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RESUMEN.

Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB — por sus siglas en
inglés), son ampliamente reconocidas por desarrollar caracteristicas funcionales
que favorecen el desarrollo de plantas, tanto a nivel radicular, como en ambientes
desfavorables. Azospirillum brasilense es una de las bacterias promotoras de
crecimiento vegetal mas reconocidas a nivel mundial. Esta bacteria ha mostrado
efectos de promocién de crecimiento en plantas como arroz, trigo, maiz, tomate,
asi como también en microalgas. El mecanismo de promocién de crecimiento mas
reconocido en esta bacteria es la produccién de la fitohormona acido indol-3-
acético (AlA), la cual presenta efectos en plantas mayores de promocién de
desarrollo de raices, raices secundarias y pelos radiculares. Por otro lado,
Chlorella spp. es una microalga cosmopolita, ampliamente usada en procesos
como remocién de contaminantes de aguas residuales, y produccién de
compuestos de interés comercial como pigmentos, vitaminas y biocombustibles.
En afios recientes se ha propuesto el uso de esta microalga como modelo de
estudio para la interaccion entre una célula eucariota y una procariota (emulando
la interaccion planta-bacteria que se da a nivel rizosférico).

La interaccion entre Chlorella y Azospirillum en esferas de alginato ha mostrado
cambios en la produccién de compuestos como lipidos, carbohidratos, pigmentos
fotosintéticos y cambio en el perfil de lipidos de la microalga. Estos efecto en la
microalga han sido atribuidos a la produccién de AIA por parte de Azospirillum
brasilense. Sin embargo, es sabido que para que Azospirillum produzca esta
fitohormona, se requiere de una fuente externa de triptéfano.

En el presente estudio, se evallo la capacidad de la microalga Chlorella
sorokiniana de producir y exudar los precursores necesarios para la sintesis de
AlA en A. brasilense, tales como triptéfano y tiamina, en un medio sintético de
crecimiento (MSC), asi como la habilidad de esta bacteria de usar estos
precursores para producir y liberar a su vez AIA. Durante la interaccion de estos
microorganismos fue posible observar la capacidad de ambos microorganismos de
liberar la vitamina tiamina al medio de crecimiento, bajo diferentes condiciones de
crecimiento, asi como la capacidad de C. sorokiniana de liberar triptéfano al medio
tanto en condiciones heterotréficas como autotréficas. Azospirillum fue capaz de
consumir el triptéfano presente en exudados de la microalga, con la consecuente
produccion de AIA. Sin embargo esta produccién de AIA solo fue posible cuando
estuvo presente la tiamina en el medio de cultivo. Finalmente, este estudio
demostré que durante la interaccién entre Chlorella y Azospirillum se genera un
intercambio de nutrientes que permite el correcto establecimiento de una
interaccion mutualista.

Palabras clave: Azospirillum; Chiorella; Mutualismo— , — 5
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ABSTRACT

Plant growth-promoting bacteria (PGPB) are widely recognized for favoring
development of plants. The mainly effects of PGPB on plants has been reported at
the root level and facilitating the growth of plants in unfavorable environments.
Azospirillum brasilense is one of the most studied PGPB. This bacterium has
promoted growth of rice, wheat, corn, tomatoes, and microalgae. The most
recognized mechanisms for promoting plant growth by Azospirilum is the
production of the phytohormone indole-3-acetic acid (IAA). This phytohormone
promotes development of roots, secondary roots, and root hairs. Chlorella spp. are
cosmopolitan microalgae widely used in several biotechnology processes for
removing contaminants from wastewater, and producing pigments, vitamins, and
biofuels. In recent years, microalgae have been used as a study model for
eukaryotic—prokariotic cell interaction, emulating plant—bacteria interaction
occurring at the rhizospheric level.

The interaction between Chlorella and Azospirillum has led to increases in
lipids, carbohydrates, and pigments in the microalgae. These effects have been
attributed to IAA production by A. brasilense. However, it A. brasilense requires
exogenous tryptophan to produce the phytohormone IAA.

