
[image: image1.emf]horario domingo 16 Lunes 17 Martes 18 Miércoles 19 Jueves 20 Viernes 21 sabado 22

  9.00 - 9.30 Azospirillum Actinomicetes helper 

Mecanismos PGRP

Micorrizas  Lipidos Inoculantes

  9.30 - 10.00

CASSAN

SOLANS

CASSAN FONTENLA FERRARI

PENNA

10.00 - 10.30 Simbiosis en leguminosas

10.30 - 11.00

FERRARI

11.00 - 11.30

11.30 - 12.00 Frankia, actinorrizas  Pseudomonas  Micorrizas 

Mecanismos PGRP

DISCUSION GENERAL

12.00 - 12.30 CHAIA

VALVERDE

NOUHRA

CASSAN

12.30 - 13.00

13.00 - 13.30

libre

13.30 - 14.00   

14.00 - 14.30

PRESENTACIÓN

Micorrizas 

EVALUACION

14.30 - 15.00 PGPR   Nodulación  Aislam.Pseudomonas  Micorrizas  FONTENLA - NOUHRA

15.00 - 15.30

WALL

WALL VALVERDE

CORNEJO

15.30 - 16.00

16.00 - 16.30

16.30 - 17.00 Micorrizas 

17.00 - 17.30

Mecanismos PGRP 

Aislamientos PGRP  Aislam.actinomycetes  

Pseudomonas

FONTENLA - NOUHRA

17.30 - 18.00

WALL

CASSAN

SOLANS

VALVERDE

18.00 - 18.30 CASSAN

18.30 - 19.00

19.00 - 19.30

Frankia 

19.30 -20.00

CHAIA


UNIVERSIDAD NACIONAL DEL COMAHUE

CENTRO REGIONAL UNIVERSITARIO BARILOCHE
Departamento de Postgrado – Doctorado en Biología

CURSO DE POSTGRADO

“MICROORGANISMOS PROMOTORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL

 Tendencias modernas de investigación y aplicaciones biotecnológicas

 (Avalado por la Comisión de Doctorado en Biología, Res.CRUB Nº 257/12)

Docentes
Cassán Fabricio, Chaia Eugenia E. , Cornejo Pablo, Ferrari Alejandro , Fontenla Sonia B. , Nouhra Eduardo R. , Penna Claudio ,  Solans Mariana , Valverde Claudio, Wall Luis G. 

Fundamentación

Las raíces de las plantas producen un amplio rango de exudados que forman la base para  un ambiente complejo y diferente en sus cualidades físico-químicas con respecto al resto del suelo. En este ambiente, conocido con el nombre de rizósfera, habita una vasta comunidad microbiana  algunos de cuyos miembros son de vida libre y otros pueden penetrar en tejidos radicales formando asociaciones endofíticas. Dichas comunidades, de las que forman parte bacterias y hongos, pueden influir sobre la vegetación, causando efectos benéficos o detrimentales, de trascendental importancia para la productividad vegetal.  
Los efectos benéficos para el crecimiento de las plantas pueden ser producidos por el grupo de bacterias rizosféricas conocidas como Rizobacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal o PGPR (del inglés, Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Dentro de los mecanismos responsables de la promoción directa del crecimiento vegetal, se han reconocido: (1) fijación biológica de nitrógeno; (2) solubilización de fosfátos; (3) producción de sideróforos; (4) actividad nitrato reductasa y producción de óxido nítrico y (5) producción de fitohormonas, tales como auxinas, citocinas, giberelinas entre otros. Las bacterias PGPR-Biocontrol  promueven el crecimiento vegetal por mecanismos de biocontrol de fitopatógenos o por mecanismos indirectos, tales como: (1) la producción de compuestos antifúngicos o antibacterianos, nematicidas, insecticidas, etc.; (2) la producción de compuestos volátiles; (3) inducción de resistencia sistémica y (4) la competencia por el medio. Otras rizobacterias son consideradas como  reguladoras de la homeostasis de plantas superiores (PSHR).
 
