Diputacion

e Salamanca

ANEXO

Titulo del proyecto: Andlisis de la implementacion y evolucién de la encina (Quercus
rotundifolia Lam) micorrizada con trufa negra (Tuber melanosporum Vitt.) en el marco del
proyecto “I+DeheSa” desarrollado en la Finca de Castro Enriquez de la Diputacién de
Salamanea.

Duracién: Cinco anualidades 2014-2019
Investigador principal: Dr, Ignacio Santa-Regina Rodriguez

Organismo solicitante: Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de Salamanca
(IRNASA-CSIC).

Participantes: Dr. Mariano Igual Arroyo
Dr. Alvaro Peix Geldart
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Mediante resolucién de 22 de junio de 2011, de la Secretaria de Estado de Cooperacién

Aerritorial {BOE 1° 156, de 1 de julio de 2011) fue resuelta la convocatoria 2011 de ayudas del

" Fondo Europeo de Desarrollo Regional para cofinanciar proyectos de desarrollo local y urbano

durante el periodo de intervencién 2007-2013. En virtud de dicha resolucion, se concedid una

ayuda a la Diputacion de Salamanca para la realizacion del proyecto denominado “i+DeheSa”,
incluido dentro del Programa operativo de Castilla y Ledn con el codigo CL6.

A raiz de esta concesion se han establecido conversaciones entre la Excma. Diputacion de
Salamanca y el Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de Salamanca, del Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas, con el fin de implementar un proyecto de investigacion, en el marco
del cual el IRNASA-CSIC propone realizar el proyecto arriba mencionado, cuyo objetivo es la
obtencion de trufa, su seguimiento y el estudio de las posibilidades que dicho cultivo puede tener
como alternativa en zonas desfavorecidas, parcelas con menor valor para otros aprovechamientos, e
impulsor de una repoblacidn forestal con especies autdctonas de forma rentable y posible
alternativa productiva, afiadiendo un valor econdmico en las zonas adehesadas.

Entre los bienes ecosistémicos con un interés econdmico directo, la conservacién de la
capacidad productiva (v la calidad producida) de los ecosistemas ha constituido el centro de la
gestién agronomica en el marco de una poblacion creciente (y un coste relativamente bajo de Tos
recursos empleados) (Hooper y Dukes, 2004). La diversidad, en cualquiera de sus estratos o
componentes, tiene un demostrado papel en la utilizacion y eficiencia en el uso de recursos, dando
como consecuencia sistemas mas productivos (Hooper et al. 2004). A nivel de ecosistema, los
organismos del suelo y las comunidades de plantas estdn intimamente ligados. La biota del suelo
influye sobre las plantas a}) directamente mediante la accién de los organismes asociados a la raiz
que afectan selectivamente a las especies vegetales, influyendo asi sobre la productividad y
estructura de la vegetacion, y b) indirectamente mediante el reciclaje de la materia organica y el
aumento en la disponibilidad de nuirientes para las plantas.
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Hay teorias ecoldgicas actuales (Chapin et al. 1997, Hooper et al. 2005) cuyos modelos
predicen de qué manera Jos efectos de los cambios en especies y tipos funcionales se transmiten a
lo largo de las distintas escalas espaciales en los sistemas ecologicos, desde las especies al paisaje,
afectando a los bienes y servicios que los ecosistemas proporcionan. Cambios en el uso del suelo
constituyen perturbaciones ante las cuales no todas las especies presentes reaccionaran de la misma
manera (Chapin et al. 1997). Las nuevas condiciones ambientales seleccionaran un conjunto de
organismos que tendran unas caracteristicas o atributos morfo-funcionales determinados (p. e,
profundidad de raices, composicion quimica foliar), adecuados a la supervivencia bajo dichas
condiciones.

Por tanto, se necesita con urgencia aumentar la informacién ecolégica que permita
establecer un puente entre el conocimiento ecolégico fundamental de Jos servicios del ecosistema y
mm\:\el digefio del mejor tipo de gestién adaptado a su conservacidn y uso sostenible (Kremen 2005).
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i La encina es la especie arborea forestal con mayor extension en la Peninsula Ibérica. Con
una distribucion circunmediterrdnea, aparece desde el nivel del mar hasta los 1.200 m, incluso se
£/ encuentra a 2.000 m en Sierra Nevada, aunque su dptimo altitudinal se localiza entre los 300 a 700

“.m, donde se establece su maxima produccibn, siendo la sequia estival y el frio invernal los dos
/ faC%res abidticos principales que limitan su distribucion (Terradas y Savé, 1992).

