta Ecdeiocoleaceae Pooidea { Avena sativa
Poales Eriocaulaceae L Triticum aestivum
Ceratophyllales Flagellariaceae
Hydatellaceae.... \
Magnoliids

Unclassified
magnoliophyta

FIGURA 9. Clasificacion taxonémica de las especies vegetales empleadas en este estudio. Tomado de NCBI Taxonomy
Browser.
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ESTERILIZACION SUPERFICIAL DE LAS SEMILLAS.

El procedimiento de esterilizacion superficial de todas las semillas empleadas en el experimento
se describe a continuacion. En un tubo estéril se vaciaron de 10 a 20 semillas, y se les adiciond
20 ml de una solucién de hipoclorito de sodio (cloralex) al 20% durante 15 minutos en agitacién
constante. Se desechd la solucién y se realizd el primer enjuague con agua estéril durante 15
minutos en agitacién constante. Se elimind el agua de lavado y se agregaron 20 ml de una
solucion de hipoclorito de sodio al 11% por 15 minutos en agitacion constante. Se realizaron 3
enjuagues mas con agua estéril que al final volvieron a desecharse. Las semillas se esparcieron
en placas de agar nutritivo estéril, las cuales fueron selladas con parafilm y colocadas en la
oscuridad y a temperatura ambiente para permitir su germinacion. Después de 2-4 dias se
seleccionaron las plantulas que presentaban condiciones de esterilidad y se colocaron en los
vasos de polipropileno que contenian el suelo preparado, o bien en el agar con sales Hoagland

para los experimentos in vitro.
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UNIDAD DE MUESTRA EXPERIMENTAL.

Se le denominé UNIDAD DE MUESTRA EXPERIMENTAL (UME) a cada vaso de polipropileno
que contenia el suelo preparado y en el que se sembro la plantula de cualquiera de la especies
vegetales en estudio. Se prepararon 48 UME's (Figura 10), 8 para cada una de las 6 especies
vegetales en estudio. Se les denomind UNIDAD CONTROL (UC) a 4 vasos de polipropileno que
contenian el suelo preparado pero que no fueron sembrados con ninguna planta. Con objeto de
conseguir suficiente suelo rizosférico, en las unidades del girasol y maiz se colocd una sola
plantula, en la del trébol se colocaron aproximadamente 10 plantulas y para las restantes
especies vegetales se utilizaron dos plantulas.

De las 8 UME de cada especie vegetal, 4 de ellas fueron fertilizadas foliarmente con hierro a
efecto de que representaran el sistema control en las mediciones de clorofila para los
experimentos realizados en suelo. Las otras 4 UME de cada especie vegetal que no fueron

fertilizadas constituyeron el sistema en estudio.

Unidad Muestra Exp 1p 5 13 [a 1p 2 3 |4
I A I AR A 3K
P. vulgaris K BE CIE IR B CAK K
Tpratense | @ @ @& & & & & | &
A IE K 1K Ik I IEIE
Taestvum g & @ @ & & & &
I I I Ik I I K
Gnidad Control v wl wl w

FIGURA 10. Diagrama explicativo de las Unidades de Muestra Experimental y de las Unidades Control.
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FERTILIZACION FOLIAR CON HIERRO.

Se ha indicado ya que se realizé una primera siembra por 45 dias para seleccionar las especies
vegetales del estudio. Para poder decidir qué compuesto quimico funcionaria mejor en la
fertilizacion foliar, se llevé a cabo un segundo experimento de 45 dias de siembra y cosecha
(Septiembre del 2006). Se compard la aplicacion de FeSO,.7H,0 respecto a una fertilizacion
organica con citrato férrico. El objetivo de este procedimiento fue obtener una serie de 4 UME
que al ser fertilizadas foliarmente estuvieran en un estado de suficiencia de hierro, de tal forma
que representaran el control en la medicién de clorofila. Los resultados en contenido de
clorofila, altura y peso seco de este segundo experimento, permitieron seleccionar a la

fertilizacién organica como la opcién para comparar el estado nutricional.

La fertilizacion organica consistié en la aspersién foliar de una solucién estéril pH 6.0 con la
siguiente composicién: citrato férrico 0.23mM (0.058 g/L); acido citrico (2.5 g/L); acido malico
(2.5 g/L) y sorbitol (8 g/L) (Rombola et al., 2002). En cada aplicacion, la maceta era cubierta
con plastico permitiendo solo la exposicion de la parte aérea vegetal. En el caso de la
fertilizacién inorganica la unica modificacion al procedimiento anterior fue el empleo de

FeS0O,.7H,O 1 mM pH 5.0 en sustitucién de los compuestos organicos (Godsey et al., 2003).

CULTIVO DE PLANTAS.

Una vez realizados los ensayos anteriores, se realizd el tercer experimento de siembra y
cosecha en Marzo del 2007 del cual se obtuvieron los resultados que se presentan en este
trabajo. Cada UME fue colocada en una camara de cultivo Percival Intellus Environmental
Controller en condiciones constantes de 22°C, humedad del 70%, 16/8 horas luz/ocuridad
respectivamente. Las Unidades permanecieron en las condiciones descritas por 45 dias y
fueron regadas sucesivamente bajo el esquema descrito a continuacion. Riego por 3 dias con
20 ml de agua desionizada estéril, y al cuarto dia, riego con 20 ml de solucién Hoagland sin
Hierro pH 5.3 con la siguiente composicion: KNOj3; (0.0049 M); Ca(NO3)..4H,O (0.0049 M);
MgSO,.7H,O (0.0019 M); NH4NO; (0.00099M); KH,PO, (0.00049 M); H3;BO; (46.2 uM);
MnCl,.4H,0 (9.1uM); ZnSQO,4.7H,0 (0.76uM); CuS0,4.5H,0 (0.2uM); Na;Mo0O,.2H,0 (0.49uM).
La fertilizacion foliar se llevé a cabo los dias 14, 21, 27, 34 y 40 de la permanencia de las

unidades en la camara de cultivo, y fue aplicada sélo en 4 UME por especie vegetal.
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OBTENCION DE MUESTRAS A ANALIZAR.

De las 4 UME de cada tratamiento, tres de ellas sirvieron para proveer tres muestras de
rizésfera ( cada una corresponde a una repeticion) que fueron utilizadas para determinar los
Acidos Grasos de Fosfolipidos (PLFA); de las mismas tres UME se analizé la concentracion de
clorofila, la altura, y el peso seco de la parte aérea. La cuarta unidad fue empleada para
cuantificar el Numero mas Probable de bacterias ferrireductoras (Figura 11). Debe subrayarse

que en las UC solo se realizaron los analisis de PLFA y NMP.

REPETICIONES REPETICIONES
TRATAMIENTO CON HIERRO TRATAMIENTO SIN HIERRO
Unidad Muestra 1 2 3 4 1 B 3 4
Experimental

PARTE AEREA RIZOS PARTE AEREA RIZOS
Y RIZOSFERA FERA Y RIZOSFERA FERA

PARTE AEREA: NMP PARTE AEREA: NMP

CLOROFILA, PESO SECO CLOROFILA, PESO

Y ALTURA. SECO Y ALTURA.

RIZOSFERA: PLFA. RIZOSFERA: PLFA.