Algunas bacterias forman asociaciones muy exitosas en la naturaleza destacándose las asociaciones  de PGPR, PGPR-B o PSHR como Pseudomonas sp. , Bacillus sp., Azotobacter sp., y Azospirillum sp., de vida libre o endofíticos de tejidos vegetales, con plantas no-leguminosas. Azospirillum tiene una distribución ecológica muy amplia y es responsable del mejoramiento productividad de numerosas especies incluyendo cultivos de importancia como el trigo, el arroz, el sorgo y el maíz. Las pseudomonas fluorescentes son reconocidas por su capacidad de colonización radicular y variados mecanismos probióticos (antagonismo de fitopatógenos mediante síntesis de antibióticos y enzimas extracelulares, inducción de resistencia sistémica adquirida, e incremento de la biodisponibilidad de fosfatos orgánicos e inorgánicos). El género Pseudomonas es genéticamente diverso y está ampliamente distribuido en ambientes agrícolas. Se aíslan y cultivan con relativa facilidad, y se cuenta con la información de secuencia de muchos genomas que facilitan el enfoque molecular para su detección, cuantificación y caracterización.

Entre los microorganismos endofíticos, que forman asociaciones simbióticas, se encuentran las bacterias fijadoras de nitrógeno, como las del grupo Rhizobium – Bradyrhizobium y el actinomicete del género Frankia. La simbiosis con Frankia (simbiosis actinorrícica) ha evolucionado en una notable variedad de angiospermas y constituye junto con la simbiosis rizobial, formada por plantas leguminosas y rizobios un eficiente sistema de fijación biológica de N2. Los efectos favorables de estas simbiosis para las plantas hospedadoras, la vegetación asociada y el suelo, han sido reconocidos ampliamente. Diversos rizoactinomicetes, como Streptomyces Actinoplanes y Micromonospora, pueden ejercer un efecto sinérgico de las simbiosis, debido a la producción de metabolitos secundarios bioactivos y de enzimas extracelulares, los cuales favorecen el crecimiento vegetal o la nodulación simbiótica por parte de bacterias fijadoras de N2.  
Otros integrantes de las comunidades microbianas de la rizósfera, son los hongos micorrícicos y los hongos septados marrones, entre otros, que penetran en las raíces de las plantas. La simbiosis con hongos micorrícicos es considerada como una interacción mutualista balanceada, en la mayoría de los casos, las micorrizas son beneficiosas para las plantas. Sin embargo existen algunos casos donde la interacción puede llegar a ser neutra o inclusive perjudicial. La simbiosis micorrícica se establece en la mayoría de las plantas terrestres y contribuye con la absorción de nutrientes como nitrógeno, fósforo y potasio, así como también agua. Por otra parte regula la composición de las comunidades vegetales por afectar la competencia, la composición de las comunidades, la sucesión vegetal y la recuperación de los ecosistemas. La colonización micorrícica determina cambios en los patrones fisiológicos de las plantas y en los exudados radicales. Estos cambios han propiciado que algunos autores limiten una nueva fracción de suelo denominada “micorrizósfera” que representa la región de influencia de las raíces micorrizadas y las hifas del hongo que se extienden varios centímetros desde la superficie radical. Debido a esto, la presencia en el suelo de hongos capaces de establecer la simbiosis micorrícica representa una gran ventaja adaptativa, especialmente para plantas que puedan estar creciendo bajo condiciones limitantes de nutrientes, o donde éstos se encuentren más allá de la zona desde donde la raíz pueda realizar su absorción. Otra gran ventaja de esta simbiosis es la capacidad de recuperación física de suelos degradados, debido al entrelazado de partículas del suelo que ocurre mediante la red de hifas, evitando así procesos de erosión y desertificación. Los estudios modernos en este tipo de simbiosis han demostrado que tiene igualmente un gran rol en el secuestro de carbono en suelos por la producción de diversas proteínas recalcitrantes de origen fúngico, lo que adquiere especial relevancia ante las evidencias de un cambio global.
La asociación de leguminosas con rizobios y micorrizas arbusculares constituye un sistema tripartito de elevada autotrofía, que mejora la asimilación de nutrientes y la supervivencia en suelos extremadamente pobres. Estos distintos microorganismos co-ocurren en ambiente relacionados espacialmente, en las raíces de las plantas y/o en la rizósfera, y producen efectos sinérgicos sobre el crecimiento vegetal.