In this study, we measured the ability of microalgae Chlorella sorokiniana to
produce and release the precursors needed for producing IAA by A. brasilense,
including tryptophan and thiamine growing in a synthetic growth medium. We also
measured the ability of A. brasilense to use tryptophan and thiamine present in
exudates of C. sorokiniana to produce and release IAA. During the interaction
between these two microorganisms, we found that both have the ability to release
thiamine to the medium under different growing conditions. Also, we found that C.
sorokiniana releases tryptophan to the growing medium under autotrophic and
heterotrophic conditions. Azospirillum consumed the tryptophan present in
exudates of C. sorokiniana, leading to IAA production. Nevertheless, [AA
production by A. brasilense was only possible when thiamine was present in the
medium. Finally this study demonstrates that, during the interaction between
Chlorella and Azospirillum, an exchange of nutrients occurs. These exchanges
allow establishment of this mutualistic interaction.

Key words: Azospirillum; Chlorella; Mutualism.
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1. INTRODUCCION.

En recientes afos, el uso de microorganismos como microalgas ha sido propuesto
para entender mejor los mecanismos que se desarrollan durante las interacciones
entre plantas y bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB — por sus
siglas en inglés). La inmovilizacion de estos microorganismos en esferas de
alginato se ha usado para potenciar la remocién de contaminantes inorganicos
como fésforo y nitrégeno durante el tratamiento de aguas residuales; sin embargo,
durante esta interaccion artificial se observé un favorecimiento en el crecimiento
de la microalga Chlorella. A partir de esta observacion, se propuso esta interaccion
como modelo para el estudio de la interaccion entre una célula eucariota y una

procariota, inmovilizadas en esferas de alginato (Gonzalez y Bashan, 2000).

El uso de microalgas como modelo de estudio de plantas, es considerado debido a
que las microalgas tienen una similitud genética y fisiologica de 70 a 98 % con
plantas superiores (Bhattacharya y Medlin, 1998). También, estos
microorganismos tienen un rapido y facil crecimiento comparado con las plantas
superiores. Por otro lado, la PGPB Azospirillum brasilense ha sido usada en
cultivos de maiz, arroz y trigo con el objetivo de obtener mejores producciones de
estos cultivos (Vande y Vanderleyden, 1995; Bashan et al. 2004). Durante la
interaccidn entre la bacteria A. brasilense y la microalga Chlorella sorokiniana
(antes Chlorella vulgaris, de-Bashan et al., 2015) se han observado algunos
efectos sobre la microalga como un significante incremento en la poblacién de
Chlorella. Debido a esto A. brasilense fue reconocida como bacteria promotora de
crecimiento de microalgas (Gonzalez y Bashan, 2000). Otros efectos que se han
observado en la microalga durante su interaccion con Azospirillum son: 1) una
mayor acumulacion de carbohidratos (principalmente almidon) creciendo tanto en
condiciones autotroficas como heterotroficas, efecto que indica un incremento en
el metabolismo de carbohidratos, principalmente en la fijacion de CO, por parte de

Chlorella (Choix et al., 2012a, b); 2) alteraciones en el



metabolismo de lipidos y cambio en el perfil de acidos grasos (Leyva et al., 2014;
2015); 3) incremento en la asimilacion de nitrogeno y fosfato (Meza et al.,
2015a,b); 4) asi como un incremento en la produccion de pigmentos fotosintéticos
(de-Bashan et al., 2015).

Diversos estudios mencionan que el principal mecanismos por el cual Azospirillum
genera efectos benéficos tanto en plantas como en microalgas es por via
hormonal (Bottini et al., 1989; Cohen et al., 2008; Crozier et al., 1988; de-Bashan
et al., 2008; Dobbelaere et al.,, 1999; Martinez-Morales et al., 2003). Se ha
reportado que el principal precursor para la sintesis de acido-3-indol acético (AlA)
es el aminoacido triptéfano (Carrefio-Lopez et al., 2000; Zakharova et al., 1999),
mismo que se ha propuesto es proporcionado por las plantas en forma de
exudados durante su interaccion con la bacteria (ldris et al., 2007; Kamilova et al.,
2006). La vitamina tiamina ha sido reconocida como cofactor en la sintesis de AIA
(Koga et al., 1992). Por otro lado, Chlorella spp son microalgas unicelulares, las
cuales puede producir y exudar diversos compuestos como carbohidratos,
proteinas, aminoacidos y vitaminas al medio de cultivo (Watanabe et al., 2006;
Aaronson et al., 1977; Nishijima et al., 1979).