/ Una micorriza es la simbiosis entre un hongo (mycos) y las raices (thizos) de una planta.
Como en otras relaciones simbidticas, ambos participantes obtienen beneficios. Al inicio de la
s ‘colonizacion el hongo forma un manto constituido de hifas fingicas que rodean el 4pice de la raiz;
luego otras hifas penetran el espacio intercelular entre las células radiculares, formando lo que se
conoce como la red de Hartig. Es aqui en la red de Hartig donde se lleva a cabo el intercambio de
nutrientes, minerales y agua: el hongo absorbe agua y minerales que luego transfiere hacia la
planta. Por su parte el hongo obtiene de la planta sobre todo carbohidratos que €1 por si mismo es
incapaz de sintetizar, mientras que ella lo puede hacer gracias a la fotosintesis y otras reacciones
internas (Harrison 2005).

T

Tuber melanosporum Vitt. favorece el desarrollo de la encina debido a que aumenta el
poder absorbente de sus raices, facilitando la entrada de agua y componentes minerales, aumenta
su resistencia a la sequia, las bajas temperaturas y a la escasez de elementos minerales, sobre todo
en las primeras etapas de su desarrollo. La presencia del hongo protege a las raices de ciertas
enfermedades provocadas por microorganismos patdégenos del suelo, principalmente mediante la
intervencion de inhibidores quimicos que actban de modo antibiStico en relacion con los
principales parasitos de la raiz (Phytoptora, Phytium, Fusarium, Alternaria) (Pulido, 1994).
Proporciona ademas cierto grado de proteccion frente a los metales pesados contaminantes del
suelo. Todo ello redunda en un mayor crecimiento de la planta en relacién con otras desprovistas
del hongo, siendo especialmente importante ¢l desarrollo del sistema radicular, lo que permite a las
jOvenes plantas de reforestacion enfrentarse con mayores garantias de €xifo a la dura sequia del
verano mediterraneo (Pulido, 1994). Otra de las propiedades de la micorrizacion es la defensa que
puede ejercer el hongo sobre las enfermedades de la encina, importante desde el punto de vista de
pérdidas, tanto econémica como de biodiversidad y de paisaje.
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OBJETIVOS

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, el objetivo general del presente proyecto es
evaluar las posibilidades de implementacion del sistema simbidtico encina-trufa negra en zonas de
dehesa salmantina, con ¢l fin, por un lado, de reforestar exitosamente 4reas de suelos degradados, y
por otro lado, tratar de conseguir un aprovechamiento econémico de un esquema de repoblacion
mediante la explotacion de la trufa negra, una ectomicorriza con alto valor en el mercado.

Este objetivo general se llevara a cabo mediante los siguientes objetivos especificos:

I. Analizar el desarrollo de la encina con el fin de comprobar si la micorrizacion con trufa
negra mejora el asentamiento, pervivencia y desarrollo de la encina respecto a las encinas
sin micorrizar, siendo especialmente importante ¢l desarrollo del sistema radicular, que
facilitaré la entrada de agua y elementos minerales.

2. Anélisis del desarrollo de la ectomicorriza en suelo adehesado: evolucién y cuantificacion
de la biomasa fungica, con el fin de valorar si el cultivo de esta trufa puede ser una
alternativa de explotacién rentable para suelos degradados o terrenos de cultivo
abandonados

3. Analisis del impacto del sistema encina-trufa negra sobre el ecosistema edafico: analisis
comparativo de Ia microbiota edafica en la rizosfera de los dos tipos de encina, micorrizada
y sin nHcorrizar.

METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO

¢
i

La finca experimental de Castro Enriquez se encuentra incluida en la provincia corologica
Mediterranea  Ibérica  Occidental, subprovincia CARPETANO- LEONESA, sector
" SALMANTINO. Su vegetacién climax corresponderia a asociaciones terminales de la serie
supramediterrinea salmantina silicicola de la encina (Genisto hystricis - Querceto rotundifoliae
sigmetum). Esta tendencia se encuentra claramente modificada por la intervencidn antrdpica,
aprecidndose la existencia de una notable degradacion, desarrolldndose en ung zona de ecotonia
donde hay presencia del quejigo (Quercus faginea Lam.) y el rebollo (Quercus pyrenaica Willd).

T

Dentro de ese proyecto se ha puesto en marcha una prueba piloto experimental -en una
parcela de una hectérea de extension, para la plantacion de encinas micorrizadas con el ascomiceto
Tuber melanosporum Viit. Los ejemplares de encina son muy jévenes, ya que es muy dificil
micorrizar con trufa negra arboles de cierta edad, debido a que presentan sus raices colonizadas por
otros hongos.

Disefio experimental

La plantacion ocupa una superficie de 1 Ha, de las 550 Ha totales de la finca. Las encinas
se plantaran a marco cuadrado de 5 m x 5 m en marzo de 2014, para lo cual se emplearan plantas
de encinas cultivadas en envase y micorrizadas artificialmente (316), v un 10% de plantas de
encina no micorrizadas (32), que nos serviran de testigo o control (Figura 1).

En la parcela seleccionada se ha realizado un encalado para corregir el pH del suelo hacia
Ja alcalinidad, con objeto de que se pueda favorecer el desarrollo de la trufa negra, debido a que las
condiciones iniciales no eran 6ptimas para el desarrollo de la micorrizacion seleccionada.
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Figura 1. Distribucion de la siembra de encinas

Todos los analisis quimicos y bioldgicos se realizaran en el Instituto de Recursos Naturales y
Agrobiologia de Salamanca (IRNASA-CSIC).

1. Muestreos de suclos y andlisis de sus parametros tanto biolégicos come fisico-
guimicos.

Para el estudio del medio edafico se tomaran muestras para la determinacion de diversas
caracteristicas fisicas, quimicas y bioquimicas. Con una azadilla se retirard la materia organica de
la superficie del suelo y se recogera la tierra de los primeros 10 cm del suelo y se introdurd en
bolsas de plastico para su traslado al laboratorio. Se tomaran 5 réplicas en cada ciclo bioldgico,
constituidas por-tres muestras elementales que s¢ introduciran en 1a mismia bolsa.

El pH se medira en pasta saturada frente a agua destilada y KCl mediante un pH-metro.

Asimismo se estimard la textura (porcentaje de arenas, limos y arcillas) del suelo,
mediante analisis meeanico del suelo.
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El procedimiento para la determinacién del carbono total, materia orgamica y del
nitrégeno total sera similar al de las muestras vegetales, pero se pesaran 0.1 para el earbono y
materia organica y 1 g de suelo seco para el nitrogeno.

Para la determinacion de fosfore asimilable se empleara el método de Bray-Kurtz (1945)
de lectura fotoméfrica. Después de 6 y antes de 15 minutos se realizaran Ias lecturas a 600 nm en
un espectrofotdémetro CARY 50 PROBE.

La determinacion de calcio, magnesio y potasio se realizaran de forma similar a la
empleada para las muestras vegetales. El calcio, potasio y magnesio extraidos se medirdn en un
espectrofotémetro de absorcion atomica VARIAN 220 Fast Sequential.

2. Valoracion y seguimienio del pH en el suelo para favorecer el cultivo 6ptimo
de la trufa negra.

.‘ Cada ciclo biologico se estimara el pH del suelo para valorar si hay que realizar nuevas
hmiendas que favorezcan el desarrollo de la trufa a pH superior a 7.

3. Andlisis de la influencia de la micorrizacion con trufa negra:

- Supervivencia y crecimiento.

Con el fin de establecer diferencias en la biomasa aérea entre los dos tipos de encina:
icorrizada y no micorrizada se medirdn anualmente el diametro y Iz altura de todos los drboles de
la parcela. A fin de obtener la estimacién més exacta de la biomasa se arrancaran 5 encinas
micorrizadas y 2 o micortizadas, de las que se separardn y pesardn hojas, raras, tronco v rafces.
Se tomarén submuestras de estas secciones y se llevaran al laboratorio donde se secaran en una
estufa de desecacion MEMMERT a 80 °C para determinar su humedad y para su posterior analisis.

