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Resumen

El uso de microalgas y PGPBs como principio activo de problemas ambientales ha
generado interés cientifico en los Ultimos afios. Entre las soluciones propuestas se
encuentra el uso de los cocultivos de estos 2 tipos de microrganismos para la formulacién
de bioinsumos y la biorremedacion. El objetivo de este estudio se centro en evaluar el efecto
de la inoculacién de Bacillus spp. con potencial fijador de nitrdgeno ambiental en cultivos
de Chlorella sorokiniana a nivel de matraz. Se encontr6 que 10 cepas PGPB, del banco de
cepas del grupo CIBIOP de la Universidad EAFIT, probablemente fijaron nitrégeno debido
a que crecen en medio NFb. De las cuales, Bacillus subtilis EA-CB0575 promueve el
crecimiento de la microalga Chlorella sorokiniana UTEX 1230, aumentando en un 94% la
densidad celular y en 4.5 veces el tamafio de la microalga comparada su crecimiento
individual. Finalmente se us6 el método ARA para evaluar fijacion de nitrégeno, y se
encontré que la bacteria fue capaz de reducir el acetileno en etileno cuando se siembra en
medio NFb y BBM libre de nitrégeno, ademas cuando se cocultivo con la microalga, lo que
indicaria que posiblemente la fijacibn de nitrégeno sea el método de promocién de

crecimiento microalgar.

Palabras Claves: Bacillus, Chlorella, Fijacion de nitrégeno, reduccién de acetileno, PGPB,

promocién de crecimiento, microalgas, bacterias.

Abstract

The use of microalgae and PGPBs as active ingredient of environmental solutions has
generated scientific interest in recent years. Among the proposed solutions is the use of co-
cultures of microalgae-bacteria for bioformulation and bioremediation. The aim of this study
focuses on evaluate the effect of inoculation of Bacillus spp. with potencial of atmospheric
nitrogen fixation on Chlorella sorokiniana culture flask level. It was found that 10 PGPB of
CIBIOP group’s bank of strains of Universidad EAFIT, probably fix nitrogen because they
growth in NFB medium. Bacillus subtilis EA-CB0575 promotes the growth of the microalgae
Chlorella sorokiniana UTEX 1230, increasing in 94% cell density and 4.5 time the size of the
microalgae compared their individual growth. Finally, ARA method was use to evaluate

nitrogen fixation, it was found that bacterium was able to reduce acetylene to ethylene when



growth in NFb and nitrogen free BBM medium, also when growth in co-culture with the

microalgae, indicating that nitrogen fixation is the method of microalgar growth promotion.

Keywords: Bacillus, Chlorella, Nitrogen fixation, acetylene reduction, PGPB, growth
promotion, microalgae, bacteria
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Introduccion

En los dltimos cincuenta afios se ha incrementado el consumo energético y alimenticio
debido al aumento poblacional (PRB, 2014;Jones and Mayfieldt, 2012; Bhardwaj et al.,
2014). Esto ha originado problemas ambientales y de salud, causados por el uso de
técnicas no sostenibles para suplir con las necesidades. Entre las principales causas de la
problematica ambiental y de salud actual estan: Alto consumo de combustibles fésiles
(Horrigan et al., 2002), que posterior a su uso generan altas cantidades de gases de efecto
invernadero como metano, N.O y diéxido de carbono (Jones and Mayfieldt, 2012); ademas
de la agricultura convencional que se caracteriza por los monocultivos, el alto consumo de
agua, la aplicacion de grandes cantidades de pesticidas y fertilizantes quimicos (Horrigan
et al., 2002; Santos et al., 2012).

La agricultura tiene un gran impacto debido al consumo de agroquimicos. Se estima que en
el 2014 entre fertilizantes y pesticidas se consumieron 200 megatoneladas en el mundo
(FAO, 2014; IFA, 2014), de las cuales, la mayoria son desaprovechados por la planta
(Kegley et al., 1999; Adesemoye and Kloepper, 2009) y se dirigen a las fuentes de agua,
aire y suelo, produciendo eutrofizacion, gases de efecto invernadero y generando
enfermedades en animales y humanos (Horrigan et al., 2002; Pimentel, 2005; Parrén et al.,
2014). Adicionalmente, la produccién de estos agroquimicos requiere de grandes
cantidades de energia debido a que se emplea el método Haber-Bosch, el cual libera cerca

de 300 millones de toneladas de CO: al afio (Cherkasov et al., 2015)

Una alternativa para dar solucion o mitigar los problemas ambientales existentes en la
actualidad es el uso de la biotecnologia, la cual, por medio del uso de los potenciales que

los microorganismos ofrecen al ser humano, desarrolla procesos de impacto positivo en el



bienestar de la poblacion (Chen et al., 2005), donde las microalgas y el uso de PGPB’s

tienen un papel importante.

Las microalgas son microorganismos que han generado interés de la comunidad cientifica
y se han empleado en procesos biotecnoldgicos debido a su rapido crecimiento y la
capacidad de generar compuestos para la industria (Spolaore et al., 2006; Zheng et al.,
2013). Adicionalmente, son ampliamente utilizadas en mitigacién de impactos ambientales
por su potencial de biorremediacion en la captura de gases efecto invernadero como el CO;
(son capaces de capturar hasta 10 veces mas CO; que las plantas terrestres) (Pires et al.,
2011; Pires et al., 2012; Lakaniemi et al., 2013) y se han empleado en el tratamiento de
aguas residuales (Valderrama et al., 2002).

El uso de bacterias promotoras de crecimiento en plantas (PGPB, por sus siglas en inglés
“Plant Growth Promoting Bacteria”) es una de las estrategias para disminuir los efectos
negativos de la agricultura tradicional (Horrigan et al., 2002). Estos microorganismos actian
en la planta mejorando su crecimiento y desarrollo y se ha determinado que permiten
sustituir parte de los fertilizantes y pesticidas tradicionales, debido a que pueden promover
el crecimiento, favorecer la disponibilidad y el consumo de nutrientes, ademas de prevenir
enfermedades en las plantas (Adesemoye and Kloepper, 2009). Sin embargo, el estudio de
estos microorganismos requiere largos periodos de evaluacion, primero a nivel in vitro y
luego en planta, debido a la complejidad en las relaciones planta-ambiente-microorganismo
que son principio de su actividad (Dardanelli et al., 2011); y dependiendo de la especie
vegetal a evaluar, el tiempo de estudio para determinar el éxito de la aplicacion del
microorganismo varia de semanas a meses, incluso afios, en el caso de plantas perennes
(Esitken et al., 2010; Luna et al.,, 2012). Sin embargo se ha estudiado el potencial de
promocioén de crecimiento de bacterias en modelos mas simples como las microalgas, lo
que favoreceria a disminuir el tiempo y el costo proveniente de la investigacion directa en

plantas (Bashan et al. 2011)

En este trabajo se evalu6 el potencial de fijacién de nitrdgeno de 22 cepas PGPB aisladas
de la rizosfera de plantas de banano del Uraba antioquefio y conservadas en la Universidad
EAFIT para ser principio activo de bioinsumos para la agricultura. Se emple6 el método de
siembra en medio libre de nitrdgeno, posteriormente, entre las bacterias que presentaron
resultados positivos de crecimiento se seleccioné una cepa, el B. subtilis EA-CB0575, con
potencial fijador de nitrdgeno con el fin de evaluar su interaccién con la microalga Chlorella

sorokiniana UTEX1230. Para ello se cultivaron las cepas de microalga y bacteria



individualmente y su crecimiento y desarrollo se comparé con el cocultivo en medio BBM
libre de nitrégeno. Se evalud la densidad celular de los diferentes tratamientos y se
determind que la presencia de las PGPB mejora la concentracion celular y el tamafio de la
microalga con porcentajes de aumento de 94% y el 400%, respectivamente. Con el fin de
determinar si el método de promocion de crecimiento que emplea la bacteria es fijacion de
nitrégeno, se evalud la actividad nitrogenasa en cultivos con el microorganismo
individualmente y en cocultivo con la microalga; y se determiné que efectivamente el
microorganismo reduce el acetileno presente en la atmosfera de los cultivos a etileno, razon
por la cual se sugiere que existe actividad nitrogenasa en el metabolismo del Bacillus y que
puede ser fijador de nitrégeno.

Con este trabajo se espera ampliar el espectro de accién y conocimiento de las PGPB’s del
grupo de investigacion CIBIOP de la Universidad EAFIT, conocer la capacidad de fijacion
de nitr6geno del cepario y desarrollar posibles estrategias de evaluacion de PGPB’s a nivel
in vitro y con mayor rapidez, debido al rapido crecimiento y desarrollo de las microalgas,
empleadas como “modelo de células vegetales” para un rapido tamizaje. A su vez, los
resultados de este trabajo pueden extrapolarse a desarrollo de biofertilizantes para la
agricultura que permitan reduccion en los efectos de agroquimicos a nivel ambiental y

social.






Objetivos

Objetivo General

Evaluar el efecto de la inoculacién de Bacillus spp. con potencial fijador de nitrégeno

ambiental en cultivos de Chlorella sorokiniana a nivel de matraz.

Objetivos Especificos

» Evaluar la capacidad de fijacion de nitrégeno atmosférico de Bacillus spp. mediante

su produccién en un medio de cultivo deficiente en nitrégeno

* Evaluar la capacidad de promocién de crecimiento microalgar de Bacillus spp. en

cocultivo con la microalga Chlorella sorokiniana

« Evaluar la fijacion de nitrdgeno atmosférico en cocultivos Bacillus spp.-Chlorella

sorokiniana por el método reduccion de Acetileno-etileno.
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Capitulo 1: Microalgas y PGPB como
soluciones ambientales

Entre las propuestas para mitigar los problemas ambientales y de salud generados por el
alto consumo energético y alimenticio, se encuentra el uso de la biotecnologia. La cual, usa
el potencial de organismos vivos para el disefio y mejoramiento de procesos de una manera
mas sostenible (Chen et al., 2005; Ezeonu et al., 2012). Entre los productos biotecnologicos
desarrollados se encuentran biodetergentes, biodisolventes, procesos de biorremediacion,
productos microbianos para tratamiento de residuos, bioinsumos, entre otros (Ezeonu et
al.,, 2012). Todos ellos desarrollados a partir de metabolitos producidos por

microorganismos como las microalgas, bacterias, hongos y organismos superiores.

Las microalgas y las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPB por sus siglas en
inglés), son principio activo de diversos productos biotecnolégicos. Actualmente, estos
microorganismos son foco de interés en la industria por potenciales alternativas para la
produccién de compuestos de diversas aplicaciones agricolas y ambientales (Horrigan et
al., 2002; Valderrama et al., 2002; Spolaore et al., 2006). A continuacién se describen estos

microorganismos y algunas de las aplicaciones potenciales de estos:

1.1 Microalgas

Se consideran microalgas a todos los microrganismos fotosintéticos que no sean plantas
(Zhu et al., 2013). Las microalgas pertenecen al reino protista, debido a que son organismos
unicelulares o pluricelulares que no forman tejido (Zhu et al., 2013). Pueden ser organismos
procariotas (cianobacterias) 6 eucariotas (la mayoria de microalgas), tienen un tamafio de
entre 1 um y 2 mm (Camacho et al., 2004b; Zhu et al., 2013) y se pueden encontrar en
fuentes de agua salada y dulce, donde representan un alto porcentaje del fitoplancton
(Pasquet et al., 2011). Se considera el grupo de microrganismos marinos mas variado ya
gue existen aproximadamente 20 mil millones de especies diferentes (Camacho et al.,

2004b; Pasquet et al., 2011). Entre las especies mas importantes se encuentran las
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diatomeas, dinoflagelados y clorofitas, debido a que son las principales productoras de

alimentos del ecosistema marino (Camacho et al., 2004b).

Las microalgas son capaces de aprovechar la energia solar junto con agua y minerales para
la produccion de biomasa, y posteriormente de esta biomasa pueden extraerse diversos
componentes de interés industrial y comercial (Rahaman et al., 2011; Forjan et al., 2015).
Estos organismos son encargados de realizar cerca del 50% del total de la fotosintesis en
nuestro planeta y al compararlas con las plantas, tienen mayor eficiencia fotosintética,
debido a que necesitan menos &rea para su cultivo, tienen mayor tasa de crecimiento y

capturan 10 veces mas CO; (Lakaniemi et al., 2013).

Estos microorganismos se han empleado principalmente como alimento humano y animal
por ser una fuente rica en proteinas, que constituyen entre el 50 y el 60% de su composicion
(Liang et al., 2004; Spolaore et al., 2006). A partir de los afios 60°s las microalgas se
comenzaron a usar como fabricas de metabolitos, para aplicaciones médicas. Entre los
metabolitos que se pueden obtener de ellas se encuentran los &cidos grasos, los
carotenoides, bioplasticos, aditivos para alimento para animales y peces y finalmente de
lipidos, los cuales se vienen empleando en la produccién de biodiesel (Walker et al., 2005;
Guedes et al., 2011; Tate et al., 2013). Las microalgas también ayudan en la solucién de
problemas ambientales como la captura de CO., la recuperacion de suelos erosionados,
tratamiento de aguas residuales y produccién de combustibles (Valderrama et al., 2002;
Lakaniemi et al., 2013).

1.1.1. Chlorella spp.

Chlorella spp. es una microalga simple perteneciente a la familia de Oocystaceae, es
unicelular, sin movilidad, de forma esférica y un didmetro entre 2 y 10 micras (Kanno, 2005).
Se encuentra en lagos y pantanos de todo el mundo (Wu et al., 2001). Algunas especies de
este género, entre las que se encuentra Chlorella vulgaris, crecen heterotréficamente
usando moléculas organicas pequefias en vez de CO, (Choix et al., 2012a). Este género
tiene la capacidad de producir una gran variedad de compuestos Utiles y de valor comercial,
como polisacaridos, lipidos, proteinas, entre otros, a partir de CO, (Ji et al., 2011). También
son capaces de acumular carbohidratos provenientes de la fotosintesis y su capacidad de

fotosintesis es mucho mayor que el las plantas (Choix et al., 2012).
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La especie Chlorella sorokiniana puede dividirse en cuatro células cada 20 horas (Kanno,
2005). En la actualidad hay un gran interés con esta especie para la produccion de
biodiesel, debido a su alta concentracién de lipidos (Prajapati et al., 2014). Puede ser
cultivada de forma heterotréfica, autotrofica y mixotrofica (Li et al., 2015). Ademas resistente
a altas temperaturas e intensidades luminicas, por lo cual se ha usado en estudios de
fotosintesis y produccion de biomasa en condiciones extremas (Morita et al., 2001).