FIGURA 11. Diagrama explicativo del origen de la muestra y los analisis realizados.

La rizésfera correspondiente a cada UME se obtuvo de la forma descrita a continuacion. Previa
ruptura del vaso de polipropileno, se sacudié vigorosamente la planta para eliminar la mayor
cantidad de suelo adyacente a las raices. Mediante un corte se separaron la parte aérea
vegetal de las raices. Estas ultimas se sacudieron y limpiaron manualmente con guante estéril

para eliminar agregados de suelo grandes no adyacentes al tejido radicular.

Las raices se cortaron en fragmentos de aproximadamente 5 cm de longitud y se colocaron en

40 ml de solucion salina estéril al 0.85% con agitacion vigorosa durante 10 min a temperatura
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ambiente. La suspension obtenida se vacié a un tubo Nalgene de capacidad 50 ml y se
centrifugd a 8000 rpm por 15 min a 4°C. Se elimind el sobrenadante y al sedimento obtenido se
le considerd el suelo rizosférico congelandose a -20°C hasta su analisis. En el caso de la
determinacion del Numero Mas Probable de Bacterias Ferrireductoras, el suelo rizosférico no

fue congelado y se empleé inmediatamente.

La parte aérea de la planta quedé a disposicion inmediata para los analisis de altura, peso seco

y clorofila foliar.

EVALUACION DE LA CAPACIDAD VEGETAL PARA ADQUIRIR HIERRO EN UN MEDIO
ALCALINO Y SIN MICROORGANISMOS.

Con objeto de determinar la susceptibilidad vegetal a la escasez de hierro en el ambiente
radicular, se crecieron las plantulas de las especies vegetales en estudio en agar Hoagland en
condiciones de esterilidad. La ausencia de microorganismos permiti6 comparar la respuesta
vegetal en dos condiciones: a) estado de insuficiencia del micronutriente consistente en hacer
crecer las plantas en un medio que no contuvo hierro; y b) condicion de suficiencia de hierro,

obtenida creciendo las plantas en un medio con 45uM Fe(lll)-EDTA (Ranieri et al., 2001).

Cada especie vegetal se cultivé por triplicado en frascos con 250 ml de medio Hoagland pH 8.0,
constituido por agar bacteriologico al 1%, sales de Hoagland en la concentracion descrita en el
apartado 5 de Materiales y Métodos, indicador azul de bromotimol al 0.8% y Fe(lll)-EDTA 45 uM

en los casos de suficiencia del metal.

Las especies se cultivaron durante diez dias en la Camara de Cultivo Percival Intellus
Environmental Controller en condiciones constantes de 22°C, humedad del 70%, 16/8 horas
luz/ocuridad respectivamente. Al término de ese tiempo, se determinaron las longitudes de las

partes aéreas, los pesos secos y las concentraciones de clorofila.
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DETERMINACION DE ALTURA Y PESO SECO DE LA PARTE AEREA.

La altura del tejido aéreo se consider6 como la distancia en centimetros desde la base del corte

de la raiz hasta el extremo apical mas lejano.

El peso fresco del mismo material foliar fue determinado hasta obtener peso constante en

condiciones de secado de 55°C en estufa; el tiempo aproximado de secado fue de 48 h.

DETERMINACION DE LA CLOROFILA FOLIAR.

Se determiné por triplicado la concentraciéon de clorofila a y b del tejido foliar de acuerdo al
procedimiento descrito por Steubing et al. (2002). Brevemente, se pesaron 0.125 g de material
foliar de la segunda hoja bajo la hoja bandera. El tejido obtenido se molié con acetona al 80%,
se filtré con papel Whatman 4 y el filtrado se aforé a 10 ml con acetona al 80%. La absorbencia
de esa solucién se midid a 663 nm y a 646 nm en un Espectrofotometro Beckman D4-530 Life
Science UV/VIS.

Simultaneamente, de la misma hoja se obtuvieron por triplicado indices de clorofila empleando
el equipo CCI-200. Los resultados fueron correlacionados linealmente con los datos de
concentraciéon del analisis con acetona y la ecuacion obtenida fue y=50.902x + 326.2 con un
R?=0.9009.

En el caso de reportar contenido de clorofila, se esta considerando la cantidad de clorofila

encontrada en el total de peso seco de la muestra.
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CUANTIFICACION DE NUMERO MAS PROBABLE (NMP) DE BACTERIAS RIZOSFERICAS
FERRIREDUCTORAS DESASIMILATORIAS (DIRB).

La determinacién del NMP de bacterias se realizd en base a lo descrito por Steubing et al.
(2002), Weiss et al. (2003) y empleando las tablas de ennumeracién propuestas por Food and
Drug Administration para 5 repeticiones de diluciones seriadas en 8 tubos. Se empled la cuarta
UME de la siembra hecha en Marzo del 2007, y con la finalidad de tener 2 réplicas,
excepcionalmente se incluyé también la cuarta UME de la siembra hecha en Septiembre del
2006.

A partir de 1 g de suelo se realizé la dilucién 10" haciendo el vaciado en 10 ml de agua
deionizada estéril. Se tomé 1 ml de la dilucion 10 y se vacié en 9 ml de agua deionizada estéril
para obtener la dilucion 102 A partir de ahi se realizaron diluciones seriadas con 0.1 ml que
consecutivamente se agregaron a cada uno de los 8 tubos eppendorf de la serie de diluciones,
generando asi las concentraciones 10°, 10, 10°, 10° 107, 10® 10° y 10". Cada tubo
eppendorf contenia 0.9 ml de medio nutritivo estéril compuesto por extracto de carne (3 g/L),

peptona de caseina (5 g/L) y citrato férrico (0.16 g/L). Por cada gramo de suelo analizado se

hicieron 5 series de diluciones (Figura 12).

SIRIAAATATA

TURBIDEZ 595
nm

4 dias, 30°C,oscuridad

ABSORBENCIA
FERROZINA 562 nm

1n-2

POR ESPECIE
VEGETAL

dunlicada

FIGURA 12. Descripcion grafica de las diluciones seriadas que permitieron obtener el NMP de bacterias
ferrireductoras desasimilatorias. En cada caso se realiz6 todo el procedimiento por duplicado.
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Los tubos se incubaron por 4 dias a 30°C en la oscuridad, y al término del plazo, se realizaron
lecturas en el Espectrofotometro Beckman D4-530 Life Science UV/VIS a 595 nm para leer la
turbidez de 0.9 ml del contenido de cada tubo, y a 562 nm para leer la absorbancia a ferrozina

del 0.1 ml restante de cada tubo eppendorf. Este ultimo analisis consistié en colocar en la celda
de lectura del espectro, 0.1 ml del medio de cultivo y adicionarle 0.9 ml de solucion de ferrozina
pH 7.0, preparada previamente con 1 g de ferrozina en 1 L de solucion de HEPES al 0.1M. Los
controles de lectura espectrofotométrica para la longitud de onda de 595 nm fué el medio de
cultivo descrito, mientras que para 562 nm se utilizé 0.1 ml del mismo medio de cultivo estéril

disuelto en 0.9 ml de solucion de ferrozina.

