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1. Introduccio

Durant el periode escolar ens enfrontem a una gran quantitat de reptes i
entrebancs que anem superant a poc a poc amb tranquil-litat i sense cap tipus de
problemes. Els treballs i exposicions que ens van proposant els professors no sén grans
projectes i per tant no requereixen de molt temps de preparacio. Ara bé, a primer de
batxillerat se’ns va oferir desenvolupar un treball de recerca, un treball complicat. El
qual s’ha d’agafar amb ganes perque no és un simple treball que es pugui acabar amb
una sola tarda, sind que és un projecte que es desenvolupa durant sis mesos. ElI més
complicat del treball de recerca és com elegir el tema, el tema marcara la diferencia i

sobretot despertara les teves ganes de seguir endavant.

En un principi tenia un munt de dubtes rondant pel meu cap, ben bé no sabia ni
de quin ambit agafar-lo perqué no tenia clar quina assignatura m’agradava més. En pic
em vaig endinsar en la recerca del tema vaig veure que els temes que més m’atreien
eren aquells de biologia, els trobava més interessants i em sentia comoda pensant que el

meu treball podria tractar d’algun d’aquests.

En un principi vaig comengar a endinsar-me en el mon dels microbis de
quirofan, era un tema que em tocava de ben a prop ja que el meu padri va morir degut a
aixo0; quan ja el tenia ben encaminat em va sorgir una oportunitat Unica. El projecte
Itinera em va proporcionar entrar a formar part d’un equip d’investigacid. En el primer
moment estava una mica oposada a portar-lo a terme, perd quan vaig comengar les
practiques em vaig adonar que era un tema molt interessant, el qual ara m’encanta, i
amb el que podia aprendre un gran seguit de tecniques de laboratori i coneixer en

primera persona que és dur una investigacio.

Azospirillum brasilense és un bacteri gram-negatiu i que pertany a la familia dels
Proteobacteris, aquest bacteri es troba en el sol i sobretot a la zona que envolta les arrels
de la planta i té la capacitat d’aportar grans beneficis a la planta, una vegada ha estat

inoculada amb aquest bacteri.
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M’he basat en poder conéixer de mes a prop aquest bacteri, primer informant-me
mitjancant articles i informacié de la xarxa. Una vegada ja entrada en matéria vaig
coneixer el bacteri a través de diferents tipus de microscopis, de transmissio, de rastreig
i de fluorescencia, i diferents tecniques. Finalment, he dut a terme un estudi amb Ilavors
de panis i dues varietats de llavors de tomaquet, la Boludo i la San Pedro, en el qual

s’ha intentat veure la implantacio i els efectes d’A. brasilense en les plantes.

Aquests treball de recerca consta d’una part teorica, on es troba la descripcid del
bacteri, les seves caracteristiques i I’efecte que té sobre les plantes, i d’una part practica.
La part practica s’ha estructurat mitjancant capitols, ja que conté moltes practiques i
aquesta manera d’estructuracié permet que es faci més entenedor i sigui més facil pel
lector situar-se i seguir el fil del treball de recerca. La part practica esta formada per
assaigs tant de laboratori com de microscopia, gracies als quals s’ha anat entrant amb

contacte amb el bacteri i el seu entorn.

Totes les imatges que constitueixen aquest treball de recerca han estat fetes per

mi, excepte aquelles que al peu de la imatge posa la font d’on han set extretes.

Finalment trobem les conclusions del treball de recerca, on es dona resposta a
les hipotesis i objectius préviament pensats. | a continuacié trobem la bibliografia,
formada per totes les pagines i articles d’on s’ha obtingut la informacio, i els annexos

on es troba un CD amb totes les imatges que composen el treball de recerca.

Durant tot el treball s’han trobat diferents dificultats, si més no, perqué en tota
practica de laboratori sempre hi ha impediments i factors externs que influencien en el
resultat de la practica, com I’estat dels bacteris, la contaminacio, la temperatura i
concentracio de les mostres.... Un dels majors problemes trobats i encara no corroborats,
és que es creu que les llavors de tomaquet Boludo utilitzades eren molt antigues i

podien haver perdut la viabilitat, fet que ha perjudicat en algun dels resultats obtinguts.

Aquest treball consta d’un procés llarg i constant, ja que s’han d’inocular les
Ilavors, sembrar-les, germinar-les i esperar a obtindré resultats; ara bé, si després de

dues setmanes els resultats obtinguts no son els esperats s’ha de tornar a repetir-ho des

10
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de zero. La motivacid i les ganes de treballar son els que em feien tirar endavant i a no
desesperar-me en cada practica fallida. Les ganes d’aprendre diferents técniques de
laboratori i la possibilitat que em van brindar al poder treballar en un equip
d’investigacio, amb professionals experts en el tema i on jo n’era una més entre tots ells,

és el que em va ajudar a mirar endavant.

La veritat és que ha estat una experiéncia inoblidable i que a part de poder
desenvolupar el treball de recerca, el més important és que he pogut veure com es
treballa en un laboratori, les diferents teécniques que s’utilitzen, la maquinaria i

finalment, m’ha ajudat a encarar el meu futur i ha decidir-me per una carrera.

11
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2. Marc teoric

Abans de comencar a treballar amb el bacteri A. Brasilense i desenvolupar la
part practica del treball de recerca, s’ha de cercar la informacié necessaria per coneixer

com és el bacteri i les seves caracteristiques.
2.1. Genere Azospirillum

El génere actual Azospirillum va ser descobert al 1925 per Beijerinck, qui el va
anomenar “Spirillum lipoferum”. El seu estudi es va deixar al marge de les
investigacions fins ’any 1973, quan gracies a les observacions de Pefia-Cabriales i
Daobereiner, va comengar 1’edat moderna del bacteri. Estudis taxonOmics posteriors van
portar a la reclassificacié del bacteri i ja definitivament el varen anomenar Azospirillum,

nom que ha perdurat fins I’actualitat.

En un principi es pensava que el génere Azospirillum només estava format per
dues especies, A. lipoferum i A. brasilense. Pero aquest llistat va canviar en la novena
edicio del “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology” on se’n van arribar a
distingir fins a sis especies diferents: A. lipoferum, A. brasilense, A. amazonense, A.
irakense i A. largimobile (Holt, 1994). Aquest grup de sis especies d’Azospirillum és el

mateix que es coneix avui en dia.

Azospirillum és un subgrup de bacteris que pertany al grup dels Proteobacteris,
nom que prové del Déu grec “Proteus”, que podia assumir moltes formes. Aquesta
agrupacié és extensa i complexa, i conté al voltant d’unes 1300 especies de
microorganismes que nomeés estan relacionades des del punt de vista filogenic, és a dir,
la proximitat evolutiva. Ja que tots els bacteris provenen d’un avantpassat fotosintetic en
comu, tot 1 que ara molts d’aquests microorganismes han perdut la capacitat
fotosintetica. Tot i tenir un avantpassat comu aquests bacteris son molt variables en
quant a la morfologia (forma), fisiologia (funcié que duen a terme) i el tipus de vida que

desenvolupen.

12
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Tots els Proteobacteris son gram negatius (gram -), per tant es tenyeixen d’un
color rosat en la tinci6 de Gram. Els bacteris gram positius i gram negatius es
diferencien principal per la seva paret bacteriana, tot i aixo en el dos tipus de bacteris la
capa més interna de la paret bacteriana esta formada per mureina (peptidoglica) format
per N-acetilglucosamina i N-acetilmuranic, responsables de la rigidesa. No obstant, la
capa externa de la paret bacteriana no és la mateixa per bacteris gram + i gram - . En els
bacteris gram negatius és una capa mes prima i que conté lipoproteines, proteines i
lipopolisacarids i a més a més té propietats antigéniques. D’altra banda la paret dels
bacteris gram positius és més gruixuda i esta formada per acids teicoids, polisacarids i

proteines.

Gracies a la diferent composicio de la paret bacteriana, els bacteris gram + i
gram — es tenyeixen de forma diferent en la tincié de Gram. Aquesta €s una tincio
diferencial on els bacteris gram + resisteixen la decoloracié amb alcohol i acetona i
mantenen el color lila, mentre que els bacteris gram — perdent el color préviament
adquirit perqué son més permeables al alcohol que és 1’encarregat de destenyir el

colorant adquirit (Figura 1).

Figura 1. Bacteris gram positius (tintats de color lila). Bacteris gram negatius (tintats de color rosa). —
Font: Wikipedia-.

Aquest grup tant gran de Proteobacteris es divideix en cinc subapartats (que
reben el nom de lletres gregues): El subgrup “alfa” inclou als bacteris que creixen amb
nivells baixos de nutrients i algunes estan dotades de prolongacions cel-lulars; els
“beta” tenen la caracteristica d’habitar tant en aigua com en el sol; en els “gamma”

s’inclou les ordes de Pseudomonas i Echerichia; dels “delta” en son exemples el génere

13
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Bdellovibrio i finalment el subgrup “épsilon” inclou a géneres de patogens humans.
Azospirillum per tant, pertany als alfa-proteobacteris on s’inclouen tant els bacteris

fixadors de nitrogen, com els quimioautotrofs® i els quimioheterotrofs.

Azospirillum és un alfa-proteobacteri que es troba a la rizosfera, nom que ha
esdevingut de la paraula grega “rhiza” que significa arrel. Com el seu nom indica aquest
bacteri es troba principalment en la zona que envolta les arrels de les plantes (on hi ha
una major quantitat de nutrients). La rizosfera és per tant una zona on hi ha interaccions
entre les arrels i els microorganismes del sol, aquesta zona prové un microambient
dinamic on els microorganismes, en associaci6 amb les arrels, formen comunitats
uniques que tenen potencial per la detoxificacio (eliminacid de toxines) de compostos

organics.

Tot i que es parli de que Azospirillum es troba en la rizosfera, aquest bacteri es
un microorganisme que habita Iliurement pel sol; pero sent més predileccid per la
rizosfera, (Dobereiner,1984). Alguns estudis mostren que la quimiotaxis® entre les
substancies que deixa anar ’arrel 1 el bacteri €s un dels factors que influeix a 1’arribada
d’aquest bacteri. La resposta quimiotactica a diferents fonts de carboni 1 oxigen varia

depenen de 1’espécie d’Azospirillum (Reiner i Okon, 1986).

S’han identificat mostres amb bacteris del génere Azospirillum en un ampli
ventall de llocs geografics. Tant mateix es poden trobar en regions tropicals, on s6n més
abundants, com en regions més fredes, desertiques i temperades (De Coninck et al.,
1988). Els bacteris d’aquest genere han estat aillats de la superficie de les arrels 1 de la
rizosfera d’una gran varietat de plantes, com de cereals, farratges, plantes cactacies

(cactus)...

! La font de carboni és el CO, i la font d'energia les reaccions redox.
? La font de carboni és la glucosa i la font d’energia les reaccions redox.

¥ Quimio taxis: fenomen pel qual els bacteris poden detectar les concentracions de substancies quimiques.

14
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Una caracteristica important d’aquest grup de bacteris és que es troba en el sol,
ja esmentat anteriorment. I aquesta propietat, permet que s’incloguin dins dels
rizobacteris promotors del creixement vegetal (Taula X, PGPR) jugant un paper molt
important. Els PGPR van ser definits per primera vegada per Kloepper i Schroth (1978).
Es van referir a els PGPR com a bacteris que es troben en el sol i colonitzen les arrels de
la planta, després de ser inoculades a la llavor, i que provoquen un augment en el
creixement de la planta. Tenen la capacitat de sobreviure en la inoculacio de les llavors,
multiplicar-se en la espermosfera —zona que envolta la llavor- com a resposta de les
substancies secretades per la llavor-, enganxar-se a les arrels i colonitzar el

desenvolupament del sistema d’arrels.

Gracies al continu augment del preu dels fertilitzants artificials (Cordero, 1993) i
a I’impacte mediambiental negatiu que causen, contaminant el sol i ’aigua; s’ha vist un
increment en el Us de microorganismes beneficiosos, com els PGPR, en lloc d’utilitzar
fertilitzants artificials. En les Gltimes décades els PGPR han estat reconeguts com a un
grup de microorganismes que actuen com a biofertilitzants eficients que milloren el
rendiment dels cultius. EIs PGPR sén una opci6é que disminueix el cost de produccio i

és sostenible amb el medi ambient (Motasara, 1995).

En el cas d’Azospirillum, és un dels grups de PGPR més estudiat i que pot
proporcionar una disminucio en la quantitat i cost dels fertilitzants ja que han estat
demostrats els efectes beneficiosos del bacteri sobre la planta. Tot i aixo, 1’eficacia del
bacteri no ha estat cent per cent aprovada, ja que hi ha factors externs com les
condicions del medi, el genotip de la planta, les condicions climatiques... que
modifiquen la viabilitat del bacteri i com ha consequéncia no hi ha resultats consistents
(Bashan i Holguin, 1997).

Segons experiments de camp s’ha pogut comprovar com la inoculacié amb
Azospirillum promou el creixement de plantes en un 10-20% (Okon, 1985). Segons
Okon i Kapulnik (1986) la inoculacié amb Azospirillum augmenta la produccié de

matéria seca, que pot ser un efecte beneficios en alguns casos o insignificant en altres.
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PGPR Crop parameters

Rinzob 1IFON Direet growth promoetion of canola and lettuce

Pseidon I8 P Farly developments of canola seedlings, growth
stimulaton of tomato plant

izospiriliun brasidense and 4 Growth of wheat and maize plants

f
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/
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Growth of pear! mullet, increase in growth, leal

nutrient contents and vield of banana (A isa)
Growth and productivity of canola

Enhances uptake of N, PP and K by maize crop

Stumulates growth and vield of chick pea (Crees

N

Improves the vield and phosphorus uptake in wheat

Improves seed germination, scedling growth and

vield of maize
Improves seed germination, growth parameters of
maize seedling in greenhouse and also gran vield

of held grown maize

Taula 1. Ventall de beneficis que poden portar les PGPR a les plantes. Font: - Encyclopedia
of soils in the enviroment-

Estudis recents confirmen que el tractament de llavors amb PGPR indueix a

efectes beneficiosos en la planta: millorar el creixement, estimular les Ilavors, millorar

la fixacié de nitrogen, fosfor i potassi (Taula 1). En el cas d’Azospirillum, els beneficis

que aporta sén incrementar el desenvolupament de panis, blat i canula, estimular el

creixement de cigrons, millorar la germinacio de les llavors de panis tant en camps com

en hivernacles. La millora agricola tant en els camps com en els hivernacles aportat per

les PGPR es deu a la producci¢ de fitohormones que estimulen el creixement.

