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Trabajo de Tesis Doctoral en Ciencias Biologicas

Aspectos bioquimicos, fisiolégicos y genéticos de la interaccion
leguminosa - (Brady)Rhizobium en condiciones de estrés. El efecto
del fungicida thiram (disulfuro de bis-dimetil-tiocarbamilo)

RESUMEN

En condiciones limitantes de nitrdgeno en los suelos, bacterias de la familia
Rhizobiaceae, colectivamente denominadas rizobios, establecen una relacion
simbiotica con plantas leguminosas, determinando la formaciéon de ndédulos u érganos
especializados en raices y tallos. En estas estructuras, las bacterias convierten el
N, atmosférico en NH4+, el que es empleado por la planta como fuente de nitrégeno.
En estados iniciales de esta relacion, compuestos flavonoides altamente especificos
presentes en los exudados de raices y semillas desencadenan la expresion de genes
bacterianos (genes nod y nol) dando comienzo al proceso de nodulacién.

Distintas condiciones de estrés, como déficit hidrico, salinidad, acidez, alcalinidad,
temperaturas extremas y agroquimicos inciden sobre el sistema.

Desde los afios ‘60 existen reportes que dan cuenta que fungicidas empleados como
protectores de semillas podian afectar el proceso simbidtico. En algunos estudios
realizados con thiram (disulfuro de bis dimetil tiocarbamilo) éste ha sido reportado
como un factor de disminucion de la nodulacion de soja. El objetivo de este trabajo
de tesis doctoral es estudiar los efectos de thiram sobre los procesos de
reconocimiento planta-bacteria y los estado iniciales de la nodulacién en soja y
alfalfa, asi como tratar de brindar una solucién practica ante el problema del uso de
agroquimicos, como es la seleccidon de cepas bacterianas resistentes a fungicidas
para ser empleadas en la formulacién de inoculantes.

Para los estudios a nivel molecular se cuenta con una serie de cepas isogénicas de
rizobia donde los promotores génicos de la regidon nod se encuentran clonados junto
al gen estructural lacZ de Escherichia coli, herramienta que permite probar si
exudados vegetales son capaces de activar o inhibir la transcripcion de los genes
nod, midiendo la actividad de la enzima B-galactosidasa.

Exudados de semillas y raices colectados a distintos tiempos del crecimiento vegetal,
asi como compuestos flavonoides puros fueron ensayados en presencia del fungicida
thiram. Los resultados obtenidos muestran que thiram inhibe significativamente la
induccién de los genes de nodulacién bacterianos. La cantidad o calidad de los
exudados vegetales, asi como la interaccidén de los mismos con el producto del gen
nodD podrian verse afectados en presencia de este fungicida.
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En este mismo trabajo se han obtenido cepas de Bradyrhizobium japonicum
altamente resistentes a thiram, algunas de las cuales (cepas T/lIB, A86 y A2)
mantienen intactas las propiedades simbidticas. En otras cepas, la adquisicién de la
resistencia llevo a la pérdida de la capacidad de nodular (cepas A1, C1y C6).

Las cepas resistentes fueron sometidas a pruebas de caracterizacion tales como
resistencia y sensibilidad a antibidticos, tolerancia a distintos pH, tolerancia a
salinidad, capacidad desnitrificante, produccion de sideréforos y solubilizacion de
fosfatos. Estas cepas podrian ser utilizadas en la elaboracién de inoculantes
apropiados para su uso en semillas tratadas con thiram sin que ello lleve a pérdida
de la viabilidad del inoculante y consiguiente merma en los rendimientos.
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Capitulo 1. INTRODUCCION GENERAL
El Nitrégeno en el Suelo.

La disponibilidad de nitrégeno, el nutriente del suelo que en mayor cantidad requiere
un vegetal, es de considerable importancia econémica. Este elemento, clave en la
estructura de las proteinas y otras moléculas bioldgicas, es un componente
indispensable en el protoplasma de plantas, animales y microorganismos.