Existe en la actualidad,  un creciente interés en comprender las interacciones entre los distintos grupos de microorganismos del suelo debido a la importancia de sus aplicaciones en la agricultura sustentable. En este sentido, se comercializan diferentes inoculantes PGRP que promueven el crecimiento de distintos cultivos, aparentemente a través del mecanismo de supresión de enfermedades en las plantas (bioprotectores), el incremento de la adquisición de nutrientes (biofertilizantes) y/o la producción de fitohormonas (bioestimulantes). Por ejemplo, las bacterias de los géneros Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas, Burkholderia y Agrobacterium han sido utilizadas para el control  de enfermedades. Los biofertilizantes incluyen bacterias fijadoras de nitrógeno, como Azospirillum y Rhizobium. 

En este curso se propone una discusión y actualización temática sobre distintos microorganismos promotores del crecimiento vegetal, representativos de los diferentes  tipos de interacciones, tales como, rizobacterias PGPR, PGPB, PSHR, bacterias simbióticas fijadoras de nitrógeno y hongos micorrícicos; y de los mecanismos bioquímicos, fisiológicos y moleculares de promoción del crecimiento vegetal que ejercen. En particular, se presentarán aspectos básicos y aplicados sobre los géneros Pseudomonas, Azospirillum, Actinomicetes saprófitos, Frankia, y hongos micorrícicos, relacionados con su biología, ecología y diversidad, los mecanismos probióticos y los efectos promotores en general. Se tratarán los efectos de interacciones múltiples sobre el crecimiento vegetal como Rhizobium-hongos micorrícicos  y Frankia-rizoactinomicetes. Se presentarán aplicaciones biotecnológicas. Se brindarán técnicas de aislamiento, identificación de microorganismos y de sus efectos probióticos. 
Objetivos
· Brindar y generar ámbitos de discusión de los conocimientos actualizados sobre organismos promotores del crecimiento vegetal, relacionados con  su biología, diversidad, fisiología, ecología, interacciones múltiples, mecanismos probióticos y efectos promotores en general. 
· Brindar aspectos metodológicos del uso y manejo de estos microorganismos y ejemplos de las aplicaciones como promotores del crecimiento de plantas.
· Discutir e intercambiar los conocimientos entre los diversos docentes y los alumnos.
Contenidos teóricos

I. Microorganismos promotores del crecimiento vegetal. Introducción.
Microorganismos del suelo. Efectos promotores en general. Organismos fijadores de nitrógeno. Nitrogenasa. Importancia de la fijación de nitrógeno.
II. PGPR, PGPB, PSHR

Bacterias pertenecientes a los grupos de Rizobacterias  promotoras del crecimiento (PGPR); rizobacterias biocontroladoras de organismos patógenos de plantas (PGPB) y rizobacterias reguladoras de la homeostasis vegetal en condiciones de estrés abiótico (PSHR). Mecanismos bioquímicos, fisiológicos y moleculares de promoción del crecimiento vegetal. Fijación biológica de nitrógeno en vida libre y actividad nitrato reductasa. Solubilización de fosfatos. Producción de sideróforos, compuestos reguladores del crecimiento vegetal y fitohormonas. Principales compuestos producidos por rizobacterias: auxinas, citocininas, giberelinas, etileno, ácido abscísico y poliaminas. Producción de compuestos volátiles. Mecanismo y actividad de la enzima bacteriana 1-amino-ciclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa. Interacciones célula-célula y quorum sensing. El óxido nítrico como molécula clave de la promoción microbiana del crecimiento vegetal. Importancia agronómica de las PGPB, PSHR y PGPR. Aplicaciones agronómicas de la rizobacterias benéficas.