D’altra banda, els PGPR també sén agents de biocontrol que es protegeixen elles

mateixes de diferents malalties. Per aixd els PGPR poden protegir a les plantes de

patogens externs per induccio de la resistencia del hoste. També s’ha pogut demostrar 1
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provar que els PGPR poden ser molt eficients i efectius per enriquir el sol i

incrementar la produccié agricola.

Com s’ha pogut veure, cau molta responsabilitat sobre aquestes bacteris ja que
han de protegir-se de patdgens externs, ajudar a 1’aportacié dels nutrients necessaris per
a la planta i poder competir i habitar en la rizosfera. Per dur a terme tot aquest seguit de

funcions, Azospirillum necessita una font d’energia per poder alimentar-se.

Aquest bacteri pot emmagatzemar grans de poli-B-hidroxibutirat (PBH)
insolubles, que presenten entre el 25 i 50% del pes sec del bacteri. Els grans de PBH
ajuden en el seu establiment i supervivéncia sota situacions critiques com el contacte
amb la llum ultraviolada, les temperatures altes, la pressi6 osmotica i la falta d’aigua.
En les condicions que més acumula granuls és quan les fonts de carboni i energia s6n
limitades, com les que es troben en el sol i la rizosfera. En aquestes condicions els grans
de PBH actuen com a font de carboni i energia, intentant suplir la falta de carboni i
energia en la cel-lula (Steenhoudt i Vanderleyden, 2000). Per tant els bacteris que
continguin més grans de PBH tenen més possibilitats de sobreviure en la lluita per la

convivencia en la rizosfera.

El PBH també desenvolupa un paper molt important impedint la dessecacié del
bacteri. EI genere Azospirillum en un principi té forma de bacil, perd degut a diverses
condicions com grans concentracions de metalls en el sol o el envelliment cel-lular,
canvia de forma morfologica a la d’un quist “en forma de C”, produint I’agregacio
cel-lular i formant grumolls visibles (Bashan i Holguin, 1997). Es pensa que el canvi
morfologic permet al bacteri sobreviure durant més temps en la rizosfera; com per
exemple, quan hi ha una falta de nutrients, abans de que s’uneixi amb les arrels de la

planta (Okon, et al. 1985).

Tot i aix0, Azospirillum també es pot identificar per la preséncia de plasmidis en
els bacteris. Cada especie té un perfil plasmidic Unic i diferent a les demes, format entre
11 6 plasmidis amb mesures que varien entre 6 i 550 kb. Les espécies d’Azospirillum a
més a més contenen gran quantitat de guanina i citosina en la seva composicié genetica,

aproximadament entre un 64 i 70% (Holguin,1999).
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S’ha arribat a aillar molts gens involucrats en rutes metaboliques (com la fixacio
de nitrogen, I’adhesi6 a 1’arrel, la sintesi de fitohormones) del genere Azospirillum. Fins
i tot s’ha pogut identificar el model del operé* corresponent a la ruta metabdlica del
PBH (Kadouri, 2002).

2.2. Relacié Azospirillum-planta

La relacio Azospirillum-planta es basa en una relacio simbiotica beneficiosa per
ambdues parts (Balandreau i Knowles, 1978). Aquesta relacié simbidtica és tant simple
com que, la planta proporciona al bacteri un lloc amb les condicions optimes per poder
viure, i mentrestant, el bacteri facilita a la planta els nutrients necessaris per tenir un

millor desenvolupament.

La uni6 d’Azospirillum a superficies és una part essencial de la vida del bacteri,
es poden unir tant al sol, com a matéria inerta, poliestire hidrofobic o bé en les arrels
de les plantes (Castellanos, 2000). Tot i que s’uneixin en les arrels de les plantes, no

significa que qualsevol lloc sigui valid; sin6 que s’uneixen per uns llocs determinats.

Pero abans s’ha de tenir en compte quines son les diferents parts de les arrels i

quina funci6 desenvolupa cadascuna d’elles (Figura 2).

* Un oper6 s'utilitza com una unitat genética funcional formada per un grup o complex de gens capagos
d'exercir una regulacio de la seva propia expressié mitjancant dels substrats amb queé interaccionen les
proteines codificades pels seus gens. Aquest complex esta format per gens estructurals que codifiquen per

a la sintesi de proteines (generalment enzims).
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Figura 2. Parts d’una arrel.

Gracies als assaigs in vitro s’ha pogut demostrar que perqué el bacteri pugi
sobreviure en la rizosfera és important que tingui una bona superficie d’anclatge a les
particules del sol. Aquest procés esta dividit en dues fases (Figura 3). La primera
consisteix en I’adhesido dels bacteris a les arrels, d’una forma senzilla, simple i
reversible, la qual depén de algunes proteines de la superficie bacteriana i del flagel
polar. La segona part del proces, ja més complex, lent i irreversible, consisteix en que la
major quantitat de la poblacié d’Azospirillum s’enganxa en les arrels mitjancant una
xarxa de proteines, que fa de pont entre les particules dels bacteris i les arrels; a part de
la xarxa de proteines, tambeé hi contribueix un material fibril-lar, que és essencial, ja que
contribueix en I’anclatge d’Azospirillum a les arrels de les plantes. (Steenhout i
Vanderleyden, 2000).

Encara avui en dia, el material fibril-lar no ha set descrit, tot i que tot apunta a

que és d’origen bacteria.
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Figura 3. Fixaci6 del bacteri mitjangant un procés bifasic a la superficie de 1’arrel.. El pas 1 representa
una fixacio fragil i reversible on intervé el flagel polar. El pas 2 representa una fixaci6 ferma i
irreversible, on els polisacarids externs juguen un paper important. [a. superficie d’anclatge, b C¢l-lules
d’A. brasilense, c. Flagel polar, d. Flagels laterals, e. polisacarids externs]. — Font: Microbiology Reviews
volume 24, issue 4-.

El bacteri esta totalment anclat al sol una vegada han passat 16 hores des del
moment en que s’han inoculat (posat en contacte) els bacteris amb el sol. Una vegada té
un suport ferm s’adhereix a les cel-lules, i els principals llocs per on s’enganxa son les
elongacions cel-lulars i les bases dels péls radiculars. Només algunes cél-lules
d’Azospirillum arriben a adherir-se a la cofia i als péls radiculars (Kapulni, et al. 1985).
Tot i que es va observar la preséncia d’Azospirillum en el mucigel® que s’acumula en la
cofia (Umali-Garcia, et al. 1980).

La invasi6 d’aquest bacteri es duu a terme pels pels radiculars o bé per les arrels
secundaries 1 d’aqui s’estén cap a les arrels principals (Krieg i Dobereiner, 1984). Es
creu que aquesta invasio es deu a la formacio d’enzims que deshidraten la pectina de la

paret cel-lular que és la que manté unides les cél-lules entre elles (Umali-Garcia, 1981).

Una vegada el bacteri entra a la planta es pot trobar tant en espais intercel-lulars,
dins dels teixits radiculars, com intracel-lularment en cel-lules mortes (Krieg i
Dobereiner, 1984) 1 també pot habitar diferents zones de ’arrel. Es creu que els factors
que controlen la colonitzacié amb exit son el flagel polar, les proteines que estan

involucrades al proces de colonitzacid i la superficie de polisacarids (Katupitiya, 1995).

Azospirillum té un flagel polar quan es troba en medi liquid que li permet tenir

una mobilitat en espiral i desplacar-se del lloc on ha estat inoculat a 1’arrel. A més a

® Substancia viscosa formada per polisacarids que protegeix I’arrel.
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més, aquest bacteri pot desenvolupar flagels laterals quan es troba en medi solid que i
permeten mantenir 1’estabilitat, pero aquests flagels son mes prims i més curts que el
flagel polar (Dobereiner, et al. 1978). Per tant els flagels faciliten la mobilitat del
bacteri, pero els factors que més afecten a la mobilitat son la humitat i la textura del sol
(Bashan,1999).

La relacid Azospirillum-planta esta acompanyada per una série de canvis
bioquimics en les arrels que donen lloc al creixement de les plantes. S’ha observat que
la inoculacio d’Azospirillum indueix canvis morfologics en els péls radiculars de les
plantes del panis; sent aquests canvis significativament majors que causats per altres
microorganismes (Jain i Patriquin, 1985). Aparentment, 1’ increment del sistema radical
es deu al augment de la divisio cel-lular i al intens creixement de les elongacions de les
arrels. Mitjangant experiments s’ha pogut observar que si s’inoculen de 10% a 10°
cel-lules del bacteri provoca I’elongacid i ’augment de la superficie total de 1’arrel. I
quan s’inoculen de 108 a 10° cél-lules causa la inhibicio del desenvolupament de 1’ arrel.

Per tal, la concentracié dels bacteris determina el seu efecte.

2.3. Fisiologia
2.3.1. Fixacio de nitrogen

Una de les caracteristiques més interessants del genere Azospirillum és que té la
capacitat de fixar nitrogen en la planta. En la fixacié de nitrogen intervé el complex
enzimatic anomenat nitrogenasa, format per un enzim que té un grup prostétic amb
atoms de ferro (Fep) i un altre grup prostétic amb atoms de ferro i molibde (MoFep). La

font d’electrons per la reduccié de nitrogen atmosféric pot ser el coenzim NADH®. Els

® Els coenzims s6n enzims que per ser actius necessiten de la unié d’un cofactor organic o coenzim. Dins
dels coenzims trobem el NADH (nicotin adenin dinucleotid) que forma part dels coenzims d’oxidaccio-

reduccié.
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electrons es transfereixen a la ferredoxina, que els transfereix a la nitrogenasa. Es una

cadena de transport d’electrons que els va cedint. (Figura 4).
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Figura 4. Fixaci6 de nitrogen a través de I’enzim nitrogenasa. —Font: text de Biologia 2 Batxillerat-.

Aquests enzims treballen molt bé en quantitats baixes d’oxigen, inactivant-se
irreversiblement quan hi ha un excés de nitrogen en el medi (Kathleen i Vanderlayden,
2000).

Hi ha molts organismes procariotes dotats amb la capacitat de reduir el nitrogen
atmosferic (N,) a amoniac (NH,) per poder absorbir-lo, ja que el nitrogen és molt
important per a la planta pero en estat gasos no és assimilable per a la planta. Per duu a
terme aquest procés es requereix molta energia, ja que el triple enllag que uneix els

atoms de nitrogen és dificil de trencar.

Alguns fixadors lliures de nitrogen necessiten fins a 100 unitats de glucosa per
unitat de nitrogen fixat, per tant és un gran esfor¢ per la planta. En canvi els rizobacteris
disminueixen fins a 12 unitats de glucosa per unitat de nitrogen fixat. A més a més, els

rizobacteris utilitzen com a font d’energia compostos carbonatats que subministra la
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planta derivats de la fotosintesi; en canvi en els fixadors lliures s’han d’alimentar del

sol, on a vegades no hi ha les quantitats necessaries (Olivares, 2002).

El primer mecanisme en el que es va apostar per explicar el augment de les
plantes, va ser la fixacié de nitrogen; pero estudis posteriors van demostrar que la
fixacié de nitrogen de part del bacteri a la planta només corresponia al 5-18%, fet que
feia caure la teoria de la fixacié de nitrogen (Soto i Baca, 2001).Aquesta quantitat de
nitrogen fixat és insuficient com per explicar el creixement del sistema d’arrels 1 de la

planta.

2.3.2. Biosintesi d’hormones de creixement

Azospirillum pot metabolitzar hormones vegetals (fitohormones). Les
fitohormones sén substancies sintetitzades per les cel-lules vegetals que son capaces de
promoure i modificar els fenomens fisiologics de les plantes, és produeixen petites
quantitats en el teixit vegetal i poden actuar en el lloc on s’han generat o a distancia.
Aquest rizobacteri es capa¢ de produir tres tipus diferents de fitohormones, auxines
(influeixen en la floracid i fructificacio), gibberel-lines (augmenten el desenvolupament
cel-lular) i citoquinines (intervenen en la divisié cel-lular i influeixen en la germinacio

de les llavors).

El mecanisme més estudiat fins a ’actualitat ha sigut la produccié d’auxines,
concretament la del acid indolacetic (AIA). Al 1991 Yahalom se’n va adonar que els
efectes de AIA sobre la planta depenien de la seva concentracid. Si la concentracio era
de 10® M, s’estimulava la elongacié. En canvi, si era més gran de 10° inhibia

I’elongacio de les arrels i el creixement de la planta.

Aquesta hipotesi va ser recentment estudiada per German (2000) creant mutants
que no tenien la capacitat de produir auxines, d’aquesta manera es va poder comprovar
com sense auxines hi havia una reduida capacitat de promoure 1’elongacié dels péls

radiculars i de les arrels en general.
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En els cultius d’Azospirillum a part de AIA també s han trobat altres compostos
indol’. En diferents estudis es va tractar de sintetitzar un mutant incapag de metabolitzar
AlA, pero van ser intents sense cap resultat. Tot i aixi, es va aconseguir un mutant que
produia AIA en excés. Aquest fet va suggerir que hi hagués més d’una via per sintetitzar
AlA. Actualment se n’han trobat tres: dues dependents i una independent del triptofa.