Para estimar la variacion estacional de los nutrientes contenidos en hojas, se seleccionaran
9 y 3 encinas micorrizadas y no micorrizadas respectivamente. Se realizarin tres muestreos anuales
(junio, septiembre y diciembre) a distintas alturas del &rbol (baja, media y alta) durante cinco afios
(2014-2018). Las muestras se llevaran al laboratorio donde se secardn en una estufa de desecacion
a 80 °C para determinar su humedad vy se moleran para su posterior analisis.

Ademés se evaluaran distintos indices foliares, los cuales reflejaran el estade nutricional de
la planta seleccionada.

La eficiencia en la reabsorcion (NRE) desde las hojas a las partes perennes del arbol (%)
se define como (Piatek y Allen, 2000; Hagen-Thorn et al, 2006):

NRE = ({concentracion de nutrientes en las hojas verdes — concentracion de nutrientes en
las hojas senescentes) / concentracion de nutrientes en las hojas verdes) x 100

La proficiencia o habilidad en la reabsorcion: nivel minimo a partir del cual la planta
puede reducir la concentracion de un elemento antes de su senescencia (Killingber, 1996;
Killingber y Whitford, 2001,Coté et al. 2002)

S
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- Nutricion mineral: asimilacion de N, P, K y otros bioelementos.

Los elementos a determinar en las muestras vegetales seran: carbono total, nitrégeno total,
fésforo, calcio, magnesio, y potasio.

_ El carbono orginico se determinara por via seca mediante un CARMHOGRAPH 12
WOSTHOFEF. En este analizador se produce la combustion de 0.03 g de muestra molida y seca en
una atmosfera de oxigeno a'950-1000°C.

La determinacion del contenido de nitrégeno total se llevardi a cabo con un
Autoanalizador 3 BRAN LUEBBE. La mineralizacion del nitrogeno orgénico se efectuara por
digestién hiimeda.

Con el fin de realizar el mayor nimero posible de determinaciones con un minimo de
muestra, logrando con ello una mayor economia de tiempo y una mayor exactitud (sobre todo en
estudios comparativos), se realizara la determinacion directa de P, Ca, Mg y K en una sola
mineralizacion de la misma, por calcinacion.

2 El fésforo se determinard por colorimetria mediante el método del amarillo de vanadato-
“~.._molibdato. Al final del proceso las lecturas se realizaran a 400 nm en un espectrofotémetro CARY
“5Q PROBE.
El calcio y magnesio se determinaran por espectroscopia de absorcidn atdmica, mientras
que/el potasio se determinard en fotometria de llama. Todos estos elementos se medirdn en un
espectrofotémetro de absorcién atémica VARIAN 220 Fast Sequential.

-

- Desarrollo radicular

El procedimiento a seguir para la obtencién de la longitud de raices constard de las
siguientes etapas: a) muestreos; b) lavado y decantacion de la muestra; c) tefiido y distribucion de
fas raices y d) conteo.

Las muestras de suelo para la obtencién de raices se extraeran utilizando un tubo de acero
de 6,35 cm de didmetro. Cada muestra se colocard en agua por un periodo no menor de cuatro
horas y se agitard posteriormente con una varilla de vidrio para lograr la ruptura de los agregados y
obtener una adecuada suspension del suelo. Posteriormente el material serd sumergido durante un
minito en solucidén acuosa de Rojo Congo al 1%, y al final se lavara con suficiente agua para
eliminar excedentes del colorante.

4. Deteccion mediante técnicas de Biologia Molecular (PCR cuantitativa en
tiempo real) de la trufa negra en suelo: Distribucion y profundidad.