La interaccion mutualista entre Chlorella y Azospirilum esta basada en el
intercambio de recursos que beneficia a ambos microorganismos. Para entender
como funciona esta interaccion mutualista, el propdsito de este trabajo de tesis fue
determinar la capacidad de C. sorokiniana de producir compuestos como tiamina y
triptofano al medio, mismos que podrian ser usados por Azospirillum para la
produccion de la fitohormona AlA. Y de igual modo, demostrar que A. brasilense
tiene la habilidad de usar los exudados producidos por Chlorella, para producir la
fitohormona AlA, la cual a su vez sera usada por Chlorella para favorecer su

crecimiento.



2. ANTECEDENTES

2.1Bacterias promotoras de crecimiento de plantas (PGPB, por sus

siglas en inglés).

Las bacterias capaces de favorecer el crecimiento de plantas, por mecanismos
directos e indirectos, son también conocidas como bacterias promotoras de
crecimiento de plantas. Los mecanismos por los cuales estos microorganismos
favorecen el desarrollo y crecimiento de plantas son diversos e incluyen la fijacion
de nitrogeno, solubilizacion de fosfato, produccién de fitohormonas, sintesis de
sideréforos, el aumento en la absorcion de minerales, la proteccion a la planta de
infecciones por bacterias patégenas por medio de competencia (Bashan y
Holguin, 2002; Ahmad et al., 2008).

2.1.1 Azospirillum brasilense.

Azospirillum brasilense es una bacteria gram negativa, rizosférica y una de las
bacterias promotoras de crecimiento de plantas mas estudiadas (Bashan y de-
Bashan, 2010). Entre los principales efectos que se han visto en plantas que han
sido inoculadas por esta bacteria se encuentran la promocion de la elongacion de
la raiz (Levanony y Bashan, 1989), desarrollo de raices adventicias y laterales
(Creus et al., 2005), asi como una mayor ramificacién de raices (Okon y Kapulnik,
1986). Debido a estos efectos benéficos en el desarrollo de las plantas, se ha
estudiado en el favorecimiento de cultivos de maiz, arroz y trigo (Vande Broek y
Vanderleyden, 1995; Bashan et al., 2004), sin embargo, se propone no como una
bacteria promotora de crecimiento de sodlo cereales, sino de plantas en general
(Bashan et al., 2004).

Entre los diversos mecanismos de promocién de crecimiento que puede llevar a

cabo esta bacteria, se encuentranla produccion de fitohormonas como auxinas y



giberelinas, las cuales alteran el metabolismo de plantas facilitando la absorcion
de minerales y agua (Bashan y de-Bashan, 2010), la fijacion de nitrogeno, misma
que fue originalmente propuesta como el principal mecanismo de accion de A.
brasilense (Okon et al., 1983), sin embargo, la aportacion de este microorganismo
en la fijacion de nitrogeno en planta continua en debate (Bashan y Holguin, 1997).
La solubilizacién de fosfatos, es otro mecanismo que se ha relacionado con la
inoculaciéon de este microorganismo en plantas, se genera por la capacidad de
algunas especies de Azospirillum para producir acidos al medio (Puente et al.,
2004). Por otra parte, el uso de este microorganismo como control biolégico en
cultivos, ha mostrado la capacidad de A. brasilense para competir con diversos
patdgenos de plantas en diferentes cultivos (Bashan y de-Bashan, 2010). Ademas
de todos estos mecanismos de accion se ha observado que Azospirillum tiene la
capacidad de producir compuestos volatiles como 6xido nitrico, que participa como
intermediario en el proceso de sefalizacion provocado por el acido indol-3-acético
para la formacion de raices adventicias (Pagnussat et al., 2003; 2004). Asi
también se ha propuesto una hipétesis aditiva, en la que el efecto de A. brasilense
sobre la planta, se presenta debido a una posible combinacién de todos los
mecanismos mencionados anteriormente (Bashan y de-Bashan, 2010).