(Abdel-Salam et al., 1983-1987).

Els beneficis que porta la sintesi d’AIA a la planta son obvis, i és evident que la
participacio d’Azospirillum beneficia la regulacié hormonal de la planta, pero per
afirmar que la produccié de fitohormones s6n el principal mecanisme pel qual
Azospirillum promou el creixement de la planta, s’han de fer estudis addicionals. Ja que
hi ha altres factors relacionats, com és el nitric, que com a producte del metabolisme
d’Azospirillum també provoca un increment en la formacié d’arrels laterals (Bothe,

1992).
2.3.3. Més absorci6 de nutrients

S’ha suggerit que gracies a que Azospirillum promou I’elongacié d’arrels
secundaries aix0 fa que hi hagi més superficie d’absorcid, d’aquesta manera la planta és
capa¢ d’absorbir més nutrients augmentant la matéria seca foliar i 1’acumulaciod

d’aquests tant en el tall com en les fulles (Barton, 1986).

D’altra banda també es suggereix que la inoculacié amb Azospirillum provoca
que I’ absorcid de ions sigui més eficag, fet que explicaria ’acumulacié de compostos

de nitrogen en la planta que agafaria del sol de manera més eficient.

" Molécula formada per un anell benzé unit a un anell pirrol, és una molécula aromatica que es pot trobar

en plantes.
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2.4. Azospirillum brasilense sp245

Azospirillum és un genere que inclou a sis especies entre les quals trobem A.
brasilense que és una de les més estudiades i objecte del present estudi. Es un

rizobacteri gram negatiu amb metabolisme aerdbic®.

Tot i que el génere Azospirillum mostra una gran distribucié geografica,
A.brasilense es troba en major abundancia quan el pH del sol tendeix cap a la
neutralitat. Quan el pH és per sota de 5 es troba esporadicament i quan el PH es menor a
4,5 no es pot aillar (Ddbereiner, et al. 1976).

En un estudi on es van analitzar més de 23 tipus de sols diferents es va arribar a
la conclusid que el percentatge de fang, la quantitat de materia organica, la capacitat de
retencié d’aigua i la quantitat de nitrogen afavoreixen a la supervivéncia d’A. brasilense
(Bashan 1991), per0 la mida de les particules de sorra i I’alta concentracié de carbonat
de calci I’afecten negativament. El bacteri intenta arribar a llocs on hi ha més quantitats
de nutrients, aigua i oxigen per tal de mantenir els nivells d’energia optims i poder dur a
terme la fixaci6 de nitrogen (Alexandre, 2000), per aquest motiu presenta un flagel

polar, mitjangant el qual s’impulsa.

A part, A. brasilense també és caracteristic per la mida del seu genoma que és de
7Mb, mostrant set megareplicons que varien de mida, sent un dels replicons un
cromosoma (Martin-Didonet, 2000). Wood (1982) va poder observar la presencia de
minicromosomes, amb una mida molecular major a 2,8Mb. Hi ha estudis que confirmen
la complexitat del genoma d’aquesta espécie ja que esta constituit per mdultiples

cromosomes tant circulars com lineals (Martin-Didonet, 2000).

Segons Holguin (1999) els bacteris d’A. Brasilense contenen un plasmidi de al
voltant de 135kb el qual es creu que codifica per a funcions cel-lulars essencials com

I’absorcio a I’arrel, la morfologia de la colonia i el creixement en medi.

8 Conta amb un metabolisme que utilitza I’oxigen com a tltim acceptor d’electrons. w
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La millor caracteristica d’aquesta espécie, és que pot modificar I’arquitectura de
les arrels, i fins i tot, en algunes plantes pot augmentar el sistema d’arrels secundaries,
de pels radiculars i augmentar el seu diametre (Hadas i Okon, 1987). Aquest fet
proporciona una major superficie d’absorci6 a la planta, i per tant pot absorbir major

quantitat de nutrients.

A part, el genere Azospirillum és capa¢ de fixar nitrogen, ja esmentat
anteriorment, perd A. brasilense només fixa nitrogen en condicions microaerobiques® on
el nitrogen esta en condicions limitades, ja que s’ha vist que si hi ha amoni, glutamina,
nitrat o nitrit en el medi, indueix la repressi6 de I’absorcié de nitrogen (Gallori i

Bazzicalupo, 1985).

L’efecte que té A. brasilense Sp245 sobre les plantes esta comprovat. Les
plantes inoculades amb aquest bacteri son més verdes que les no inoculades degut a que
experimenten un increment en els pigments fotosintétics, com és la clorofil-la, i en els
foto-protectors, com els carotens™ (Deka i Dileep, 2002). L’ augment de clorofil-la, i
per tant I’augment fotosintétic esta conegut com a una consequéncia de la inoculacid
amb PGPR, incloent Azospirillum. El bacteri també indueix el augment de carotenoids a
través de la produccio d’acid abscisic (ABA). L’ ABA és una fitohormona que produeix
A.brasilense Sp245, i augmenta quan hi ha NaCl en el medi (Cohen,2008). A part
I’ABA també retarda la pérdua d’aigua en les parts aéries de la planta (tija, fulles)
(Berdi,2010).

% Quan la quantitat d’oxigen a ’ambient es menor que la concentracié de I’aire.

19 Els carotens sén pigments que es troben en els cloroplasts dels vegetals verds, perd en més abundancia

en arrels, fruites i flors donant-los color.
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3. Objectius i hipotesi

Aquest treball de recerca consta de capitols on, en cadascun d’ells, s’inclou una
hipotesi 0 un objectiu especific de cada practica. No obstant els objectius generals

d’aquest treball de recerca son:

I.  Comprovar els aspectes taxonomics d’A. brasilense a partir de técniques de
microscopia.

Il.  Comprovar el paper del bacteri com a promotor del creixement d’arrels.

I1l.  Aprendre a utilitzar diferents métodes d’avaluacié de la implantacio d’A.

brasilense en arrels.
IV.  Aprendre a utilitzar diferents tipus de microscopis.
El treball també esta vertebrat per una hipotesi general:

I.  El bacteri té efectes positius sobre les arrels de les plantes de panis, tomaquet cv.
Boludo 1 tomaquet cv. San Pedro; tal com 1’augment de la superficie d’absorcio,

dels péls radiculars i de les arrels secundaries.
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4. Material i medis

A continuacio es descriuen els materials i medis de cultiu emprats en quasi tots

els experiments realitzats.
4.1. Material comu

En la Figura 5 es mostra el material de laboratori utilitzat. EIs numeros de la
fotografia corresponen al nimero que va seguit del nom en la llista que es detalla a

continuacio.

Figura 5. Il-lustraci6 del material utilitzat en els assajos del treball.

- Guants de latex. (1)

- Envasos.
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Etanol absolut (99%). (2)
Etanol 70% (per desinfectar-se les mans).
Fogo o encenedor Bunsen. (3)
Plaques de Petri®. (4)

Parafilm®. Es una cinta adhesiva que estd formada per una pel-licula de
parafina amb un suport de paper. Quan és el moment d’utilitzar-lo, es separa el
paper de la lamina de parafina. Aquesta lamina és semitransparent i flexible i
serveix per tancar herméticament els utensilis del laboratori (vasos de

precipitats, plaques de Petri®...) i impedeix que hi entri cap mena de particula.

(5)

Nansa de vidre. Es un instrument que el trobem al laboratori i s’utilitza per
extendre un liquid sobre una superficie solida o semi solida. Abans de ser
utilitzada sempre ha de ser esterilitzada aplicant alcohol i passant-la pel foc. (6)

Nansa de sembra. Es un instrument que s’utilitza per poder agafar una colonia

de bacteris d’un medi i sembrar-la en un altre medi. (7)

Pipeta de 200 pl (equival a 0,2 mL) i pipeta de 1000 ul (equival a 1 mL). (8)
Puntes de pipeta de 200 ul (grogues) i 1000 ul (blaves). (9)

Vas de precipitats de diferents capacitats. (10)

Pinces.

Paper filtre. (11)

Porta objectes.

Cubeta d’espectrofotometria. Es un tub petit, tancat per un costat. Fet
principalment de plastic, vidre o quars, que son materials transparents a la llum

ultraviolada, i serveix per mantenir les mostres quan es mesura la densitat Optica
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de les mostres comparades amb un blanc, que en aquest cas és el medi de cultiu

sense els bacteris (medi OAB).

Capses de CD. Pels assajos posteriors es necessitaran capses de CDs buides, les
quals s’han de preparar. Primer de tot es recopilen les capses de CDs necessaries
i se’ls hi extreu la part interior on acostuma ha anar el CD. A continuaci6 es
fixen tots els costats amb Parafilm®, excepte la part superior del casset que es

mantindra oberta. (12)

Figura 6. Preparaci6 dels CDs pels assajos posteriors.

Tubs Eppendorf® (13)

Tubs Falcon® (14)

4.2. Maquinaria comu

Autoclau: Es un recipient metal-lic que treballa a altes pressions, gracies que té
unes parets gruixudes i un tancament hermetic. Aquest aparell arriba a
temperatures superiors als 100°C (temperatura d’ebullicié de ’aigua). Per aquest
motiu, utilitza el vapor d’aigua per a esterilitzar el material del laboratori. Que
aquesta maquina arribi a temperatures superiors a 100°C , permet que no sols pugi
matar bacteris, sin0 que també espores bacterianes que pel general son més
resistents. Per a esterilitzar el material generalment es programa perqué a I’interior

es mantinguin temperatures al voltant de 121 °C durant 20 minuts (Figura 7).
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Figura 7. Sala d’autoclaus.

Campana de Flux Laminar: Es una maquina que proporciona una zona lliure de
particules. Aixo es gracies a que canalitza ’aire perqué passi a través de uns filtres.
Aquests filtres son HEPA (High Efficiency Particulate Air), tenen molta eficacia i
poden retenir particules més grans de 3 micrometres. Aquestes cabines estan
especialment fabricades perqueé hi hagi un continu corrent d’aire i evitar la
suspensio de particules en 1’aire que podrien contaminar les mostres. De campanes
de flux laminar en podem trobar tant de verticals com horitzontals, pero en el
“Laboratori d’us comu” en el que he pogut accedir només he treballat amb

Campanes de Flux Laminar horitzontal (Figura 8)

—

Figura 8. Laboratori d’s comu. Les campanes de flux laminar al fons.
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- Cambra Frigorifica (a 4 °C).

- Estufa (a32°C).

- Espectrofotometre: Es un aparell que mesura la densitat Optica il-luminant la
mostra amb llum blanca i calculant la quantitat de llum que reflexa la mostra en
una longitud d’ona preestablerta. La primera mostra que agafa la considera O i a
partir d’aqui fa una comparaci6 amb les segiients 1 permet saber la quantitat de

solut d’una mostra respecte una altra (Figura 9)

Cubetes
d’'espectometria

Figura 9. Espectrofotometre del laboratori de virologia.

- Centrifuga: Es un aparell que ha través de la forca centrifuga separa els

components de la mostra del medi. (Figura 10).

Figura 10. Centrifuga del laboratori de virologia.
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- Cambra de cultiu: Es una cambra on es poden simular condicions ambientals amb
variables com la temperatura i la humitat, pero no tant sols aixo, siné que també
les hores amb radiacions solars. Per tant, és un aparell que garanteix les condicions

Optimes perque germini i creixi la planta (Figura 11).

Figura 11. Camera de cultiu.

- Agitador: Es un aparell que té una superficie mobil que oscil-la horitzontalment
on es posa els vasos de precipitats o tubs d’assaig. I s’utilitza per barrejar liquids,

preparar solucions o suspensions (Figura 12).

Figura 12. Agitador.
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- Agitador magnétic: Només varia en que té un iman de tefl6 que es col-loca en la
dissoluci6 i s’utilitza per fer dissolucions molt diluides. A més a més, no es mou

horitzontalment (Figura 13).

Figura 13. Agitador magnétic (A) amb un pHmetre —mesura el pH de la msotra- (B).

4.3. Medis de cultiu

El medi de cultiu conté un gel o solucié que reuneix les condicions necessaries

perqué pugi créixer en ell microorganismes.

- Medi roig de cultiu d’agar nutritiu (també anomenat roig Congo). En aquest
cas, el medi que s’utilitzara s’ha tenyit de color roig per poder veure de manera
senzilla el creixement bacteria.

El medi roig d’agar nutritiu esta composat per 5g d’acid malic, 5Sml de K2ZHPO4
(fosfat dipotasic ), 2ml de MgSO4 7H20 (Sulfat de magnesi heptahidratat), 1ml de
NaCl (Clorur de sodi), 0,5g d’extracte de llevat, 1.5ml de FeCl3 6H20 (Clorur
ferric hexahidratat) i 4,79 de KOH (hidroxid de potassi solid) i es posa aigua
destil-lada fins arribar a 500ml. Posar-ho en el agitador orbital i ajustar el pH a
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6.8-7 introduint KOH (hidroxid de potassi) . S* autoclava i després s’ha de posar
15mL de roig Congo en la cambra de flux i es deixa incubar tota la nit a 32°C.

Aquest protocol, ens dona les mesures necessaries per fer 1L del medi roig.

Medi OAB (Okon Albrecht Burris). La composicié del medi OAB és 6g de
K2P0O4 (Fosfat dipotasic), 4g de KH2PO4 (Fosfat monopotasic) es dissolen
cadascun en 50ml d’aigua d’estilada i s’ autoclava. Quan ja esta fred s’introdueix
5g d’acid malic, 2ml de MgSO4 7H20 (Sulfat de magnesi heptahidratat al 10%),
1ml de NaCl (Clorur de sodi), 0,2ml de CaCI2H20 (Clorur calcic hidratat), 0,2 ml
de NaMo0O4 2H20 (Molibdat de sodi dihidratat), 1ml de CI3Fe (Clorur férric), 1 g
de NH4CL (Clorur d’amoniac), 0,1g d’extracte de llevat, Iml de la soluci6 de
micronutrients i 3g de NaOH (Hidroxid sodic). S’afegeix aigua destil-lada fins a

900ml. S’ autoclava i es deixa incubar 24h a 32°C.