El Numero Mas Probable de Bacterias Ferrireductoras se obtuvo con el cociente micromoles de
Fe* en el medio/ Absorbencia . 5o, y la posterior aplicacion de la Tabla For eigth tubes each at
0.1, 0.01, and 0.001 g inocula publicada por U.S. Food and Drug Administration en
Bacteriological Analytical Manual On Line. Se considerd positivo el tubo que presentd una
ferrireduccién mayor a 50 micromoles de Fe*’/Absorbencia a 595 nm’. A partir de los tubos
positivos se obtuvo el NMP de DIRB/g de rizosfera (Duarte-Sotelo, 2004).

Por su parte, los micromoles de Fe' en el medio de cultivo se obtuvieron empleando la
ecuacién  micromoles Fe*?=(6x107°)(Absorbenciayss;)-(6x10) obtenida de una curva de

calibraciéon con soluciones ferrosas concentracién conocida.

Este analisis no permitié determinar con certeza si las DIRB cuantificadas eran del tipo
respiratorio o fermentativo. Se sabe que las condiciones de cultivo facilitarian el desarrollo de
las DIRB fermentativas pero no se puede descartar la posibilidad de presencia de DIRB

respiratorias de hierro. Por ello en lo sucesivo solamente se hara referencia al término DIRB.

7 obtenido del punto de inflexion resultado de ordenar todos los datos.
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12. EXTRACCION E IDENTIFICACION DE METIL ESTERES DE ACIDOS GRASOS DE
FOSFOLIPIDOS Y GLUCOLIPIDOS A PARTIR DE LA RIZOSFERA.

Para efectuar este analisis todo el material fue lavado dos veces de acuerdo a la siguiente
secuencia: con agua corriente y detergente libre de fosfatos (Hyclin), enjuagado con agua de
garrafon, posteriormente con agua desionizada y al final con una solucion de etanol al 80%.

El material de cristaleria fue quemado en flama directamente con un mechero bunsen, mientras

que el material plastico se dejo secar al ambiente.

De forma condensada, la extraccion de los metil ésteres de acidos grasos (FAME fatty acids
methyl ester por sus siglas en inglés) consistidé en los siguientes pasos: a) obtencion de un
extracto crudo de lipidos a partir del suelo; b) separacion de fosfolipidos de los glucolipidos y los
lipidos neutros; y c) transesterificacion alcalina. Una vez obtenida la muestra purificada se llevo
a cabo la inyeccion en el Cromatégrafo de Gases acoplado a un Espectrémetro de Masas (CG-
EM).

La extraccion de FAME de Fosfolipidos de la rizosfera congelada se llevo a cabo de acuerdo al
protocolo establecido por Keindnen et al. (2003) y de manera especifica consistio en lo
siguiente. Primeramente, la rizosfera se mezclé por 20 horas con el buffer de extraccion
(Cloroformo, Metanol, Buffer de Citrato 0.15 M pH 4.0 preparada en proporcion 1: 2: 0.8 v/v/v).
Posteriormente se sonicé por 20 minutos, se centrifugd a 8,000 rpm por 10 min y se aparté el
sobrenadante en un tubo limpio que se mantuvo en refrigeracion y oscuridad. El precipitado de
suelo se mezcld nuevamente con buffer de extraccion por dos h, y al término se volvié a sonicar
y centrifugar; el nuevo sobrenadante se juntd con el anterior. Las particulas de suelo
suspendidas en el sobrenadante se eliminaron por filtracion con papel Whatman 40, y el filtrado
se evaporo en rotavapor casi a sequedad. Se redisolvid con solucion 2:1 metanol/cloroformo
para posteriormente hacerse pasar por una columna de acido silicico previamente activado a
120°C. En este orden se adicionaron, cloroformo para eluir los lipidos neutros, acetona para

eluir los glucolipidos y metanol para obtener los fosfolipidos.

Las fracciones eluidas de fosfolipidos y glucolipidos se evaporaron con Ny(g) grado
cromatografico. La obtencion de FAME's se efectué con diclorometano y KOH metandlico a

90°C por diez min; a la par se adicionaron 50 microlitros de una solucién 1.279 mM del estandar
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metil nonadecanoato en hexano. Se enfriaron las muestras y se les adicioné 1 ml de tricloruro
de boro en metanol por diez minutos a 90°C. La extraccion de FAME's se realiz6 en dos pasos,
el primero consistié en adicionar una mezcla de agua y hexano a la muestra, y el segundo en
separar la fase organica anterior por medio de una pipeta pasteur, para después filtrarla en una
columna de Na,SO, y eliminar asi el agua remanente. Las muestras se evaporaron con Nx(g) y
se refrigeraron hasta su analisis. Para efectuar éste ultimo, se redisolvié la muestra en 25
microlitros de isooctano y se inyectaron 2 microlitros al CG-EM. Las caracteristicas de la
columna fueron 30 m de longitud, 320 micrémetros de diametro y espesor de fase 0.25
micrémetros. El inyector funcioné a 200°C, presion 11.99 psi, flujo total de 19.9 mL/min,
condicion split 15 ml/min, flujo de columna 1.50 ml/min. En el horno permanecio la muestra
25.66 min en total a temperatura inicial de 150°C por 4 min, con rampa de 3°C/min hasta llegar
a 200°C para permanecer ahi cinco min mas. La columna tuvo un flujo de 1.5 ml/min y el

detector permanecié a 250°C. Las condiciones de postcorrida fueron 230°C por tres min.

Se obtuvo una muestra de Fosfolipidos y una de Glucolipidos por cada UME. En total se
inyectaron doce muestras por cada especie vegetal pertenecientes a: tres repeticiones de
fosfolipidos y tres repeticiones de glucolipidos de las plantas tratamiento sin hierro; e igual

numero de repeticiones para las plantas del tratamiento con hierro.

En el momento de comparar los resultados obtenidos entre metil ésteres de acidos grasos de
fosfolipidos y de glucolipidos, se encontré que existian una gran cantidad de acidos grasos en
comun y se decidié sumarlos en vez de analizarlos por separado, por lo tanto en lo sucesivo

cuando se haga referencia a PLFA se referira a la suma de estas dos variables.
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13. NOMENCLATURA DE METIL ESTERES DE ACIDOS GRASOS.

Los PLFA (phopholipid fatty acid) son identificados en este trabajo bajo la siguiente
nomenclatura: primero se indica (si lo hay) la posicién del grupo metil o la presencia de un ciclo,
con las abreviaturas X-Me y cy respectivamente, donde X corresponde a la posicién del grupo
metil; posteriormente se indica con numero la cantidad de atomos de carbono separados por
dos puntos (:) del numero que indique la cantidad de dobles enlaces. Enseguida se anota la
letra o y después la posicion de la primera insaturacion a partir de la posicion omega o de
carbono alifatico. La columna utilizada en el Cromatégrafo de Gases permitié identificar la

isomeria trans o cis en los dobles enlaces, la cual se representa con las letras t o c.