Durante los altimos 25 afios se ha producido un avance espectacular en el estudio de la
biodiversidad y ecologfa de las comunidades microbianas gracias al desarrollo de nuevas técnicas
de analisis de la comunidad microbiana en su conjunto, por un lado las técnicas moleculares de
andlisis no dependientes de aislamiento y cultivo de los microorganismos, consistentes en analizar
el DNA extraido directamente del suelo {metagendmica), ¢l andlisis de transcritos de RNA
(transcriptémica), el andlisis de proteinas (protedmica) o metabolitos (metaboldmica) ha permitido
descubrir que la diversidad microbiana es mucho mayor de lo que se pensaba, y avanzar en los
conocimientos sobre la relacion de la biodiversidad y la funcionalidad ecolégica de los
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microorganismos en su medioambiente, y profundizar en los mecanismos de establecimiento y
pervivencia de las simbiosis planta-microorganismo. Gracias a esto, hoy es posible monitorizar la
simbiosis planta-micorriza mediante la extraccién directa de dcidos nucleicos y su amplificacién
por PCR (Guidot et al., 2002, 2003; Ranjard et al., 2003).

La deteccién y analisis de la presencia en el suelo de micelio extrarradicular de Tuber
melanosporum se llevara a cabo mediante PCR convencional y PCR cuantitativa en tiempo real
(qRT PCR) que es una técnica metagendmica muy Gtil y especie-especifica que permite cuantificar
1a ‘biomasa microbiana del hongo ectomicorricico. Para ello se utilizaran primers especificos que
tienen como diana los espacios intergénicos ribosomales (ITS) y sondas Tagman que permitiran
analizar la pervivencia, distribucion y cuantificacién de su biomasa en simbiosis con la encina.

3. Evaluacion del efecto de la micorrizacion sobre la estructura de la microbiota
edafica mediante analisis de Acidos grases (PLFAs)

S La determinacion de la estructura de la microbiota edéfica (abundancia relativa de los
fé" . grupos microbianos) se realizd mediante el analisis de los acidos grasos de fosfolipidos (PLFAs,
;’g’? hospholipid fatty acids). El andlisis de PLFAs es una técnica bioquimica que explota las

E\‘?% e iferencias existentes entre los grupos de organismos en la composicion lipidica de la membrana
\%:35' s

L ot/ Celular. En conjunto, el andlisis PLFAs aporta-trestipos de informacion: (7 el patrén de PLFAS ey
* “huella dactilar” bioquimica de la comunidad microbiana; (i) da una estimacion de la biomasa
tofal en la muestra (la suma de las concentraciones de todos los 4cidos grasos detectados); y, al

¢ eXistir 4cidos grasos que son especificos de grupo, (iif) permite cuantificar la abundancia relativa

de diferentes grupos microbianos (abundancia relativa de bacterias Gram-positivas, Gram-
! negativas, actinobacterias, hongos endomicorrizicos y hongos saprofiticos).

El anélisis del perfil de PLFAs comenzard a partir de una de las alicuotas de los suelos
muestreados. Se realizard en ellos una extraccion con una solucion tampén cloroformo-metanol-
citrato (1:2:0,8). Seguido a esa extraccion, se procede a la separacion de los fosfolipidos mediante
columnas de extraccion de fase sélida (0.5 g Si; Supelco Co.) utilizando solventes de polaridad
creciente. Una vez separados, Tos fosfolipidos son transesterificados y metilados dando metilésteres
de acidos grasos (FAMES, fatty acid methyl esters). Los FAMEs resultantes del proceso anterior se
separaran por cromatografia de gases en un cromatografo 7890A GC system (Agilent
Technologies) equipado con un detector de ionizacidén de llama (FID) y una columna HP-ULTRA 2
(Agilent Technologies). La identificacion de los distintos FAMEs en los cromatogramas se
realizard con el programa informatico MIDI Sherlock System, y su cuantificacién por comparacion
con el drea del pico de un estindar interno (FAME 19:0) de concentracidn conocida que sera
incluido en cada muestra. La cantidad de FAMEs especificos de un determinado grupo (p. ej.: de
hongos micorricicos, de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, de actinobacterias, etc) se
convertirin en porcentajes sobre el total de los presentes en la muestra.
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GRUPO DE INVESTIGACION
Tematica del grupo:

La investigacion del grupo es multidisciplinar, consecuente con la tendencia actual de las
prioridades en las convocatorias de proyectos I+D europeos y del Plan Nacional. A tal fin se llevan
a cabo estudios de la microbiota rizosférica, incluyendo Frankia, rhizobia y otros microorganismos
beneficiosos PGPR. En particular, se estudian los vinculos tréficos entre Ta microbiota y Ta cubieria
vegetal, asi como sus efectos sobre la conservacién y/o aumento de la biodiversidad vegetal y
microbiana en un contexto de desarrollo sostenible agroforestal. El grupo cuenta con la experiencia
obtenida en la realizacion de varios proyectos, como son el CLUE, TLinks, MANCHEST de la UE.
Concurre en la actualidad a ofras convocatorias nacionales con los proyectos del Plan Nacional
4D+ y de Castilla y Lebn.