Solucié del bacteri amb medi liquid OAB. Es una solucié que es fa agafant una
colonia, amb la nansa de vidre, de bacteris formada en el medi de cultiu roig
d’agar nutritiu i introduint-la dins del medi OAB. D’aquesta manera, ja podem
disposar d’un medi liquid amb els bacteris d’A. brasilense Sp245. Aquest medi es
deixa tota la nit a I’estufa a temperatura optima (32°C) perqué els bacteris es

reprodueixin.

Aigua destil-lada esteril. L’aigua destil-lada esteril és aigua a la que se li ha
eliminat les impureses mitjancant la destil-lacid, la composicio de la qual esta
formada només per la molécula H,0. S’esterilitza a 1’autoclau a 121°C i 20 minuts
per lo que no té cap microorganisme viu, esta lliure de bacteris i de cap tipus de

solut.
Aigua “milliQ”. Es una aigua purificada mitjancant diverses destil-lacions i

desionitzada. L’aigua passa per uns filtres de resina de 0.22 micres, i aix0 permet

que la resisténcia eléctrica de 1’aigua augmenti, disminuint aixi la carrega de ions.
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5. Capitols

El present treball es configura en set capitols que constitueixen la part practica

d’aquest projecte.
Capitol 1. Comprovacié del medi Roig Congo.

Objectiu

Observar que el medi Roig Congo fa que al créixer A. brasilense es produeixi

una reaccio de color i les colonies de bacteris es tenyeixin de roig.
Procediment
+¢* Posar el medi roig de cultiu d’agar nutritiu en plaques de Petri®

S’introdueix 1’envas tapat que conté el medi roig d’agar, préviament fet seguint
el protocol, i s’autoclava a 121°C durant 20 minuts. Una vegada passat el temps quan la
temperatura baixa de 100 °C s’extreu I’envas. Perqué la mostra no es solidifiqui

s’introdueix en el bany maria a uns 50°C fins al moment d’utilitzar-lo.

En el moment d’utilitzar-lo es treu del bany maria i sense obrir-lo es porta al
laboratori. Aleshores s’obra la campana de flux laminar , que conserva I’esterilitat, i es
renten les mans amb alcohol per desinfectar-les. Una vegada ja esta 1’envas a la
campana de flux ja es pot obrir i es passa la boca del envas pel foc per assegurar

I’esterilitat.

Les plaques de Petri® que s’utilitzaran a continuacio son estérils. Aleshores
s’introdueix 25 ml del cultiu d’agar en cada placa i s’espera 15-20 minuts a que es
solidifiqui. En pic s’ha abocat tot el contingut de la dissolucié de medi roig a les
plaques, es convenient netejar el pot com més aviat possible per impedir que 1’agar es

quedi pegat.
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Es tanquen hermeéticament les plaques amb el paper de Parafilm®, es tanca la
Campana de Flux, i s’introdueixen en la cambra frigorifica per conservar-les i garantir

gue no es contaminin.

+¢* Passar el bacteri del medi liquid a la placa amb agar. Sembra del bacteri.

Es prepara la dissolucio del bacteri amb medi liquid OAB i es deixa reposar tota
la nit a 32°C perque el bacteri continui viu i es reprodueixi.

Abans de comencar amb aquesta part de la practica es posa tot el material
necessari dins de la Campana de Flux Laminar i s’obra I’opcio U.V. (significa que emet
raigs ultraviolats) i es deixa actuar durant uns 10 minuts, d’aquesta manera tot el
material queda esterilitzat. Passats els 10 minuts es tanca ’opci6 U.V. i s’obra el
ventilador i la llum normal. S’agafen les plaques de Petri® que es van fer el dia anterior
1 s’anota a la tapa la quantitat que es sembrara de la dissolucid “bacteri més medi
OAB?”, quin tipus de bacteri es sembrara (A. Brasilense Sp245) i la data de la sembra
(4/7/2013).

Es treu la lamina de Parafilm® que envolta les plaques i mitjancant una pipeta
s’introdueixen 150 pL a cadascuna. Tenint en compte que cada funda de la pipeta

s’utilitzara només una vegada.

Una vegada fet aquest pas, s’escampa la dissolucio per la superficie de la placa
amb una nansa de vidre. La nansa de vidre ha d’estar esterilitzada, i per estar-ho s’ha

d’impregnar d’alcohol de cremar i passar-la pel foc.

Quan ja s’ha escampat bé la dissolucié per damunt del medi d’agar, es tanquen
les plaques amb Parafilm ® i s’introdueixen en I’estufa a 32°C durant 24-48 hores

perque els bacteris es repliquin.

Una vegada es té ja la sembra del bacteri A. brasilense Sp245 en les plaques de
Petri ®, aquestes es poden utilitzar per formar el medi “OAB + bacteri”. Es tant senzill

com agafar una colonia de bacteris de la placa i diluir-ho en el medi OAB, aleshores es
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deixa reposar un minim de 24h en I’estufa perqué el bacteri pugui multiplicar-se i ja

tenim el medi “OAB + bacteri”.
Resultats

Es comprova que el medi de cultiu Roig Congo dona una reaccié de color quan es
sembra amb A. brasilense (Figura 14). En la Placa de Petri® A, es pot observar la placa
de Petri® amb el Medi Roig Congo, pero sense ser cultivada amb el bacteri. En la placa
B, A. brasilense s’ha cultivat en ¢l medi Roig Congo amb una nansa de sembra, formant
estries, mentre que en la placa C amb una nansa de vidre. La diferéncia, de quan es
sembra amb una nansa de sembra i amb una nansa de vidre, és evident, ja que la nansa
de vidre té una superficie més gran que la nansa de sembra, per tant, les colonies de

bacteris queden més escapades per tota la superficie de la placa.

Figura 14. En la Placa A s’observa el medi Roig Congo, en la placa B ens mostra el cultiu d’A.
brasilense amb una nansa de sembra, anomenat sembra per estries, i la placa C el cultiu del bacteri amb

una nansa de vidre.

Conclusions

Es pot utilitzar el medi per als segiients assajos ja que és facil d’utilitzar i veure
quan creix el bacteri ja que absorbeix el colorant. Aquest medi fa que creixi el bacteri

amb les condicions optimes i no 1’afecta negativament.
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Capitol 2. Microscopi de rastreig I: Tinci6 de contrast.
Objectiu
Observar que I’espécie A. brasilense té forma de bacil.

Material especific

- Glutaraldehid 2,5% en tamp0o fosfat 0.1M i de pH 7,2. Aquesta soluci6 s’utilitza
perque 1’activitat cel-lular pari i la estructura cel-lular es conservi el millor possible
mantenint la superficie intacta. Aquest fixador és millor preparar-lo al moment, ja
que sind es fa malbé; per preparar-los s‘ha de diluir el glutaraldehid al 25% amb
tampo fosfat. | perqué aquesta substancia pugui fixar la mostra es recomanable que

cobreixi la mostra amb un volum de 40 vegades més.

- Alcohol progressiu o cetona. S’utilitza per remoure 1’aigua dels teixits i aixi anar
deshidratant la mostra. Ja que en pic entri al microscopi de rastreig, haura d’estar

completament deshidratada.

- Tetroxid d’osmi OsO4. Es un solid cristal-1i volatil que sublima a temperatura
ambient. Es soluble en un ampli ventall de dissolvents organics i aigua. Actua com

segon fixador, fixant principalment els lipids.

Material inventariat

- Assecador de punt critic. Es un aparell d’assecat que té lloc per damunt del punt
critic del liquid, on el limit entre la fase liquida i gasosa no existeix. El punt critic
és aquell estat en que el gas encara es pot liquar i convertir en liquid. Aquest procés
ve determinat per la pressio critica 1 la temperatura critica, una vegada s’ha superat
el punt critic el gas ja no podra liquar. Per aquesta rao, la mostra es seca sense tenir
efectes secundaris com podria experimentar en el assecat a 1’aire lliure. En el procés
del assecat de punt critic s’afegeix CO- a la maquina per rentar les restes d’alcohols
o0 cetones que ha quedat en la mostra. EI CO,, té la particularitat de que a 37,5°C i

70 bar de pressio sublima sense tensio superficial i per tant no deformara la mostra.
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- Microscopi electronic de rastreig. La microscopia electronica de rastreig utilitza
un feix d’electrons per a formar imatges d’alta resolucid, les mostres poden ser
examinades a molts augments i la resolucio d’aquest microscopi pot arriba de 3 a
20nm. Com que s’ha substituit el feix de llum per un feix d’electrons, les lents
d’augment s’han substituit per electroimants, 1 les mostres han de ser conductores
electricament. En cas que la mostra no ho sigui se li afegeix una capa molt fina d’or
o carboni (grafit). Quan incideix el feix d’electrons a la mostra, interactuen i es
generen senyals que proporcionen informacié topografica de la mostra, reconeixen
la composicio superficial i faciliten informacié analitica. D’aquesta manera podem

obtenir una imatge nitida i tot tipus d’informacié de la mostra (Figura 15).

Figura 15. Microscopi electronic de rastreig de la Universitat de Lleida.
Procediment
¢+ Primer assaig amb microscopi de rastreig.

S’agafa una colonia d’ A. brasilense de la placa de cultiu en agar nutritiu roig i
es posa dins d’un vas de precipitats i se li afegeix una solucio fixadora. Aquest
procediment €s un primer pas per a fixar el bacteri. Perqueé quedi ben fixat, s’haura de

deixar de 4 a 24 hores dins de la nevera. Aleshores es fara una segona fixacié amb el
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segon fixador i és deixara 2 hores més a la nevera. Aquest procés de fixacio es dura a

terme dins de la campana de flux laminar per mantenir esteril la mostra.

Com que el procés de fixacio del bacteri conté molta aigua s’ha de deshidratar la
mostra. Es fa una deshidratacié profunda o bé amb alcohols progressius o amb cetona, i

es deixa actuar durant uns 30 minuts.

Després de la deshidratacioé profunda, es posa la solucio en un assecador de punt
critic perque s’assequi, s’ha d’evitar que contingui aigua i humitat. El assecador de punt
critic el que fa és passar el liquid en gas liquid 1 després en gas, d’aquesta manera

s’extreu tota la humitat continguda.

Perqué la mostra pugui entrar al microscopi de rastreig no pot contenir ni
humitat ni aigua, fet que ja queda resolt; pero també ha de ser conductora electricament,
per aquest motiu es posa una capa metal-lica molt fina d’or pur i grafit (carboni) de 200

Armstrongs.

¢+ Segon assaig.

Es repeteix ’assaig, aquesta vegada agafant una gota del medi OAB més el

bacteri en lloc de agafar un tros de la placa de Petri®.

La gota del medi OAB més bacteri es posa a la centrifuga a velocitat baixa, per
impedir que es trenquin els flagels dels bacteris. Una vegada tenim el “pellet”, s’extreu
tot el liquid sobrant i es posa glutaraldehid per fixar els bacteris. La mostra només s’ha
posat a la centrifuga per calcular bé quina quantitat de fixador s’ha d’introduir, ja que el

fixador ha de cobrir la mostra en un volum de 40 vegades més.

Després la mostra es deshidrata amb el secat de punt critic i s’afegeix una capa

fina d’or pur i grafit per damunt.

¢+ Tercer assaig.
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Es decideix tornar a repetir I’assaig amb 1’objectiu d’obtenir una imatge molt

més clara i nitida.

En aquest cas s’agafa una mostra d’OAB més ¢l bacteri, pero aquesta vegada no
es centrifugara ja que s’ha deduit que ha causa de la centrifugaci6é es van trencar la
majoria de cilis i flagels. Al no centrifugar-ho es calcula a ull la quantitat de fixador

necessari i es deixa reposar un maxim de 24h en la nevera.

Al deixar-ho reposar durant un dia a la nevera s’ha format com un “pellet”, tots
els bacteris s’han dipositat al fons del tub i amb molta cura, s’extreu el liquid sobrant. El
“pellet” de bacteris es posar damunt d’un portaobjectes (préviament esterilitzat amb
acid i després submergit en un liquid que porta gelatina i que fa que quedi una capa molt
fina perqué s’empegui la mostra). El portaobjectes s’introdueix en una cambra liquida.
Que consisteix en introduir-lo dins d’una placa de Petri® que conte unes gotes d’aigua

destil-lada.
Resultats

Per millorar la qualitat de les imatges al microscopi de rastreig i per intentar que
no es trenquin els flagels del bacteri es fa un segon assaig. Gracies a aquests canvis
s’han obtingut imatges més nitides. Els resultats assaijos es mostren en la les Figures
16,17 18.

En la primera imatge del primer assaig (Figura 16) es pot visualitzar la colonia
de bacteris. Com que la mostra es va agafar del cultiu de bacteris en una Placa de Petri®
amb el medi Roig Congo, era una mostra que estava molt condensada i per aquest motiu
els resultats no van ser bons. En la segona imatge es pot veure la forma de bacil djun
bacteri d’A. brasilense. Es va poder trobar un bacteri que estigués dispersat i d’aquesta

manera vam poder visualitzar millor la seva forma.
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Microscopi de rastreig: Tincio de contrast d’A4. brasilense assaig 1.

Figura 16. Primer assaig en el microscopi de rastreig.

En el segon assaig en el microscopi de rastreig (Figura 17), al utilitzar el medi
OAB amb el bacteri, la concentracié de bacteris ja no era tant gran i ja es podien
visualitzar concentracions més petites. En aquestes imatges del segon assaig ja es

percep molt millor la forma del bacteri i son unes imatges molt més nitides.