1.2 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO
VEGETAL (PGPB)

La agricultura tradicional es reconocida por la afectacién que genera al medio ambiente y a
la salud (Horrigan et al., 2002). El uso de agroquimicos es uno de los principales factores
nocivos y contaminantes en las actividades antropogénicas actuales y aunque su uso
mejora la fertilidad y la productividad de los cultivos, también producen desequilibrio en los
sistemas biogeoquimicos asociados su acumulacién en el ambiente (Bhardwaj et al., 2014).

Entre las estrategias para mitigar los impacto de la agricultura tradicional, se encuentra el
uso de bioinsumos, los cuales benefician el desarrollo de los cultivos y reducen el impacto
de productos quimicos (Adesemoye and Kloepper, 2009). Muchos de estos bioinsumos
emplean como principio activo PGPB'’s presentes en la biosfera vegetal, las cuales tienen
un efecto benéfico sobre el crecimiento de las plantas (Hynes et al., 2008). Diferentes
especies de los géneros Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas,
entre otros, son reconocidas como PGPB’s y se emplean en bioproductos de uso comun
en la agricultura (Lucy et al., 2004). Estos microorganismos pueden emplear diferentes
tipos de mecanismos de promocién: aquellos relacionados con el crecimiento y la toma de
nutrientes por la planta (Directos) y aquellos que estan involucrados en la prevencion y
control de enfermedades (Indirectos) (Goswami et al., 2013). Entre los mecanismos directos
de promocién de crecimiento se encuentran la fijacion de nitrégeno, la produccion de
compuestos reguladores del crecimiento, solubilizacion de fosforo y hierro, entre otros
(Goswami et al., 2013). Entre los mecanismos indirectos se encuentra la produccion de

antibioticos, sideréforos y la induccion de resistencia sistémica (Goswami et al., 2013).
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Diferentes investigaciones han reportado el efecto positivo que tienen las PGPB’s en varias
especies vegetales y en microalgas (Bashan et al., 2002; de-Bashan and Bashan, 2008;
Hernandez et al., 2009). Algunos de los hallazgos en el tema, se han evidenciado que la
aplicacion de Herbaspirillum sp. en cultivos de arroz, aumenta el rendimiento de la planta
en 7.5 g/planta a nivel de invernadero (Hayat et al., 2010), asi mismo, al aplicar Azospirillum
sp. en cultivos de algodon aumenta la cantidad de algodén en 0.91 mg por planta (Fayez
and Daw, 1987) y otros reportes como el de Hernandez et al. (2009) presentan la evaluacion
de la promocion de crecimiento de Chlorella vulgaris en cocultivo inmovilizado en la
presencia de Bacillus pumilus, determinando que en medio sin nitrdgeno se aumenta la

densidad celular de la microalga en cerca de un 40%.

1.2.1 Bacillus spp.

Los microorganismos pertenecientes a este género son las bacterias mas abundantes en
la rizosfera (Saharan and Nehra, 2011), son microrganismos Gram positivos los cuales son
formadores de endosporas, caracteristica que les brinda resistencia al calor, la luz UV y a
diferentes pH’s. (Talebi et al., 2013). Son aerobios o anaerobios facultativos a diferencia de
otros como Clostridium que son anaerobios obligados (Maal et al., 2009). Estos
microorganismos pueden dispersarse facilmente en el aire por lo cual se encuentran en
diversos ambientes (Merrill et al., 2006), son reconocidos como productores de enzimas y
metabolitos de uso diverso a nivel industrial y farmacéutico (Maal et al., 2009) y diversas
cepas de este género se registran como PGPB’s, empleadas en la fabricacion de
biofertilizantes y biocontroladores de patégenos (Adesemoyea et al., 2010; Talebi et al.,
2013).

Dentro de sus especies, Bacillus subtilis es una de las mas estudiadas respecto a su
genética y biologia, se encuentra principalmente en forma de esporas en los suelos, y en
presencia de los nutrientes suficientes puede germinar y proliferar. Estos microorganismos
se reconocen por formar diferentes morfologias, debido a que se encuentran variaciones
genéticas entre cepa y cepa (Aguilar et al.,, 2007). Se ha referenciado algunas cepas
promotoras de crecimiento (Bai et al., 2003; Rekha et al., 2007), las cuales pueden actuar
en la planta por métodos directos e indirectos (Earl et al., 2008) y se han reportado en
diversas especies vegetales como banano, mostaza, pepino, tomate, entre otros con

resultados exitosos luego de la aplicacion de los microorganismos (Raupach and Kloepper,
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1998; Zaidi et al., 2006; Mena-Violante and Olalde-Portugal, 2007; Ceballos et al., 2012;
Ngamau et al., 2015)

1.3 Uno de los mecanismos directos de promocion de
crecimiento asociados a crecimiento de microalgas:
Fijacion de nitrégeno atmosférico.

El nitrégeno es un elemento que se encuentra en la naturaleza en sistemas ciclicos en
forma de nitratos, nitritos, amonio, amoniaco, nitrdgeno diatbmico, nitrdgeno organico.
(Zhou et al., 2014). Este elemento se ve regulado naturalmente por el ciclo del nitrégeno, el

cual se presenta en la Figura 1-1.

Figura 1-1. Ciclo del nitrégeno (Dréo, 2009)
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Se estima que el 98% de nitrégeno se encuentra en rocas o en la atmdésfera, este no puede
ser aprovechado por la mayoria de seres vivos, por lo cual se hace necesario convertirlo en
formas asimilables (Galloway, 1998). El nitr6geno de la atmosfera, mediante la fijacion de
nitrégeno, se convierte en amonio y 6xidos de amonio. Los cuales son asimilados por las
plantas para ser convertido en moléculas de mayor tamafio. Luego los animales se
alimentan de las plantas y obtienen el nitrégeno de ella. Por descomposicion se devuelve
el nitrégeno de las plantas y animales al suelo, donde es aprovechado de nuevo. Durante
todo el ciclo se desnitrifica las moléculas con nitrégeno forma de nitrégeno diatémico.
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Uno de los pasos para convertir el nitrdgeno no aprovechable, en este caso el atmosférico,
en forma asimilable es la fijacion de nitrégeno (Galloway, 1998). En este proceso se
convierte el N> en iones de amonio. Existen 3 tipos de fijacion de nitrégeno: la biol6gica, la
geoquimica y la industrial. Se estima que entre los 3 métodos se fijan entre 130-200
toneladas de nitrdgeno anualmente (Galloway et al., 2004). En el proceso geoquimico,
gracias a la energia liberada por los rayos, las moléculas de N>y O, en la atmosfera, se
oxidan formando 6xidos de nitrégeno (Galloway et al., 2004). El proceso industrial usa la
reaccion de Haber-Bosch, donde N,y H. mediante una reaccion de sintesis forman
amoniaco, la ecuacion general para la reaccion es la siguiente (Ecuacion 1.1) (Seefeldt et
al., 2013; Cherkasov et al., 2015):

N, + H, < 2NH; (Ecuacién 1.1)

En el proceso bioldgico, microrganismos fijan el nitrégeno mediante la enzima nitrogenasa,
la cual convierte el N, en amonio. Este proceso es de gran importancia ya que fija el 65%
del total del nitrégeno fijado (Herridge, Peoples, & Boddey, 2008; Ji, Zhang, & Cai, 2011).
Es un proceso que consume energia y esta relacionado con los procesos del ciclo de
carbono en los microrganismos fijadores, siguiendo la reaccidon quimica presentada a
continuacién (Ecuacién 1.2) (Herridge et al., 2008; Ji et al., 2011; Seefeldt et al., 2013).

N, + 8H* + 16ATP + 8¢~ —» 2NH; + H, + 16ADP + 16 P (Ecuacién 1.2)

La determinacion del nitrégeno fijado bioldégicamente y el total de reservas que se tienen en
el planeta son importantes para entender y manejar el ciclo del nitrégeno. Con el fin de
realizar estas determinaciones se han establecido 5 metodologias basicas para detectar el
nitrégeno fijado por esta via (Herridge et al., 2008). Estas son: El uso de isotopos de '°N,

balances de materia, método de ureido, y el método de reduccion de acetileno (ARA).

La primera de estas metodologias es el uso de isotopos '°N. Fue el primer método
empleado. Su principio se basa en el crecimiento de microorganismos en una atmésfera
cargada con los is6topos, luego se mide la cantidad de los isotopos en los organismos y se
determina la cantidad fijada. Este método solo se puede evaluar en laboratorio, muy
sensible y costoso (Stewart et al., 1967). El segundo método es el de balance de materia.
Para este existen dos variaciones. La primera consiste en medir la cantidad de nitrégeno
en el tiempo y la segunda en determinar la cantidad de nitrdgeno de un microorganismo

fijador vs. uno que no fije nitrégeno. Se determina la diferencia en el elemento y se presume
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que esta es la cantidad fijada. Estos métodos no tienen en cuenta la cantidad de nitrégeno
perdido por desnitrificacion y necesitan gran cantidad de informacion, lo que hace que sea
complejo su uso (Herridge et al., 2008).

Otro de los métodos es el método del ureido, este se basa en medir la cantidad de alantoina
y acido alantoideo, estos compuestos son producto de la fijacion de nitrégeno liberado por
las plantas fijadoras, se puede interpolar la cantidad de estos compuestos con la cantidad
de nitrégeno fijado. Este es un método simple y econémico pero soélo puede aplicarse en

unos pocos fijadores de nitrégeno (Herridge et al., 2008).

Por altimo, se encuentra el método de reduccién acetileno (ARA del inglés Acetylene
Reduction Assay). Esta técnica ha ganado popularidad por su simplicidad, alta sensibilidad
y rapidez. Se basa en la capacidad de la enzima nitrogenasa para reducir acetileno en
etileno. Para esta deteccién se inocula el organismo en una atmadsfera con acetileno y luego
de un tiempo se toma una muestra de la atmésfera para medir los gases presentes. Si la
enzima se encuentra presente y actud, se registrara la presencia de etileno en el
cromatografo de gases (Figura 1-2). Posteriormente se realiza el calculo de la cantidad de
nitrégeno fijada teniendo en cuenta que estudios previos han determinado que es que por
cada mol de etileno producido se fijan 0.33 moles de nitrégeno diatébmico (Hardy et al., 1968;
Hardy et al., 1973; Flett et al., 1976). Este método se ha reportado en diversos trabajos
(Fishbeck et al., 1973; Dalton and Whittenbury, 1976; Zuberer and Silver, 1978; Vessey,
1994; Staal et al., 2001).

Figura 1-2. Cromatografia de gases para una mezcla equivolumétrica de acetileno-etileno
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1.4 Cocultivos PGPB-Microalga

El uso de bacterias promotoras de crecimiento asociadas con microalgas ha generado
interés en la comunidad cientifica debido al potencial que tiene el cocultivo para encontrar
soluciones a problemas ambientales, aumentar la produccion de biomasa y de metabolitos
secundarios, y mejorar el conocimiento en la interaccion procariota-eucariotas (Lee et al.,
2008; Choix et al., 2012b).

Diferentes autores (de-Bashan et al., 2002; Choix et al., 2012b, a; Cho et al., 2015) han
evaluado como el cocultivo de los microorganismos afecta fisiolégica y bioquimicamente a
ambos de los presentes en el cultivo celular y como se podrian potenciar la produccion de
metabolitos para un uso comercial. Dentro de los reportes encontrados en el tema se
encuentra el trabajo de Pérez et al. (2010), quienes han usado el cocultivo entre la microalga
C. vulgaris y la PGPB A. brasilense Cd para la remocién de fosfatos y amonios en aguas
residuales, encontrando que hay un aumento significativo en la concentracion celular de la
microalga en cocultivos respecto al cultivo de la microalga séla. A su vez se determiné que
hubo un aumento del 10% en la remocion de fosfatos y de 8% en la remocion de nitrégeno

en el cultivo.

Por su parte, Choix et al. (2012a, b) evaluaron la concentracion de carbohidratos totales de
las microalgas Chlorella vulgaris UTEX2714 y Chlorella sorokiniana UTEX2805 cuando se
inmovilizaba en matriz de alginato con la PGPB A. brasilense Cd en medio SGM: Estos
autores determinaron que hubo un aumento de 3-15 veces en la productividad de formacién
de carbohidratos cuando se cocultivd en comparacion a cuando la microalga se sembré
sola. A su vez, Cho et al. (2015) evaluaron el porcentaje total de lipidos cuando se sembré
C. vulgaris OW-01 con un consorcio de PGPB'’s, determinado que en cocultivo se aumenté

la cantidad de lipidos totales en un 6%, respecto al cultivo axénico de la microalga.

Estos sistemas de cultivo se han estudiado desde 2008 para evaluar la interaccion planta-
PGPB, debido a que es mas simple que la evaluacion de esta interaccion en plantas. La
cercania filogenética de las microalgas con las plantas favorece estudios de interaccion
plantas-procariotas (Devereux et al., 1990; de-Bashan et al., 2015). En estos estudios se
ha encontrado que de la misma manera que las PGPB promueven el crecimiento en plantas

se aumenta el crecimiento en microalgas.