III. Pseudomonas: 

Características microbiológicas del grupo taxonómico. Aislamiento. Diversidad. Métodos de análisis. Herramientas genéticas. Mecanismos probióticos: Antibiosis. Resistencia inducida sistémica. Producción de hormonas vegetales o modificación de balance hormonal vegetal. Secuestro de hierro. Solubilización de fosfatos inorgánicos.  Colonización rizosférica y endofítica. ¿Especificidad de hospedador? Regulación de mecanismos probióticos: autoregulación, factores ambientales y otros factores biológicos. Interacción con predadores. Interacciones con otros microorganismos PGPR. Insumos agrobiotecnológicos. Panorama nacional e internacional. Perspectivas.
IV. Frankia y la simbiosis actinorrícica. 

Caracterización de Frankia en vida libre y en simbiosis. Tipos de cepas. Géneros actinorrícicos. Especificidad de huéspedes. Ocupación de nódulos. Métodos de estudio de Frankia en el ambiente. Presencia de Frankia en relación con las características ambientales. Dispersión de Frankia. Competencia. Aplicaciones en restauración ambiental.
V. Nodulación. 

Nodulación radicular en simbiosis con plantas, leguminosas y rizobios, Parasponia, Frankia y plantas actinorrícicas, otros casos. Señales de reconocimiento, vías de infección, desarrollo del nódulo.  Mecanismos de regulación de la infección y la nodulación, modulación por efectos de nutrientes. Asimilación y destino del N fijado en los nódulos simbióticos.
VI. Actinomicetes saprófitos
Características generales de los Actinomicetes: ambientes, crecimiento, morfogénesis, formación de las esporas. Clasificación de los Actinomicetes: criterios morfológicos, fisiológicos, quimiotaxonómicos (composición de aminoácidos de las paredes, patrón de azúcares de las células, ácido micólico, fosfolípidos, menaquinonas, ácidos grasos), secuenciación de 16S rDNA. Actinomicetes saprófitos aislados de Ochetophila trinervis: características morfológicas y fisiológicas de las cepas. Rizoactinomicetes como bacterias colaboradoras  (o “helpers”) de las simbiosis O. trinervis-Frankia y leguminosa-rizobio. Importancia  de los actinomicetes  en el suelo y en la biotecnología.

VII. Micorrizas

Generalidades y relaciones ecológicas: mutualismo, comensalismo y/o parasitismo (mycoheterotrofía). Tipos de micorrizas. Ectomicorrizas y micorrizas arbusculares: Anatomía de la simbiosis, aspectos ecológicos y fisiológicos. Interacciones con las plantas, el suelo (rizósfera y micorrizósfera) y otros microorganismos. Métodos clásicos de recuento, identificación y aislamiento de micorrizas. Métodos moleculares. Taxonomía.  Hongos hipogeos micorrícicos: taxonomía, morfología y rol en los ecosistemas forestales. Hongos septados marrones.
VIII. Interacciones entre leguminosas arbóreas, Rhizobium spp. y micorrizas arbusculares. Degradación del suelo y rehabilitación por métodos biológicos. Asociación entre leguminosas, rizobios y micorrizas: ciclos de nitrógeno y fósforo. Potencial de árboles fijadores de nitrógeno para rehabilitar suelos degradados. Ensayos de inoculación en invernadero: crecimiento, nodulación y fijación biológica. Infectividad y efectividad: Comparación con cepas nativas y con cepas de colección. Interacciones entre microsimbiontes: sinergismo y antagonismo. Ensayo a campo con Robinia pseudoacacia en simbiosis múltiple. Ejemplos de caso con otras leguminosas.
IX.  Microorganismos de uso agrícola: Desarrollo de inoculantes, metodologías de evaluación, registro y fiscalización.
X. Lípidos del suelo