En total, el CG-EM generd una base de datos de 88 PLFA’s, la cual fue depurada eliminando
picos de metil ésteres mal definidos en el cromatograma y excluyendo metil ésteres que
unicamente estuvieron presentes en una de las tres repeticiones. En la Tabla 5 se indican los

36 PLFA’s con los que se continu6 trabajando.

TABLA 5. PLFA's totales reportados por el Cromatégrafo de Gases acoplado a Espectrometro de
Masas.

cy-17:0 18:2w6cc 10-Me-17:0 12-Me-14:0
cy-19:0 18:2m3cc 14-Me-16:0 18:1w7

12:0 17:0 18:2@6t 16:1w05
16:1w7cC 18:1@ot 18:3m3ccc 15-Me-16:1@5
20.0 23:0 10-Me-11:0 25:0

16:0 24.0 12-Me-13:0 18:2w4

18:0 18:2w6 14-Me-15:0 18:2@5
18:1w9c 14-Me-17:0 16-Me-17:0 18:2w7
16:1@9 21:0 15:0 22:0

De ellos solo 18 fueron utilizados como biomarcadores bacterianos rizosféricos (Tabla 6), y la
eliminacion de los 18 restantes fue debida a que su presencia es indicativa de células
eucariotas. Los biomarcadores utilizados refieren a los grupos de: bacterias gramnegativas,
bacterias grampositivas, actinomicetos y AGSA ¢ &cidos grasos sin asociacion bacteriana

especifica reportada. El acido graso 16:0 representa la biomasa microbiana, ya que se parte del
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supuesto de que la adicion de fungicida en las UME, disminuy6 la poblacién de hongos y por
consiguiente la cuantificacion de este acido graso puede ser considerada como propia de la

poblacion bacteriana.

TABLA 6. PLFA bacterianos usados como biomarcadores en este trabajo.

biomarcador biomarcador biomarcador biomarcador biomarcador
BIOMASA GRAMNEGATIVOS" GRAMPOSITIVOS® ACTINOMICETOS® AGSA®
TOTAL?
16:0 16:1e7cC 14-Me-17:0 10-Me-17:0 15:0
cy 17:0 12-Me-13:0 10-Me-11:0 17:0
cy 19:0 14-Me-15:0 15-Me-16: 15t
18: 17t 16-Me-17:0 16:1@9c
14-Me-16:0
12-Me-14:0
18:1@ot
a Kidd Haack et al., 1994; Zelles, 1999.
b Keindnen ef al., 2003 a: Keindnen et al., 2003 b; Piotrowska-Seget y Mrozik, 2003; Butler et a/., 2003; Dierksen et al., 2002; Kidd Haack
et al., 1994.
¢ Keindnen et al., 2003 a; Keindnen et al., 2003 b; Piotrowska-Seget y Mrozik, 2003; Butler et a/., 2003; ; Keindnen et al., 2002; Dierksen
et al., 2002.
d Piotrowska-Seget y Mrozik, 2003.
e Acido graso sin asociacién bacteriana especifica reportada

14. ANALISIS ESTADISTICO.

Para el andlisis estadistico entre dos diferentes tratamientos se realizaron pruebas t de Student
con nivel de significancia estadistica de 0.05. Para el analisis estadistico entre tres o mas
tratamientos se llevdo a cabo un analisis de varianza con Prueba de Tukey y un nivel de

significancia de 0.05 mediante el programa Statistica.

El Analisis de Componente Principal se llevé a cabo empleando el Programa JMP 6.0.0.
Consiste en una aproximacion estadistica que analiza interrelaciones entre un gran nimero de

variables en términos de sus dimensiones subyacentes comunes (Hair et al.,1999).

En el caso del numero mas probable las barras representan los limites de los intervalos de

confianza establecidos por las Tablas FDA.
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V. RESULTADOS.

1. EVALUACION DE LA CAPACIDAD VEGETAL PARA ADQUIRIR HIERRO EN UN MEDIO

ALCALINO Y SIN MICROORGANISMOS.

Para obtener informacion solamente de la actividad vegetal fue necesario excluir la actividad
microbiana; para ello y como parte del establecimiento del sistema experimental, se compararon
las respuestas vegetales de especies Estrategia | y |l para adquirir hierro de un medio alcalino y
sin microorganismos. El experimento in vitro se efectud con plantas control crecidas en agar sin
hierro (0 uM de Fe(lll)-EDTA) y plantas colocadas en agar con suficiencia del metal
(representada por 45 uM de Fe(lll)-EDTA). A los diez dias de crecimiento, se compararon las
siguientes respuestas vegetales a ambos tratamientos: concentracion de clorofila, altura de la
parte aérea vegetal y peso seco aéreo. Particularmente debe recordarse que debido a que la
perturbacion de la homeostasis vegetal de hierro puede causar una disminucion en la
biosintesis de la clorofila (clorosis férrica) (Norman, 1980) y una inhibicion del crecimiento
(Bauer y Bereczky, 2003; Azcon-Bieto, 2003), el contenido de clorofila fue considerado como un

parametro de la suficiencia o insuficiencia en la absorcién de hierro.

Los resultados de concentracion de clorofila a y b por gramo foliar son mostrados en la Figura
13. En ella se observa que las especies Estrategia Il maiz y trigo crecidas en suficiencia de
hierro, muestran un aumento estadisticamente significativo en la concentracion de clorofila foliar
respecto a la condicidon de insuficiencia. Esto es, dichas plantas produjeron mas clorofila en un
medio con suficiente hierro donde ni la ausencia de microorganismos ni el pH alcalino resulté
ser un impedimento para la adquisicién del metal. Cabe recordar que la Estrategia Il de
adquisicion del hierro involucra la liberacidon extracelular de sideréforos y que este mecanismo
no es dependiente de pH, lo cual es coincidente con los resultados. De lo anterior se puede
inferir que ni el trigo ni el maiz requirieron de microorganismos rizosféricos para adquirir el

hierro del medio a los 10 dias de crecimiento vegetal.
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FIGURA 13. Concentracion de clorofila a 'y b por gramo de tejido foliar en plantas crecidas por 10
dias en agar con sales Hoagland a pH 8.0 y sin microorganismos. Las barras representan la
desviacion estandar de 3 repeticiones y los asteriscos las diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos, obtenidas por t de Student y un nivel de significancia de 0.05.

En otro sentido, la concentracion foliar de clorofila en avena (planta Estrategia Il), frijol, trébol y
girasol (plantas Estrategia |) fue estadisticamente igual en ambos tratamientos; es decir, sin
importar la cantidad de hierro presente en el agar, las plantas produjeron clorofila de forma
deficiente. Esa deficiencia en la absorcién podria estar relacionada o bien con la ausencia de
microorganismos rizosféricos facilitadores de la absorcién vegetal del hierro, o con el pH
alcalino del medio (recordando que el mecanismo de las plantas Estrategia | funciona de forma
6ptima a un pH cercano a 5.5 y que se inhibe en pH alcalino) (Connolly et al., 2003), o bien, con
una abundante reserva de hierro en la semilla que no propicia la adquisicion del hierro

proveniente del entorno.