Debido a la posicion critica del suministro de nitrégeno en la produccién de cultivos y
en la fertilidad del suelo, una marcada deficiencia del mismo puede reducir la
produccién y la calidad de las cosechas, y también, a causa de que es uno de los
pocos nutrientes del suelo que se pierde por condiciones de volatilizacion, lixiviacion
y anaerobiosis, requiere de una conservacién y mantenimiento constantes

El nitrégeno sufre un numero de transformaciones que involucran a compuestos
organicos, inorganicos y volatiles. Las reacciones implicadas pueden verse como un
ciclo en el cual, en varios pasos, el nitrdogeno es manejado a discrecién por los
microorganismos del suelo (Alexander 1977)

El nitrbgeno presente en los tejidos vegetales podra ser utilizado por los animales en
cuyo cuerpo se convertira en otros compuestos simples y complejos. Cuando los
tejidos y excrecencias de animales, plantas e incluso microorganismos son sujetos a
la degradacion microbioldgica, el nitrégeno es liberado de los compuestos organicos
bajo la forma de amonio (NH4+), el que posteriormente puede ser oxidado a nitritos
(NO2-) y nitratos (NO3-), proceso conocido en forma global como mineralizacién.

Contrastando con esta conversion de sustancias complejas a simples se encuentra la
inmovilizacién o asimilacién, en donde las formas inorganicas son tomadas por
vegetales y microorganismos llevando a la sintesis de moléculas complejas. Los
procesos de mineralizacién e inmovilizacién ocurren simultaneamente en el
ecosistema suelo.

A pesar de su funcién critica en la nutricion vegetal, el nitrogeno es asimilado
completamente en el estado inorganico, bajo las formas de nitrato 0 amonio. Aunque
en general los suelos tienen contenidos totales de nitrégeno muy superiores a los
requerimientos de los cultivos, casi todo este elemento se encuentra formando parte
de la materia organica y anualmente sélo se mineraliza una pequena fraccion (1% a
3% del N total). Debido a esta lenta liberacién, el nitrégeno frecuentemente se
constituye en un limitante para la produccién de cultivos.

El nitrégeno, una vez bajo la forma de nitrato, puede perderse del suelo en varias
formas. A causa de su solubilidad en la soluciéon del suelo, el nitrato se mueve
facilmente colocandose debajo de la zona de penetraciéon de las raices (lixiviacién).
En condiciones de elevado pH en suelo, amonio y nitritos pueden volatilizarse y la




voladura de suelos superficiales por efecto del viento (erosion edlica) asi como la
quema de pastizales también contribuyen a pérdidas del minerali.

La fuga biolégica mas importante la constituye la desnitrificaciéon, respiracion
anaerodbica llevada a cabo por microorganismos, donde el nitrato es reducido a
formas gaseosas del nitrégeno (N2, N,O, NO) las que pasan a la atmosfera,
tornandose inutilizables para la mayoria de los seres vivos.

El retiro de importantes cantidades de nitrégeno por las cosechas puede en parte se
compensado con el agregado de fertilizantes quimicos, pero el uso de estos es
muchas veces inapropiado, pudiendo incluso llegar a generar mas problemas que
soluciones. Cualquier ruptura en el ciclo disminuye la reserva de nitrégeno en el
suelo y puede tener efectos drasticos sobre la economia agricola.

Como la fuga de nitrégeno hacia la atmosfera es constante, debe existir un proceso
inverso para mantener el balance, de lo contrario la reserva mundial de nitrégeno
estaria disminuyendo constantemente.

Aunque inactivo en lo que concierne a animales, vegetales y muchos
microorganismos, ciertas bacterias pueden actuar sobre el N, pudiéndolo usar como

fuente de nitrégeno. Este proceso, conocido como fijacién bioldgica del nitrégeno, da
como resultado la acumulacion de nuevos compuestos organicos en las células de
los organismos responsables, por 1o que el N; se introduce nuevamente en la
circulacioén general cuando los nuevos compuestos son mineralizados.

Las precipitaciones y las descargas eléctricas pueden también regresar una pequefia
cantidad de nitrégeno al suelo bajo la forma de sales de amonio o de nitrato, en un
proceso a veces llamado fijacidén no bioldgica, pero es en realidad la fijacién de
caracter biolégico la que mas contribuye al mantenimiento del ciclo.




0000000009000 00000000Qc0c00QCOCQCOIQOTRTOOFOONOOONOOQO°OYGQS

Los organismos que fijan nitrégeno y la enzima nitrogenasa.