Este trabajo se busco evaluar cuéles microorganismos selectos pertenecientes al grupo de

PGPB, previamente aisladas y evaluadas en el grupo de investigaciéon CIBIOP, eran
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posiblemente fijadoras de nitrégeno mediante la siembra en medio NFb. De las cepas que
dieron positivo al método siembra en NFb, se seleccion6 una para evaluar si esta tenia la
capacidad de promover el crecimiento de Chlorella sorokiniana a nivel de matraz en vida
libre en medio libre de nitrdgeno cuando se cultivaron juntas. Posteriormente, si se presento
promocion, verificar si esta se deba al mecanismo de fijacién de nitrdgeno atmosférico

mediante el método ARA.
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Capitulo 2: Evaluacién de la capacidad de
fijacion de Nitrogeno de B. subtilis EA-CB0575
en cocultivo con Chlorella sorokiniana UTEX
1230

2.1 Resumen

Con el fin de evaluar la promocién de crecimiento de la microalga Chlorella sorokiniana
UTEX1230 por parte de bacterias promotoras del crecimiento vegetal, se seleccion6 una
PGPB fijadora de nitrégeno proveniente del banco de cepas del grupo CIBIOP de la
Universidad EAFIT. 22 PGPB, 5 cepas fueron usadas como controles positivos y una como
control negativo fueron sembradas en medio NFb y se evaluoé el crecimiento luego de 8 dias
de incubacion. Se encontré que un 10 de las 22 cepas evaluadas, tienen un alto crecimiento
en el medio NFb, lo que sugiere que estas cepas son posibles fijadoras de nitrégeno
atmosférico. Entre estas cepas se encuentran algunas de las especies Bacillus subtilis,
Bacillus pumilus y Bacillus amyloliquefaciens. El 54,6% de las cepas no presenta
crecimiento en el medio NFb y se consideran que probablemente no son fijadoras de

nitrégeno.

2.2 Introduccidn

El nitr6geno es un elemento esencial debido a que se emplea en la sintesis de enzimas,
proteinas, clorofila, ADN y ARN (Cherkasov et al., 2015). La fijacion de nitrogeno es el
proceso por el cual se convierte el nitrdgeno atmosférico en iones de amonio que pueden
ser aprovechados por los organismos vivos. Se han identificado tres tipos de fijacion de

nitrégeno: La bioldgica, la geoquimica y la fijacién industrial (Galloway et al., 2004).

La fijacion geoquimica se presenta debido a que cuando los rayos golpean las atmésfera,
convierten las moléculas de nitr6geno diatdbmico y oxigeno en o6xidos de nitrégeno

(Galloway et al., 2004). La fijacion industrial se presenta cuando se lleva a cabo la reaccion
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de Haber — Bosch, la principal fuente de compuestos nitrogenados, en la cual el nitrégeno
atmosférico y H, reaccionan para formar amoniaco. Este proceso es la principal fuente de
fertilizantes nitrogenados, es altamente contaminante ya que necesita grandes cantidades

de gas natural para producir el H, (Galloway et al., 2004; Seefeldt et al., 2013)

La fijacion biolégica es aquella en que los microorganismos convierten el N, atmosférico en
moléculas de amonio. Los microorganismos encargados de este proceso se denominan
diazétrofos y se limitan a algunas bacterias y cianobacterias de géneros como Rhizobium,
Allorhizobium,  Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobioum,  Sinorhizobium,
Azospirillum, Azotobacter, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Burkholderia y Bacillus
(Hayat et al., 2010; Vessey, 2003). Este proceso es catalizado por la enzima nitrogenasa,
(Herridge et al., 2008; Ji et al., 2011; Seefeldt et al., 2013).

Las bacterias fijadoras se encuentran normalmente en simbiosis con las plantas,
proveyendo el nitrégeno en forma de amonio y alimentandose de los compuestos organicos

gue la planta exuda por su metabolismo (Herridge et al., 2008).

Son diversos los trabajos realizados con bacterias fijadoras de nitrégeno. Se ha evidenciado
gue al inocular Bacillus M3, una bacteria fijadora de nitrdgeno, en frambuesa se aumenta
en un 33% en el rendimiento de la planta (g/planta) comparado con frambuesa sembrada
sin inocular a nivel de campo (Orhan et al., 2006). Al inocular garbanzo con Bacillus subtilis
OSU-142, se aumentd en un 7% la cantidad de nitrégeno y en un 15% el tamafio de la

planta en campo (Elkoca et al., 2007).

Se ha encontrado que algunas especies de Bacillus spp. son capaces de fijar nitrégeno
atmosférico, diferentes autores han evaluado esta capacidad para este género. Xie et al.
(1998) aisl6 16 cepas fijadoras de nitrégeno de arroz usando el método ARA, en las cuales
se encontraban Bacillus licheniformis, B. subtilis, B. azotoformans, B. cereus, B. pumilus,
B. brevis, B. megaterium, B. firm. En otro trabajo Yokoyama (Yokoyama, 2012) patens un

cepa de B. pumilus fijadora de nitrdgeno que promueve el crecimiento de las plantas.

Sin embargo, otros autores han reportado que este género de bacterias no fija realmente
nitrégeno atmosférico. Seldin et al. (1984) reportd que las cepas Bacillus polymyxa L y
Bacillus macerans NCTC 6355, que habian sido positivas en cultivo en medio NF, realmente
no fijan nitrdgeno atmosférico debido a que en la confirmacion de esta capacidad

bioquimica por el método ARA (“Acetylene reduction assay”) los resultados fueron
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negativos. Otro autor al evaluar cepas aisladas de arroz mediante la siembra en medio IRRI,
el cual se usa para aislar cepas fijadoras de nitrdgeno, encontré que cepas de B subtilis
JM4 y B. megaterium DSM 32 no fijaban nitrégeno, debido a que dieron negativo al método
ARA y no se encontraron los genes que codifican para produccion de nitrogenasa (familia

de genes nif) en su genoma (Ding et al., 2005).

El presente capitulo tiene como objetivo determinar el potencial de fijacion de nitrégeno de
22 PGPB’s del cepario del grupo investigacion de CIBIOP, de la Universidad EAFIT,
mediante la siembra en medio NFb para posteriormente emplearlas en estudios de

promocion de crecimiento con la microalga Chlorella sorokiniana UTEX1230.

2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Microorganismos y condiciones de cultivo

Para el presente proyecto se utilizaron 22 cepas promotoras de crecimiento vegetal,
previamente evaluadas en proyectos de investigacion liderados por el grupo de
investigacion CIBIOP, de la Universidad EAFIT, Medellin (Tabla 2-1) Estos
microorganismos fueron aislados de la rizésfera de las plantas de banano del Urabéa
Antioquefio (Noreste de Colombia 1352081 N, 1044577 E) e identificadas por
secuenciacion de 16S rDNA. Estas cepas fueron probadas en plantas de maiz y banano,
ademas algunas de ellas se han evaluado en plantas de pimentén, crisantemo y café. Como
control positivo se evaluaron 5 cepas (A320, A328, A329, A332, A369) las cuales
previamente han sido evaluadas como fijadoras de nitr6geno. donadas por el grupo BIOMA
de la Universidad de Antioquia (Profesor Camilo Ramirez y su estudiante Ana Maria Suarez)
(Suéarez-Mesa, 2014) y previamente evaluadas en medio Burk libre de nitr6geno. Se empleé
ademas una cepa de Escherichia coli previamente probada como control negativo. Las
diferentes cepas se almacenaron en TSB con glicerol 20% a -80°C y se activaron desde el
criovial sembrando en medio TSA 50% e incubando por 24 horas a 30°C antes del uso

experimental.
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Tabla 2-1. Cepas PGPB que se emplearon para evaluacion de la capacidad de fijacion de nitrégeno
atmosférico mediante su cultivo en medio NFb.

Cepa Identificacion Cepa Identificacion
EA-CB0009 Bacillus pumilus EA-CB0336 Bacillus pumilus
EA-CB0012 Bacillus cereus EA-CB0570 Bacillus sp.
EA-CB0015 Bacillus subtilis EA-CB0575 Bacillus subtilis
EA-CB0070 Bacillus pumilus EA-CB0586 Bacillus subtilis
EA-CB0083 Bacillus cereus EA-CB0784 Bacillus megaterium
EA-CB0131 Bacillus cereus EA-CB0959 Bacillus amyloliquefaciens
EA-CB0158 Bacillus subtilis EA-CB1077 Bacillus pumilus
EA-CB0177 Bacillus pumilus EA-CB1121 Bacillus subtilis
EA-CB0185 Bacillus Megaterium EA-CB1134 Bacillus pumilus
EA-CB0309 Bacillus pumilus EA-CB1177 Bacillus pumilus
EA-CB0312 Bacillus pumilus EA-CB1397 Bacillus pumilus

2.3.2 Medios de cultivo y reactivos

En el presente trabajo se emple6 el medio NFb semisdlido (“Nitrogen Free Basal”) para la
identificacion de cepas fijadoras de nitrégeno. Este medio tiene la siguiente composicion:
Acido Malico, 5 g/L; KOH, 4 g/L; KoHPO4, 0.5 g/L; MgS0.-7H,0, 0.2 g/L; CaCl,, 0.02 g/L;
NaCl, 0.1 g/L; FeSO4-7H,0, 0.5; NaMo00O4-2H,0, 2 mg/l; MnSO4-H-0, 10 mg/l; solucion
al0.5% de azul de bromotimol en 0.2 M KOH, 2 ml; agar, 0.0175%. El pH se ajust6 a 6.8
(Eckert et al., 2001). Se us6 el medio TSB (“Tryptic Soy Broth” - Merck Millipore) para
almacenar las bacterias y el medio TSA (“Tryptic Soy Agar” - Merck Millipore) para la

activacion de estas.

2.3.3 Evaluacion de la capacidad de fijacion de nitrégeno de

Bacillus spp. in vitro
Con el fin de determinar cuales PGPB’s del cepario de grupo investigaciéon CIBIOP son

fijadoras de nitrdgeno para luego ser usadas en la promocion del crecimiento de Chlorella

sorokiniana UTEX 1230, se cultivaron la cepas de Bacillus spp. presentadas en la Tabla 2-
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1 y los controles positivos y negativos en TSA como se enuncia en el punto 2.3.1. La
biomasa obtenida en el medio TSA a las 18 horas se resuspendidé en ADE (agua destilada
estéril) y se centrifug6 por 15 min a 4500 rpm, con el fin de realizar un lavado de la biomasa.
Posteriormente se ajustd la concentracion de la biomasa a una densidad Optica de 1.0
(1*108 UFC/mL segun curva de calibracion previamente realizada por el grupo de

investigacion).

Se sembraron 20 pL de la suspension de cada cepa por inmersiéon en 10 mL del medio NFb
semisdlido presente en frascos de 26 mL cerrados herméticamente. Los cultivos se
incubaron durante 7 dias a 30°C. La presencia de manto microbiano fue tomada como
indicador de crecimiento bacteriano y la actividad de fijacion de nitrégeno por parte de las
cepas debido a que requiere de nitrégeno para crecer y el medio no lo provee.
Adicionalmente, se evidenciaron cambios en la coloracion del medio de azul a amarillo,

debido posiblemente a la formacion de &cidos durante el crecimiento de la bacteria.

La variable de respuesta de estas evaluaciones fue el grado de crecimiento del
microorganismo evaluado en el medio NFb. Se emple6 una escala cualitativa de 0 a 2 donde
cero indica que no existe crecimiento del microorganismo en el medio, 1 indica un bajo
crecimiento y 2 indica crecimiento alto de la cepa en el medio NFb. Este ensayo se hizo
tres veces en tiempos diferentes. Los resultados presentados corresponden al promedio de
las tres evaluaciones. Se presenta ademas el error estadistico entre los tres experimentos

realizados, por cepa se realizaron 3 réplicas por experimento.

2.4 Resultados

2.4.1 Evaluacion de la capacidad de fijacion de nitrogeno de

Bacillus spp. in vitro
Con el fin de determinar cudles de las cepas PGPB seleccionados pueden ser fijadoras de

nitrégeno se realizdé una primera prueba empleando como metodologia el crecimiento en
medio libre de nitrdgeno NFb. Se evaluaron 5 controles positivos y 1 control negativo con
el fin de comparar resultados de crecimiento entre las cepas. En la Tabla 2-2 se presentan
los resultados de crecimiento, el cual fue positivo si se evidencio la presencia de un manto
microbiano en el medio y el cambio del color del mismo por la posible formacion de &cidos

durante el crecimiento del microrganismo (Figura 2-1)
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Tabla 2-2. Crecimiento de Bacillus sp. PGPBs y controles después de 7 dias de crecimiento en
medio NFb para determinar fijacion de nitrégeno.

CEPA IDENTIFICACION  PROMEDIO ERROR

EA-CB0012 Bacillus cereus 0 0.00

EA-CB0070 Bacillus pumilus 0 0.00
EA-CB0083 Bacillus cereus 0 0.00
EA-CB0131 Bacillus cereus 0 0.00
EA-CB0158 Bacillus subtilis 1 0.00
EA-CB0177 Bacillus pumilus 1 0.00
EA-CB0185 Sin identificar 1 0.00
EA-CB0309 Bacillus pumilus 0 0.00

EA-CB0336 Bacillus pumilus 0 0.00
EA-CB0570 sin identificar 0.33 0.33

EA-CB0586  Bacillus subtilis 0 0.00
EA-CB0784 Bacillus 1 0.00
megaterlum

EA-CB1077 Bacillus pumilus 0 0.00

EA-CB1177 Bacillus pumilus 1 0.00
EA-CB1397 Bacillus pumilus 1 0.00
E.Coli Escherichia coli 0 0.00

A328 Sin identificar 0 0.00

A369 Sin identificar 1 0.00

*Los valores en la tabla indican: 0 = sin crecimiento en el medio; 1= poco crecimiento en el medio; 2
= alto crecimiento en el medio. Sombreadas en gris se encuentran las cepas que posiblemente son
fijadoras de nitr6geno.

Durante esta evaluacion se determin6 que en la mayoria de las cepas los resultados de
crecimiento en el medio fueron consistentes, sélo en las cepas EA-CB570 y EACB-1134 los
datos variaron en entre ensayos. Se encontrd que 10 de 22 de las cepas, un 45,4%, tienen
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un alto crecimiento en el medio NFb, lo cual se puede sugerir que estos microorganismos
son probablemente fijadoras de nitrégeno. Mientras el 54,6% de las cepas no presenta
crecimiento y se considera que no son fijadoras de nitrégeno. Entre las posibles fijadoras
se encuentras cepas de las especies Bacillus subtilis, Bacillus pumilus y Bacillus
amyloliquefaciens, que equivalen al 30%, 30% y 10% del total de cepas que crecieron en
el medio NFb, respectivamente. Ademas se destaca que las cepas control A328 y A369, no

presentaron crecimiento en el medio NFb.