La medicion de la altura y el peso seco vegetales permitié tener mas informacién respecto a

dichas posibilidades (Figuras 14 y 15, respectivamente). El maiz, el trigo y la avena muestran
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un aumento estadisticamente significativo en su altura y peso seco respecto a la condiciéon de
insuficiencia, lo cual es indicativo de que sin microorganismos y a pH alcalino las raices
absorbieron los nutrientes del medio para generar mayor biomasa vegetal. En estas
mediciones, los resultados para avena son similares a los de el maiz y el trigo, lo cual descarta
que el pH alcalino haya sido un impedimento ambiental para absorber nutrientes y crecer;
también descarta que la semilla haya sido la Unica fuente nutricional. Sin embargo, con base en
las mediciones de clorofila, parece factible que la ausencia de microorganismos rizosféricos en
la avena sea la causa por la cual la planta no adquirié eficientemente el hierro del medio. Ello
significaria que para esta especie vegetal los microorganismos rizosféricos participan de alguna

forma en la absorcion del metal.

Respecto a las plantas Estrategia | frijol, girasol y trébol, se encontré que no existen diferencias
estadisticamente significativas en altura y peso seco entre los dos tratamientos. Una razén para
esa respuesta es que el pH alcalino afecté la absorcion del metal. La posibilidad de que exista
una fuente de hierro muy abundante en las semillas® de plantas Estrategia | y que por esa razén
las plantas no hayan adquirido el metal del entorno tampoco puede descartarse con los
experimentos realizados. De igual manera no es posible determinar hasta este punto, si los

microorganismos rizosféricos favorecen la absorcion de hierro en girasol, trébol y frijol.

La hipdtesis del presente trabajo se basa en respuestas vegetales dependientes de la
Estrategia vegetal para adquirir el hierro. Los resultados de este primer experimento mostraron
que las respuestas vegetales son distintivas entre las dos Estrategias y por ello se considerd

viable el proseguir con la siguiente fase experimental.

¥ Moraghan et al. (2002) reporté una concentracion de hierro en semilla de frijol de entre 70 a 100 ppm en peso seco.
Longnecker y Welch (1990) reporté para la semilla de girasol un promedio de 36 ppm de hierro en peso seco.
Mengel (2001) reporto para la semilla de avena un promedio de 53 ppm de hierro en peso seco.
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FIGURA 14. Altura de plantas crecidas en agar con sales Hoagland a pH 8.0 y sin microorganismos a los
10 dias. Las barras representan la desviacion estandar de 3 repeticiones y los asteriscos las diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos, obtenidas por t de Student y un nivel de significancia de 0.05.
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FIGURA 15. Peso seco de plantas crecidas en agar con sales Hoagland a pH 8.0 y sin microorganismos a
los 10 dias. Las barras representan la desviacion estandar de 3 repeticiones y los asteriscos las diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos, obtenidas por t de Student y un nivel de significancia de 0.05.
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ANALISIS DE COMPONENTE PRINCIPAL DE METIL ESTERES DE ACIDOS GRASOS DE
BACTERIAS RIZOSFERICAS.

Un analisis de componente principal (ACP) permite obtener una representacion espacial de
numerosos datos agrupandolos bajo nuevas variables llamadas componentes principales; éstas
Ultimas subrayan las similaridades y las diferencias entre los datos. Con la finalidad de
comparar el perfil lipidico de las rizobacterias entre las diferentes especies vegetales estudiadas
y con ello distinguir diferencias por Estrategias vegetales, se procedidé a la aplicacion de un
ACP. Este ultimo permitié visualizar estadisticamente a todas las variables con el fin de
discernir de forma global la presencia de agrupaciones. Las variables en este caso fueron las 3

repeticiones de todos los PLFA bacterianos reportados en la Tabla 7.

La Figura 16 muestra el resultado del ACP obtenido con el programa JMP 6.0.0. donde el
porcentaje de variacién explicable por el Componente Principal 1 fue de 38.64%, por el
Componente Principal 2 fue de 19.04% y por el Componente Principal 3 de 16.11%. En dicha
Figura se observa que en los casos del trébol, el frijol y el maiz, existe una cercania espacial
entre los puntos que representan a las tres repeticiones, lo cual es indicativo de un perfil de
PLFA muy homogéneo entre repeticiones. Para esas mismas plantas fue notoria la proximidad
al control o suelo no rizosférico, con lo que podria establecerse que el efecto de los exudados
de raiz del trébol, el frijol y el maiz, no modificé de forma importante el tipo y cantidad de PLFA
bacterianos rizosféricos. Para la avena, el girasol y el trigo es evidente una heterogeneidad
entre las repeticiones; lo cual es indicativo de un efecto vegetal sobre la CBR diferente entre las
repeticiones. Asimismo se observa que: a) la cantidad y tipo de PLFA son diferentes a los del
suelo no rizosférico o control (lejania entre los puntos); y b) la cantidad y tipo de PLFA de estas
tres especies vegetales permite distinguirlas muy bien entre ellas mismas (la agrupacion es
marcada por un 6valo en la Figura 16). Puede entonces decirse que la respuesta vegetal de la
avena, el trigo y el girasol fue notoria y es caracterizada en cada caso por la presencia de los
PLFA siguientes: avena = 15:0, 15-Me-16:1®5 (el primero caracteristico de Eubacteria y el
segundo de AGSA); trigo = 17:0, cy-17:0 (el primero caracteristico de Eubacteria y el segundo
de bacterias gramnegativas); girasol= cy-19:0, 16:109c, 14-Me-17:0 (el primero caracteristico
de gramnegativas, el segundo de AGSA y el tercero de grampositivas). Los acidos grasos
anteriores fueron sefalados por el programa tanto de forma grafica (Figura 17) como por sus

porcentajes en cada componente principal.
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Con los resultados anteriores puede establecerse que en base al ACP, la Estrategia vegetal
para adquisicion de hierro no es un factor determinante en el perfil de PLFA bacterianos

rizosféricos.

6mRAsoL | TREBOL | FREJOL | AVENA

FIGURA 16. Resultado del Analisis de Componente Principal efectuado con las repeticiones de los
promedios indicados en la Tabla 7. Agrupaciones caracteristicas por especie vegetal. Los évalos
muestran el agrupamiento distintivo para girasol, avena y trigo. Las estrellas representan al girasol, los
circulos vacios al trigo, los circulos llenos a la avena, los triangulos al frijol, las cruces al maiz, los
rombos al trébol y los cuadrados al control. CP1: 38.64%; CP2: 19.04% y CP3: 16.11%.
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GIRASOL

FIGURA 17. Resultado del Analisis de Componente Principal efectuado con las repeticiones de los
promedios indicados en la Tabla 7. PLFA’s caracteristicos por especie vegetal. Se remarca la
distribuciéon de los metil ésteres de los acidos grasos para avena, girasol y trigo. CP1: 38.64%; CP2:
19.04% y CP3: 16.11%.
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Efecto de las Estrategias Vegetales parala Absorcion de Hierro, sobre la Comunidad Bacteriana Rizosféricay sobre su capacidad ferrireductora.

RESULTADOS

ANALISIS POR VARIABLE INDEPENDIENTE DE METIL ESTERES DE ACIDOS GRASOS DE
BACTERIAS RIZOSFERICAS.

Los exudados de raiz de las plantas modifican la composicién de la comunidad bacteriana
rizosférica (Cardon y Gage, 2006; Dakora y Phillips, 2002; Barea et al., 2005; Morgan et al.,
2005). Por ello se infiere que el perfil bacteriano rizosférico obtenido por el analisis de los acidos
grasos PLFA sera el reflejo de la actividad vegetal. Los acidos grasos permitieron evaluar las
siguientes variables independientes: biomasa, bacterias gramnegativas, bacterias

grampositivas, actinomicetos y AGSA.