2.1.2 Acido Indol-3-acético (AIA)

El AIA es la fitohormona mas estudiada y caracterizada, estd compuesta de un
grupo carboximetil (acido acético) y pertenece a la familia de las auxinas, que se
relacionan con la division, extension y diferenciacién celular en plantas (Teale et
al., 2006; Bashan y de-Bashan, 2010). En microalgas, por su parte, se ha
observado un efecto positivo sobre el crecimiento poblacional de Chlorella

sorokiniana (de-Bashan et al., 2008).

En microorganismos la biosintesis de AIA se da a partir de 3 vias; 1) via acido

indol-3-piruvico, 2) via indol-3-acetamida, y 3) via indol-3-acetaldoxima, usando el



triptéfano como precursor (Zakharova et al., 1999), aunque se ha descrito su
produccion en ausencia de triptéfano (Prinsen et al., 1993; Carrefo-Lopez et al.,
2000). Se ha observado que la sintesis de AlA en A. brasilense se da en todas las
etapas de crecimiento, pero preferentemente durante la fase estacionaria
(Malhorta y Srivastava, 2009).

Noventa por ciento de la produccion de AlA en A. brasilense se da por medio de la
via del acido indol-3-piruvico a partir de triptéfano, el cual por medio de una
aminotransferasa, y posteriormente una descarboxilacion y oxidacién, se forma el
AlA(Aguilar-Piedras et al., 2008). La enzima indol piruvato descaboxilasa (IPDC)
actua en la conversion de acido indol-3-piruvico a el intermediario indol-3-
acetaldehido (Costacurta et al., 1994). El silenciamiento en A. brasilense del gen
ipdC que codifica para esta enzima, mostré una disminucion en la sintesis de AlA
de mas del 90%, indicando que tiene un papel clave en la produccion de la
fitohormona (Prinsen et al., 1993; Spaepen et al., 2007). La IPDC muestra una
estructura de tetramero, y requiere como cofactores tiamina y magnesio para
mantener su estructura activa (Koga et al., 1992). También se ha observado que el

gen ipdC presenta una expresion dependiente de triptéfano (Zimmer et al., 1998).

Los multiples mecanismos que tiene A. brasilense, para promover el crecimiento y
desarrollo de diversas plantas, se ha visto como una oportunidad para promover el
incremento poblacional de otros microorganismos con aplicacion biotecnoldgica
como es el caso de la microalga Chlorella (Tam et al.,, 1994; de-Bashan et al.,
2002a; Hernandez et al., 2006).

2.2 Microalgas.
Se define como alga, cualquier organismo con clorofila “@a” y un cuerpo no
diferenciado en raices, tallo y hojas, refiriéendose el término microalga a

microorganismos que cumplen con estas caracteristicas. Estos organismos



presentan diferentes tipos de organizacién celular ya sea unicelular, colonial o
filamentosa. Siguiendo estas caracteristicas, es posible encontrar microalgas en
todo el mundo, distribuidas a diferentes profundidades de agua, asi como en todo
tipo de suelo, viviendo en vida libre o en asociacion, de forma simbidtica con otros

organismos (Tomaselli, 2004).

Estos microorganismos han sido ampliamente usados debido principalmente al
hecho de que tienen la capacidad, bajo condiciones éptimas de cultivo, de producir
biomasa a partir de la conversion de luz solar, con un rendimiento de 8 a 10 veces
mayor, que las plantas naturales y agricolas mas productivas (Metting, 1996).
Partiendo de estos hechos, asi como de que son microorganismos capaces de
producir una gran variedad de compuestos como lipidos, carbohidratos, vitaminas
y proteinas, han sido aprovechados en el campo de la farmacéutica, industria
quimica, alimenticia, acuacultura y agricultura (Pulz y Gross, 2004).