Los seres vivos agrupados en los reinos Animal, Vegetal, Hongo y Protista, todos los
cuales poseen células de estructura eucariota, son incapaces de convertir el gas
estable N, , componente de aproximadamente el 78% de la atmosfera, en formas de
uso biolégico. La capacidad de fijar nitrégeno esta limitada a algunos organismos
del reino Monera, el Unico con célula de estructura procariota. Este reino ha sido
ahora subdividido en otros dos (Eubacteria y Arqueobacteria) que difieren entre si
tanto como cada uno de ellos lo hace con los reinos eucariotas (Woese 1987). No
obstante, en ambos grupos se encuentran microorganismos fijadores de nitrégeno.
La capacidad de fijar N, en NH4 estd ampliamente difundida entre los procariotas, de
manera que puede ser encontrada tanto en bacterias gram positivas como gram
negativas, autétrofas y heterétrofas, aerdbicas, anaerdbicas y anaerdbicas
facultativas e incluso en grupos con particulares caracteristicas como son las
cianobacterias y los actinomicetos. Muchas de ellas son bacterias de vida libre, en
tanto que otras viven asociadas a plantas, hongos e incluso animales, formando en
algunos casos verdaderas asociaciones simbioticas.

Géneros de Bacterias Fijadoras de Nitrégeno

(Actualizado sobre la base de Sprent y Sprent 1990)

FAMILIA GENERO COMENTARIO GENERAL
Acetobacteriaceae
Acetobacter Aislado de cafia de azucar. Crece a bajo pH

y altas concentraciones de sacaosa. Puede
formar acetato desde etanol

Azotobacteriaceae
Azotobacter Suelo, agua, hojas y superficie de raices
Azomonas Fijan N, aerébicamente pero son mas eficientes
Azotococcus a baja pO,. Pueden habitar suelos acidos y
Beijerinckia alcalinos. Xanthobacter puede fijar autotréfica-
Derxia mente (H,, CO,) y heterotréficamente
Xanthobacter
Bacillaceae
Bacillus Muy distribuido. Aerobio a anaerobio facultativo
La mayoria de las cepas fijan aerébicamente
Clostridium Suelo, agua fresca, agua salada, sedimentos,
intestinos. Fijan anaerdbicamente o en
microaerofilia. Algunas especies reducen Fe+3
Desulfotomaculum Intestino, rumen. Anaerobio estricto. Convierten

SO4 a S=. Algunas cepas fijan N,.




Beggiatoaceae
Beggiatoa
Vitreoscilla
Thiothrix

Chlorobiaceae
Chlorobium
Pelodictyon

Chiloroflexaceae
Chloroflexus

Chromatiaceae
Amoebobacter
Chromatium
Ectothiorhodospira
Thiocapsa
Thiocystis

Corynebacteriaceae
Arthrobacter

Enterobacteriaceae
Citrobacter
Enterobacter
Escherichia
Klebsiella
Erwinia

Methanomonadaceae
Methylobacter
Methylococcus
Methylocystis
Methylomonas
Methylosinus

Pseudomonadaceae
Pseudomonas
Burkholderia

Rhizobiaceae
Azorhizobium
Bradyrhizobium
Rhizobium
Sinorhizobium
Mesorhizobium?
Photorhizobium?
Agrobacterium

Rhodospirillaceae
Rhodomicrobium

Rhodopseudomonas

Rhodospirillum

Marinos y de agua dulce, filamentosas, oxidan
el 8=

Bacterias verdes del azufre. Suelos humedos y
fangosos, aguas dulces y saladas. Anaerobios
estrictos, la fijacion de N, no es comun

Bacterias verdes filamentosas. Fijan N,
en condiciones de anaerobiosis

Bacterias rojas del azufre. Suelos humeos y
fangosos, anaerobios estrictos. La fijaciéon de
N, no es comun.

Suelos himedos y fangosos, algunas cepas fijan
nitrégeno tanto autotréfica (H,, CO,) como hetero
tréficamente en presencia de O,

Originaimente aislados desde flora intestinal y
actualmente reportados en numerosos habitats,
incluyendo hojas, ndédulos y cortezas de arboles.
Pocas cepas fijan N2 en aerobiosis y micro
aerofilia. Erwinia es patdégeno de plantas.

Suelo y agua. Utilizan el metano.
Crecen y fijan N, en aerobiosis

Aerobios estrictos, algunos anaerobios facuit.
Quimioheterétrofos de enorme versatilidad meta
bdlica. Agua, suelo. Algunos patégenos de
vegetales y animales. Algunos fijan N,

Aerobios del suelo, quimioheterétrofos.
Nodulan simbiéticamente raices y tallos de
leguminosas formando nédulos.
Agrobacterium es patégeno de plantas.