Microscopi de rastreig: Tincio de contrast d’4. brasilense assaig 2

Figura 17. Segon assaig en el microscopi de rastreig.
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Es torna a fer un tercer assaig per intentar obtenir imatges encara més nitides.
Els resultats finals de 1’assaig es mostren en la Figura 18. En aquest tercer i Gltim assaig
ja es va poder obtenir unes imatges molt més nitides i a més a més es van poder veure

els bacteris amb molts més augments.

Microscopi de rastreig: Tincio de contrast d’A4. brasilense assaig 3

Figura 18. Tercer assaig en el microscopi de rastreig

Conclusions

S’ha arribat a la conclusid que per visualitzar de manera més nitida la forma dels
bacteris la mostra s’ha d’agafar del medi OAB i no de la placa de Petri® i a més a més

si no es posa a la centrifuga es poden visualitzar millor els flagels.

D’altra banda s’ha pogut confirmar que les cél-lules de la espécie A. brasilense

son bacils, gracies a les imatges obtingudes del microscopi de rastreig.
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Capitol 3. Microscopi de transmissio: Tincio senzilla.

Hipotesi

El genere A. brasilense consta només d’un flagel polar i aquest és més llarg que

el propi. A més a més, aquest bacteri no té cap tipus de flagels laterals, ja que no ha

crescut en un medi solid i per tant no requereix de flagels laterals per mantenir

I’estabilitat.

Material especific

Dos reixetes de coure. SOn reixetes que mesuren uns 2 0 3 mm i tenen
aproximadament 200 forats. Tenen dues cares, una d’aquestes més fosques
degut a que té una pel-licula molt fina de plastic reforcada amb atoms de

carboni.

Acetat d’uranil 0,5% en aigua [UO,(CH3COO),- 2H,0]. Es un marcador
negatiu, toxic si s’inhala o es ingesta 1 és ampliament utilitzat. Aquesta solucid
d’acetat d’uranil al 0,5% s’utilitza per tenyir substancies, ja que els atoms
d’urani es fixen en tota mena de molécula de la mostra i desvia els electrons (en
el microscopi electronic de transmissid) , quedant aixi de color fosc en la imatge.

Es recomanable no deixar que li toqui la llum ja que sin6 precipita el solut.

Glutaraldehid. Es un dels fixadors més utilitzats ja que té la capacitat de
preservar |’estructura cel-lular. S’utilitza tant per fixar cel-lules eucariotes,
procariotes com organismes invertebrats... A més a més les mostres es poden
deixar durant hores en glutaraldehid sense deteriorar-se i sense que es

desnaturalitzin les proteines.

Material inventariable

Microscopi electronic de transmissio (TEM). Es un instrument que utilitza un

feix de electrons per visualitzar un objecte. Aquest feix d’electrons quan entra en
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col-lisi6 amb la mostra, depenent del gruix, s’anira dispersant selectivament. Aixi
es poden obtenir imatges nitides ja que els augments oscil-len entre 200 i
1.000.000x, gracies a les lents electroniques que utilitza. EI TEM fa el buit, aixo

significa que la mostra no pot tenir humitat ja que sind trencaria el buit (Figura 19)

Figura 19. Microcopi electronic de transmissio de la Universitat de Lleida.

Procediment
¢ Primer assaig

S’agafa una mica de Parafilm® i es fixa a la superficie de treball. Amb una
pipeta es pipeteja 1 ml de la solucié de OAB i A. brasilense, i es posen dues gotes de la
solucid6 damunt del Parafilm®. Damunt de cada gota es posa la reixa de coure,
preferentment deixant la part més fosca en contacte amb les gotes de OAB i A.

brasilense. I es deixa reposar de 10-15 minuts.

Una vegada passat el temps esmentat, els bacteris ja s’han quedat enganxats en
les reixes. S’agafa una mica de paper fil i suaument s’elimina el liquid de més que s’ha

guedat.
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Aleshores, s’agafen les reixetes amb les pinces, i damunt de cada reixa es tira,
delicadament, unes gotes d’aigua destil-lada estéril i s’eixuga posteriorment. Aixi es

treu la bruticia que contenen les reixes, deixant nomes els bacteris enganxats.

Es pipeteja acetat d’uranil i es posen dues gotes damunt del Parafilm®.
Rapidament es posen les reixetes damunt i es tapa, per evitar que el acetat d’uracil

precipiti. Ho deixem durant 30-60 segons.

Passats els 30 segons es treuen les reixes amb pinces i s’eixuguen amb paper.
Aquest contacte amb 1’acetat serveix perque els bacteris es tenyeixin, si es volen tenyir

més s’ha de deixar actuar 1’acetat durant més temps.

S’asseca la quantitat d’acetat sobrant i1 es posen les reixes de coure en una placa.
Finalment, es posen les reixes de coure al microscopi (assegurant-se de que no estan

humides) i s’observa el resultat obtingut.
%+ Segon assaig

Es repeteix el procediment , aquesta vegada aplicant-hi menor quantitat d’aigua i
deixant la mostra només cinc segons damunt de I’acetat d’uranil per evitar que es

tenyeixi tant.
¢+ Tercer assaig

Per intentar obtenir una mostra més neta, es repeteix el procediment afegint unes
gotes de glutaraldehid després de posar les reixes en contacte amb el medi liquid i el

bacteri.

En lloc de posar les reixetes damunt de les gotes es posen a dins, per tal de que
es fixin més quantitat de bacteris; també es neteja millor les reixetes després d’estar en
contacte amb la suspensié de bacteris i en contacte amb acetat d’uranil, introduint-les

dins de gotes d’aigua.
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Resultats

Els resultats del primer i del segon assaig es mostren a les Figures 20 i 21. Al
no obtindré la definicié desitjada es va tornar a fer un tercer assaig (Figura 22). No

obstant, ja s’observa la forma de bacil del bacteri i del flagel.

En el primer assaig (Figura 20) les mostres estaven molt brutes i per aquest
motiu no es va poder apreciar el contorn del bacteri i tampoc es distingia molt bé el

flagel polar.

Microscopi de transmisio: Tinci6 senzillad’A. brasilense assaig |

Figura 20. Assaig 1 al microscopi de transmissio.

En el segon assaig (Figura 21) al microscopi de transmissio ja es van poder

apreciar molt millor els bacteris. En aquest assaig ja es pot diferenciar perfectament la
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forma del bacteri i el flagel polar es veu clarament. Tot hi haver millorat la qualitat de la

mostra encara es pot millorar més.

Microscopi de transmisio: Tincio senzilla d’A. brasilense assaig 2.

Figura 21. Assaig 2 al microscopi de transmissio.

Les imatges obtingudes del tercer assaig es mostren en la Figura 23. En aquest
assaig ja es van obtenir les imatges molt més nitides. EI fons de la mostra no estava
gens bruta i d’aquesta manera es diferenciaven perfectament els bacteris. En aquesta

prova es van fotografiar bacteris on es veu perfectament la llargada del flagel polar.

No obstant, en algunes imatges obtingudes es pot veure com si algun bacteri
tingui més d’un flagel, fet que s’haura de discutir i aclarir. Pero en un principi, cada
bacteri només té un flagel polar, i els altres que es troben al seu voltant podrien ser

trossos de flagel trencats d’altres bacteris.
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Microscopi de transmisio: Tincio senzillad’ 4. brasilense assaig 3.

Figura 22. Assaig 3 al microscopi de transmissid.

En la Figura 23 es mostra la longitud del flagel a mida real i també la del bacteri.
A simple vista ja es pot apreciar que el flagel és molt meés llarg que el bacil del bacteri i

gue és molt prim en comparacié amb el bacteri.

50



TOT UN MON ENTRE ARRELS

Figura 23. Bacteri d’A. brasilense al microscopi de rastreig

La longitud aparent del bacteri és de 2*107um (2cm). Tenint en compte que

cada 0.3cm de la imatge corresponen a 0,43um; la mida real del bacteri és de 2,8um.

0,43 um
2em X —— = 2,8 ym
0,3 cm

La llargada aparent del flagel 6,5cm. Tenint en compte els parametres que
relacionen la mida real amb la aparent, la mida real del flagel és de aproximadament

9,3um
0,43 pym
6,5cm X ———— = 9,3 um
0,3 cm

¥

Conclusions

Després dels assaigs s’ha arribat a la conclusio de que els bacteris s’han de fixar
millor a les reixetes, per aix0 s’ha optimitzat la preparaci6 de la mostra segons el

protocol seguit al tercer assaig.

Respecte a la hipotesi inicial, s’afirma ja que s’ha pogut comprovar que els
bacteris tenen un flagel polar per desplagar-se i que aquest és molt més llarg que la

cél-lula en si; aproximadament els flagels son tres vegades mes llargs que el bacteri.

o1



TOT UN MON ENTRE ARRELS

Capitol 4. Métode per avaluar la implantacié d’A. brasilense a arrels de

tomaquet i panis.
Hipotesi

A. brasilense s’implanta en les llavors de tomaquet i panis un cop inoculades i es
pot saber mitjancant el cultiu de les arrels triturades en una solucié de medi OAB en
Roig Congo. Ja que les arrels d’aquestes llavors inoculades tenen una major longitud

radicular, fet que li aporta a la planta major superficie d’absorcio.
Objectius
I. Seguiment de la germinaci6 de les llavors per con¢ixer la viabilitat d’aquestes.
Il.  Comparaci6 del cultiu de Ilavors amb CDs i amb bosses Whirl Pak®.

I1l. Mesurar la longitud de les arrels de tomaquet i panis als pocs dies de la
germinacid per observar diferéncies en el creixement entre llavors inoculades i no

inoculades.

IV. Saber si realment el bacteri esta present en les arrels inoculades.

Material especific

- Solucié de lleixiu (NaClO) al 80% per esterilitzar les llavors de tomaquet i de

panis.

- Solucié d’alcohol al 70% per esterilitzar les capses de CD, s’ha de preparar

introduint 96ml d’alcohol en 200ml d’aigua destil-lada.

- Medi Fitogel© (Phytogel©). EI medi Fitogel© esta compost de Murashige &
Skoog (4,49), MS Fe-EDTA (5ml), sucrosa (30g) i Gelzan o Phytagel (4g). Abans
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d’introduir el Phytagel® s’ha d’ajustar el pH del medi amb KOH (hidroxid de

potassi liquid) a 5,8. Després s’ha d’autoclavar a 121°C 1 20 minuts.

- Whirl Pak®: Les Whirl Pak® son bosses estéril que principalment s’utilitzen al

laboratori per transportar mostres de laboratori entre altres funcions.

- Lupa binocular: Una lupa binocular és un instrument amb un joc fix de lents. El
augment que proporciona és molt menor al d’un microscopi pero el camp visual de

treball és molt més gran.

Procediment
Cultiu amb CDs: 60 llavors, 30 de tomaquet cv. Boludo i 30 de panis B-73.

+%* Esterilitzacié del material necessari

Abans de dur a terme 1’assaig s’han d’esterilitzar les capses de CD, en total es
necessitaran uns 25 perque per les llavors de tomaquet se’n necessitaran 10 (3 llavors
per cada casset) i de les de panis 15 (dos llavors per cada CD) . Per esterilitzar-los es
rentaran en alcohol al 70% , s’cixuguen i després es deixen a la campana de flux amb

’opcié U.V. durant 20 minuts.

Les llavors també s’han d’esterilitzar. Es deixaran durant un quart d’hora en
lleixiu i després s’hauran de rentar tres vegades amb aigua destil-lada i deixar-les
eixugar a l’estufa a 32°C durant aproximadament una hora. Una vegada seques

s’introduiran a la nevera per quan s’hagin d’utilitzar.
+* Preparacio dels capses de CDs.

Els CD seran el lloc on s’introduiran les llavors germinades i on es podra
observar el creixement de les Ilavors i les seves arrels (Figura 24); pero per que les

Ilavors puguin créixer i obtenir aliment, els cassets s’hauran d’omplir d’un medi
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anomenat Phytogel© que és ric en minerals i que permet a la planta absorbir tot

I’aliment necessari.

Azospiriiium

Figura 24. Imatges del desenvolupament de les llavors de panis a les capses de CD esterilitzades.

Abans d’introduir el Phytogel© als CDs s’han de premsar per evitar que el medi
surti per les ranures, per aquesta rad es passen dues capes de cinta adhesiva, préviament
esterilitzada amb raigs ultraviolats. S’ha d’assegurar que estiguin ben tancats per evitar

tenir problemes en la introducci6 del medi.

Es prepara el medi Phytogel© al laboratori, seguint estrictament el protocol i
s’autoclava per esterilitzar-lo, com que ja tenim els cassets preparats, en pic es tregui el
medi de I’autoclau es porta al laboratori i s’introdueix en els cassets mitjangant una
pipeta. Primer de tot s’introdueix una petita quantitat a cada CD per veure si els costats
han quedat ben premsats, si no es aixi es el moment de rectificar i unir-los be, sino ja es

pot posar medi fins arribar al boci que esta obert.

Una vegada els CD han estat omplerts del medi Phytogel© es deixen reposar

fins que es solidifiquin. Passat aquest temps es tapa el boci que queda obert amb paper
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de film i es posen a la nevera perque no es contaminin (com s’ha vist a la anterior

Figura 24). Tot aquest proces es duu a terme a la campana de flux.

Quan el medi Phytogel© ja s’ha solidificat es guarden les capses dins de la
nevera, aixi s’assegura que no es contaminaran i també es pot garantir que estaran en

bon estat per quan sigui el moment d’utilitzar-10os.
+* Preparacio de les llavors

Es posa en una cubeta d’espectrometria medi OAB i en un altra medi OAB més
el bacteri. Les dues cubetes es posen en el espectrofotometre per mesurar la densitat
optica i els resultats obtinguts sén 0,000 per el medi OAB i de 0,277 per el medi d’OAB
més el bacteri (aix0 ens indica que hi haura una mica menys que 10° bacteris/ml, ja que

es troben 10° bact/ml quan la densitat optica és de 0,3.