2.2.1 Chlorella spp.

Chlorella es un género ampliamente distribuido, tanto en ambientes marinos como
de agua dulce. Las especies de este género tienen ciclos de vida y requerimientos
nutricionales simples (lwamoto, 2004). Asi también, este género tiene la capacidad
de producir una gran variedad de carbohidratos (como sacarosa, ribosa, manosa,
galactosa, fructosa e inositol, entre otros) al medio, asi como diversas
concentraciones de vitaminas principalmente del grupo B (Tabla I). Debido a estas
caracteristicas han sido usadas en estudios de fotosintesis, sintesis de

carbohidratos y respiracion (llangovan et al., 1998).



Tabla |. Concentracion de vitaminas en diversas especies de Chlorella bajo
condiciones autotroficas (Pratt y Johnson, 1965).

Microalga Vitamina Concentracion

(ng/mL)

Tiamina 3.3-43.3

Chlorella vulgaris Riboflavina 7.2-13.6
Biotina 0.8-2

Acido félico 1.3-355

Tiamina 5.4 -153.5

Chlorella pyrenoidosa Riboflavina 12.6 — 136.5

Biotina 0.3-9
Acido félico 4-50.3

La exudacion de estas vitaminas al medio se ha visto incrementada con el

aumento de la multiplicaciéon celular de la microalga (Nishijima et al., 1979).

2211 Chlorella sorokiniana.

C. sorokiniana (reportada por Bashan y de-Bashan, anteriormente como C.
vulgaris) es una microalga verde, no movil, unicelular, ampliamente distribuida y
estudiada. Este microorganismo tiene aplicaciones como productor de lipidos para
biocombustibles, pigmentos para la industria de alimentos tanto para el ser
humano como para animales, asi como en la remocion de metales pesados
(Richmond, 2004; Wilde y Benemann, 1993; Converti et al., 2009). Sin embrago,
desde hace unos afnos ha ido ganando importancia en el tratamiento terciario de
aguas residuales. Se ha implementado el uso de esferas de alginato, para llevar a
cabo la inmovilizacibn de este microorganismo, con bacterias promotoras del
crecimiento de plantas, como Azospirilum, en donde se aprovecha la
caracteristica semi-porosa de la esfera, misma que permite el intercambio de

nutrientes, facilitando asi la remocion de amonio y fosforo (de-Bashan et al.,



2002a). La capacidad que tiene este género de microalga para producir una gran
variedad de compuestos, facilitaria la sobrevivencia de la bacteria en un medio

pobre en nutrientes (Watanabe et al., 2006; Pratt y Johnson, 1965).
2.21.2 Tiamina.

Entre las principales vitaminas producidas por Chlorella spp. se encuentra la
vitamina hidrosoluble B1, también denominada “tiamina” (Pratt y Johnson, 1965).
La estructura de esta vitamina esta conformada por un anillo de tiazol y uno de
pirimidina unidos a través de un grupo metilo (Figura 1). La tiamina en su forma
fosforilada (Tiamina difosfato - TDP) se presenta como cofactor universal en
diversas rutas metabdlicas, como la glucolisis, las pentosas fosfatos y el ciclo de
acidos tricarboxilicos. En plantas, sirve como cofactor de la enzima piruvato
deshidrogenasa tanto en mitocondrias, donde favorece la conversion de piruvato a
acetil-CoA para su subsecuente entrada al ciclo de krebs; como en cloroplastos,

donde el acetil-CoA servird como precursor en la biosintesis de acidos grasos

(Goyer, 2010).
NH»
TN N* \
/“\ = LS OH
N

Pirimidina Tiazol

Figura 1. Estructura quimica de vitamina B1 (Tiamina) (Roje et al.,
2007).