Importancia de los lípidos como biomoléculas. Clasificación: lípidos totales, lípidos neutros, glicolípidos y fosfolípidos.  Nomenclatura de ácidos grasos. Estimaciones de biomasa y de actividad microbiana mediante análisis de ácidos grasos. Los lípidos como marcadores taxonómicos de bacterias, hongos y protozoarios. Diversidad de lípidos en el suelo. Interpretación de perfiles de lípidos extraídos del suelo. Estudios indirectos de la estructura de las comunidades microbianas del suelo. Técnicas para la extracción de lípidos de muestras de suelo o de tejido vegetal. Análisis por cromatografía gaseosa. Ventajas y limitaciones del método.
Trabajos prácticos
1- Pseudomonas
Recuento específico de Pseudomonas en suelo y rizósfera, y densidad relativa a microorganismos mesófilos cultivables presentes como flora natural en suelo y  rizósfera de diversas plantas, mediante la utilización de medio de cultivo selectivo e indicador para el grupo.
    2 - PGPR, PGPB, PSHR

Aislar rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal epifíticas y/o endofíficas de especies vegetales de interés. Evaluar la capacidad de tales aislamientos para expresar potenciales mecanismos de promoción del crecimiento vegetal en sistemas controlados de cultivo, tales como: (a) fijación biológica de nitrógeno atmosférico; (b) expresión de la actividad nitrato reductasa y (c) actividad ACC-deaminasa; (d) producción de fitohormonas, como el ácido indol-3-acético; (e) producción de sierdóforos y (f) solubilización de fuentes insolubles de fosfato.

3- Rizoactinomicetes

Representantes “terrestres-saprófitos”: ciclo de vida; colección, conservación y pre-tratamiento de las muestras; técnicas de dilución en series, distribución de partículas del suelo sobre agar y estampado. b) Representantes “aéro-acuáticos” (actinoplanetes): ciclo de vida; colección, conservación y pre-tratamiento de las muestras; técnica de quimiotaxis com compuestos y con cebos. 

4- Frankia  
Método de aislamiento partir de nódulos de plantas actinorrícicas. Identificación de colonias y cultivo de cepas.

5- Colonización radical, morfología, identificación y taxonomía de micorrizas
a) Representantes de endomicorrizas. b) Representantes de ectomicorrizas. c) Representantes de endófitos radicales
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		CRONOGRAMA MPCV2

		horario		domingo 16		Lunes 17		Martes 18		Miércoles 19		Jueves 20		Viernes 21		sabado 22

		9.00 - 9.30				Azospirillum		Actinomicetes helper		Mecanismos PGRP		Micorrizas		Lipidos		Inoculantes

		9.30 - 10.00				CASSAN		SOLANS		CASSAN		FONTENLA		FERRARI		PENNA

		10.00 - 10.30												Simbiosis en leguminosas

		10.30 - 11.00												FERRARI

		11.00 - 11.30

		11.30 - 12.00				Frankia, actinorrizas						Micorrizas		Mecanismos PGRP		DISCUSION GENERAL

		12.00 - 12.30				CHAIA		VALVERDE				NOUHRA		CASSAN

		12.30 - 13.00

		13.00 - 13.30								libre

		13.30 - 14.00												  

		14.00 - 14.30		PRESENTACIÓN										Micorrizas		EVALUACION

		14.30 - 15.00		PGPR		 Nodulación		Aislam.Pseudomonas						FONTENLA - NOUHRA

		15.00 - 15.30		WALL		WALL		VALVERDE				CORNEJO

		15.30 - 16.00

		16.00 - 16.30

		16.30 - 17.00												Micorrizas

		17.00 - 17.30		Mecanismos PGRP		Aislamientos PGRP						Pseudomonas		FONTENLA - NOUHRA

		17.30 - 18.00		WALL		CASSAN		SOLANS				VALVERDE

		18.00 - 18.30		CASSAN

		18.30 - 19.00

		19.00 - 19.30						Frankia

		19.30 -20.00						CHAIA

				HORAS MPCV		HS POR DOCENTE		HS POR DOCENTE		CAFÉ		PRESENT, DISCU, EVALUAC		TOTAL  CURSO

						TEORIA		PRACTICA

				WALL		5.5

				CASSAN		3		6

				CHAIA		2		1.5

				SOLANS		2		1.5

				VALVERDE		2		4

				FONTENLA		2		2

				NOUHRA		2		2

				CORNEJO		2

				FERRARI		2

				PENNA		2

				TOTAL HS		24.5		17		6		3		50.5
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