Una vegada la quantitat de solut esta calculada es posen 3ml de la solucio
d’OAB i bacteri pel panis i 2ml pel tomaquet en la centrifuga a 23°C, 5000rpm i durant
10 minuts. Una vegada passat el temps estimat, es pot percebre que els bacteris han
precipitat al fons, formant un “pellet”. Mitjangant una pipeta es pot extreure el medi
sobrant i aleshores es pot barrejar el “pellet” en 5ml de medi en el cas del panis, en el
cas del tomaquet €s barreja el “pellet” amb 3 ml de medi. D’aquesta manera, les llavors
de panis tindran 5 ml de dissolucié amb la quantitat exacta de bacteris, exactament 10°

bact/ml; el mateix succeeix en el cas de la dissolucio per les llavors de tomaquet.

Es reparteixen en dos tubs de Falcon® les 30 llavors de panis i en dos tubs
Eppendorf® més les de tomaquet. En un dels tubs es col-loca el medi OAB i en un altre

el medi OAB més bacteri. Aquest procés es fa en els dos tipus de llavors.

Es deixen els 4 tubs en el agitador durant 110minuts en el cas de les llavors de
tomaquet i 210 en el cas del panis. L’agitador serveix per estimular les llavors i aixi fer

que absorbeixin la major quantitat de medi possible (Figura 25).
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Figura 25. Tubs de Falcon® amb les llavors de panis i tubs Eppendorf® amb les Ilavors de tomaquet.

Mentre les llavors s’estan agitant, s’agafen sis plaques de Petri® grans. Tres
d’aquestes seran per les llavors de panis i les tres restant per el tomaquet. En el cas de
les plaques del tomaquet, com que son llavors que costen molt en germinar, es posara
coté mullat amb aigua, per mantenir un ambient més humit, i damunt una capa de paper
filtre per evitar que les arrels de les llavors s’enredin amb el cotd. En el cas del panis,
com que no tarden tant en germinar, simplement es posara tres capes de paper de filtre
mullades amb “aigua milliQ”. Aquest procés s’haura de fer dins de la campana de flux

laminar.

Una vegada passats els 110 1 210 minuts en ’agitador corresponents a cada
llavor. S agafen les llavors i ,dins de la campana de flux, es posen 5 en cada placa. En la
tapa de la placa s’ha d’apuntar, la data, amb quin medi estan les llavors (amb medi OAB

0 bé amb medi OAB més bacteri); i després ja es poden tancar utilitzant Parafilm®.

Les plaques de Petri® ben tancades es col-loquen dins de la cambra de cultiu i
s’espera tres dies fins que les llavors de panis comencin a germinar, les de tomaquet

tardaran més temps.
«* Observar el creixement de les arrels

Al cap de tres dies, d’haver posat les plaques de Petri® dins de la cambra de

cultius, es treuen per observar si les llavors han germinat o no.

56



TOT UN MON ENTRE ARRELS

Les llavors germinades, es passaran de la placa de Petri® als cassets previament
esterilitzats i preparats. Les llavors es situaran en la superficie del medi i intentant que
I’arrel quedi recta dins del medi per aixi poder tenir una major visioé del creixement

d’aquesta.

A continuacio es fan dos forats a la part inferior dels cassets, perqué les llavors
puguin absorbir el seu aliment i es posen dins d’un porta cassets on s’ha introduit “aigua

milliQ” previament esterilitzada.

A partir d’aquest moment, s’ha de mantenir un estudi diari, mirant quines llavors

han germinat i passant-les als CDs.

Cultiu amb bosses Whirl Pak®: 32 llavors de panis, 30 de tomaquet cv. Boludo i 30

de tomaquet cv. Sant Pedro.

Degut a que en 1’assaig anterior, les llavors es contaminaven molt, s’ha decidit
fer el mateix assaig pero enlloc de col-locar les llavors en CDs es col-locaran amb

bosses Whirl Pak® i sense cap medi.

El procés d’esterilitzacid de totes les llavors es duu a terme seguint el protocol
del cultiu amb CDs. En aquest cas 16 llavors de panis, 15 de tomaquet cv. Boludo i 15
de tomaquet cv. San Pedro es col-locaran amb el medi i bacteri, mentre que les llavors
restants només aniran amb medi. Cal recordar que les llavors de panis han d’estar 210

minuts a I’agitador mentre que les de tomaquet n’han d’estar només 110 minuts.

Passat aquest periode de temps es posen els tubs de Falcon®, que contenen les

llavors, dins de I’estufa durant una hora perque s’expulsi tota la humitat.

A continuacio, s’obren les bosses i es posa paper de filtre, préviament retallat a
la mesura de la bossa i autoclavat, i 10 ml d’aigua “milliQ”. Seguidament, en el cas del
panis es posaran tres llavors en cada bossa, mentre que en el cas del tomaquet se’n
posaran cinc en cada cas. Intentant no confondre les llavors de tomaquet cv. Boludo i

cv. San Pedro.

Ja només queda esperar a que les llavors germinin per portar un seguiment diari.
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Preparacié de les arrels per mesurar la longitud i grossor d’aquestes i seguiment

del metode per avaluar la implantacio del bacteri a les arrels.
-Cultiu amb CDs.

En el cas de les llavors germinades en els CDs a part de fer un recompte diari,
també s’ha de fer un recompte de la longitud de les llavors. Per fer-ho s’extreuen les
Ilavors i les arrels, amb delicadesa, del medi amb Phytogel© i es renten una mica per
intentar extreure la major quantitat del medi. Una vegades s’han extret les llavors es

posen dins d’una funda, per intentar que es contaminin el menys possible, i s’escanegen.

Les llavors que no hagin sigut inoculades amb A. brasilense ja es poden

descartar.

Per poder fer el recompte del bacteri de I’exterior simplement s’agafa 1ml de
medi OAB i es pipeteja per damunt de 1’arrel, d’aquesta manera arrossegara els bacteris
que hi hagin per I’exterior. Aquest ml de medi amb els bacteris de la rizosfera es sembra
en la placa de Petri® amb el medi Roig Congo. La placa de Petri® s’etiqueta per saber

de quina planta s’ha extret la mostra.

Per poder fer el recompte del nombre de bacteris de I’interior, es talla
aproximadament 1 cm de ’arrel principal (intentat agafar la mateixa quantitat radicular
en cada cas) i es tritura en un morter amb 1 ml del medi. Una vegada desfet el tros
d’arrel es pipeteja i es sembra en el medi especific Roig Congo en una placa de Petri®

préviament etiquetada.

Aquest procés del recompte de bacteris de I’interior i I’exterior es duu a terme en
totes les llavors inoculades que han crescut en el medi Phytogel©. Aixi es podra

esbrinar on hi ha més nombre de bacteris, si ha la rizosfera o a I’interior de ’arrel.
-Cultiu amb bosses Whirl Pak®.

Com que el métode de les bosses és un procés molt més net, no caldra passar les
Ilavors en altres fundes per escanejar-les. Siné que es podran escanejar dins de les

mateixes bosses on han germinat.
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Per a avaluar la implantacio del bacteri, les llavors sense A. brasiliense ja es
poden descartar. Les llavors germinades amb el bacteri s’extreuen de les bosses i es fara
un recompte dels bacteris mitjancant el mateix procediment que en el cas de les llavors
dels CDs.

Recompte de bacteris

Totes les plaques de Petri®, tant dels CD com de les bosses Whirl Pak® s’han
d’introduir a 1’estufa a 32°C durant 48 hores per a que els bacteris es multipliquin i
poder duu el recompte d’unitats formadores de colonies (UFC), pero abans d’introduir-
les a la cambra de cultiu s’ha de revisar que les plaques de Petri® estiguin ben tancades
i etiquetades (s’ha de poder distingir si una placa correspon a una planta d’una placa o

de les bosses i si és de I’interior o de I’exterior de 1’arrel).

Resultats
I. Seguiment de la germinacio de les llavors per conéixer la viabilitat d’aquestes.

Del cultiu de CDs es pot veure, en el seguiment diari, que la major part de
llavors de tomaquet cv. Boludo no van germinar perque es va intuir que estaven
malmeses, no obstant, van germinar meés llavors inoculades amb A. brasilense que no
pas sense el bacteri. Respecte les llavors de panis es pot veure que quasi totes van
germinar, pero tot i aix0 va germinar una llavor més de Panis sense el bacteri que amb
el medi. També s’ha de remarca que en aquest experiment van sortir molts fongs a les

llavors i a les plantule (Taula 2).
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Data (Juliol del 2013) Llavors
22.07 23.07 24.07 2507 | 26.07 |NOgerminades.
Tomaquet cv. 1 0 0 2 1 11
Boludo +
Azosp.
=
E Tomaquet cv. 0 0 1 1 0 13
2 boludo
& |Ppanis + 8 4 0 0 0 3
[_.
Azosp.
Panis 7% 4 2 0 0 2

* Una llavor amb fong de les 7 germinades
** De les dos llavors no germinades una es va descartar el dia 24

Taula 2. Seguiment de les llavors cultivades en els CDs (juliol 2013).

En el cultiu en bosses es pot apreciar que de les llavors de panis amb

A.brasilense van germinar molt poques, mentre que de les Ilavors de panis sense el

bacteri van germinar més de la meitat. No obstant, de les llavors de tomaquet cv. San

Pedro van germinar més les que van ser inoculades amb el bacteri que les que no ho van

ser. Finalment, de les llavors de tomaquet cv. Boludo no va germinar cap llavor perqué

segurament estaven malmeses (Taula 3).

San Pedro

Data (Juliol del 2013) Llavors no
germinades
24.07 25.07 30.07
Panis + Azosp. - 1 3 12
z
E Panis - 4 6 6
=
= | Tomaquet cv. 6 - 7 2
& |San Pedro +
[_.
Azosp
Tomaquet  cv. 0 - 11 4
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Tomaquet  cv. 0 - 0 15
Boludo +

Azosp.

Tomaquet  cv. 0 - 0 15
Boludo

Taula 3. Seguiment de les Ilavors cultivades en les bosses Whirl Pak® (juliol 2013).

A continuacio es mostra en imatges el seguiment diari del cultiu de bacteri en els
CDs. En la primera figura (Figura 26) es mostra només el cultiu de les llavors de panis
amb el medi OAB , en la segona (Figura 27) el cultiu de les llavors de panis amb el

medi OAB i el bacteri, i la tercera figura (Figura 28) mostra les llavors de tomaquet cv.
Boludo.
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MEDI.3

MEDIL2

MEDIS

MEDIL.&

MEDL7

Figura 26. Seguiment del creixement de les llavors de panis sense bacteri en els CDs.
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Figura 27. Seguiment del creixement de les llavors de panis amb bacteri en els CDs.
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Figura 28. Seguiment del creixement de les llavors de tomaquet en els CDs.
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. Comparacio6 del cultiu de Ilavors amb CDs i amb bosses Whirl Pak®.

Una vegada s’ha dut a terme el recompte de bacteris tant dels CDs i de les
bosses Whirl Pak® es comparen els resultats en una taula per poder presenciar alguna
diferencia rellevant entre el creixement de les llavors en els CDs i les bosses, a mes a
més d’aquesta manera es pot saber quin percentatge de llavors de cada tipus han

germinat.

Com mostren els resultats de la Taula 4 i de les Grafiques 1, 2 i 3 que es
presenten a continuacié les llavors de panis germinen millor amb el cultiu en CDs que
amb el de Bosses i sense inocular millor que inoculades (molta diferencia sobre tot al

cas de les bosses).

Per altra banda el tomaquet Boludo no germina amb les bosses i quan es sembra
en CDs germina millor si s’ha inoculat amb A. brasilense. Aixi mateix, el tomaquet San
Pedro (que solament s’ha sembrat en bosses) presenta un percentatge de germinacio

superior quan s’inocula que quan no.

Tipus de llavors | Llavors Llavors no | Percentatge de
cultivades germinades germinades Ilavors
germinades

CDs Tomaquet cv. |4 11 26,6%

Boludo + Azosp.

Tomaquet cv. | 2 13 13,3%

Boludo

Panis + Azosp. 12 3 80%

Panis 13 2 86,6%
Bosses Tomaquet cv. |0 15 0%

Boludo + Azosp.

Tomaquet cv. |0 15 0%
Boludo
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Tomaquet cv. |13 2 86,6%
St.Pedro + Azosp.

Tomaquet cv. | 11 4 73,3%
St.Pedro

Panis + Azosp. 4 12 25%
Panis 10 6 62,5%

Taula 4. Taula on es mostren els percentatge de les llavors germinades tant en CDs com en bosses.

Cultiuen CDs

16
14 |
12 |—3 - :
10 (—3 .
8
s —3 L :
a |
2 |
: -

Tomaqguet Tomaguet Ponis + Pons

cv. Boludo + ¢v. Boludo Azosp

Azorp

LEawvor= no canunades

w Llavors germminades

Grafic 1. Quantitat de llavors germinades i sense germinar en el cultiu de Ilavors en CDs.

Cultiu en Bosses
18

16

12 — —

10 — —

T.ev. T.ev. T.ev. T.ev. Paniz+  Panis
Boludo+ Belude StPadro S5tPadro Azosp.
Azosp. +Azosp.

14 — _ — _ — —

B Llavors serminades

Llavors no sarminades

Grafic 2. Quantitat de llavors germinades i sense germinar en el cultiu de llavors en bosses.
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Paniz 52,50%

Panis + Azosp. 25%

CDs

T. cv. 5t.Padro 73,30%
T.ev. 5t.Padro + Azosp. B6,60% —

T.cv.Boludo | 0%
T.ev. Boludo + Azosp. | 0%
Panis B6,60%

Bosses

Paniz + Azosp. BO0%
Tomagquetcv. Boludo 13,30%

Tomaquet cv. Boludo + Azosp. 26,60%

0,00%  10,00%  20,00%  30,00%  40,00%  50,00%  60,00%  70,00%  B0,00%  90,00%  100,00%

Percentatge de lavors germinades

Grafic 3. Percentatge global de llavors germinades.