Lineas de investigacion
a) Desarrollo sostenible de sistemas agroforestales:

El objetivo principal de la linea “Desarrollo sostenible de sistemas agroforestales es un
ejor conocimiento de la diversidad microbiana y de los procesos implicados en los ecosistemas
agricolas y forestales.

,é La investigacién en esta linea estudia las comunidades bacterianas del suelo,
specialmente las rizobacterias beneficiosas para las plantas (PGPR) y sus interacciones con estas
ultimas, enfocando el estudio en su biodiversidad, taxonomia, y papel ecoldgico, enfatizando en:

1. El papel ecoldgico de las bacterias fijadoras de nitrdgeno y solubilizadoras de fosfatos en la

promocién del crecimiento de las plantas, con atencidn a la dindmica y el manejo de las

comunidades rizosféricas en los agrosistemas.

El disefio de inoculantes multicepa como biofertilizantes para la agricultura.

La biodiversidad y taxonomia de las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

(PGPR), especialmente Frankia, thizobia, bacterias solubilizadoras de fosfato (PSB).

4. Las bases moleculares de las simbiosis fijadoras de nitrégeno, y en particular la
composicion, distribucion y filogenia de los genes implicados en la nodulacion y 1a fijacion
de nitrogeno.

Rl s

b) Dipdmica biogeoquimica en ecosistemas forestales.

¢) Biodiversidad vegetal.

Personal

El Dr. Ignacio Santa Regina lleva trabajando durante mas de treinta afios en aquellos
procesos de Ecologia Vegetal que involucran un desarrollo sostenible de nuestros bosques
autdctonos, para le cual ha desarrollado wn estudio pormenorizado de la biomasa area vegetal,
como de su mineralomasa intrinseca. Asociado a ello lleva implicito la evolucion estacional de
dicha mineralomasa, que va asociada o bien al proceso de retranslocacién en el momento de la
senescencia de las hojas, como de la caida y su retorno al suelo por medio de la hojarasca; ello
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comporta el estudio del retorno potencial de bioelementos al suelo, o bien el retorno efectivo por
medio del proceso de descomposicion, bien natural o bien artificialmente mediante el experimento
de "litter bags". Asimismo, ha conformado un grupo de trabajo en torno al estudio de la
biodiversidad vegetal, con el objetivo de acelerar las etapas de la sucesion secundaria en campos de
cultivo abandonados, para alcanzar cuanto antes la etapa climax, o bosque, introduciendo procesos
de estudio como la colonizacién, invasidn, competencia y resiliencia.

El' Dr. José Mariane Igual Arroyo realizé su Tesis Doctoral en el IRNASA (1996), titulada
“Efectos del aluminio y del estrés salino sobre el crecimiento y fijacién simbidtica del nitrbgeno en
especies de la familia Casuarinaceae”, defendida en 1996 y dirigida por los Drs. Rodriguez
Barrueco v E. Cervantes. Entre los afios 1996 y 1998 realiz6 su formacién postdoctoral, mediante
una beca del MEC, en el laboratorio del Prof. J. O. Dawson (Univ. de Hlinois, USA). A su regreso
de EEUU se reincorpord al IRNASA, v en el afio 2006 consiguié plaza de Cientifico Tiular de
OPL. Su labor investigadora en esta ultima etapa se ha centrado en el estudio de las interacciones
benefeciosas entre las plantas y microorganismos y en la ecologia microbiana de los suelos.