La enzima piruvato descarboxilasa (4.1.1.1) es otra de las enzimas que requiere

de tiamina como cofactor. Esta enzima facilita la conversion de piruvato a



acetaldehido y diéxido de carbono, para posteriormente reducir el acetaldehido a
etanol mediante la oxidacion de NADH a NAD® por la enzima alcohol
deshidrogenasa. Este proceso denominado fermentacion alcohdlica, es
indispensable en la formacion de energia en condiciones andxicas (Gass et al.,
2005). Por otra parte, la transcetolasa (2.2.1.1) enzima responsable en
organismos fotosinteticos de la regeneracion de la ribulosa 1,5-bifosfato a partir de
fosfoglicerato formado durante la fijacion de CO,, usa también a la tiamina

difosfato como cofactor (Goyer, 2010).

Otras enzimas en las cuales la tiamina es un cofactor indispensable para su
funcién son la 2-oxoglutarato deshidrogenasa y la acetolactato sintasa. La primera
es una enzima esencial en la produccion de energia, asimilacion de nitrégeno y
metabolismo de aminoacidos, mientras que la segunda esta involucrada en la

sintesis de los aminoacidos valina, leucina e isoleucina (Goyer, 2010).

En cuanto a la funcién de esta vitamina en bacterias promotoras de crecimiento,
se ha descrito que funge como el principal cofactor para la enzima indol piruvato
descarboxilasa (manteniendo la estructura activa de la enzima, de tétradas) (Koga
et al., 1992). Esta enzima es clave en la sintesis de AlA, misma que ha mostrado

efectos sobre el crecimiento de plantas y microalgas (de-Bashan et al., 2008).

2.3 Inmovilizacion.

La inmovilizacion como proceso fisico se define como la restriccion de movimiento
de un objeto en un espacio o region limitada por una estructura solida (Zhang et
al., 2004). En el ambito biolégico, una célula inmovilizada se define como una
célula viva a la cual, por procesos naturales o artificiales, se le limita su
desplazamiento de manera independiente de su localizacién, a cualquier parte de

una fase acuosa o sistema (Tampion y Tampion, 1987).
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El proceso de inmovilizacién, también llamado encapsulacion, ha tenido aplicaciéon
en diversos campos como la industria alimenticia, en donde se ha utilizado para la
encapsulacion de colorantes, nutrientes, antioxidantes y probidticos (Gibbs et al.,
1999); y en procesos de tratamiento de aguas residuales y bioremediacién de
suelos (Mallick, 2002; Trejo et al., 2012).

La inmovilizacion puede darse por medio de seis diferentes procesos como son el
acoplamiento covalente, la inmovilizaciéon por afinidad, adsorcion, confinamiento
en emulsiones liquido-liquido, captura en membrana semi permeable y el

encapsulamiento en polimeros (Mallick, 2002).

Se han usado una gran variedad de materiales para la elaboracién de la matriz
inmovilizante o encapsulante, siendo los mas usados la agarosa, el alginato,

celulosas, quitosano y algunos polimeros sintéticos (Nussinovitch, 2010).

2.3.1 Alginato.

El acido alginico es un copolimero compuesto por uniones 1,4-glucosidicos de
diferentes proporciones de acido manurénico y acido galuronico. Estas
proporciones son las que determinan caracteristicas como solubilidad, viscosidad
y la capacidad que tendra el polimero para intercambiar iones con metales
divalentes (Martinsen et al., 1989; Skaugrud et al., 1999). La formacién de geles
de alginato se genera a partir de interacciones con cationes divalentes, siendo el

mas usado el calcio (Nussinovitch, 2010).