[1l.  Mesurar la longitud de les arrels de tomaquet i panis als pocs dies de la
germinacid per observar diferéncies en el creixement entre llavors inoculades i no

inoculades.

Es seleccionen les imatges de les arrels, préviament rentades i escanejades, que
s’utilitzaran per calcular la llargada de la arrel i veure els efectes d’A. brasilense. Es pot
observar com les llavors inoculades amb A. Brasilense tenen unes arrels molt més

Ilargues que les llavors sense inocular.
En aquest cas s’han seleccionat les segiients imatges:

En la Figura 29 es pot apreciar com les arrels de panis cultivades amb A.
brasilense son molt més llargues, son el doble o el triple de llargues que I’ arrel de la
Ilavor sense el bacteri. A més a més es pot apreciar que les arrels inoculades amb el
bacteri son més gruixudes, i tenen més pels radiculars, per tant, aquestes arrels tenen
més superficie per absorbir minerals 1 nutrients. Finalment també s’observa, que mentre
les llavors no inoculades tenen molt poques arrels secundaries (en aquest cas tres), les
inoculades amb A. brasilense tenen moltes més arrels secundaries i també fa que

augmenti la superficie d’absorcio.
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Arrelsde panis cultivades sense A brasilense (A) | amb A, brasilense (B)

il .

Figura 29. Arrels de panis cultivades sense A.brasilense (A) i amb A. Brasilense (B).

En la Figura 30 on es mostren les llavors de tomaquet cv. Boludo també es pot
observar com les arrels de les llavors que han estat inoculades amb el bacteri son molt
més llargues que les no inoculades. No obstant, en les llavors inoculades amb el bacteri

no s’observa un augment en el nombre d’arrels secundaries ni de péls radiculars.

Tot i aix0, si que es nota que les arrels sén més llargues, i per tant tindran més
superficie d’absorcid. Pero els efectes d’A. Brasilense no son tan obvis com en les

Ilavors de panis, on els efectes son més clars i es poden observar més facilment.
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Arrelsde tomiaquet cv. Boludo cultivades sense A. bravilense (A) | amb A. brasilense (B)

Figura 30. Arrels de tomaquet cv. Boludo cultivades sense A.brasilense (A) i amb A.brasilense (B).

En el cas de les arrels de tomaquet cv. San Pedro (Figura 31) també es pot
apreciar com les llavors inoculades amb el bacteri tenen les arrels molt més llargues que
no pas les arrels no inoculades. Tot i aixo, igual que les llavors de tomaquet cv. Boludo,
no s’observa la presencia d’arrels secundaries ni de pels radiculars. No obstant, les

Ilavors inoculades amb A. brasilense, presenten més superficie d’absorcio.

69



TOT UN MON ENTRE ARRELS

Arrels de tomaquet cv. San Pedro cultivades sense A. bravilense (A) | umb A, brasilense (B).

Figura 31. Arrels de tomaquet cv. San Pedro cultivades sense A. brasilense (A) i amb A. brasilense (B).

IV. Saber si realment el bacteri esta present en les arrels inoculades.

En el Grafic 4 es preséncia el recompte de bacteris a partir de les plaques
de petri amb el medi roig Congo que es van sembrar previament. Aquestes plaques unes
contenien Iml de medi OAB amb el que es va rentar la arrel (per tal d’aconseguir
arrossegar tots els bacteris de la rizosfera) i unes altres plaques es van sembrar amb 1ml
de medi OAB amb [D’arrel triturada (per tal d’aconseguir sembrar els bacteris de

I’interior de I’arrel). Una vegada passades 24h dins I’estufa, els bacteris ja van germinar.

Per dur a terme el recompte de bacteris s’agafa la referéncia d’un quadrat
1*1 cm de costats, el qual es va marcar al centre de totes les plaques. Mitjangant una
lupa binocular, s’enfoca el quadrat préviament marcat i es van puntejant les colonies de
Azospirillum (puntets de color roig) que es poden contemplar, al mateix temps també es

puntegen les colonies de altres bacteris, aixo si, amb un retolador diferent.
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Una vegada acabat el recompte del nimero de colonies al quadrat d’1*1

cm de la placa, el resultat obtingut s’extrapola a la quantitat real de colonies d’A.

brasilense i d’altres bacteris que té la placa. D’aquesta manera es pot obtindre un

resultat estimat del nombre de colonies que hi ha en les plaques.

Ding de les amels Fora de les amels
- ipus de UFC UFC Altres UFC UFC Alres
Mostra Especie cultin Azospirillum  bacteris  Azospirillum  bacteris
Bol 1 Tomaquet CD 0 =200 0 =200
Pan 1 Panis. CD 13 =200 25 50
Pan 2 Panis, CD 150 =200 0 13
Pan 3 Panis, CD 34 =200 0 =200
Pan 4 Panis, Bossa 0 168 0 0
Pan & Panis. Bossa 0 =200 0 5
Pan & Panis, Bossa 0 99 0 28
SP1 Tomaguet Bossa =200 =200 0 =200
SP2 Tomaquet Bossa =200 180 150 =200
SP3 Tomaquet Bossa =200 23 =200 15

*UFC: Unitats Formadores de Colonies expresades com la mitjana aritmética de tres repeticions
*Bol: Tomaquet cv. Boludo
*Pan: Panis
* SP: Tomaquet cv. San Pedro

Grafic 4. Recompte de bacteris.

En el Grafic 4 el que capta més 1’atencio és que en la majoria de plaques de petri

no hi havia presencia de A. brasilense a I’exterior de ’arrel, en canvi, en alguns casos a

I’interior d’aquestes hi havia una gran quantitat de bacteris. Aquest fet podria ser degut

a que la neteja que es va fer amb medi OAB no va ser eficag al cent per cent, i per tant

al triturar les arrels, també contenien bacteris de la rizosfera que no van poder ser extrets

previament.

En la majoria de casos es pot apreciar com hi ha una major quantitat de colonies

de bacteris que no pertanyen a la espécie A. brasilense. Aquest fet es creu que es degut a

la contaminaci6 que tenien els CDs i també als diferents tipus de bacteris que podien

contenir les arrels (llavors) tot i haver set esterilitzades préviament.
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No obstant, en el cas del tomaquet San Pedro 3 es veu com té moltes
unitats formadores de Colonies d’A. brasilense tant en 1’exterior com a ’interior de la

arrel, en canvi de colonies d’altres bacteris en té en quantitats molt petites.

Conclusions

Gracies al seguiment diari de la germinacié de les llavors i als percentatges
obtinguts de la quantitat de llavors germinades de cada espécie inoculades o sense
inocular. S’ha pogut arribar a la conclusié que, les Ilavors estiguin inoculades amb A.

brasilense no es sinonim de que tinguin més probabilitat de que germinin.

No obstant si que es pot afirmar mitjancant les imatges (on es comparen les
arrels de les llavors inoculades i sense inocular) que les llavors inoculades amb el
bacteri son més llargues, i en el cas de les llavors de panis també presenten molts més
pels radiculars i més arrels secundaries. Fets que fan que la superficie d’absorci6 sigui
mes gran i per tant la llavor es capag d’absorbir més quantitat de nutrients i minerals, i

fa que creixi més.

D’altra banda, gracies al recompte de bacteris de les plaques de petri inoculades
amb els bacteris de I’interior i de I’exterior de les arrels. S’ha pogut comprovar que els
bacteris han penetrat a I’interior de I’arrel. Tot 1 aixo, degut a la contaminacio i al fet de
que s’ha d’optimitzar el métode per extreure els bacteris de I’exterior de les arrels, han

fet que els resultats no siguin fiables al 100%.
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Capitol 5. Microscopi de rastreig I1: Visualitzacio de les llavors inoculades.

Obijectiu

Observar els bacteris a la superficie de les Ilavors mitjancant el microscopi de

rastreig.

Comprovar si el métode d’inoculacié de les llavors amb A. brasilense és efectiu

0 no.

Material especific

- Glutaraldehid al 2%

- Tampo fosfat. EI tampd és una soluci6 reguladora que consisteix en una barreja
d’un acid debil i una base conjunta. T¢ la propietat de mantenir estable el pH
d’una dissoluci6 en quant se li afegeixen quantitats petites d’acids o bases fortes.
Dins d’una gran varietat de tampons quimics es troba el tampo fosfat que esta
format per hidrogen fosfat i per dihidrogen fosfat, i €s un sistema efica¢ per

amortiguar acids.

- Tetroxid d’Osmi

- Acetanonitril

- Grafit en isapropanol

Material inventariable

- Microscopi de rastreig

- Secat de punt critic
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- Teécnica de deposicio per evaporacio en el buit: Aquesta técnica consisteix en
I’escalfament fins 1’evaporaci6 del material a depositar -en aquest cas carboni i
or, que es duran a terme en diferent maquinaria i a diferent temps-. EIl vapor es
condensa en una pel-licula molt prima en la superficie de la mostra i en les
parets de la camera. Aquesta técnica permet cobrir mostres, perd no aconsegueix

cobrir aquelles zones que no son accessibles.
Procediment
Inocular les llavors mitjangant el mateix procediment que en el Capitul 4.

Les llavors primer de tot s’han de fixar amb glutaraldehid al 2%. Per aconseguir
aquest fixador es dilueix glutar al 25% en aldehid; és millor preparar-lo al moment ja
que sino és fa malvé. Perqueé la substancia pugui fixar el maxim de bacteris possibles, el
fixador ha de cobrir la mostra en un volum de quaranta vegades més. Quan ja s’ha posat

el fixador, es deixa reposar un maxim de 24 hores a la nevera.

Una vegada extreta la mostra de la nevera és renta bé amb tamp6 fosfat, les
vegades que sigui necessari fins que ja no quedi rastre del glutaraldehid. Es treu el

tamp6 fosfat 1 aleshores se li afegeix tetroxid d’Osmi a la mostra, i1 es deixa reposar

durant 1.30h.

Passada I’hora i mitja, es torna a rentar la mostra amb tamp¢ fosfat i finalment se

li afegeix acetanonitril durant 30minuts per a deshidratar-la.

A continuacié s’extreu tot el liquid de les mostres, 1 aquestes es col-loquen a
I’aparell de secat de punt critic. Aquesta maquina primer de tot ha de baixa la
temperatura fins a 5°C negatius i després s’injecta el CO,. Aleshores entra nitrogen
liquid que sacseja la mostra i permet que el CO, agafi el acetanonitril i quan s’obri la
comporta, expulsar-lo. Aquest procediment es repeteix dues vegades, per tal de netejar

la mostra.
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Aleshores s’injecta CO; 1 s’ha d’esperar o bé a que la temperatura pugi a 37°C o
a que la pressié dins de la camara sigui de 87 bars; quan arribi en aquests nivells

significara que la mostra ja ha quedat totalment deshidratada.

Quan la mostra s’ha extret de la maquina del secat de punt critic s’agafa un
portaobjectes i s’adhereix una cinta de carboni, que es conductora eléctrica, damunt de

la qual aniran subjectes les llavors.

Abans d’evaporar les mostres amb carboni es passa grafit en isapropanol, que és
una mostra liquida, per tapar les imperfeccions. I després la mostra s’ha de posar a

I’estufa per tal de que s’evapori el isapropanol.

Una vegada fet aquest procés, s’introdueixen les llavors en la maquina
d’evaporacido de carboni. Aquesta maquina treballa tenint en compte els segilients
parametres: el buit, 1’electricitat, el temps i la distancia; aixi permet fer una capa molt

fina de 200 A sobre la mostra (Figura 32).

. Llavorsde tomaquet
Llavorsde panis q

Figura 32. Evaporacio de carboni de les llavors de tomaquet i de panis.

En acabar I’evaporacio del carboni es passa la mostra per 1’evaporacié d’or, on
gracies a la diferéncia de potencial, entre dos pols de la maquina, cau un navol d’or
damunt de la mostra. En aquesta maquina els parametres que s’han de tenir en compte

son el buit, I’electricitat, I’atmosfera d’arg6 i I’electricitat.
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Resultats

En la Figura 33 es pot apreciar la inoculacio de les llavors de panis en el bacteri.
No son imatges molt nitides i clares, tot i haver netejat préviament la llavor amb lleixiu.
No obstant es pot apreciar com els flagels dels bacteris penetren dins la llavor (primera

fase de I’anclatge del bacteri a la llavor).

Microscopi de rastreig II: Visualitzacio de les llavors inoculades de panis

Figura 33. Visualitzaci6 de les llavors inoculades de panis.

La Figura 34 és la inoculacié amb A. brasilense de les llavors de tomaquet cv.
Boludo. En aquestes imatges es pot percebre un gran nombre de precipitats, es poden
distingir perqueé tenen formes geométriques tridimensionals. Ben bé no s’ha aclarit que
son, pero possiblement pertanyen a I’evaporacié de carboni i d’or. No obstant es pot
percebre en les imatges que es troben més enfocades al bacteri, com el flagel penetra
dins de la llavor. En un principi pensava que tenien els flagels més curts perque
s’havien perdut durant el procés de fixacio, perod després de discutir-ho es va veure que

era que penetraven dins de la llavor.
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Microscopi de rastreig II: Visualitzacio de les llavors inoculades de tomaquet cv. Boludo

Figura 34. Visualitzacié de les llavors inoculades de tomaquet cv. Boludo.

En la figura seglient (Figura 35) es pot perfectament apreciar com els flagels dels
bacteris penetren dins de la llavor. Es veu que els flagels semblen més curts que quan
obteniem imatges del bacteri en el microscopi de transmissio, per aixo es corrobora que

el flagel entra dins de la llavors, primer pas de fixacio del bacteri en la llavor.
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Figura 35. Llavor de tomaquet cv. Boludo amb A. Brasilense.