El Dr. Alvaro Peix Geldart, es Cientifico Titular del CSIC, se incorpor6 al Instituto de
ecursos Naturales y Agrobiologia de Salamanca (IRNASA-CSIC) en 1996, donde lievo a cabo su
Tesis Doctoral sobre el estudio de poblaciones de bacterias solubilizadoras de fosfato y su efecto
v« w(s0bre leguminosas y cereales de interés agrondmico, que fue defendida en 1999. Posteriormente
i - }e becario postdoctoral en el Institut Nationale de la Recherche Agronomique (INRA) en Dijon
: (Francia), donde trabajoé con los doctores G. Catroux y G. Laguerre sobre rhizobia y otras
% rizobacterias asociadas a la rizosfera de guisante. En 2006 realizo asimismo una estancia como
\\/ f,f"[investi_-gador visitante gracias a una beca de The Royal Society y el CSIC en la Universidad de

~ York con el Prof, Peter Young. Sus investigaciones se han centrado en la ecologia microbiana y
diversidad de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR), en especial biodiversidad
de rhizobia y de bacterias solubilizadoras de fosfato, y ha participado en el desarrollo y puesta a
punto de técnicas moleculares aplicadas al estudio de la diversidad microbiana, entre otras andlisis
RISA, perfiles de LMW RNA, HSGME, etc. En la actualidad participa en distintos proyectos de
investigacion sobre éstos temas, seleccionando cepas PGPR implicadas en los ciclos del nifrogeno
y el fésforo y su efecto sobre la produccién de cultivos como fresa, tomate, pimiento, patata ete, y
recientemente ha sido investigador principal de varios proyectos centrados en el aislamiento y
ensayo de cepas de rhizobia tolerantes a factores de estrés en el suelo como la acidez y salinidad y
su efecto en leguminosas como judia, alfalfa o haba. Actualmente es también investigador principal
en un proyecto enfocado al desarrollo de inoculantes microbianos como biofertilizantes especificos
para patata y en otro destinado a mejorar la eficiencia de los fertilizantes organicos mediante el uso
de microorganismos.

Instalaciones, instrumentos y técnicas disponibles para la realizacion del proyecto:

Nuestro equipo de investigacion cuenta con las instalaciones del TRNASA-CSIC de
Salamanca para Hevar a cabo todos los andlisis propuestos.

En el Laboratorio de Biologia Molecular se pueden realizar los sigoientes andlisis:
» Equipo de PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR) para cuantificacién de acidos

nucleicos (niveles de transeripcion, etc), deteccion de mutaciones y estudios de estabilidad
proteica.



¢ Soporte bioestadistico y bioinformético, con el aparataje necesario para la adquisicién de
imagenes de geles v blots, para el andlisis de resultados en diches soportes.
e Para la realizacion de estas técnicas el Laboratorio de Biologia Molecular dispone de los
siguientes equipos:
{1 Planta de fermentacion a media escala, compuesta de:
Fermentador Applikon BioBench de 30 litros.
Centrifuga semicontinua CEPA LE (30 litros/hora).
Homogeneizador Emulsiflex-C3 (prensa francesa, 3 litros/hora).
[ Equipo de PCR cuantitativa en tiempo real modelo7900HT de Applied Biosystems.

Ademds, se incluyen: invernaderos, fitotrones, servicio de secuenciacidn de DNA, Real
Time PCR, cromatografo de gases AGILENT mod. 7890A, microscopia confocal, microscopia de
~JDarrido y TEM, autoclaves, equipos-de analisis de geles, campanas.para microbiolegia, centrifugas,
dspectrofotémetros, equipos de purificacién de agua, secadores de geles y DNA a vacio, etc.

Por lo que respecta a las técnicas biogeoquimicas (anélisis de suelos y planta) se incluyen
servicio de andlisis e instrumentacion):

Espectrofotdmetro UV-Visible Varian {modelo Cary 50 Probe).

Espectrofotometro UV-Visible Varian (modelo Cary 100 Conc).

. Autoanalizador de flujo segmentado BrantLuebbe (modelo AA3) equipado con

| colorimetro digital.

4 \//" Espectrometro de Absorcion Atdmica (EAA) Varian (modelo SpectrAA 220/FS) equipado
con-generador de-hidruros VGA: 76 y horno-de-grafito GTA 116.

Espectrometro de emision optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) Varian

{modelo 720-ES).

Analizador NIR de reflexion (NIRR) para grano entero Perten Insfruments (modelo

Inframatic 9200).