La extraccion de los PLFA se llevé a cabo a los 45 dias de crecimiento vegetal, y las moléculas
empleadas como biomarcadores bacterianos para describir las variables independientes
mencionadas, son listadas en la Tabla 6 de Materiales y Métodos. La biomasa fue reportada
como los microgramos de metil éster de acido graso 16:0 presente en cada gramo de rizésfera

y el comparativo entre rizésferas es mostrado en la Figura 18.

1,8 - ab ab
1,6 1 ab

1,4
1,2 1

0,8 -
0,6 -
0,4 -

0,2 - |—|
0
AVENA TRIGO MAZ FRIJOL GIRASOL TREBOL suelo no

— __/ rizosfeérico
'

Suelo rizosférico

microgramos de 16:0/ g rizésfera

FIGURA 18. Microgramos de metil éster del acido graso 16:0 usado como biomarcador para biomasa. Las
letras representan las diferencias estadisticas significativas del comparativo de medias realizado por ANOVA
y Prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0.05.
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Se puede apreciar que respecto al suelo no rizosférico representado por el control, las
rizésferas de avena, trigo, maiz y girasol tuvieron un incremento en biomasa bacteriana; aunque

solo en el caso del girasol fue estadisticamente significativa.

Las especies Estrategia Il tuvieron una biomasa similar entre ellas, del orden de 1.3 nug/g
rizésfera, mientras que en las plantas Estrategia |, el girasol superd en biomasa bacteriana en

mas de cuatro veces al trébol y nueve veces al frijol.

Otro comparativo entre variables independientes es resumido en la Figura 19 y permite
visualizar un perfil de la composicidn bacteriana rizosférica (bacterias gramnegativas,
bacterias grampositivas, actinomicetos y AGSA) para cada especie vegetal en estudio. En todos
los casos las bacterias grampositivas son las mas abundantes. Respecto a la riqueza
bacteriana rizosférica, en el trigo y el girasol hubo un incremento estadisticamente significativo
de bacterias gramnegativas (barras blancas); y en avena, trigo y girasol hubo un incremento
estadisticamente significativo de bacterias grampositivas (barras grises). La sumatoria de los
AGSA no fue en ningun caso diferente a la del control, no obstante de manera separada los
PLFA 17:0, 15:0, 15-Me-16:105 y 16:109c son caracteristicos de determinadas rizésferas
estudiadas como se hizo notar con el ACP. Los actinomicetos sdélo fueron detectados en las
rizésferas de girasol y trébol, y sélo en la ultima especie vegetal existi6 un incremento
estadisticamente significativo respecto al control. En lo concerniente a la estructura de la CBR,
en la parte inferior de la Figura 19 se muestran los recuadros que indican las proporciones
comparativas entre las variables independientes. Cada numero corresponde al porcentaje con

que esa variable participa en el total de PLFA’s extraidos en esa especie vegetal.

El comparativo de los perfiles de composicion bacteriana o de las proporciones, no muestran las
similitudes y diferencias esperadas entre plantas Estrategia | y plantas Estrategia Il. En otras
palabras, la Estrategia en la adquisicién del metal no parece ser determinante en el perfil

lipidico que compone la CBR.
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FIGURA 19. Microgramos de metil éster de acidos grasos biomarcadores para grupos bacterianos especificos
(bacterias gramnegativas, bacterias grampositivas, actinomicetos y PLFA sin asociacién bacteriana reportada).
Las letras representan las diferencias estadisticas significativas del comparativo de medias realizado por
ANOVA y Prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0.05. En la parte inferior se reportan las
abundancias relativas en % respecto al total de PLFA’s rizosféricos para esa especie vegetal.

51




Efecto de las Estrategias Vegetales parala Absorcion de Hierro, sobre la Comunidad Bacteriana Rizosféricay sobre su capacidad ferrireductora.

RESULTADOS

CUANTIFICACION DE NUMERO MAS PROBABLE (NMP) DE BACTERIAS RIZOSFERICAS
FERRIREDUCTORAS DESASIMILATORIAS (DIRB).

Diferentes técnicas para ennumerar y aislar las DIRB han sido desarrollados; el método mas
comunmente empleado es la ennumeraciéon por NMP ya que su aplicacion no es obstruida por
la insolubilidad del Fe*® (Nielsen et al., 2002).

El andlisis del NMP de rizobacterias ferrireductoras desasimilatorias tuvo como finalidad
distinguir la capacidad bacteriana de ferrireducir Fe™ a Fe*? en las rizésferas de plantas
cultivadas por 45 dias. Se parti6 de la consideracion de que la existencia de una mayor
capacidad ferrireductora en las rizosferas estudiadas, permitiria incrementar la concentraciéon de
Fe*? en el medio y por lo tanto favorecer la disponibilidad del metal hacia el vegetal. De esta
forma, una rizdsfera con mayor nimero de DIRB se veria favorecida por la mayor disponibilidad

de hierro reducido.

Transcurridos los 45 dias de cultivo de las especies vegetales bajo el esquema descrito en
Materiales y Métodos, se llevo a cabo la obtencion de muestras rizosféricas para este analisis.
En la Figura 20, el suelo no rizosferico o control representa la cantidad de DIRB localizadas en
el suelo sin actividad vegetal. A partir de ese nivel (identificado por la linea punteada), las
rizésferas de avena, girasol y trébol mostraron un incremento estadisticamente significativo que
revela que la actividad vegetal radicular convivié con una CBR en donde las DIRB estaban en
concentracién mayor. Esto es, la cantidad de rizobacterias ferrireductoras desasimilatorias en
esas rizosferas seria capaz de permitir una disposicién importante de Fe*? a la planta y con ello
favorecer la absorcion del micronutriente. Este resultado coincide con los mostrados en la
Figura 13, en donde se observa que la avena tuvo una concentracion de clorofila baja, audn
estando en agar con suficiente hierro disponible pero sin presencia de microorganismos
rizosféricos. La asociacion de estos dos resultados permite suponer que en el caso de la avena,

la participacion de las DIRB fue importante para el desarrollo vegetal.
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FIGURA 20. Numero Mas Probable de las DIRB por gramo de rizosfera de plantas crecidas en suelo alcalino y
que no fueron fertilizadas foliarmente. Las barras representan los limites de los intervalos de confianza del 95%
establecidos por la FDA. La linea punteada horizontal representa el nivel de IRB encontrado en el suelo no
rizosférico.