Figura 2-1 Cambio de color después de 7 dias de incubacion en medio NFb. En la fotos de la
izquierda se muestran las cepas B. subtilis EA-CB0015, B. subtilis EA-CB0575 y el medio sin cultivo
(Blanco), en la foto de la derecha, control negativo (E. coli), B. pumilus EA-CB0177 y sin cultivo
(Blanco). Se uso filtro de inversion de color para identificar mejor el cambio de color.

EA-CB0O015 Blanco E. coli Blanco

EA-CBO575 Blanco EA-CB0177 Blanco

2.5 Discusioén

En esta parte del trabajo experimental se buscaba determinar cuéles de las 22 cepas PGPB,
previamente evaluadas eran fijadoras de nitrégeno. Para esto se empleé una metodologia
de tamizaje, el cultivo en el medio libre de nitrégeno NFb. Por medio de estas evaluaciones
se determin6 que el 45,4% de las cepas evaluadas son capaces de crecer en medio NFb
sin adicion de nitr6geno, lo cual sugiere que podrian fijar el nitrgeno ambiental y ser

posibles principios activos de productos biologicos para fertilizacion de las plantas, podrian
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ser adecuadas para generar un efecto promotor de crecimiento en microalgas y aportar al
estudio de comportamiento eucariota-procariota, empleando la microalga como modelo de
planta unicelular. Estas evaluaciones permitieron ademas seleccionar una cepa potencial
para evaluacion de cocultivos entre microalga y bacteria como posibles modelos de
promocion de crecimiento vegetal a nivel in vitro. Entre las cepas que tuvieron alto
crecimiento en el medio NFb se encuentras especies como Bacillus subtilis, Bacillus
pumilus y Bacillus amyloliquefaciens podrian ser fijadoras de nitrégeno ambiental. Una de
las cepas promisorias, el Bacillus subtilis EA-CB0575 se seleccionara para trabajar en las
proximas evaluaciones del proyecto, debido a que esta ha sido evaluada como PGPBB en
banano, maiz, café y flores y ademas se conoce que es solubilizadora de fosfatos,
productora de acido indolacetico y productora de sideroforos (Posada, 2015)

De las 22 cepas evaluadas 12 cepas no presentaron crecimiento ni viraje de color en el
medio NFb, lo cual es indicativo de que posiblemente no tienen la capacidad de fijar

nitrdgeno ambiental.

Previamente en otros estudios se ha usado el medio NFb para la identificacion y aislamiento
de posibles fijadoras de nitr6geno (Baldani et al., 1986; Andrade et al., 1997; Jha et al.,
2009). Ngamau et al (2015) aislaron 43 posibles fijadoras de nitrégeno de plantas de banano
en Kenia mediante la siembra en este medio. Los microorganismos aislados se identificaron
usando secuenciacion por 16S rRNA encontrando cepas de la especie Bacillus subtilis,
Pseudomonas protegens, Serratia glossinae, entre otras. Adicionalmente, se verificé si
estos microorganismos eran posibles fijadores de nitrdgeno mediante siembra en otro
medio de cultivo denominado N-free, llevando los cultivos a incubacién durante 4 dias a
30°C, y se verific6 que todas las cepas que crecieron en NFb fijaban nitrégeno en este otro

medio.

Diferentes reportes han indicado que los Bacillus no poseen el gen nif en su genoma y por
tanto no pueden fijar nitrégeno. Autores como Ding et al. (2005) aislaron 7 cepas que tenian
en su genoma el gen que codifica para la nitrogenasa (nifH). En este estudio ademas se
determiné la capacidad de fijacion de nitrdgeno empleando el método ARA (Acetylene
Reduction Assay), determinando que todas las cepas con el gen podian reducir el acetileno
a etileno y alcanzando de productividades entre 2-300 mmol de etileno/mg de proteina.
Estas cepas fueron identificadas por medio de la secuenciacion el 16S rDNA y se determiné

gue pertenecian a la especie Bacillus y Panebacillus.



Capitulo 2: Evaluacion de la capacidad de fijacién de Nitrégeno de B. subtilis 39
EA-CBO0575 en cocultivo con Chlorella sorokiniana UTEX 1230

2.6 Conclusiones

En esta parte del proyecto se identificaron 10 cepas de 22 evaluadas, con la capacidad de
crecimiento en medio NFb (medio libre de nitrdgeno) y que podrian ser fijadoras de
nitrégeno atmosférico. Las cepas que resultaron positivas para esta prueba pertenecen a
las especies Bacillus subtilis, Bacillus pumilus y Bacillus amyloliquefaciens. Los resultados
de este objetivo indican que algunos Bacillus pueden fijar nitrdgeno, pero es necesario

evaluar posteriormente por métodos adicionales que confirmen este resultado.
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Capitulo 3: Evaluaciédn de la interaccion
microalga-bacteria en Cocultivos Chlorella
sorokiniana — Bacillus subtilis.

3.1 Resumen

Con el fin de determinar los efectos de la interaccion microalga-PGPB se evaluaron
cocultivos de la bacteria Bacillus subtilis EA-CB0575 y la microalga Chlorella sorokiniana
UTEX1230. Se emple6 el medio BBM (“Bristol Basal Modificated”) con el fin de evaluar el
crecimiento de los microorganismos sin una fuente de nitrégeno disponible. Se evaluaron
el cultivo individual de la microalga, el cultivo individual de la bacteria y el cocultivo de ambos
microorganismos para determinar si la presencia de la bacteria promotora de crecimiento
puede tener un efecto positivo sobre el crecimiento y concentracién celular de C.
sorokiniana. Las variables de respuesta fueron la concentracion celular de ambos
microorganismo y tamafo celular de la microalga, estos fueron medidos durante 8 dias de
crecimiento a nivel de matraz. Adicionalmente se determiné la velocidad especifica de
crecimiento experimental de la microalga en los tratamientos previamente enunciados, para
determinar los parametros cinéticos de los cultivos. Se encontré que la microalga alcanzo
una densidad celular de 1,92x10’ células/mL en cocultivo luego de 8 dias de crecimiento,
respecto a una densidad de 9,89x10° células/mL cuando se sembrd individualmente, lo que
equivale un aumento del 94% en la densidad celular y su tamafio aumenté 4.5 veces en
cocultivo en comparacién a su crecimiento individual. Respecto al crecimiento de la bacteria
se encontré6 que su densidad celular no present6 diferencias significativas en cultivo
individual o en cocultivo con la microalga. Los parametros cinéticos revelaron un aumento
del 73% en la velocidad especifica de crecimiento de la microalga en el cocultivo respecto
a su crecimiento en cultivo individual. Esto sugiere que la presencia de la bacteria en el
cultivo de la microalga mejora la densidad celular, su tamafio y los parametros cinéticos

posiblemente por alguno de los mecanismos de promocion de crecimiento vegetal, y el
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hecho de que esto resultados se logren en medio sin presencia de nitrégeno podrian indicar

gue la fijacion de nitrégeno es ese mecanismo de promocion.

3.2 Introduccioén

Un cocultivo es la siembra de un conjunto de células de diferentes organismos para permitir
interaccion entre ellos. Esto tiene como objetivo mejorar la eficiencia de los bioprocesos
con respeto al cultivo de un microorganismo individual, potencializando los efectos por
medio de la sinergia de los co-cultivados (Bader et al., 2010). Son diversos los cocultivos
gue se emplean en procesos biotecnolégicos (Bader et al., 2010), entre ellos se han
referenciado la produccién de etanol (Abate et al., 1996), acido acético (Kondo and Kondo,
1996), antibidticos (Slattery et al., 2001), procesos de bioremediacion (Subashchandrabose

et al., 2011), entre otros.

En la literatura es posible encontrar referencias de cocultivos de microalgas y bacterias
(Tate et al., 2013) con el fin de realizar intercambio de nutrientes o gases entre ambos tipos
de microorganismos, potencializar la produccion de metabolitos o simplemente estudiar las
relaciones entre ambos. La zona donde se presentan estas interacciones se denomina
ficosfera y las diferentes consecuencias de estas relaciones se presentan en la Figura 3-1
(Cole, 1982; Guo and Tong, 2014)
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Figura 3-1 Interacciones entre microalgas y bacterias en la ficosfera. (+) Relacion positiva; (-) relacion
negativa (Munoz and Guieysse, 2006).

- Incremento de temperatura
- Incremento del pH

- Algacidas - Bactericidas
- Consumo de nutrientes

Microalga Bacteria

+Produccién de Q2 .
+Productos extracelulares + Promotores de crecimiento

+ Produccion de CO:z

Es posible que la interaccién de la bacteria con la microalga sea positiva 0 negativa para el
crecimiento de las dos. Entre las interacciones positivas se encuentra: Produccion de
compuestos necesario para el crecimiento de alguna de las dos, ejemplo la vitamina B2 y
produccién de compuestos organicos; El intercambio de CO./O,, donde las bacterias
durante su crecimiento producen CO, necesario para el crecimiento de la microalga,
mientras ella produce el O, necesario para la respiracién y la degradacion de materia

organica por parte de la bacteria (Borde et al., 2003).

Sin embargo, existen también reportes de relaciones negativas entre microalgas y
bacterias. Danger et al. (2007), Qu et al. (2014) y Nakashima et al (2006) han reportado
este tipo de interacciones presentandose competencia por nutrientes, limitacién en el
desarrollo celular o producciéon de compuestos inhibitorios, que pueden afectar el desarrollo

de alguno de los dos organismos.

Se sabe que en cultivos naturales, Chlorella sorokiniana se encuentra normalmente en
companiia de bacterias (Litchfield et al., 1969; Watanabe et al., 2005). Sin embargo, hay
pocas publicaciones que estudian la interaccidén entre estos microorganismos (Tate et al.,
2013). Se ha reportado que en cultivo de esta especie de microalga se logro el aislamiento
de 29 especies de bacterias asociadas, entre las que se encontraron algunas

pertenecientes a los géneros Pseudomona, Acineatobacter, Flavobacterium y Bacillius. En



Capitulo 3: Evaluacion de la interaccion microalga-bacteria en Cocultivos 44
Chlorella sorokiniana — Bacillus subtilis

este trabajo se comparé también el crecimiento de la microalga sola respecto al cultivo con
las bacterias, encontrando que el cocultivo con el consorcio bacteriano permite un
incremento en la concentracion celular de la microalga en un 30% con respeto al cultivo
solo (Litchfield et al., 1969). Otros autores como Guo y Tong, 2014 evaluaron el crecimiento
de la microalga Chlorella vulgaris en cocultivo con Pseudomonas, reportando un aumento
en la concentracion celular de la microalga y un intercambio de nutrientes entre los

microorganismos (Guo and Tong, 2014).

Estos cocultivos se emplean también para el tratamiento de aguas residuales (Valderrama
et al., 2002; Guo and Tong, 2014), donde las bacterias a partir del oxigeno generado por la
microalga, degradan la materia organica presente en el agua. Entre los compuestos que se
eliminan con estos consorcios microalgas-bacterias se encuentran el petréleo, salicilatos,
fenoles, amonio, nitratos entre otros (Safonova et al., 1999; De-Bashan et al., 2002; Tamer
et al., 2006; Subashchandrabose et al., 2011). Otras aplicaciones son la produccion de
compuestos de interés industrial como carotenoides, lipidos, proteinas, vitaminas, entre los
otros (Walker et al., 2005; Derner et al., 2006; Spolaore et al., 2006), el uso de los
microorganismos como alimento para humanos y animales, la produccion de fertilizantes,
biocombustibles. (Oswald and Benemann, 1976; de-Bashan et al., 2002; Liang et al., 2004).

Adicionalmente, estos cocultivos se han utilizado como un modelo simplificado para el
estudio de la interaccion planta-bacteria, debido a que la microalga comparte caracteristicas
de crecimiento y desarrollo con algunas plantas terrestres (de-Bashan et al., 2011). Se
habla que las microalgas son similares entre 70-80% con las plantas (Devereux et al., 1990;
de-Bashan et al.,, 2015) y ademas, ambas pertenecen al mismo grupo filogenético

(Chlorobionta), por lo cual una célula de microalga se puede considerarse una planta.

Entre los mecanismos de promocién de crecimiento de plantas que se han evaluado con
este modelo se encuentra la fijacion de nitrégeno (Hernandez et al., 2009), la produccién
de acido indoloacético (De-Bashan et al., 2008) y solubilizacion de fosfato (De-Bashan et
al., 2002). En estos estudios se ha encontrado que, por ejemplo, al inocular la microalga
Chlorella vulgaris UTEX 2714 con Azospirillum brasilense Cd, una cepa reconocida por ser
PGPB para numerosas especies vegetales, se favorece el crecimiento microalgal entre 20%
y 45%.
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El objetivo de esta parte del proyecto fue determinar los efectos de la interaccion microalga-
PGPB, por lo cual se evaluaron cocultivos de los microorganismos Bacillus subtilis EA-
CBO0575 y la microalga Chlorella sorokiniana UTEX1230 se emple6 el medio BBM libre de
nitrdgeno con el fin de evaluar el crecimiento de los microorganismos sin una fuente de

nitrégeno disponible.

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Microorganismos y condiciones de cultivo

En los experimentos se utilizé la cepa B. subtilis EA-CB0575 cepa previamente evaluada
en diferentes especies vegetales y reportada como PGPB (Posada-Uribe et al., 2015). La
bacteria se almacend en medio TSB (“Tryptic Soy Broth” - Merck Millipore) con 20% v/v de
glicerol en viales 2 mL a -80°C y se activo en medio TSA 50% (“Tryptic Soy Agar”, Merck)
por 24 h a 30°C, antes de cualquier uso experimental. Se usé la cepa de la microalga
Chlorella sorokiniana UTEX1230 la cual se almacené en medio BBM-agar, y se activd en
BBM por 7 dias a 30°C, 100 rpm y fotoperiodo de 12 h luz /12 h oscuridad.