Bacterias purpuras no sulfurosas. Mayormente
acuaticos, anaerobios facultativos, cuando usan
nitrégeno combinado crecen en microaerofilia,
cuando fijan requieren luz y anaerobiosis

6
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Spirillaceae
Aquaspirillum
Azospirillum
Herbaspirillum
Campylobacter

Streptomycetaceae
Frankia

Thiobacteriaceae
Thiobacillus

Vibrionaceae
Vibrio

Familias inciertas
Alcaligenes

Desulfovibrio

Aerobios obligados asociados por lo general a
raices de gramineas donde fijan N, en
condiciones de microaerofilia

Actinomiceto de crecimiento muy lento.

Nodulan no leguminosas incluso arboles. Hifas
a veces septadas, vesiculas fijadoras de N,

y esporangios. Viven en suelo saprofiticamente o
en latencia (esporas)

Aguas acidas con alto contenido de Fe.
Quimioautdtrofo, oxida Fe++ y compuestos con S
Aerobios, fijan N, en microaerofilia

Marinos, probablemente haldfilos
Pueden usar agar como fuente de carbono

Suelos, oxidan el H,
Suelos humedos, aguas dulces y saladas con alto

contenido de materia organica. No todas las
cepas fijan Na,.

Deben incluirse ademas numerosos géneros de cianobacterias, agrupados por lo
menos en 9 familias. La taxonomia de cianobacterias es sumamente contradictoria,
con géneros y familias reconocidos sélo por algunos autores y con el empleo de
sindnimos. Sprent y Sprent, 1990, proponen el siguiente ordenamiento:

FAMILIA
Chroococcaceae
Mastigocladaceae
Microchaetaceae
Nostocaceae

Oscillatoriaceae
Pleurocapsaceae
Rivulariaceae
Scytonemataceae
Stigonemataceae

GENEROS
Chloroglea, Chroococcidiopsis, Gloetothece, Synechococcus
Mastigocladus
Microchaete

Anabaena, Anabaenopsis, Aphanizomenon, Aulosira, Nostoc,
Cylindrospermun, Pseuanabaena, Nodularia, Raphidiopsis,
Richelia

Lyngbya, Microcoleus, Oscillatoria, Phormidium, Plectonema
Pleurocapsa

Calothrix, Dichothrix, Gleotrichia

Scytonema, Tolypothrix

Fischerella, Hapalosiphon, Stigonema, Westelliopsis
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Todos los organismos capaces de fijar nitrogeno poseen el complejo enzimatico
denominado nitrogenasa. Comparado con varias otras enzimas, la nitrogenasa es de
gran tamafo y requiere una importante inversion por parte de la célula, lo que queda
demostrado con que alrededor del 30% del total de proteinas celulares puede ser
contado como parte integrante de la nitrogenasa (Haaker y Klugkist 1987) y sus
requerimientos en términos de energia (ATP), Mo y Fe son elevados. La enzima
esta estructurada en dos componentes, dos metaloproteinas facilimente separables
que recibieron distintos nombres segun los laboratorios que las purificaron. La
fraccidbn mayor, componente |, Azofermo o proteina FeMo, posee una masa
molecular de aproximadamente 220 kD y estd a su vez formada por cuatro
subunidades. La fraccidn menor, componente |, Azofer o proteina Fe posee una
masa molecular en el rango de 57 a 72 kD y consiste de dos subunidades.
La secuencia completa de aminoacidos para ambos componentes de la enzima ha
sido determinada para varios microorganismos fijadores de nitrogeno,
demostrandose la existencia de un considerable grado de homologia.
Debido a que la reduccion del N, tiene lugar sobre la proteina FeMo, el término
nitrogenasa fue propuesto para denominar a este componente en tanto que la
proteina Fe fue llamada nitrogenasa reductasa (Hageman y Burris 1978).
La reduccion del N, sucede de la siguiente manera: a bajo potencial redox (al menos
-430 mv, posiblemente superior en aerobios) moléculas reductoras tales como
ferredoxinas o flavodoxinas donan un electrén a la proteina Fe, 10 que permite a esta
reaccionar con Mg-ATP. Entretanto, el N2 a reducir se combina con la proteina
FeMo en el sitio donde ésta contiente dos atomos de Mo. Ambos componentes
ahora se juntan para formar el complejo nitrogenasa y el electrén fluye desde la
proteina Fe a la proteina FeMo, concomitantemente con la hidrdlisis de 2 moléculas
de ATP y la liberacion del Mg. El proceso es altamente sensible a la presencia de
oxigeno.
Tienen lugar entonces dos reducciones simultaneas y aparentemente inseparables,
la del N2 y la del Hy:

8H+*+N;+8e- 2 NH3 + H;
En condiciones naturales, la reduccion de H+ a H, puede ser sustancial y competir
con el N2 por los electrones, por lo que esta reaccion podria limitar la efeciencia de la
fijacion. No obstante, algunas cepas de microorganismos fijadores contienen una
enzima hidrogenasa que puede partir el H; y reciclar los electrones subsanando de

esta manera el problema.
El NH; puede resultar toxico si la concentracion es elevada, por lo que es

rapidamente incorporado a compuestos organicos.
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La Simbiosis Leguminosa - Rizobio

La interaccién simbidtica entre bacterias de los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium
o Azorhizobium y plantas leguminosas resulta en la formaciéon de nodulos radicales,
estructuras altamente organizadas en las que el N> es convertido a NHj3 por la
bacteria, permitiendo el crecimiento de la planta sin un suministro externo de
nitrogeno reducido. La capacidad de establecer esta relacién simbidtica esta
restringida a las leguminosas con una unica excepcion conocida, el género
Parasponia de las Ulmaceae. La familia Leguminosae abarca plantas muy diversas
en morfologia, habitat y ecologia que van desde especies anuales del artico hasta
arboles tropicales. Esta familia se divide en tres subfamilias, Caesalpinioideae,
Mimosoideae y Papilionoideae, cada una de las cuales posee géneros capaces de
formar ndédulos radicales, no obstante el porcentaje de especies nodulantes es muy
distinto entre las subfamilias. Existen pocos géneros que no nodulan en
Mimosoideae y Papilionoideae, pero en la menos especializada Caesalpinioideae se
incluyen numerosos géneros no nodulantes, y dado que esta subfamilia es la mas
primitiva hemos de suponer que la simbiosis se desarrolld en una etapa bastante
tardia de la evolucion de las leguminosas (van Rhijn y Vanderleyden 1995).

Los tres géneros bacterianos citados han sido agrupados tradicionalmente con las
agrobacterias y filobacterias en la familia Rhizobiaceae (Jordan 1984). El uso de
meétodos modernos de sistematica bacteriana, tal como la taxonomia numérica, la
hibridacién de acidos nucleicos y el analisis de ARNr 16S estdn mostrando la
existencia de una marcada diversidad genética dentro de esta gran familia. Algunos
nuevos géneros, como Sinorhizobium y Photorhizobium, han sido propuestos por
algunos autores y es de esperar que otros se agreguen con el estudio de otras
leguminosas y el avance de la metodologia.

La relacion leguminosa-rizobio tiene un alto grado de especifidad respecto de
determinadas especies o cepas de bacterias para nodular particulares grupos de
plantas, tal como pretende mostrario la siguiente tabla, aunque es de aclarar que la
situacibn es sumamente compleja dado que el grado de especificidad varia
enormemente entre los rizobios.
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Bacteria Planta hospedante
R. meliloti (S. meliloti ?) Medicago, Melilotus, Trigonella spp.
R. leguminosarum bv. viciae Pisum, Vicia, Lathyrus, Lens spp.
R. leguminosarum bv. trifolii Tnfolium spp.
R. leguminosarum bv. phaseoli Phaseolus vulgaris
R. lofi Lotus spp.
R. huakuii Astragalus sinicus
R. cicen Cicer anetinum
Rhizobium sp. cepa NGR234 Leguminosas tropicales, Parasponia spp.
R. tropici Phaseolus vulgarns, Leucaena y Macroptilium spp.
R. etli Phaseolus vulgans
R. fredii (S. fredii ?) Glycine max, Glycine soja, otras leguminosas
B. japonicum Glycine max, Glycine soja, otras leguminosas
B. elkanii Glycine max, Glycine soja, otras leguminosas
Bradyrhizobium sp. Parasponia spp.
A. caulinodans Sesbania spp. (nédulos en tallo)

La formacion de un nédulo radical comprende varios estadios determinados por
diferentes juegos de genes tanto del micro como del macrosimbionte.

Durante las etapas tempranas de la interaccion tiene lugar un intercambio de sefales
entre los simbiontes involucrando la expresién, regulada espacial y temporalmente,
de genes especificos.