En los casos del maiz y el trigo pareceria que las rizobacterias ferrireductoras desasimilatorias
no desarrollaron un papel importante en lo que respecta a la promocion del crecimiento vegetal
debido a el NMP de DIRB es muy similar al del suelo control. Estos resultados coinciden
también con los mostrados en la Figura 13. Para el caso del frijol, la posibilidad de que la planta
aun se haya encontrado disponiendo mayormente del hierro de la semilla sin hacer uso de
forma importante de el hierro que se localiza en el medio, supone una buena explicacion. De
forma notoria, para el girasol y el trébol se observd un incremento de la actividad de DIRB, lo
cual es indicativo que este tipo de bacterias podrian estar favoreciendo la absorcion de hierro
en esas plantas. Puede resumirse que la estrategia vegetal para adquirir hierro no representa
un factor determinante entre las especies vegetales, ya que avena, maiz y trigo (Estrategia Il)
no comparten entre si el mismo resultado. De manera similar ocurre lo mismo entre las plantas

Estrategia I.
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CONTENIDO DE CLOROFILA DE LA PARTE AEREA DE LAS UME.

Con la finalidad de reforzar los resultados previos, se cuantifico el contenido de clorofila de las
partes aéreas correspondientes a las mismas UME crecidas en el suelo alcalino. Los resultados
se observan en las barras rayadas de la Figura 21, y son comparados con las barras soélidas
que representan al control de suficiencia de hierro o plantas fertilizadas foliarmente con citrato
férrico. Coincidentemente en los casos de avena, girasol y trébol, cuando la planta llevé a cabo
la adquisicion natural de hierro, existi6 un incremento estadisticamente significativo en el
contenido de clorofila que permite suponer que las rizobacterias ferrireductoras desasimilatorias
si facilitaron la absorciéon de hierro por el vegetal (casos sefalados con una flecha diagonal en
la Figura 21). Para el trigo y el maiz, aunque existe también una diferencia estadistica
significativa, pero ésta se dirige en sentido inverso, es decir durante la adquisicion natural
existid una concentracion menor de clorofila, que coincide con una baja actividad de las DIRB

mostrada anteriormente en la Figura 20.
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FIGURA 21. Contenido de clorofila a y b a los 45 dias, en plantas crecidas en suelo alcalino. Las barras representan la
desviacion estandar de 3 repeticiones y los asteriscos las diferencias estadisticas significativas entre el tratamiento de
fertilizacion foliar y el no fertilizado, obtenidas por t de Student y un nivel de significancia de 0.05.
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RESULTADOS

Hasta este momento se podria hacer el siguiente planteamiento: si en avena, girasol y trébol el
incremento en la concentracion de clorofila esta asociada al aumento en el NMP de DIRB de las
rizésferas, entonces una adquisicion artificial de hierro a través de las hojas tendria que
disminuir el efecto vegetal de adquisicion de hierro del suelo y por lo tanto cambiar a la CBR

disminuyendo su capacidad de ferrireduccion.

La Figura 22 muestra el comparativo entre los resultados de NMP de rizobacterias
ferrireductoras desasimilatorias para avena, girasol y trébol, cuando las plantas fueron
fertilizadas foliarmente con hierro y cuando la planta adquirié el hierro del suelo. Solamente en
el caso de la avena fertilizada foliarmente con hierro (diferencia estadistica significativa), se
disminuy6 también el NMP de DIRB; probablemente al haber suficiencia de hierro en la parte
aérea vegetal, no se estimuldé un cambio en la CBR para aumentar el numero de rizobacterias
ferrireductoras desasimilatorias. En la misma Figura 22 se observa que en los casos de girasol
y de trébol fertilizados foliarmente, no hubo diferencia estadisticamente significativa en el NMP
de DIRB.
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FIGURA 22. Numero Mas Probable de  DIRB por gramo de rizésfera de avena, girasol y trébol crecidas en suelo alcalino
y que fueron fertilizadas foliarmente con citrato férrico. Las barras representan los limites de los intervalos de confianza del
95% establecidos por la FDA. Los asteriscos representan las diferencias estadisticas significativas entre el tratamiento de
fertilizacion y el que no fue fertilizado, obtenidas por t de Student y un nivel de significancia de 0.05.
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VI. DISCUSION.

Una planta que detecta una condicion de deficiencia de hierro en el medio, induce eventos
fisioldgicos que permiten su adquisicién. Esta Ultima puede estar basada en la reduccién
extracelular del metal (plantas Estrategia I, dicotileddneas y monocotiledéneas no gramineas) o
en la quelacion de hierro seguido por reduccion intracelular (plantas Estratega Il, pertenecientes
a Familia Poaceae) (Bauer y Bereczky, 2003; Connolly y Guerinot, 2002). Cualquiera de los 2
tipos de Estrategia mencionados conllevan la excrecion de moléculas a la zona rizosférica, que
en algun sentido impactaran a la comunidad microbiana que ahi se localice, ya que los
microorganismos en la rizosfera reaccionan a los muchos metabolitos excretados por las
plantas (Morgan et al., 2005; Barea et al., 2005).

A partir de la idea de que los requerimientos nutricionales de la planta determinan la
composicion de los exudados de raiz, y de que éstos ultimos a su vez inciden de forma
importante en la diversidad de microorganismos rizosféricos (Dakora y Phillips, 2002), la
presente investigacion examina el impacto sobre la CBR y su capacidad ferrireductora debido a
la activacion® de las Estrategias vegetales | y Il a los 45 dias de desarrollo de la planta. Se
evaluo el impacto vegetal sobre la CBR: a) comparando los cambios en la composicion, riqueza
y estructura respecto a la CBR de suelo abierto, y b) midiendo la capacidad de ferrireduccién de
la CBR en el entendido de que un incremento en el niUmero de rizobacterias ferrireductoras en

el suelo permitiria a la planta abastecerse con mas facilidad de formas solubles.

En primer término, de los experimentos in vitro se obtuvo la informacién de que la Estrategia | si
se distingue de la Estrategia Il, ya que en altura y peso seco las plantas estudiadas mostraron
respuestas claramente diferenciadas. Ello solamente a los 10 dias de crecimiento vegetal.
Respecto a la concentracion de clorofila, ambas estrategias parecieran ser distintas a excepcion
de la avena, la cual muestra una deficiente cantidad del pigmento que puede relacionarse con
una deficiente adquisicién de hierro. Se conoce que algunos cultivares de avena son deficientes
en interiorizar el hierro quelado a los fitosideroforos (Jolley y Brown, 1991) lo que los vuelve
cultivares deficientes para la toma de hierro. Los datos obtenidos muestran que el cultivar
Chihuahua empleado en este trabajo se comporté como deficiente en la toma del

micronutriente.