El alginato es obtenido principalmente a partir de algas cafés (Macrocystis pyrifera,
principal alga usada para la obtencién), en donde es el mayor componente
estructural de la pared celular y la matriz intracelular (Yabur et al., 2007).
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Algunas de las caracteristicas que han hecho al alginato uno de los polimeros mas
usados en los procesos de inmovilizacion son el ser facilmente manejable, asi
como no presentar toxicidad para el hombre ni el ambiente (Nussinovitch, 2010).
Aunado a esto, las células inmovilizadas no sufren cambios en sus condiciones
fisicoquimicas durante el procedimiento de inmovilizacion; asi también, al
presentarse como una matriz transparente y semipermeable, permite su manejo
en diferentes campos, como su utilizacion en la inmovilizacién de microalgas para
la remocion de contaminantes de aguas residuales (de-Bashan y Bashan, 2010),
como matriz encapsulante para el estudio de interacciones entre microorganismos
(de-Bashan y Bashan, 2008), asi como proteccion de enzimas para su uso Yy

viabilidad de su actividad en procesos industriales (Haider y Husain, 2007).

2.4 Interaccion Chlorella — Azospirillum

En afos recientes se comenzo a estudiar el efecto de la bacteria promotora de
crecimiento de plantas A. brasilense en la microalga C. sorokiniana (antes C.
vulgaris — Bashan et al., 2015), pensando en la promocién de crecimiento
poblacional de la microalga para el tratamiento de aguas residuales (Gonzalez y
Bashan, 2000). La interaccion de estos dos microorganismos se presentd como
una idea innovadora en el campo de la biotecnologia, debido principalmente a la
diferencia de ambientes de los que se originan estos organismos, siendo
necesario el uso de un encapsulante (como el alginato), para mantener la cercania
y garantizar la interaccion (Figura 2) (Gonzalez y Bashan, 2000; de-Bashan y
Bashan, 2008).
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Figura 2. Cavidad interna (c) de una esfera de alginato (Al) del co-
inmovilizado de A. brasilense (Az) y C. sorokiniana (Ch) (Lebsky et al.,
2001).

La inmovilizacion de estos microorganismos en esferas de alginato, no solo facilita
la interaccion de ambos, sino que al presentarse la esfera como una matriz
semiporosa, permite el intercambio de nutrientes del medio exterior al interior de la
esfera, formandose un sistema abierto (Figura 3), pero que sin embargo
proporciona proteccion a los microorganismos contra microbiota competidora (de-
Bashan y Bashan, 2008).
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Figura 3. Modelo conceptual de la inmovilizacién de C. sorokiniana — A.

brasilense en esferas de alginato (de-Bashan y Bashan, 2008).
Durante el estudio de esta interaccion, se han observado efectos en la microalga
tales como un incremento poblacional significativo (reconociendo de esta forma a
Azospirillum como bacteria promotora del crecimiento de microalga, Gonzalez y
Bashan, 2000), asi como wuna mayor acumulacion de carbohidratos
(principalmente almiddn) tanto en condiciones autotréficas como heterotroéficas, 1o
que indica un incremento en el metabolismo de carbohidratos, principalmente en la
fijacion de CO; por parte de Chlorella (Choix et al., 2012a, b). Tambien se han
encontrado alteraciones en el metabolismo de lipidos, asimilacion de nitrégeno y
fésforo, asi como en la produccion de pigmentos fotosintéticos (Leyva et al. 2014;
de-Bashan et al., 2002a, b; de-Bashan et al., 2004).
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2.4.1 Interaccion fisica dentro de la esfera.

Para poder comprender mejor este modelo, se estudio la interaccion fisica (que se
daba en la esfera) entre los microorganismos, encontrando que Azospirillum tiene
la capacidad de moverse a través de la matriz hacia las células inmoviles de
Chlorella, asi como que la interaccion se da de manera similar que en plantas
superiores, donde sucede la liberacion de materia fibrilar, que mantiene unidas las

células bacterianas a la raiz (Figura 4) (de-Bashan et al., 2011).

Figura 4. Interaccion entre A. brasilense y C. sorokiniana mediante material
denso desconocido, durante la coinmovilizacion de estos organismos en
esferas de alginato (de-Bashan et al., 2011).