3.3.2 Medios de cultivo y reactivos

Para evaluar la promocion de crecimiento de la microalga se us6 el medio BBM (“Bristol
Bold Modificated”), compuesto por (mg/L) NaNOs: 250; Cl,Ca. 2 H,O: 200; MgSOa,. 7
H.0:75; KoHPO4: 75; KH.PO4: 175; NaCl: 25; Fe SO04.7H.O: 4.98; HsBOs: 11.42;
ZnS0.4.7H20: 8.8; Mn Cl,.4H,0: 1.44; MoOs: 0.71; CuS0O4.5H,0: 1,57; Co (NOs)2. 6H-0:
0.49 (UTEX), el medio se ajust6 a un pH de 6.8. Este medio es normalmente usado para el
crecimiento de Chlorella spp. Para el almacenamiento de la microalga se usé el medio BBM-
agar de composicion (g/L) NaNOs: 0.25; Cl.Ca. 2 H20: 0.2; MgSO.. 7 H,0:0.075; K;HPO4:
0.075; KH2PO4: 0.175; NaCl: 0.025; Fe SO4.7H20: 0.0049; H3BOs3: 0,01142; ZnS0..7H,0:
0.0088; Mn Cl».4H,0: 0.00144; MoOs: 0.00071; CuS0O4.5H,0: 0.00157; Co (NOs3)2. 6H20:
0.00049; Agar: 10 (UTEX, 2007).
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3.3.3 Cultivo de Chlorella sorokiniana en vida libre y determinacion
de cinética de crecimiento

El microorganismo Chlorella sorokiniana UTEX 1230 se cultivé en medio BMM-Agar durante
5 dias a 30°C con fotoperiodos 12/12. Se inoculé una colonia del microorganismo en 50 mL
de medio BMM, incubando 5 dias a 30°C con fotoperiodo 12/12 horas a 100 rpm. El cultivo
obtenido se centrifugd a 4500 rpm por 10 minutos y el pellet se resuspendié en medio BBM
libre de nitrégeno hasta alcanzar una concentracion de 1x108 células/mL, debido a que esta
concentracion es la normalmente reportada para los cultivos de Chlorella spp. en cultivos
autotréficos (Camacho et al.,, 2004a). Se verificd la pureza de cultivo visualizando la
microalga en camara de Neubauer. Posteriormente, 20 mL de la suspensién se inocularon
en 80 mL medio BMM libre de nitrégeno estéril, contenido en un Erlenmeyer de 500 mL a

30°C con fotoperiodo 12/12 horas a 100 rpm por 8 dias.

Se midié diariamente la densidad celular (células/mL) mediante el conteo en cadmara de
Neubauer y se realizaron las curvas de crecimiento en el tiempo durante 8 dias. Ademas,
se evalué el tamafio de la microalga al octavo dia, mediate la medicion del area superficial
de la microalga usando la herramienta de ensayo Countour del Programa Zen 2012 (Blue
Edition) de Carl Zeiss Microscopy acoplado al microscopio de Axiostar Plus del laboratorio
de biotecnologia de la Universidad EAFIT, usando el objetivo 100x. Los ensayos se

realizaron por triplicado, en tres tiempos independientes.

3.3.4 Cultivo de Bacillus spp. y cinética de crecimiento bacteriano
en vida libre

Bacillus spp. se cultivé en TSA 50% durante 24h a 30°C, se tom6 una colonia y se inocul6
en 50 mL de medio TSB en un Erlenmeyer de 250 mL durante 18 horas a 30°C y 120 rpm.
Posteriormente el cultivo se centrifug6 a 4500 rpm y el pellet se resuspendioé en BBM libre
de nitrégeno hasta una densidad optica de 1.0 a 600nm. Se tomaron 10 mL de la
suspension y se inocularon en 90 mL de BBM libre de nitrdgeno en un Erlenmeyer de 500
mL, agitando a 120 rpm y 30°C durante 8 dias. En este tiempo se midio la densidad celular
diariamente mediante el método de tincion con CFSE (ver numeral 3.3.5) por 8 dias.. Los

ensayos se realizaron por triplicado, en tres tiempos independientes.
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3.3.5 Medicion de la densidad celular bacteriana por el método de
tincion con CSFE (diacetato de carboxifluoresceina)

Este método es una modificacién al método propuesto por Bloem (1995), para el conteo
celular tifendo con FDA (diacetato de fluoresceina). Para ello, 1 mL de cultivo de la bacteria
se centrifug6 a 10000 rpm por 3 minutos, el pellet se lavé tres veces en solucion de buffer
fosfato (PBS) de composicion (g/L): NaCl , 8; KCI, 0.2; NaxHPOu4, 1.44; KH2PO4, 0.24; y se
ajusto el pH a 7.4 con HCI. Posteriormente, a un volumen de 0.1 ml de la suspensién en
PBS, se le adicionaron 0.5 pL de solucién 10 mM de CSFE (diacetato de carboxifluresceina,
Life technologies) disuelta DMSO, y la mezcla se llevé a un horno por 10 min a 37 °C. Luego
de la incubacion, se tomé un portaobjetos y se le adicion6 10 uL del cultivo con CFSE y se
cubrié con un portaobjetos de area conocida (484 mm?). La muestra se visualizé empleando
el microscopio Axioscope 1 en el objetivo de 100X, empleando una lampara de
fluorescencia halégena HXP 120V. Las muestras se visualizaron con el filtro Cy3 a 500 ms
y con toda la intensidad de la fuente de luz. Se empleé el software Zen 2014 version 5.2
para la toma de fotografias y se contd el nimero de células en 10 campos visuales, y a
partir de este conteo se encontro la concentracion celular como se muestra en la ecuacion
3.1

Area del cubreobjetos (mm?) « Promedio del conteo
Celulas  Area de campo visual (mm?) . 1000 uL
mL 10 uL 1mL

(3.1)

3.3.6 CO-CULTIVO DE Chlorella sorokiniana Y Bacillus spp. EN
VIDA LIBRE

Con el fin de determinar si B. subtilis EA-CB0575 promueve el crecimiento C. sorokiniana
UTEX1230, se prepararon cultivos de 10 mL de la microalga y 10 mL de la bacteria, como
se menciona en los numerales 3.3.3 y 3.3.4, y se adicionaron a 80 mL de medio BBM libre
de nitrégeno. Este se incub6 por 8 dias a 30°c con fotoperiodo 12/12 horas y 100 rpm,
tiempo durante el cual se midi6 la densidad celular de la microalga y la bacteria, por camara

de Neubauer y tincibn con CSFE, respectivamente. Adicionalmente, al finalizar el
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experimento se midi6 el area de la microalga usando protocolo descrito en el numeral 3.3.3.
Se reportaron ademas los valores de densidad celular en el tiempo durante 8 dias. Los

ensayos se realizaron por triplicado, en tres tiempos independientes.

3.3.7 Modelamiento matemético del crecimiento de Chlorella
sorokiniana en crecimiento individual y en cocultivo con B. subtilis

Los datos de densidad celular en el tiempo para los cultivos de C. sorokiniana cultivada
individualmente y en cocultivo con B. subtilis se modelaron por medio del modelo
exponencial. Para ello se graficé el logaritmo natural de la densidad celular (X) vs. el tiempo
(t) y se determinaron las etapas de crecimiento de los microorganismos. A partir de la
linealizacion del modelo exponencial (ecuacién 3.2) se determiné la velocidad especifica
del crecimiento (Ux) (d?) y el tiempo de duplicacién (td) (dias) de la bacteria B. subtilis EA-
CBO0575 (ecuacién 3.3). Ademas se evalud el modelo logistico (ecuacion 3.4), con ayuda

del programa Polymath V.5.
In(X) = p, t+1InX, (3.2)

Ln(2)
td =

(3.3)

X

Xoeht
X = (3.4)

Xo "
1—E(1—e“)

*Xo= Concentracion inicial del cultivo (células/mL); X-= concentracion maxima (células/mL)

3.3.8 Analisis estadistico de los datos

Para el analisis estadistico se utilizé el software Statgraphics Centurion XVI, con un nivel
de confianza de 95%. Se us6 un disefio unifactorial para evaluar los datos de las variables
de respuesta densidad celular de la microalga y bacteria, y el tamafio de la microalga. Los
tratamientos evaluados fueron cultivo de microalga sola (numeral 3.3.3), cultivo de la

bacteria séla (numeral 3.3.4) y el cocultivo de ambos microrganismos (numeral 3.3.6).

Para las evaluaciones de promocion de crecimiento de la microalga en cocultivo con

Bacillus subtilis. y sus respectivos controles de trabajo, se evaluaron los supuestos de la
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tabla ANOVA: normalidad de residuos, igualdad de varianza e independencia de los
residuos por medio de los test de Shapiro-Wills y Kolmogorov, Levene y la gréfica de
residuos vs orden de corrida, respectivamente. Para determinar diferencias significativas

entre tratamientos, se usaron la tabla ANOVA y la prueba de rango mdultiples LSD.

3.4 Resultados

3.4.1 Crecimiento de Chlorella sorokiniana UTEX 1230 en cocultivo
con Bacillus subtilis EA-CB0575

Con el fin de determinar si B. subtilis promueve el crecimiento de la microalga Chlorella
sorokiniana se evalu6 su crecimiento de C. sorokiniana en cocultivo con B. subtilis en medio
BBM sin nitrdgeno. Ademas se evaluo el crecimiento de la microalga individualmente como
control absoluto al cocultivo. Se encontré que la microalga en cocultivo crece en mayor
proporcién que en cultivos sin la presencia de la bacteria, lo que se pudo evidenciar y por

medio de la concentracion celular y el tamafio de la microalga.

En la Figura 3.2, se puede observar que al inicio del experimento no se evidenciaba
diferencias en el color entre los tres tratamientos, mientras trascurria el tiempo del ensayo
se vio un leve aumento en la coloracion del cultivo de microalga y un aumento claro en el
cocultivo microalga-bacteria, debido al aumento en la concentracion celular (células/mL) de

la microalga.

Figura 3-2 Seguimiento fotogréafico del crecimiento de Chlorella sorokiniana UTEX 1230 en cocultivo

con Bacillus subtilis EA-CB0575. De izquierda a derecha en cada fotografia: Cultivo de la Microalga,

cocultivo microalga-bacteria y cultivo de la bacteria.
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En el cultivo de C. sorokiniana inoculada con B. subtilis se encontré que la densidad celular
de la microalga alcanzé una concentracion celular de 1,92x107 células/mL luego de 8 dias
de crecimiento, mientras en el tratamiento de C. sorokiniana inoculada individualmente
alcanz6 una densidad de 9,89x10° células/mL. Esto implica que en cocultivo, la microalga
crece 94% mas que en cultivo sin bacterias (Figura 3-3). A continuacién se presenta la
cinética de crecimiento para C. sorokiniana UTEX1230 en crecimiento individual y en
cocultivo con B. subtilis EA-CB0575

Se evidenci6é que durante los dos primeros dias de crecimiento no hubo diferencias entre
los dos tratamientos evaluados (Valor-P= 0.1453). A partir del tercer dia se comienzaron a
evidenciar diferencias en la concentracion celular de la microalga entre los tratamientos
(Valor-P= 0.0238). Posterior al dia cuatro de cultivo no se presentan variaciones
significativas en la densidad celular de los tratamientos, indicando que en este punto es
donde comienza la fase estacionaria. Los cultivos no presentaron fase de latencia y la fase
exponencial tiene una duracion 4 dias, desde 0 a 4

Figura 3-3 Cinética de crecimiento de Chlorella sorokiniana UTEX 1230 en cocultivo con Bacillus
subtilis EA-CB0575
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*La letra minuscula indica diferencias significativas entre los punto de cada tratamiento, la mayuscula indica
diferencia significativa entre mismo ciclo. Las diferencias significativas se encontraron con ANOVA-unifactorial,
con valor-P < 0.05, y de acuerdo al Test de LSD de rangos mdltiples
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3.4.2 Crecimiento de Bacillus subtilis EA-CB0575 en cocultivo con
Chlorella sorokiniana UTEX 1230

Para determinar si B. subtilis se ve afectada cuando crece en cocultivo con C. sorokiniana,
se evalud su crecimiento de B. subtilis en cocultivo con C. sorokiniana en medio BBM sin
nitrdgeno por medio de la evaluacién de la densidad celular (células/mL). Se usé este medio
para favorecer la fijacion de nitrégeno debido a que no contiene nitrégeno disuelto. Ademas
se determiné el crecimiento de la bacteria sola como control al cocultivo y en el mismo
sistema.

En ambos tratamientos se evidencié una reduccion de la densidad celular de la bacteria
luego de ocho dias. En este mismo tiempo se alcanzé una densidad celular de 1.5 x10’
células/mL en el cocultivo, mientras que la bacteria sola alcanz6 una densidad celular de
1.01x107 células/mL. Durante los 8 dias de evaluacién no se evidenci6 diferencias
significativas entre los tratamiento (Valor-P>0.05) (Figura3-4).

Figura 3-4 Cinética de crecimiento de Chlorella sorokiniana UTEX 1230 en cocultivo con Bacillus
subtilis EA-CB0575
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*Letras minUsculas indican diferencias significativas entre los punto de cada tratamiento, mayuUsculas indican
diferencia significativa entre mismo ciclo. Las diferencias significativas se encontraron con ANOVA-unifactorial,
con valor-P < 0.05, y de acuerdo al Test de LSD de rangos multiples
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La medicion de la biomasa bacteriana se realizé con el método de tincion con CSFE, en
este se podia observar las bacterias y las microalgas separadas, un ejemplo de cémo se
visualiza el microrganismo se muestra en la Figura 3-5. En la microscopia se puede apreciar

las bacterias coloreadas en color verde.

Figura 3-5 Microscopia de fluorescencia de Bacillus subtilis EA-CB0575 (100x) luego de 5 dias de
cultivo en BBM modificado sin nitrégeno

3.3.1 Efecto en el tamafo de la microalga Chlorella sorokiniana
UTEX 1230 en cocultivo con Bacillus subtilis EA-CB0575

Con el fin de evaluar si inocular C. sorokiniana con B. subtilis afecta el tamafio celular de la
microalga, se determiné el area de la microalga cuando esta se sembrada sola y en
cocultivo con la bacteria. Para esto se tomaron los datos de 30 células por tratamiento de
forma aleatoria y se determiné el promedio de los valores de las variables de respuesta, lo
cual se presenta en la Tabla 3-1.