Moléculas senales del tipo flavonoides, liberadas por la planta, inducen la expresién
de genes de nodulacién (nod y nol) en los rizobios, los que estan relacionados con la
produccidon de estructuras lipoquitooligosacaridos, comunmente denominados
factores Nod. Estos son capaces de disparar varias respuestas en la planta, tal
como la deformacién de los pelos radicales, la formacién de hilos de preinfeccion y
la induccién de divisiones celulares corticales que llevan a la formacién del primordio
nodular (Higashi 1993). Los factores Nod son ademas responsables de inducir la
expresidon de genes de la planta especificos de nodulos, llamados genes de
nodulinas (van Kammen 1984), los que han sido divididos en genes de nodulinas
tempranas y tardias de acuerdo al momento en que tiene lugar su expresién durante
el desarrollo del nédulo. Por definicion, estos genes debieran ser activos solamente
en las estructuras simbiéticas y no en células no infectadas o en otra parte de la
planta, no obstante para algunos genes primariamente considerados como nodulinas
se encontrd que su expresién no esta limitada al nédulo, lo que permite hipotitetizar
que juegan algun papel en otros 6érganos y han sido seleccionados para participar en
la organogénesis y funcionamiento del nédulo (Mufioz et al. 1996).
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Al principio, en un estado de pre-infeccion, la bacteria responde por quimiotaxis
positiva a exudados vegetales y se mueve hacia sitios localizados de la raiz donde
induce la deformacién, ramificacién y curvado de los pelos radicales. En el proximo
estado, la bacteria penetra la pared celular a través de una disolucién parcial de la
misma cercana a la region curvada del pelo radical. En este sitio, una pared celular
secundaria es depositada por la planta y contribuye a la formacion de una nueva
estructura celular, el hilo de infeccién. Estos tubos, verdaderas invaginaciones de la
membrana plasmatica, penetran a través de las capas celulares por medio de un
mecanismo de degradacion y nueva deposicion de pared, al tiempo que se ramifican
y transportan a las bacterias que a su vez se estan multiplicando activamente.
Concomitantemente, e incluso con anterioridad, a la formacién del hilo de infeccion,
se inducen divisiones mitéticas en la corteza radical llevando a la formaciéon de un
primordio nodular a través del cual crece el hilo de infeccion. Las bacterias son
liberadas desde las puntas del hilo de infeccion dentro de las células vegetales por
un proceso de endocitosis durante el cual las células son rodeadas por una
membrana celular vegetal llamada membrana peribacteroide. Simultaneamente se
forma un meristema en la zona apical del primordio nodular. Estas células
meristematicas son de tamafo pequefio y poseen vacuolas de menor tamario que las
demas células del primordio. Luego de la liberacién dentro de las células vegetales,
las bacterias detienen su divisién celular, aumentan de tamano y se diferencian hacia
formas endosimbidticas denominadas bacteroides fijadores de N, mientras que el
primordio lo hace hacia un nddulo radical. Una representacién esquematica de los
distintos eventos del proceso de nodulacién se presenta en la figura1.

Las células vegetales experimentan una sucesion de cambios morfoldgicos vy
bioquimicos como la aparicion de nuevas nodulinas y de un sistema vascular a fin de
facilitar el intercambio de nitrégeno fijado y nutrientes (en especial carbohidratos)
entre los miembros de la simbiosis.

Basandose en la presencia o ausencia de un meristema persistente, podemos
diferenciar dos tipos de nédulos (figura 2). Ambos presentan una zona central
fijadora de N, con células invadidas y no invadidas asi como varios tejidos
periféricos (epidermis, corteza nodular, endodermis, parénquima nodular).

En general, las leguminosas de clima templado (ej. alfalfa, trébol, arveja) poseen
noédulos con un patrdn de crecimiento indeterminado, de forma cilindrica y con la
presencia de un meristema apical persistente que permite la elongacién del nédulo ya
gue nuevas células son agregadas constantemente. Mientras el meristema esta
activo los rizobios son liberados desde los hilos de infeccién dentro del citoplasma de
las células invadidas. Es posible distinguir diferentes zonas del nédulo con distinto
estado de desarrollo. La zona mas distal es el meristema apical, luego le siguen una
zona de invasion donde los hilos de infeccion estan liberando bacterias, una zona
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simbidtica temprana donde los rizobios se estan diferenciando hacia bacteroides, una
zona simbidtica tardia donde se esta fijando el N; y finalmente una zona senescente,
la mas proximal, donde las células vegetales y microbianas estan degenerando.

Por otro lado, la mayoria de las leguminosas tropicales (ej. soja, mani, poroto)
presentan nédulos con un patron determinado de crecimiento, ya que las divisiones
celulares cesan tempranamente y la forma final depende de la expansion celular,
resultando usualmente esféricos. Todas las células del tejido central se encuentran
en el mismo estado de desarrollo.