La observacién de estos compuestos desconocidos, los cuales mantienen unidos
a los microorganismos dentro de la esfera; asi como los efectos observados en la
microalga (como el incremento significativo en la poblacion cuando estuvo
inmovilizada con Azospirillum), y el incremento poblacional de la bacteria

inmovilizada con la microalga, nos permite inferir que la bacteria esta siendo capaz
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de mantenerse en esta interaccion (Pérez-Garcia et al., 2010). Estas
observaciones dieron la pauta para la busqueda de los compuestos producidos

durante esta interaccion.

El AIA, se propusé como el compuesto responsable del incremento poblacional de
la microalga durante la interaccion (de-Bashan et al., 2008). Esta fitohormona se
cree facilita la solubilizacion de la matriz de alginato, permitiendo de esta manera
el movimiento de la bacteria a través de este (de-Bashan et al., 2011). Sin
embargo, aun se desconocen los compuestos que pudieran estar siendo
producidos y liberados por C. sorokiniana, mismos que pudieran facilitar el

mantenimiento de A. brasilense durante la interaccion.
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3 JUSTIFICACION

El estudio de interacciones entre microorganismos es basico para el entendimiento
de procesos que se dan en la naturaleza. La biotecnologia se fundamenta en el
aprovechamiento de estos mecanismos para generar tecnologia en beneficio de la
sociedad. El entendimiento de los posibles intercambios de recuersos entre
células eucariotas y procariotas, no solo nos brandara mayor informaciéon de
procesos tan complicados como los que ocurren a nivel rizosféricos, si no que
también permitiran tener conocimiento de posibles efectos que se podran generar
al aplicar tecnologias como biofertilizantes y el uso de bacterias promotoras de
crecimiento vegetal, las cuales en la actualidad han ido creciendo en interés en el
campo de la agricultura, debido a su bondad con cultivos de interés comercial a

nivel mundial.

Por esta razdn, en este trabajo, el estudio de la capacidad de Chlorella para
producir compuestos como triptéfano y tiamina al medio, asi como la habilidad de
una de las bacterias promotoras de crecimiento vegetal mas reconocida y usada a
nivel mundial como lo es Azospirillum para usar estos compuesto y producir AlA,
permitira responder una de las principales hipdtesis generadas respecto al estudio
de la interaccion entre plantas y bacterias, la cual mantiene que la planta es la
responsable de generar los precursores necesario para la sintesis de los
compuestos responsables de la promocidén de crecimiento vegetal producidos por
las PGPB.



17

4 HIPOTESIS

Si C. sorokiniana tiene la capacidad de producir diversos compuestos entre los
que se encuentran el aminoacido triptéfano (principal precursor en la sintesis de
AlIA) y vitaminas, como tiamina, la cual actua como co-factor en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos, fotosintesis y durante la sintesis de AIA, A. brasilense ha
mostrado tener efecto en la produccion de lipidos, carbohidratos y pigmentos
fotosinteticos en C. sorokiniana durante su co-inmovilizacién en esferas de
alginato, ademas de la produccion de AIA durante esta interaccion (sin la adicion
de triptéfano al medio), durante la co-inmovilizacion de estos microorganismos, A.
brasilense aumentara la produccion de tiamina y triptéfano en C. sorokiniana, y a

su vez estos compuestos favoreceran la produccion de AlA en A. brasilense.
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5 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de A. brasilense sobre la produccion de tiamina por parte de C.
sorokiniana, asi como el efecto de esta vitamina sobre A. brasilense durante su

interaccion mutualista en esferas de alginato.

5.10BJETIVOS ESPECIFICOS

e Optimizacion de una técnica analitica basada en HPLC para la
determinacioén cualitativa y cuantitativa de tiamina en exudados de C.

sorokiniana.

e Determinar el efecto de A. brasilense sobre la producciéon de tiamina en C.

sorokiniana durante la relaciéon mutualista.

e Determinar el efecto de tiamina y triptéfano producidos por C. sorokiniana
en la produccién de acido indol-3-acético por A. brasilense durante la

relacion mutualista.

e Determinar el efecto de la relacion mutualista entre C. sorokiniana y A.

brasilense, sobre la expresidon del gen ipdC en A. brasilense.