Tabla 3-1. Tamario de la microalga C. sorokiniana en um2, en el cocultivo con la bacteria B. subtilis
e individualmente en medio BBM sin nitrdgeno

Tamario (um?) Tamafio
Promedio Error (um?)
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 (Um?)
C. sorokiniana 2,28 2,03 1,79 2,03 0,14
C. sorokiniana + 9,04 8,44 10,52 9,33 0,62

B. subtilis
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Segun los resultados presentados se determind que la microalga en cocultivo alcanz6 un
tamafio 4,5 veces mayor (equivalente a un 450% de aumento) con respecto a su cultivo sin
la bacteria, alcanzando un area de 9,33 um?, mientras que el microorganismo sélo alcanzé
un area de 2,03 um? Esto se presenta en las Figura 3-6 y Figura 3-7

Figura 3-6 Microscopia de Chlorella sorokiniana (100x) luego de 8 dias de cultivo en BBM modificado
sin nitrégeno

Figura 3-7. Microscopia de Chlorella sorokiniana en cocultivo con Bacillus subtilis (100x) luego de 8 dias de
cultivo en BBM modificado sin nitrégeno
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3.3.2 Modelamiento matematico de Chlorella sorokiniana en
crecimiento individual y en cocultivo con B. subtilis

Para determinar los pardmetros cinéticos de la microalga individualmente y en cocultivo se
realizé el modelamiento matematico para los datos del crecimiento de la microalga en
ambos tratamientos, en medio sin nitrégeno, para ello se usé el modelo exponencial
(ecuacion 3.2) y el modelo logaritmico (ecuacion 3.4). En el caso de la bacteria no fue
posible realizar un modelamiento matematico debido a que no hubo crecimiento en el
tiempo del experimento. Por el contrario, hubo una disminucion de la densidad celular en el
tiempo Se grafico el logaritmo natural de la densidad celular (células/mL) vs el tiempo (dias)
para determinar las etapas de crecimiento microalgal (Figura 3-8). Se encontr6 que la etapa
exponencial empez6 en el dia uno y se prolongé hasta el dia cuatro, donde empieza la
etapa estacionaria. Esto es consistente con lo encontrado en el andlisis estadistico del
numeral 3.4.1 donde luego del cuarto dia de crecimiento no hubo cambios en la densidad

celular de la microalga.

Figura 3-8 Linealizacion del modelo exponencial durante la etapa exponencial del crecimiento de C.
sorokiniana con y sin cocultivo con B. subtilis
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Con los datos obtenidos de la linealizacion del modelo exponencial se determinaron los
valores de velocidad especifica de crecimiento (Umax) (d?) y tiempo de duplicacion (dias)
(Tabla 3-2) Se determind que la velocidad especifica en cocultivo fue 73% mayor que el
control absoluto. Ademas, el tiempo de duplicacién de la microalga en cocultivo fue un 57%
del tiempo de duplicacién de la microalga sola.

Tabla 3-2. Velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicacion para C. sorokiniana en
cocultivo con B. subtilis

Tratamiento Mx (d?) td (h)
C. sorokiniana 0.19 3.64
C. sorokiniana + B. subtilis 0.33 2.09

Debido a que los valores encontrados con el modelo logistico no fueron consistentes entre
ensayos en el tiempo, no se tuvieron en cuenta para el analisis de esto. Ademas el modelo
exponencial es mas adecuado para la modelacién de los cultivos ya se obtuvo un R mayor
al 95%. En trabajos anteriores De Bashan et al (2008) ha usado modelo exponencial para
la evolucion de los pardmetros cinéticos en cultivos de microalgas como en cocultivo

microalga-bacteria.

3.5 Discusion

Este objetivo buscaba determinar si la PGPB Bacillus subtilis EA-CB0575, ya probada en
cultivos como banano, café, flores, hortalizas, presenta sus efectos de promocién del
crecimiento de la microalga Chlorella sorokiniana UTEX 1230. Esto con el fin de aportar al
estudio de comportamiento eucariota-procariota, empleando la microalga como modelo de
vegetal unicelular. Ademas, considerando este sistema como una opcién para el cultivo de
microalgas para diferentes fines, debido al aumento en la concentracion celular,
productividad, entre otros. En los diferentes experimentos realizados se determiné que la
microalga aumenté su densidad celular en un 94% cuando se inoculd con la bacteria, en
comparacion con la microalga creciendo sola en el mismo medio. Esto indica que al inocular
la microalga con la bacteria, esta uUltima promueve el crecimiento de la microalga. Este

resultado es compatible con el efecto que se ha encontrado en trabajos del grupo de
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investigacion con el mismo PGPB en diversas especies vegetales (Gaviria and Zazini, 2014;
Posada-Uribe et al., 2015)

Diferentes autores han reportado resultados similares empleando otras cepas de microalga
y diferentes especies de bacterias. De-Bashan et al. (2008) determinaron que al inocular C.
sorokiniana UTEX 2805 inmovilizada en alginato con Bacillus pumilus ES4 en medio C30,
libre de nitrégeno, se aumentaba la densidad celular de la microalga en un 30%.
Adicionalmente, al inocular Azospirillum brasiliense Cd, una cepa reconocida como
promotora del crecimiento microalgar, en este mismo medio se aumentd la concentracion
de la microalga en un 35%. Ese trabajo se realiz6 para proponer el estudio de modelo

microalga-bacteria como una alternativa para la evaluacion del modelo planta-bacteria.

Por su parte, en estos sistemas de cultivo se ha determinado que la cepa tiende a crecer
en poca medida o mantener su densidad celular en el tiempo (de-Bashan et al., 2008;
Hernandez et al., 2009; Ruiz-Marin et al., 2013; Guo and Tong, 2014). Sin embargo, para
el caso de nuestro estudio, se encontré una disminucion en la concentracion celular de la

bacteria en el tiempo cuando se sembraba sola y en cocultivo con la microalga.

En cuanto al tamafio de C. sorokiniana se encontr6 un aumento considerable en el area
superficial de la célula cuando se cultivd con B. subtilis. De Bashan et al. (2005) reportaron
gue al inocular C. vulgaris UTEX 2714 con A. brasilense Cd, el tamafio celular de la
microalga no cambié significativamente con respeto a la bacteria inoculada sola y tampoco
hubo cambios en la composicion celular de esta. Sin embargo, en otras de sus
investigaciones, estos mismos autores si reportan aumentos en el tamafio celular de la
microalga Chlorella vulgaris 395 en cocultivo con A. brasilense Cd, con aumentos
considerables en el tamafio de la célula entre 2.8 y 4.6 um de diametro. (de-Bashan et al.,
2002)

En este estudio se determind la velocidad especifica de crecimiento de la microalga tanto
para cocultivo como en cultivo individual. Se determind que este parametro cinético varia
entre 0,19 d* cuando crece sola y 0,33 d! cuando esta en cocultivo. Esto indica un aumento
en la velocidad especifica de crecimiento un 73%. Y esto es consistente con los reportes
que presentan valores similares a los obtenidos aqui. De-bashan et al. (2008) determiné

gue para cultivo de Chlorella sorokiniana UTEX 2805 sola y en cocultivo con A. brasilense
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Cd, la velocidad de crecimiento varié entre 0,14 — 0.24 d* para la microalga sola y entre

0.22 — 0.48 d! para el cocultivo, indicando un aumento promedio de 200%.

En este proyecto se observd que la bacteria Bacillus subtilis EA-CB0575 promueve el
crecimiento de la microalga Chlorella sorokiniana UTEX1230. Sin embargo, el mecanismo
por el cual se presenta este aumento en el crecimiento aln no ha sido determinado. Los
resultados de la primera parte del trabajo junto con evaluaciones previas de las capacidades
bioguimicas de la cepa a nivel in vitro podrian indicar que la fijacion de nitrégeno, la
produccién de acido indol acético y la produccién de sideréforos podrian ser algunos de los

mecanismos vinculados al mejoramiento en el crecimiento y desarrollo de la microalga.

3.6 Conclusiones

En este estudio se determiné que cocultivar C. sorokiniana con B. subtilis EA-CB0575
aumento la concentracion celular de la microalga en comparacion con el cultivo de ella sola
en medio BBM sin nitr6geno, por lo cual se puede decir que la bacteria promueve el
crecimiento microalgar. Ademas, en cocultivo la bacteria aument6 el area en un 450% vy
sus parametros cinéticos de la microalga en un 73% comparado con el cultivo de la
microalga sola. No se puede aln determinar el mecanismo de promocion, por lo cual se

recomienda el uso de técnicas especializadas para este obijetivo.
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Capitulo 4: Determinaciéon de fijacion de
nitrogeno por el método de reduccion
acetileno-etileno

4.1 Resumen

Este trabajo se realiz6 con el fin de determinar si la fijacion de nitrégeno es uno de los
mecanismos por el cual Bacillus subtilis EA-CB0575 promueve el crecimiento de la
microalga Chlorella sorokiniana UTEX1230 a nivel de Erlenmeyer y en medio de cultivo
BBM libre de nitrégeno. Se empled la metodologia ARA (por sus siglas en ingles, “acetylene
reduction assay”), la cual es una metodologia que permite determinar si la enzima
nitrogenasa, enzima encargada de la fijacién biolégica de nir6geno, se encuentra activa en
el cultivo microbiano y permite la reduccion del acetileno a etileno. Se evalud la cantidad de
etileno generada en cultivos de la bacteria y la microalga individuales y la produccién de
este gas en cocultivo. Se encontrd que las bacterias A320, Bacillus subtilis EA-CB0575 y
Azospirillum brasilense Cd, en medio NFb y Bacillus subtilis EA-CB0575, en medio BBM
libre de nitrégeno, redujeron acetileno en etileno, por lo cual se sugiere que estos
microorganismos fijan nitrogeno atmosférico por via bioldgica. Se determiné que en el
cocultivo Bacillus subtilis EA-CB0575 con Chlorella sorokiniana UTEX1230 también hay
produccion de etileno cuando se siembran los microorganismos en evaluacion en medio
BBM libre de nitrégeno en una atmosfera de acetileno, por lo cual se sugiere que la bacteria

fija nitrdgeno también en cocultivo.

4.2 Introduccion

La enzima nitrogenasa se encuentra en bacterias y arqueas, y cataliza la fijacién de

nitrdgeno por via bioldgica (Seefeldt et al., 2013). Esta enzima esta presente en los
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organismos fijadores y diversos estudios filogenéticos han concluido que estos se derivan
de un ancestro comun (Staal et al., 2001). Esta enzima representa cerca del 10% de las
proteina de las células donde se encuentra (Berman-Frank et al., 2003) y consiste en un
complejo de dos enzimas muy sensibles al oxigeno, las cuales se componen asi: El primer
complejo (complejo 1) esta formado por dos subunidades de o-—proteinas, dos de -
proteinas, 24 moléculas de hierro, 2 de molibdeno y un cofactor llamado FeMoCo. Por su
parte el complejo Il tiene dos a—proteinas y moléculas de hierro. Para que la fijacion sea
exitosa, deben presentarse los dos componentes ademas de tener un ambiente en
presencia de magnesio y ATP, debido a que el proceso consume energia (Glick and
Pasternak, 1998)

Figura 4-1 Modelacion 3D de la enzima nitrogenasa (Anderson, 2013)

Fe protein
@) P
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Existen varios tipos de enzima, en las que la composicion general es igual, pero el molibdato
puede ser reemplazado por vanadio o hierro y su actividad catalitica suele ser menor (Miller
and Eady, 1988; Seefeldt et al., 2013). La reaccion general de fijacion de nitrogeno se

presenta a continuacion (Glick and Pasternak, 1998) (Ecuacion 4.1).

N, + 8H* + 16ATP + 8¢~ > 2NH; + H, + 16ADP + 16 P (4.1)
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Para que este proceso se lleve a cabo se requiere de la presencia de otras proteinas que
regulan actividades en las células, lo que hace a que este proceso sea muy complejo (Glick
and Pasternak, 1998)

Se ha reportado que la nitrogenasa es capaz de reducir otras moléculas diferentes al
nitrogeno diatomico, principalmente compuestos carbonados cortos como el acetileno,
propileno, buteno, ciclopropeno, alcohol propargilico, entre otros (Seefeldt et al., 2013) Esta
capacidad de la enzima fue determinada por Schoéllhorn et al. (1967) y estudiada por
Dilworth (1966) quien encontré que la reaccion de reduccion de acetileno era analoga a la
fijacién de nitrogeno. Estos estudios fueron la materia prima para que Hardy et al. (1968)
desarrollara un método de cuantificar la fijaciébn de nitrdgeno, usando la reaccién de
reduccién de acetileno, debido a que este gas y el etileno eran facil de detectar y cuantificar
con la ayuda de un cromatégrafo de gases y hasta el momento ha sido el método mas
ampliamente empleado, se le conoce como método de reduccion de acetileno (ARA, por el
nombre en inglés “Acetylene reduction assay”). La reaccién general para la reduccién de

acetileno se presenta a continuacion (Ecuacion 4.2) (Seefeldt et al., 2013)
HC=CH+2H*+2e~ - H,C =CH, (4.2)

El método ha sido sugerido para la deteccion de la enzima debido a sus mdultiples virtudes:
es econdmico, rapido, sensible y preciso (Witty and Minchin, 1988). Rapidamente, el
método se basa en crecer el organismo en una atmosfera con acetileno, para que se
convierta en etileno, el cual luego se cuantifica y se extrapola en cantidad de nitrégeno
fijado. Se ha reportado que por cada mol de etileno producido se fijan aproximadamente
0.33 moles de N» (Hardy et al., 1968; Hardy et al., 1973; Flett et al., 1976), aunque algunos
autores difieren en este numero debido a que no se tiene en cuenta la inhibicion parcial de

la nitrogenasa por parte del acetileno (Herridge et al., 2008).