En la Figura 36 es mostra la inoculacio del bacteri en les llavors de tomaquet cv.
San Pedro. Aquestes imatges son molt meés nitides i no hi ha preséncia de precipitats. |
es pot apreciar perfectament la diferéncia de la Ilavor de tomaquet cv. Boludo i la de
San Pedro. Aquesta Ilavor és una llavor més llisa i sense tants filaments, i aixo permet
una major visualitzacié dels bacteris, de fet diria que és la figura on es poden distingir

millor les llavors 1 on es més facil d’imaginar-se la fixacié del bacteri a I’arrel.
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Microscopi de rastreig II: Visualitzacio de les llavors inoculades de tomaquet cv. San Pedro

Figura 36. Visualitzaci6 de les llavors inoculades de tomaquet cv. San Pedro.

Conclusions

Gracies a aquesta practica s’ha pogut concloure el primer pas de la fixacio
bifasica del bacteri a la superficie de les arrels. Totes aquestes imatges rebel-len que
una vegada el bacteri esta en contacte amb la llavor la primera manera de fixacio es
mitjancant la penetracio del flagel polar a la llavor, aquest resultat s’ha pogut deduir
observant que el flagel polar de tots els bacteris era més curt, i en alguns casos fins i tot

es vela com s’introduia dins de la llavor.
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Capitol 6. Microscopi de fluorescéncia I: Funcionament del tints per a

bacteris.
Hipotesi

La tincio dels bacteris amb fluorocroms funcionara i es podra observar amb el

microscopi de fluorescéncia.

Material especific

LIVE/DEAD ® BacLight™ Bacterial Viability and Counting Kit (L34856):
Aquest “kit” permet als investigadors distingir 1 quantificar c¢l-lules vives i mortes amb

fiabilitat gracies al microscopi de citometria de flux.
Aquest “kit” conté:

- SYTO 9 colorant d’acid nucleic (Component A) , 200 pL d’una solucié 3.34
mM en DMSO

- lodur de propidi (Component B), 200 uL d’una solucié 20 mM en DMSO

- Estandard de microesferes (Component C), 1,0 ml de 6,0 m de diametre
microesferes a una concentraci6 de 10 x 108 perles / ml

en aigua desionitzada que conté 2 mM d'azida de sodi

Material inventariable

Microscopi de fluorescéncia: Es un microscopi on la mostra esta il-luminada
per raigs d’una determinada longitud d’ona. La imatge és el resultat de la radiacid

electromagnetica emesa per 1’absorcio de les longituds d’ona (Figura 37).
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Figura 37. Microscopi de fluorescencia. Font: -Wikipedia-.

Procediment
1. Primer assaig
+¢ Preparacid de les mostres

S’agafen tres matrassos de 100 ml cadascun, i s’introdueix 50ml del medi OAB
en cada matras. A continuacid, mitjancant una nansa de sembra, es sembra en el primer
matras poca quantitat del bacteri, en el segon molta quantitat i al tercer matras no es
sembra A.brasilense, sera un tub control per assegurar que el medi OAB no esta
contaminat. Una vegada s’ha sembrat el bacteri es deixen els tres matrassos en 1’estufa

durant 24 hores a 32°C.

Al dia segiient es comproven els matrassos i es veu que ha crescut el bacteri.
S’analitza la densitat optica del matras on es van inocular més bacteri i dona un resultat

de 0,300. Aix0 ens indica que hi ha una concentracié bacteriana de 10® bacteris/ml.

Per preparar la solucio bacteriana primer de tot s’agafen dos Eppendorf® i es
posa en cadascun 1ml de la mostra bacteriana i es posen a la centrifuga durant 2 minuts
a 10000 rpm i 25°C per tal d’aconseguir un “pellet”. Passats els 2 minuts es treu el

liquid sobrant i s’introdueix en un “pellet” 1ml de NaCL al 85% per les cél-lules
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mortes, 1 Iml d’isopropil alcohol al 70% per les c¢l-lules mortes. Es deixen les mostres

a temperatura ambient durant 45minuts i sacsejant-les cada 15minuts amb la ma.

Es tornen a posar les mostres a la centrifuga durant 3 minuts a 10000 rpm i a
25°C. Quan s’ha format el “pellet” s’extreu el liquid sobrant i es resuspenen els dos

Eppendorf® amb 1ml de NaCl al 0,85% per netejar les mostres.

Es tornen a introduir les mostres a la centrifuga durant 3 minuts a 10000rpm i a

25°C i finalment es tornen a resuspendre en 1ml de Nacl al 0,85%

+* Tinci6 dels bacteris

El procés de tincié de bacteris és el mateix tant per les cél-lules vives com

mortes.

Primer s’introdueix 977ul de NaCl 0.85% en un Eppendorf® i ha continuacié
s’afegeix 1,5ul al 3.34mM de SYTO9 (component A) i 1,5ul 30mM del component B.

Tot seguit s’introdueixen 10ul de la suspencio bacteriana de cél-lules vives. | es
deixa reposar a temperatura ambient i a les fosques durant 15minuts. Passats els

15minuts s’ introdueixen 10ul del Component C (Microsphere Standard).

Finalment es deixa la mostra durant 10 minuts al bany maria amb ultrasons

“sonification in water” .

Tot el procés de tincid dels bacteris després s’haura de repetir per les cel-lules

mortes.

+»* Microscopi de fluorescéncia

Per tal de poder mirar les mostres en el microscopi de fluorescéncia s’han de
preparar en portaobjectes. Del Eppendorf® de cél-lules vives es fan dos portaobjectes,
en un d’ells es posen dues gotes de 30ul de la mostra, mentre que en I altre
portaobjectes es posen dues gotes de 20ul. Aquest procés es repeteix per la mostra de

cél-lules mortes.
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2. Segon assaig

Per poder arribar a uns resultats més nitids i concentrats es decideix seguir el

mateix procediment de preparacio de les mostres, pero:
e La concentracio inicial de bacteris mesura una densitat optica de 0,532.

e En comptes de posar-les a la centrifuga durant 10 minuts i a 10000 rpm

es posa a 5000 rpm i només durant 5 minuts i a 20°C de temperatura.

En procés de tincio continua sent el mateix, no ha sofert cap alteracio.

Resultats

En el primer assaig, no s’hi ha vist molta diferéncia entre les c¢l-lules vives i
mortes, ja que se esperava observar color verd fosforescent per als bacteris vius i roig
brillant per a els bacteris morts. Com es veu a la Figura 38 el resultat sén cél-lules
grogues poc definides degut al trencament de membrana principalment. Per aixo es

decideix tornar a fer un segon assaig canviant alguns parametres del procés.
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Figura 38. Assaig 1 de la tincié amb fluorocroms dels bacteris.

En el segon assaig si que es pot apreciar la diferencia entre els bacteris vius i
morts, com es por observar a la Figura 39. A més a més hi ha més concentracio de

bacteris a la imatge.

No obstant la major part s6n bacteris morts, ja que la soluci6é de partida havia
passat la fase exponencial de creixement dels bacteris. Per tant, els bacteris es trobaven
en la fase de mort. Aquesta fase es dona quan hi ha més cél-lules que es moren que no
pas que es divideixen, fet que es produeix quan hi ha un exhauriment dels nutrients o
una acumulacié de toxics metabolics. Per aquest motiu, en el imatge es poden observar

una gran quantitat de bacteris tintats amb color roig, degut a que estan morts.
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Figura 39. Assaig 2 de la tincié amb fluorocroms dels bacteris.

Conclusions

En el primer assaig es va poder concloure que la membrana dels bacteris estava

trencada, degut a la intensitat de la centrifuga i del bany d’ultra sons.

A T’augmentar la concentracié de bacteris i amb la disminucié del pas de la
centrifuga s’ ha afavorit positivament als resultats del experiment. Ja que la membrana
de la cél-lula no es va trencar i es van poder obtenir més bacteris per imatge i imatges

més nitides.
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Capitol 7. Microscopi de fluorescéncia Il: Viabilitat dels bacteris al temps de

la inoculacio.
Hipotesi
Els bacteris segueixen vius als 10 dies de la inoculacio.

Objectius

Preparar una solucio treien els bacteris tant de la rizosfera com del interior de

I’arrel i comprovar si estan vius o morts amb els tints del capitol anterior.
Procediment

S’agafen llavors de tomaquet cv. San Pedro ja que son les que van donar més
bon resultat en el Capitol 4. En el recompte de bacteris de les plaques de petri, van ser
els que tenien més quantitat de colonies d’A. brasilense, tant a dins com a fora de
I’arrel; 1 a més a més eren les que tenien menys quantitat de colonies formades per altres

bacteris.

Per tant, s’agafen les llavors de tomaquet cv. San Pedro i es segueix el procés
d’esterilitzacio i1 inoculacid de les llavors tal i com s’explica en el Capitol 4. També es
segueixen els passos ja esmentats per la esterilitzacié dels cassets i finalment aquestes
Ilavors es cultiven en CDs amb el medi Phytogel®©.

Passada una setmana, les Ilavors de tomaquet ja han germinat i aleshores es
segueix el procés d’extraccio dels bacteris igual que en el Capitol 4. Primer de tot s’han
d’extreure les arrels, i netejar-les. A continuacid es mullen les arrels amb 1ml del medi
OAB, per tal d’extreure els bacteris que s’han quedat a la part de fora de I’arrel. Tot
seguit es tritura ’arrel 1 es pipeteja 1ml del medi OAB. Pero en aquests casos els ml del
medi d’OAB no es sembraran en una placa de Petri®, sing, que s’utilitzaran per la

tincié amb fluorocroms.

86



TOT UN MON ENTRE ARRELS

A continuacié amb les mostres del medi OAB més els bacteris de dins de les
arrels i amb medi OAB i els bacteris de fora de les arrels es tenyeixen. Seguint el

protocol de tincio amb fluorocroms explicat en el capitol anterior (Capitol 6).

Finalment, després del procés de tincid s’observa al microscopi les mostres

obtingudes.
Resultats

A la Figura 40 es pot observar que a la rizosfera hi ha més bacteris morts que

dins de les arrels.

A. brasilense a la rizosfera A. brasilense dins de ’arrel

Figura 40. Comparacié de les imatges obtingudes al microscopi de fluorescéncia. Una imatges amb els

bacteris de la rizosfera i I’altra amb els bacteris de I’interior de 1’arrel.

Aquest fet pot ser perque el metode d’extraccid de bacteris de ’exterior de
I’arrel no estigui optimitzat. I per tant amb el medi OAB només extraiem els bacteris
morts que no estan fixat a 1’arrel, mentre que els bacteris vius i que estan fixats no

queden arrastrats pel medi OAB.

Per tant, possiblement, molts dels bacteris adherits a la superficie radicular es

van quedar enganxats 1 es van contar amb els bacteris de 1’interior de I’arrel.
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Conclusions

S’ha arribat a la conclusid que el métode de tincid funciona, i s’ha pogut

distingir la quantitat de bacteris vius i morts que hi ha a I’interior i a 1’exterior de 1’arrel.

No obstant, s’ha d’optimitzar el metode d’extraccié de bacteris de 1’exterior de

I’arrel, ja que s’ha comprovat que aquest que s’ha utilitzar no es gaire eficag.

Finalment, el métode utilitzat no és un metode quantitatiu, sind que és un métode

qualitatiu, empiric.
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6. Conclusions finals

Al cap de tota la part practica del treball de recerca s’ha pogut concloure que el
roig Congo es un medi de cultiu especificament per a Azsopirillum, fet que permet que

aquest bacteri tingui els nutrients necessaris per créixer i formar colonies bacterianes.

D’altra banda, si ens centrem en la morfologia del bacteri, gracies a les
practiques de microscopia s’ha pogut veure la forma del bacteri. En aquest cas forma de
bacil, i també s’ha pogut observar clarament el seu flagel polar, que és molt més llarg
que el cos del bacteri en si. Aquest flagel és el que li permet desplacar-se i a més a més
desenvolupa una funcié molt important en la fixaci6 bifasica del bacteri a les arrels o

llavors.

Aquesta mateixa funcié del flagel s’ha pogut observar en les practiques de
microscopia amb llavors, on es podia comprovar com les llavors (préviament
inoculades) contenien els bacteris en la seva superficie, i encara més impressionant va
ser poder presenciar com els flagels dels bacteris penetraven dins la Ilavor per tal de

fixar-se i dur a terme un procés de simbiosis.

L’observacio de la fixacio dels bacteris dins de les llavors en el microscpi de
rastreig, s’ha pogut corroborar amb el recompte de unitats formadores de colonies de
Azospirillum de les plaques de Petri® que es van sembrar amb els bacteris de I’interior
de les arrels. I també s’ha pogut verificar amb els resultats obtinguts del microscopi de
fluorescéncia, els resultats dels quals van indicar que hi havia bacteris vius dins de les

arrels ja que estaven tintats de color verd.

A més a més, gracies a aquest treball s’ha pogut veure I’eficacia del bacteri
sobre les plantes de panis i de tomaquet cv. Boludo i cv. San Pedro. De fet, en tots tres
casos les arrels de les llavors inoculades amb el bacteri eren molt més llargues que sense
inocular. Aquest fet, juntament amb el desenvolupament d’ arrels secundaries 1 de més
péls radiculars en el cas de les llavors de panis, permet que les llavors tinguin més

superficie d’absorcio.
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Finalment, es podria dir que com que el bacteri es troba dins de les Ilavors o
arrels inoculades previament. Aquest fet fa que augmenti la seva massa radicular, per
tant, poden obtenir més minerals i nutrients del Sol fet que afavoreix en el creixement
de les plantes i en el rendiment d’aquestes. A més a més, A.brasilense , ajuda a la planta
a protegir-se de agents patogens i altera el seu organisme, formant més quantitat de

pigments, fitohormones i afavorint a la fixacié de nitrogen.
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