Publicaciones mas relevantes del grupoe investigador durante los ultimos dos afios.
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species and symbiovars of Bradyrhizobium in various American countries. Systematic and
Applied Microbiology, 36: 392-400.
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Dillies, M.A.; Geist, L.; Joublin, A.; Koechler, S.; Lassalle, F.; Marchal, M., Medigue, C.;
Muller, D.; Nesme, X.; Plewniak, F.; Proux, C.; Ramirez-Bahena, M.H.; Schenowitz, C.;
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Cronograma de dedicacién del equipo investigador (Figura 2)

1. Muestreos de suelos y andlisis de sus parametros tanto biolbgicos come fisico-
quimicos.

Responsables los Drs: Ignacio Santa-Regina Rodriguez y Mariano Igual Arroyo durante los
cinco afios del periodo experimental

2. Valoracién y seguimiento de las enmiendas aplicadas a los suelos para favorecer el
cultivo de la trufa negra.

nz\g;esponsabi'cs 1os Drs: Ignacio Santa-Regina Rodriguez y Alvaro Peix Geldart durante los cinco
] fios del periodo experimental

‘ /
i /
\

#" 3, Analisis de la influencia de la micorrizacion con trufa negra:

- Supervivencia y crecimiento
- Nutricién mineral: asimilacion de N, P, K y otros bioelementos

Responsables los Drs: Ignacio Santa-Regina Rodriguez, Mariano Igual Arroyo y Alvaro Peix

Geldart durante los cinco afios del periodo experimental

4. Deteccion mediante técnicas de Biologia Molecular (PCR cuantitativa en tiempo real)
de la trufa negra en suelo: Distribucién y prefundidad.

Responsables los Drs: Alvaro Peix Geldart, Mariano Igual Arroyo e Ignacio Santa-Regina

Rodriguez durante los cinco afios del periodo experimental

5. Evaluacion del efecto de la micorrizacion sobre la estractura de 1a microbiota edifica

mediante analisis de dcidos grasos (PLFAs)

Responsables los Drs: Mariano Tgual Arroyo y Alvaro Peix Geldart durante los cinco afios del
periodo experimental.
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Figura 2. Cronograma previsto

CONILIG SUNTRION S INVIEMIGACIONS Crankicas
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Tareas

1. Bibliografia

2. Disefio experimental

3. Muestreos de suelos y andlisis de sus parametros tanto
 biplogicos como fisico-quimicos.

" falaracion y seguimiento del pH del suelo para favorecer
gEculityp de la trufa negra |
WAnalfsis de la influencia de la micorrizacién con trufa negra
P%Wcién mediante técnicas de Biologia Molecular (PCR
2 oua ftativa en tiempo real) de la trufa negra en suelo:
Distribucién y profundidad

7. Evaluacion del efecto de la micorrizacién sobre la
-gstructura de la-microbiota edéafica mediante-anélisis de dcidos
grasos (PLFAs)

_8. Procesamiento de datos

9. Discusién

10. Memoria final

PRESUPUESTO DE GASTOS DEL PROYECTO PARA LOS CINCO ANOS DE

EXPERIMENTACION (en euros)

Imputacion del 10% de los costes del personal asignado al
proyecto (incluida la Seguridad Social) correspondiente a
los 3 Doctores responsables y personal de laboratorio
(1 Titulado Superiory 1 Técnico Superior de Actividades
Técnicas y Profesionales)

Andlisis de pardmetros biogeoquimicos y de Biologia Molecular
MATERIAL FUNGIBLE:

Reactivos y materiales para la extracciéon de PLFAs

{columnas de silica, n-hexano, cloroforme, metanol, tolueno, etc)
Reactivos PCR y electroforesis

Material fungible para cromatografia de gases

(viales, septums, liners, columna cromatografica, etc)

Kits comerciales para extraccién de Acidos Nucleicos

Material de plastico

Material de vidrio

Material de oficina ¢ informatico

126.734,26

18.500,00

5.500,00
10.500,00

6.000,00
5.800,00
3.300,00
2:800,00
2.900,00
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VIAJES Y DIETAS:
Recogida de muestras
OTROS GASTOS GENERALES:

Mantenimiento de aparatos, preparacion de informes,
difusion de resultados, ete.

TOTAL

RALESY.
QRHESN

2.300,60
2400,00

186.734,26