Autores como Staal et al.,, 2001 han empleado este método para medir la fijacién de
nitrégeno en cianobacterias, Dilworth, 1966; Dalton and Whittenbury, 1976; Eckert et al.,
2001) para medir esta actividad en bacterias y autores como Fishbeck et al., 1973; Zuberer
and Silver, 1978; Mascarua-Esparza et al., 1988 en plantas. Especificamente, Xie et al.,
1998 han reportado este método para evaluar la fijacion de nitrégeno en Bacillus spp. En
cocultivo microalgas-bacterias también se ha reportado el uso de ARA para evaluar fijacion
de nitr6geno. Hernandez et al. (2009) evalu6 la fijaciébn de nitrégeno en el cocultivo

inmovilizados de Chlorella vulgaris UTEX 2714 con Bacillus pumilus ES4 en medio SGM
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libre de nitrégeno, encontré que la bacteria sola y en cocultivo fijaba nitrogeno. Gonzalez et
al. (2000) evalué la fijaciébn de nitrégeno en cocultivo inmovilizado de Chlorella vulgaris
UTEX 2714 con Phyllobacterium myrsinacearum, se determind que la bacteria fijaba
nitrégeno entre 285 y 360 pmol/UFC mL.

Este capitulo tiene como finalidad de determinar si la fijacion de nitrégeno es uno de los
mecanismos por el cual Bacillus subtilis EA-CB0575 promueve el crecimiento de la
microalga Chlorella sorokiniana UTEX1230 a nivel de matraz y en medio de cultivo BBM

libre de nitr6geno, para lo cual utilizé método ARA.

4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Microorganismos y reactivos

En este trabajo se usaron los microorganismos Bacillus subtilis EA-CB0575 y la microalga
Chlorella sorokiniana UTEX 1230. Se emplearon ademas las cepas A320 (Suarez-Mesa,
2014) y Azospirillum brasilense Cd, como controles positivos fijadores de nitrdgeno (Holguin
and Bashan, 1996). Todos los microrganismos se activaron y se almacenaron como se
mencionan en los capitulos anteriores numerales 2.3.1 y 3.3.1. Para el ensayo de fijacién
se us6 Acetileno grado industrial, pureza 98,5% (Cryogas) almacenado en bolsa Tedlar de
5L. El etileno se produjo a nivel de laboratorio por medio del siguiente proceso:

A 20 mL de etanol se adicionaron 2g de sulfato de cobre (Merck Millipore) y 20 mL de acido
sulftrico y se calentd la solucion a 100°C en plancha de calentamiento. Por medio de este
proceso se obtiene etileno méas vapor de agua. Con el fin de eliminar el vapor se paso el
gas obtenido por una columna de condensacion y el gas seco se almacené en una bolsa
Tedlar (SKC) de 5 L hasta su uso.

4.3.2 Evaluacién de fijacion de nitrégeno por método ARA

Con el fin de determinar la fijacion de nitrogeno atmosférico de los diferentes
microorganismos en evaluacion se empleo el método de reduccién acetileno-etileno el cual
usa la cromatografia de gases como principio de cuantificacion. En este método se midio si
el organismo tiene la capacidad de reducir el acetileno a etileno por medio de la accién de

la enzima nitrogenasa (Bashan et al., 1989).
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Para todos los ensayos de este capituld se usé el cromatégrafo de gases del Laboratorio
de Quimica Instrumental de la Universidad EAFIT Autosystem XL de Perkin Elmer,
acoplado con un detector de flama ionizada (FID) de hidrogeno, operando a las siguientes
condiciones: Columna TRB-WAX 30 m x 0.32 mm x 0.25 um (Teknokroma, Serial: NF-
3254), la temperatura de columna a 50°C, temperatura del inyector de 120°C, temperatura
de detector 120°C. Se emple6 como gas acarreador N2 a una presion de 6.0 psi, y un Split
de 100 mL/min. Estas condiciones fueron adaptadas del método empleado por Holguin et
al. (1992). Se realizaron corridas de 0.5 mL de acetileno y etileno puros independiente por
el equipo para verificar los tiempos de retencion de cada uno. Ademas de un mezcla de
0.5mL de cada uno de los gases para determinar si se pueden diferenciar los picos de cada

uno de los gases.

Se reportaron los cromatogramas con los tiempos de deteccién y la concentracion de etileno

y acetileno por medio de la relacion de los resultados con las curvas de calibracion.

4.3.3 Curvas de calibracién etileno y acetileno

Para elaborar las curvas de calibracién del etileno y el acetileno en las condiciones de
operaciéon del numeral 4.3.2, se inyectaron diferentes cantidades (0.4, 0.8, 1.0, 1.2, 1.6 y
2.0 mL) de cada uno de los gases de forma independiente, a frascos herméticamente
sellados de 26 mL, que cotenian 10 mL de agua destilada estéril. De cada frasco se tomaron
0.5 mL de muestra la cual se inyectd al cromatdgrafo. Con el fin de calcular las moles de
gas que se inyectaron al equipo, se multiplicé la concentracion de cada frasco (mol/mL) por
la cantidad de gas inyectada y para determinar la concentracién en cada frasco (Cg) se us6
la ecuacién 4.3. Luego se graficaron las moles de cada gas versus el area reportada en el
equipo y se hall6 el coeficiente de determinacién para validar la precision de la curva. Sélo

se aceptaron curvas que tuvieran un coeficiente mayor 95%

, (mol) V; X pg 43)

mL) ~ PMg x 26 mL

Donde: Vi = volumen de gas inyectado a los frascos (mL), pe= densidad del gas (g/mL), PMsc= Peso molecular

del gas (g/mol).
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4.3.4 Fijacion de nitrégeno por método ARA en medio NFb

Este ensayo se realizo para verificar si el método ayuda a identificar fijacion de nitrégeno
antes de ser usado en el cocultivo en medio BBM sin nitrégeno, para lo cual se evaluaron
bacterias previamente evaluadas en los ensayos de tamizaje presentados en el capitulo 2.
Las cepas seleccionadas fueron B. subtilis EA-CB0575 como bacteria PGPB para el
cocultivo y los controles positivos A320 y A. brasilense Cd. Esta Ultima cepa ha sido
previamente evaluada con este método con resultados positivos para la fijacion (Bashan et
al., 1989). Se realizaron los ensayos en medio NFb, el cual ha sido previamente usado para
realizar método ARA (Mascarua-Esparza et al., 1988), posteriormente los ensayos se
hicieron en medio BBM sin nitrdgeno, por ser el medio de interés para el crecimiento de la

microalga en cocultivo.

Para las evaluaciones en medio NFb se prepararon cultivos de las 3 bacterias como se
describe en el numeral 2.3.3 y se incubaron durante 7 dias a 30°C. Luego, se le retiré 10%
del volumen de aire y se reemplaz6 con acetileno, incubando durante media hora.
Posteriormente se inyectaron al cromatografo 0.5 mL de gas de cada frasco y se realizé

una corrida de 3 minutos tiempo en el equipo.

Por medio de los cronogramas obtenidos se determind la cantidad de moles de etileno
obtenidas y se realiz6 el mismo procedimiento a frascos con medio NFb sin bacterias, como

control negativo al método.

4.3.5 Evaluacion de la fijacion de nitrégeno en cocultivos de
Chlorella sorokiniana UTEX 1230 -Bacillus subtilis EA-CB0575 por
meétodo ARA

Para evaluar la fijacién de nitrégeno del cocultivo microalga-bacteria PGPB se emple6 un
disefo unifactorial, con los tratamientos que se muestran en la Tabla 4-1. Este experimento

se realizé por triplicado y se repitid tres veces en tiempos independientes.
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Tabla 4-1 Tratamientos que empleados para la evaluacién de la fijacién de nitrdgeno por método
ARA.

Tratamiento Descripcién
Control absoluto Frascos con Medio BBM sin nitrégeno
Cultivo de C. sorokiniana Frascos con medio BBM sin nitrégeno y C.
sorokiniana a una concentracién de 1x108
células/mL.

Cultivo de B. subtilis EA-CB0575 Frascos con medio BBM sin nitrégeno y cultivo
de B. subtilis EA-CB0575 a una concentracion
de 1x108 células/mL

Co-cultivo de C. sorokinianay B. Frascos con C. sorokiniana y B. subtilis EA-
CBO0575 a una concentracion de 1x108
células/mL de cada microorganismo.

subtilis

Para estas evaluaciones se prepararon 200 mL de cultivos puros de la microalga y la
bacteria, ademas del cocultivo de ambos microorganismos en el mismo volumen, como se
mencionan en los numerales 3.3.3, 3.3.4 y 3.3.6 respectivamente. Los cultivos se incubaron
por 48 h a 30°C, 100 rpm y fotoperiodo 12 horas. Luego, se pasaron 10 mL cada cultivo a
frascos de 26 mL herméticamente sellados, y se incubaron a 30°C, 100 rpm, fotoperiodo de
12 h durante 24 h.

Pasado el tiempo de incubacion, al sistema se le retirdé el 10% de volumen de aire y se
sustituy6 este volumen con gas acetileno con una jeringa. Los frascos se incubaron por 1
hora y se tomé muestras de la atmésfera del recipiente por medio de succién con jeringa
en los tiempos 0, 0.5 y 1 hora y se inyectaron al cromatégrafo de gases para su analisis.
Con los datos reportados por el equipo y las curvas de calibracion (numeral 4.3.3) para cada

uno, se determina la cantidad de moles de etileno y acetileno.

4.3.6 Andlisis estadistico de los datos

Para el analisis estadistico se utilizé el software Statgraphics Centurion XVI, con un nivel
de confianza de 95%. Para las evaluaciones de fijacion de nitrégeno de la bacteria en

cocultivo con la microalga y sus respectivos controles de trabajo, se empleé como variables
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de respuesta: la concentracion de etileno y acetileno. Se evaluaron los supuestos de la tabla
ANOVA: normalidad de residuos, igualdad de varianza e independencia de los residuos por
medio de los test de Shapiro-Wills y Kolmogorov, Levene y la grafica de residuos vs. orden
de corrida, respectivamente. Para determinar diferencias significativas entre tratamientos,
se uso la tabla ANOVAYy la prueba de rango mdltiples LSD. Se realizaron todos los ensayos

con 3 réplicas y 3 veces en el tiempo.

4.4 Resultados

4.4.1 Ensayos preliminares para estandarizacion del método

Con el fin de determinar de los tiempos de retencién del acetileno y etileno puros y si se
podian separar con el equipo, se inyecto 0.5 mL de cada uno de los gases
independientemente y una mezcla de 0.5 mL de cada uno de los gases al cromatégrafo, se

visualizaron los tiempos de retencion para cada uno de los gases (Figura 4-2).

Se determiné que el tiempo de retencion del acetileno y etileno son 2.39 minutos y 2.42
minutos. Ademas la mezcla de los 2 gases se puede separar usando las condiciones

mencionadas en el numeral 4.3.2

Figura 4-2. Cronogramas para los gases puros y la mezcla de estos
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4.4.2 Curvas de calibracién acetileno y etileno

Con el fin de determinar la curva de calibracién de los gases en evaluacion se empleo el
cromatégrafo de gases alimentando al equipo con diferentes concentraciones del gas. El
equipo reporté es el area del pico del gas detectado en uVs, y por ende la curva de
calibracion permite determinar esas unidades a qué concentraciones del gas en umol
corresponden. Se realizaron las curvas de calibracién de acetileno y etileno y se presentan

en las Figura 4-3 y Figura 4-4.
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Figura 4-3 Curva de calibracion para acetileno usando las condiciones mencionadas en el numeral
4.3.2
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Figura 4-4. Curva de calibracién para etileno usando las condiciones mencionadas en el numeral
4.3.2
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4.4.3 Fijacion de nitrogeno en medio NFb por método ARA

Se realiz6é el método ARA para evaluar la capacidad de fijacion de nitrégeno de las cepas
B. subtilis EA-CB0575, A320, y Azospirillum brasilense Cd. Las dos Ultimas son controles
positivos por método NFb, adicionalmente A. brasilense Cd también ha sido probada por

método ARA por Bashan et al., 1998. Se realiz6 ademas la evaluacion al medio sélo para
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descartar interferencia en los resultados debido al medio. Los datos obtenidos se presentan

en la tabla 4-2.

Tabla 4-2 Resultados del método ARA para la evaluacion de la fijacion de nitrégeno para las cepas
A320, Bacillus subtilis EA-CB0575 y Azospirillum brasilense Cd en medio NFb.

Tratamiento Control medio NFb Microorganismo A320
Acetileno Etileno T.Retencion Acetileno Etileno T.Retencion
Tiempo (h)
(nmol) (nmol) (min) (nmol) (umol) (min)
0 4077.50 Aa  0.00 Aa 2.38 394197 Aa  0.00 Aa 2.38
0.5 3809.81 Aa 0.00 Aa 2.34 0.00Bb  3209.77 Bb 2.44
1 3950.56 Aa  0.00 Aa 2.38 0.00 Bb 3767.72 Bc 2.43
Tratamiento A. brasilense Cd B. subtilis EA-CB0575
Acetileno Etileno T.Retencion Acetileno Etileno T.Retencidn
Tiempo (h)
(umol) (umol) (min) (umol) (nmol) (min)
0 4080.76 Aa  0.00 Aa 2.37 3982.26 Aa  0.00 Aa 2.39
0.5 0.00Bb  3285.03 Bb 2.42 0.00Bb  3381.95Bb 2.41
1 0.00 Bb 3868.97 Bc 2.43 0.00 Bb 3868.97 Bc 2.43

*Letras minasculas indican diferencias significativas entre los tiempos de cada tratamiento para el mismo gas,
mayusculas indican diferencia significativa entre mismo ciclo del mismo gas. Las diferencias significativas se
encontraron con ANOVA-unifactorial, con valor-P < 0.05, y de acuerdo al Test de LSD de rangos mdltiples.

De acuerdo a los resultados presentados, se determindé que en Control medio NFb no
registr6 presencia de etileno y para este tratamiento no se presentaron cambios
estadisticamente significativos en la cantidad de umoles de acetileno en el tiempo (valor-
P= 0.47). Ademas, no se evidencian diferencias significativas en la concentracién de

acetileno entre tratamientos en el tiempo cero (Valor-P= 0.83).