El nitrégeno fijado es convertido en compuestos organicos en los noédulos antes de
ser exportado a través del xilema. Basandose en la composicién del jugo xilematico,
las leguminosas fijadoras de N pueden dividirse en exportadoras de amidas o
exportadoras de ureidos. En la primera situacion, caracteristica de leguminosas de
clima templado y nddulos indeterminados, el NH; producido en el bacteroide es
incorporado en aminoacidos, en especial glutamina y asparragina. Por su parte en el
segundo caso, caracteristico de leguminosas de clima tropical o subtropical y nodulos
determinados, el nitrégeno fijado es conducido a la sintesis de ureidos, de los que los
mas abundantes son el acido alantoico, la alantoina y la citrulina.

El problema del oxigeno: la enzima nitrogenasa es extremadamente sensible al O,
debido a que uno de sus componentes, la proteina FeMo, se desnaturaliza
irreversiblemente en presencia de este gas. Por otra parte, la gran cantidad de
energia requerida para el funcionamiento de la enzima debe ser generada por
procesos oxidativos, de alli que los ndédulos demanden abundante O, En los
nddulos el problema se afronta con una baja tension de O, en la parte central gracias
a la combinacién de una alta actividad metabdlica de los bacteroides y la presencia
de una barrera difusora del oxigeno en el parénquima nodular, que contiene muy
pocos y pequefios espacios intercelulares. Ademas, en las células infectadas de la
zona central la difusion del O, se facilita por una proteina trasportadora, la nodulina
Leg-Hemoglobina, presente en altos niveles y que provee a los bacteroides con
suficiente O> como para asegurar la produccién de energia al tiempo que mantiene
un concentracion muy baja de este gas libre en el citoplasma de la célula infectada.
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Figura 1. Representacion esquematica de los eventos involucrados en la formacién de un
nédulo fijador de N, (Tomado de Sanchez y col. 1991)
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Figura 2. Representacion de un nédulo indeterminado (izquierda) y uno determinado
(derecha). A: meristema nodular, B: zona de infeccion, C: interzona, D: zona de fijacion de N,
E: zona senescente, Nc: corteza del nédulo, Ne: epidermis del nédulo, Nv: tejido vascular del
nddulo, Np: parénquima del nédulo, Re: epidermis de raiz, Rc: corteza de raiz, Rd: endodermis
de raiz, Rv: tejido vascular de raiz. (Tomado de Mufioz y col. 1996)
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La Fijacion Bioldgica del N2 en condiciones de estrés. Factores que la afectan.

Numerosos factores, tanto de caracter bidtico como abidticos, ejercen su influencia
sobre la fijaciéon del N por las leguminosas.

Entre los factores bidticos hemos de considerar principalmente la accion de
organismos fitopatdégenos asi como los mecanismos de sobrevivencia de los rizobios

en el suelo.
Cuando los organismos participantes de la interaccion simbiética son atacados por

patégenos, el proceso de fijacidon se ve usualmente afectado de una manera
desfavorable.

Los virus vegetales afectan la estructura y la fisiologia de las plantas hospedantes y
de los nddulos radicales, e incluso se ha puntualizado que las plantas atacadas por
virus pueden actuar selectivamente sobre los rizobios del suelo a través de los
exudados de sus raices, cuya composicion se veria alterada. Altos niveles de virus
en los nédulos pueden directamente afectar la actividad de los mismos (Khadair y
col. 1984, Sprent y Sprent 1990).

También han sido reportadas interacciones entre hongos patdgenos de plantas y
nédulos radicales. Tu, en 1978, describi®é que especies de Rhizobium podian
colonizar las puntas de las hifas de Phytophtora megasperma, hongo patdégeno de
soja y alfalfa, y de este modo afectar el crecimiento del hongo, constituyendo un
mecanismo protector que podria ser de significancia para estos cultivos.

Los nodulos radicales pueden ser atacados y utilizados como fuente de alimento por
larvas de insectos. Wolfson, en 1987, encontr6 que algunas larvas podian ser
fuertemente atraidas hacia nodulos de alfalfa y trébol, que la tasa de sobrevivencia
de las larvas era mayor en presencia de raices noduladas y que en condiciones en
las que la nodulacién era prevenida por la aplicacién de fertilizantes nitrogenados el
nimero de larvas y de adultos emergentes era significativamente menor.

La infeccidon de las plantas por nematodos puede resultar en la producciéon de
factores que suprimen la nodulacién (Ko y col. 1984).