9 : ’ . . .
Se considerd que un suelo con un pH de 7.89 y con una concentracion moderadamente baja de hierro (Tabla 4)
generarian estrés nutricional por el micronutriente.
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Acerca de la CBR se ha reportado extensamente que las especies vegetales tienen un impacto
diferencial entre ellas (Miethling et al., 2003; Sharma et al., 2005; Kremer et al.,1990). Por
ejemplo, Wieland et al. (2001) comparando las variaciones en las comunidades microbianas
rizosféricas en trébol, frijol y alfalfa, establecié que el tipo de especie vegetal tiene un efecto
mayor que el tipo de suelo donde se sembraron. Los resultados en la presente investigacion
coinciden con lo anterior; el maiz, el trigo, la avena, el trébol, el girasol y el frijol crecidos en un
suelo alcalino (i.e. un medio con deficiente concentracion de hierro biodisponible; Guerinot y Yi,
1994) generan cambios a la CBR en funcién de la especie vegetal. Ademas, una de las
aportaciones de este trabajo es la descripcion de dichos cambios en términos de grupos
bacterianos (composiciéon), cantidad celular (riqueza), distribucion de frecuencias entre los
grupos bacterianos (estructura) y numero de rizobacterias ferrireductoras (Figuras 19 y 20). Dos
plantas Estrategia | (girasol y trébol) y dos Estrategia Il (avena y trigo) modificaron la diversidad
de las CBR respecto al suelo abierto de forma estadisticamente significativa. En la avena y en
el trigo hay un incremento en la riqueza de las bacterias grampositivas, no obstante los FAME's
caracteristicos para cada una de ellas son diferentes (15-Me-16:1w5"° y cy-17:0,
respectivamente); en el girasol aumentan cuantitativamente las bacterias grampositivas y
gramnegativas (éstas ultimas caracterizadas por el biomarcador lipidico cy-19:0, abundante en
girasol); y en el trébol es mayor el numero de actinomicetos respecto a cualquier otra especie
vegetal. De forma clara, la diversidad de la CBR es modificada por la actividad rizosférica de

cada especie vegetal, pero no en funcion de la Estrategia vegetal para adquirir hierro.

El grupo bacteriano con mayor abundancia en todas las especies vegetales estudiadas fue el
de las bacterias grampositivas, lo cual es coincidente con lo establecido por Smalla et al.
(2001), Duineveld et al. (2001), Smit et al. (2001), Waldrop y Firestone (2006) y Escalante-
Lozada (2004).

En este trabajo, los acidos grasos 15:0 y 17:0 fueron considerados como “sin asociacion
bacteriana especifica conocida”, de forma concordante con lo reportado por Carpenter (1998)
quien establece que dichos &cidos grasos identifican a Eubacteria; por esa razén, no se

encontraron diferencias estadisticas significativas en el comparativo de FAME s rizosféricos.

' Piotrowska-Seget y Mrozik (2003) han reportado biomarcadores lipidicos para grupos microbianos con la forma
quimica de acido graso monoinsaturado ramificado, e.g. 16-Me-17:1w7¢ para Desulfovibrio.
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Por su parte, se esperaba que alguna de las Estrategias vegetales de adquisicion de hierro
produjera un resultado notorio en la capacidad ferrireductora rizosférica. Previamente el estudio
realizado por Duarte-Sotelo en el 2004, indicaba que en plantas de limoén (planta Estrategia I)
existia una estimulacion de bacterias con mayor actividad ferrireductora desasimilatoria
respecto de las de plantas de maiz (planta Estrategia Il). No obstante, los resultados de esta
investigacion muestran que una especie vegetal Estratega Il (avena) y dos especies vegetales
Estrategia | (girasol y trébol) son las que incrementan el nimero de rizobacterias ferrireductoras.
De lo anterior pudo establecerse que no es la Estrategia vegetal sino la especie vegetal la que
determinan el cambio en la CBR y que la comparacion entre solamente dos especies vegetales

otorgaba un sesgo a la conclusion de Duarte-Sotelo.

En los casos de avena, girasol y trébol, el aumento en NMP de DIRB se correlaciond
positivamente con un incremento en el contenido de clorofila, lo cual es indicativo que durante la
adquisicion natural del hierro la actividad rizobacteriana tuvo un papel importante. Ello coincide
con lo establecido por Velazquez-Becerra (2007) respecto a participacion de las bacterias
ferrireductoras en el suministro de hierro a plantas de Medicago sativa. En los casos en que las
plantas fueron fertilizadas foliarmente con citrato férrico (i.e. adquisicion artificial del
micronutriente), se esperaria que disminuyera el NMP de DIRB, lo cual fue solamente
comprobable en la avena (Figura 22). El hecho de que para girasol y trébol, la reduccién en el
contenido de clorofila no se relacione con un cambio en el NMP de DIRB puede deberse a que
la fertilizacion foliar en las plantas crecidas en el suelo alcalino, no tuvo el efecto nutricional
esperado. Fernandez y Ebert (2005) y Wojcik (2004) han establecido que para que la
fertilizacion foliar con compuestos de hierro sea exitosa existen muchos factores ambientales y

genéticos que deben considerarse.

Por otro lado, el relacionar la alta capacidad ferrireductora de la avena con la caracteristica de
ser una especie vegetal Estrategia Il deficiente, permite discutir que la posible deficiencia en la
toma del FS-Fe*® es suplida por una alta capacidad bacteriana ferrireductora. De forma
contraria se encontré que la Estrategia Il eficiente del maiz y el trigo no es acompafiada por

ferrireduccion bacteriana sobresaliente.

Jin et al. (2006) y Jin et al. (2007) demostraron que los compuestos fendlicos excretados por
las raices de Trifolium pratense alteraban al comunidad microbiana del suelo favoreciendo la

adquisicion de hierro vegetal a través de la produccién de moléculas microbianas tales como
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sideréforos y auxinas. En el presente trabajo el trébol mostré un NMP de DIRB abundante que
pudiera estar relacionado con la adquisicion de hierro por la planta, no obstante hacen falta mas
experimentos para determinar si son las DIRB o los siderdforos los que favorecen la adquisicion

vegetal de hierro.

Mashalha et al. (2000) demostraron una importante actividad microbiana en la adquisicién de
hierro por Helianthus annuus por medio de la excrecion de sideréforos. EI NMP de DIRB en la
rizésfera de dicha planta podria también relacionarse con la adquisicion vegetal. No obstante se

requieren mas experimentos para diferenciar entre ambas actividades microbianas.
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VII. CONCLUSIONES.

De forma concluyente respecto a la Hipdtesis planteada por esta investigacion se puede decir
que la estrategia vegetal para adquisicion de hierro no es un factor determinante en la
diversidad, ni en la capacidad ferrireductora de la comunidad bacteriana rizosférica de las

plantas estudiadas.

Otras conclusiones que esta investigaciéon aporta son:

= Es ya sabido que las plantas modifican su microambiente radicular a través de la
excrecion de exudados, y que la especie vegetal es un factor determinante en la
diversidad de la CBR. La capacidad ferrireductora de ésta ultima esta determinada

también por la especie vegetal.

= El ACP permitié visualizar que el impacto de los exudados de raiz sobre la CBR tiene
diferentes magnitudes. Es decir, dicho impacto puede cuantificarse en funcion de
PLFA's.

= En la respuesta vegetal de la avena, el trigo y el girasol sobre la composicion de acidos
grasos de fosfolipidos bacterianos rizosféricos de un suelo alcalino, resalta el perfil de
los PLFA siguientes: avena = 15:0, 15-Me-16:1w5; trigo = 17:0 y cy-17:0; girasol= cy-
19:0, 16:1w9c, 14-Me-17:0. El acido graso 15-Me-16:1w5 podria caracterizar a bacterias
DIRB. Estudios mas profundos permitirian definir su posible utilidad como biomarcador

lipidico.

= Asi como existen multiples reportes de adquisicion vegetal de hierro a través de
sideréforos bacterianos, la presente investigacion concluye sobre la existencia de una
posible nueva forma de adquisicion vegetal de hierro por medio de rizobacterias

ferrireductoras desasimilatorias en el caso de Avena sativa con Estrategia Il deficiente.
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