En los tratamientos donde hay presencia de bacteria luego de 30 minutos no se evidencié
presencia de acetileno en los diferentes tratamientos. Sin embargo, si se evidencid pico
correspondiente al tiempo de retencion del etileno tanto a la media hora como a una hora.
La reduccion del acetileno a etileno se puede evidenciar en los cromatogramas, donde se

cambia el tiempo de la aparicion del pico como se presenta en la figura 4-5.
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Figura 4-5. Cromatogramas a diferentes tiempos del tratamiento para cultivo de Azospirillum
brasilense Cd en medio NFb. A: TiempoO h, B: Tiempo 0.5 h, C: Tiempo 1h. TR: Tiempo de retencién.
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4.4.4 Evaluacion de la Fijaciéon de nitrégeno en cocultivos de
Chlorella sorokiniana UTEX 1230 con Bacillus subtilis EA-CB0575
por método ARA

Para determinar si uno de los posibles mecanismos de promocién de crecimiento de la
microalga C. sorokiniana UTEX 1230 por parte de B. subtilis EA-CB0575 es la fijacion de
nitrégeno se evalud la fijacion de nitrégeno del cocultivo del microorganismo en medio BBM
por medio de la metodologia ARA. Se evaluaron los tratamientos mencionados en la Tabla
4.1. Los datos obtenidos para la concentracién de acetileno y etileno se muestran
en la Tabla 4.3

Figura 4-6. Cromatogramas a diferentes tiempos del tratamiento para cocultivo C. sorokiniana

UTEX1230 + B. subtilis EA-CB0575 en medio BBM sin nitrégeno. Linea roja: TiempoO h, Linea negra:
Tiempo 0.5 h, Linea azul: Tiempo 1h.
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Tabla 4-3 . Resultados del método ARA para la evaluacién de la fijacién de nitrégeno en el cocultivo
C. sorokiniana UTEX1230-B. subtilis EA-CB0575 y sus respectivos controles.

Tratamiento BBM libre de nitrégeno C. sorokiniana UTEX1230
Acetileno Etileno T.Retencion Acetileno Etileno T.Retencidn
Tiempo (h)
(umol) (umol) (min) (nmol) (nmol) (min)
0 3595.99 Aa  0.00 Aa 2.39 3647.32 Aa 0.00 Aa 2.39
0.5 3175.24 Aa 0.00 Aa 2.39 3067.79 Aa 0.00 Aa 2.39
1 2974.87 Aa  0.00 Aa 2.37 3016.64 Aa 0.00 Aa 2.37
C. sorokiniana UTEX1230 +
Tratamiento B. subtilis EA-CB0575
B. subtilis EA-CB0575
Acetileno Etileno  T.Retencidon Acetileno Etileno T.Retencidn
Tiempo (h)
(nmol) (nmol) (min) (umol) (umol) (min)
0 3805.36 Aa  0.00 Aa 2.38 3804.23 Aa 0.00 Aa 2.38
0.5 0.00Bb  1309.51 Bb 2.40 0,00Bb  2254.08 Bb 2.41
1 0.00 Bb 1873.24 Bb 2.40 0,00 Bb 2330.80 Bb 2.41

*Letras minasculas indican diferencias significativas entre los tiempos de cada tratamiento para el mismo gas,
mayusculas indican diferencia significativa entre mismo ciclo del mismo gas. Las diferencias significativas se
encontraron con ANOVA-unifactorial, con valor-P < 0.05, y de acuerdo al Test de LSD de rangos mdltiples.

Se observé que en los tratamientos medio BBM sin nitrdgeno y cultivo de Chlorella
sorokiniana UTEX1230 puro no presentaron presencia de etileno, y para estos tratamientos
no se presentaron cambios estadisticamente significativos en la cantidad de pmoles de
acetileno en el tiempo (Valor-P= 0.79). Ademas no se evidencian diferencias significativas
en la concentracién de acetileno entre tratamientos en el tiempo cero (Valor-P=0.99). Los
tratamientos en los cuales hubo presencia del microorganismo B. subtilis EA-CB0575
muestran una movilizacion del pico del acetileno en unos pocos segundos, hacia el rango
de tiempo donde el pico del etileno ha sido detectado y no se observa aparicién del pico
que estd cerca de 2.37-2.39 minutos, correspondiente al pico del acetileno. Luego del
minuto 30, desaparece el acetileno de los tratamientos B. subtilis EA-CB0575 y el cocultivo
C. sorokiniana UTEX1230 + B. subtilis EA-CB0575, pero se detecta el etileno y no varia su

concentracion luego de este punto.
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4.5 Discusion

Este objetivo del proyecto buscaba determinar si la fijacion de nitrégeno es uno de los
mecanismos por los cuales la PPGB B. subtilis EA-CB0575 promueve el crecimiento de la
microalga C. sorokiniana UTEX 1230, con el fin de a portar al estudio de comportamiento
eucariota-procariota, empleando la microalga como modelo de planta unicelular y siendo
un posible método de aumento en la concentracion de la microalga para futuros usos de
esta biomasa. La deteccidén de la capacidad de fijacion se realizé por medio del método
ARA, determinando que los medios NFb y el BBM sin nitrégeno no fijan nitrégeno debido a
que no se detecto etileno luego de ponerlos en una atmosfera con acetileno. De esta
manera los medios sin presencia de microorganismos se consideran un correcto control
absoluto para el experimento. Ademas que los medios no afectan la cantidad de acetileno
en la atmosfera ya que no se presentaron diferencias significativas en la concentraciéon de

acetileno en el tiempo.

Se determind que la microalga C. sorokiniana UTEX 1230, no fija nitrégeno por si sola
debido a que al ser sembrada en una atmosfera con acetileno no lo reduce a etileno, esto
esta de acuerdo con la teoria que solo bacterias y cianobacterias son capaces de fijar

nitrégeno (Berman-Frank et al., 2003).

Las bacterias A320, Bacillus subtilis EA-CB0575 y Azospirillum brasilense Cd tienen la
capacidad de reducir acetileno en etileno, esto se puede evidenciar por la presencia de
etileno (3285.03 y 3868.97 umol de C;H4) luego de 30 min de haber sembrado las bacterias
en una atmosfera con acetileno. Ademas, en medio BBM sin nitrégeno Bacillus subtilis EA-

CBO0575 produjo 1309,51 umol de CzH4cuando crece en una atmdsfera con acetileno.

La presencia de etileno nos indica se esta reduciendo el acetileno en este y debido a que
esta reaccion es indicativo de la actividad nitrogenasa y por ende de la fijacion biolégica de
nitrdgeno, se puede sugerir que estas bacterias pueden fijar nitrégeno atmosférico.
Ademas, Franco y Santa Maria, 2015 (sin publicar) encontraron algunos genes nif en el
genoma del B. subtilis EA-CB0575, este resultado y el de método de ARA en NFb puede

sugeri que esta cepa es fijadora de nitrégeno.

Bashan et al. (1989) usando el método ARA determind que Azospirillum brasilense Cd fija
nitrégeno atmosférico, debido a que esta bacteria es capaz de producir a una tasa de 55

pumol de CoH4/mg proteina minuto, cuando se siembra en medio BL libre de nitrégeno en
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una atmaosfera con acetileno. Otros reportes como el trabajo de Xie et al. (1998) presentan
aislamientos del6 cepas fijadoras de nitrégeno en plantas de arroz, al usar el método de
reduccién de acetileno. En este trabajo se puedierob encontrar algunas cepas del genero
Bacillus con capacidad de fijacion. Habibi et al. (2014) aislaron varias cepas fijadoras de
nitrégeno, las cuales fueron evaluadas por el método ARA encontrando que B. altitudinis
produce 3.9 nmol de C;H4/ h *10° células y B. pumilus reduce 5.9 nmol de C,H4/ h *10°

células.

En cocultivo C. sorokiniana UTEX1230 con B. subtilis EA-CB0575, la bacteria produce
2254.08 pmol de C:H4, esta cantidad es mayor que la cantidad producida por la bacteria
sembrada individualmente, ya que solo produce 1873.24 umol de CzH4. Hernandez et al.
(2009) evalué la fijacion de nitrégeno en el cocultivo inmovilizados de Chlorella vulgaris
UTEX 2714 con Bacillus pumilus ES4 en medio SGM libre de nitrégeno, se encontré que
en cocultivo se aumenta la cantidad de etileno producido comparado con la bacteria sola,
ya que la productividad en cocultivo es 23 nmol de C;H4/10* UFC h, mientras en la bacteria
sola tiene un productividad 20 nmol de C2H4/10* UFC h, lo que equivale en un aumento del
15%.

Debido a la capacidad de la bacteria B. subtilis EA-CB0575 de reducir acetileno en etileno
en los diferentes tratamientos se sugiere que la bacteria puede tener la enzima nitrogenasa
activa, sin embargo no se puede asegurar que la que fije nitrgeno ambiental. Pero para
definir si es por este mecanismo que se promueve el crecimiento de la microalga C.
sorokiniana UTEX 1230 es necesario usar metodologias de deteccion mas avanzadas
como marcacion con isétopos radioactivos, NanoSIM, entro otros y asi ademas determinar

si la microalga esta aprovechando el nitrégeno fijado por la bacteria.

4.6 Conclusiones

El microorganismo C. sorokiniana UTEX 1230 en medio NFb y BBM sin nitrégeno no posee
la capacidad de reducir el acetileno en forma de etileno, indicativo de que no fijan nitrégeno
ambiental. Las Bacterias A320, Bacillus subtilis EA-CB0575 y Azospirillum brasilense Cd
en medio NFB cultivadas en un atmosfera de acetileno produjeron etileno y B. subtilis EA-
CBO0575 produce etileno cuando crece en medio BBM libre de nitr6geno, lo que permite
sugerir que estas bacterias son fijadoras de nitrdgeno. En el cocultivo C. sorokiniana
UTEX1230 con B. subtilis EA-CB0575 en medio BBM libre de nitrégeno, la bacteria reduce
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acetileno en etileno y en mayor proporcidn que la bacteria en crecimiento individual, por lo
cual también se sugiere que hay fijacion biolégica del gas.

Para estar seguros de este mecanismo de promocion por parte de la bacteria se recomienda
verificar por otros métodos dicha fijacion y a la vez determinar si la microalga aprovecha el
nitrégeno fijado
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En estudio se evaluaron 22 PGPB aisladas de plantas de banano, e encontré que 10 de
estas cepas poseen capacidad de crecimiento en medio NFb (medio libre de nitrégeno) y
que podrian ser fijadoras de nitrdgeno atmosférico. Las cepas que crecieron en el medio
NFb pertenecen a las especies Bacillus subtilis, Bacillus pumilus y Bacillus
amyloliquefaciens. Mientras que 12 no crecieron en medio NFb por lo cual se descarta que

sean fijadoras de nitrégeno.

Al cocultivar C. sorokiniana con B. subtilis EA-CB0575 se aumenta en un 94% la
concentracion celular de la microalga en comparacién con el cultivo de microalga sola en
medio BBM sin nitrégeno, por lo cual se puede sugerir que la bacteria promueve el
crecimiento de la microalga. Ademas en cocultivo, la bacteria aumenté el area en un 450%
y los parametros cinéticos de la microalga en un 73% comparado con el cultivo de la

microalga sola.

El microorganismo C. sorokiniana UTEX 1230 en medio BBM sin nitrdgeno no posee la
capacidad de reducir el acetileno en forma de etileno, indicativo que no fijan nitrégeno

ambiental.

Las bacterias A320, Bacillus subtilis EA-CB0575 y Azospirillum brasilense Cd en medio NFB
creciendo en un atmosfera de acetileno producen etileno y B. subtilis EA-CB0575 produce
etileno cuando crece en medio BBM libre de nitrdgeno en una atmosfera con acetileno, lo
que permite sugerir que estas bacterias son fijadoras de nitrégeno. A partir de los resultados
de la siembra en NFb, el método ARAy la presencia del gen nif indican que Bacillus subtilis
EA-CBO0575 puede fijar nitrégeno.
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En el cocultivo C. sorokiniana UTEX1230 con B. subtilis EA-CB0575 en medio BBM libre
de nitrégeno, la bacteria reduce acetileno en etileno y en mayor proporcion que la bacteria

en crecimiento individual, por lo cual también se sugiere que hay fijacion biolégica del gas.

Para poder asegurar que la fijacién de nitrégeno es uno de los mecanismos de promocion
del crecimiento microalgar por parte de la bacteria es necesario usar metodologias de
deteccién mas avanzadas como marcacién con isétopos radioactivos, NanoSIM, entro otros

para determinar si la microalga esta aprovechando el nitrégeno fijado por la bacteria.

Ademas se recomienda evaluar otros mecanismos de promocion para elucidar mejor la
interaccion microalga-bacteria, para aportar al estudio del modelo simplificado de la
interaccion planta-bacteria.
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Anexos

Anexo 1. Curva calibracién para densidad celular (UFC/mL) vs densidad 6ptica (absorbancia) para

Bacillus subtilis EA-CB0575 realizada por el método de unidades formadoras de colonia.

Densidad celular (UFC/mL)

1,20E+08

1,00E+08

8,00E+07

6,00E+07

4,00E+07

2,00E+07

0,00E+00

y = 9E+07x
R?=0,9449

0,2

0,4

T
0,6

Densidad optica

0,8

1,2

Anexo 2. Curva calibracién para densidad para densidad celular (UFC/mL) vs densidad Optica

(absorbancia) para Bacillus subtilis EA-CB0575 realizada por el método tincién con CSFE.

Densidad celular (células/mL)

1,40E+08

1,20E+08

1,00E+08

8,00E+07

6,00E+07

4,00E+07

2,00E+07

0,00E+00

y = 1,2401E+08x
R?=9,9081E-01

0,2

0,4

0,6
Densidad optica

0,8

1,2
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Anexo 3. Microscopias de fluorescencia de Bacillus subtilis EA-CB0575 y Chlorella sorokiniana UTEX
1230 (100x) en BBM maodificado sin nitrégeno.

*Encerrado en amarrillo: Chlorella sorokiniana UTEX1230; Encerrado en rojo: Bacillus subtilis EA-
CB0575
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