Por otra parte, las leguminosas pueden producir muchas toxinas contra organismos
patégenos. Se piensa que una estrategia importante es la exportacién del nitrégeno
fijado en los nédulos bajo la forma de ureidos, sustancias que no son utilizadas por
los insectos herbivoros, por lo que estas plantas se verian en ventaja respecto de las
que exportan el nitrébgeno mediante otro mecanismo, caso la via de las amidas
(Wilson y Stinner 1984).
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Debido a que el area inmediatamente adyacente al sistema radical es el sitio de
origen de los rizobios infectivos, no es sorprendente que la microflora asociada tenga
influencia en el desarrollo de la simbiosis. Los fracasos ocasionales en la nodulacién
de cultivos pueden ser el resultado de una competencia microbiolégica que suprime a
los microorganismos deseados. Desde los afios '20 los investigadores conocen que
los suelos contienen cepas indigenas de rizobios que a menudo limitan el crecimiento
de las leguminosas. A menudo, experiencias de inoculacién fallan debido a que las
cepas indigenas, bien adaptadas a sus nichos, ocupan los nédulos con exclusién de
las cepas inoculadas, situacién conocida como el problema de la competencia entre
rizobios.

Cuando se introduce un gran numero de rizobios al suelo, como sucede durante las
temporadas de siembra a través de semillas inoculadas, la abundancia de estos
microorganismos en el suelo puede, sin embargo, disminuir drasticamente. Esta
disminuciéon ha sido correlacionada con un aumento en la densidad de protozoarios,
predadores capaces de alimentarse avidamente de bacterias (Ramirez y Alexander
1980, Wrigth y col. 1993).

Las especies de rizobios son también susceptibles al ataque vy lisis por bacteriofagos,
virus bacterianos usualmente presentes en suelo, raices y nédulos. En ocasiones, el
cultivo continuo de ciertas leguminosas, particularmente alfalfa y trébol, produjo
plantas de escaso vigor y bajo rendimiento, condicion que fue atribuida a los efectos
nocivos de un bacteriofago sobre Rhizobium (Alexander 1977).

Alternativamente, los miembros de la microflora pueden ejercer una influencia
benéfica proporcionando factores de crecimiento, degradando metabolitos toxicos,
eliminando a organismos patégenos, inmovilizando el nitrégeno inorganico y otros
mecanismos, de manera que la interaccion simbidtica resulta favorecida (Derylo y

Skorupska 1993, Burdan y col. 1996)
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A pesar de la importancia que tienen los factores bidticos, se ha dado und
atencion al estudio de la influencia que los factores abidticos tienen sobre la H&gic
simbidtica de N,. Entre estos podemos citar:

Temperatura: la temperatura del suelo ejerce un efecto directo tanto sobre la
nodulaciéon como sobre la actividad de nédulos ya formados.

En un trabajo realizado en Australia en 1970, Roughley evalué el proceso de
nodulacién de Trifolium subterraneum por cepas de Rhizobium trifolli (actualmente
Rhizobium leguminosarum bv. trifoliiy a diferentes temperaturas y en un rango
comprendido entre los 7°C y los 19°C.

Las bajas temperaturas afectaron la estructura de los nddulos y la eficiencia en la
fijacidon del N2 en tanto que una mayor cantidad de tejido nodular se formé entre 11°C
y 15°C. Las bajas temperaturas también previnieron o hicieron lenta la diferenciacion
de los bacteroides y la zona de diferenciacion de los noédulos resulté menor a 7°C y
19°C respecto de la superficie cubierta en el rango 11°C-15°C. La diferenciacion se
vio también afectada por la cepa de rizobio empleada y por el cultivar vegetal. En
este estudio, la cepa TA1, aislada de un suelo frio, formé bacteroides a 7°C en tanto
que la cepa SU297, proveniente de un suelo templado, no logré diferenciar
bacteroides a esa temperatura. A 15°C y 19°C ambas formaron la misma cantidad
de tejido bacteroide, pero la temperatura éptima para que esto ocurriera no fue
necesariamente la misma que para la maxima fijacién de N,. La temperaratura
optima para la fijacién es 19°C, no obstante las plantas formaron mayor cantidad de
tejido nodular a 11°C, estimulacion que compensaria parcialmente la poca eficiencia
de los bacteroides para fijjar N> a esa temperatura.

Otros trabajos permitieron evidenciar que el proceso de nodulaciéon es mas sensible
al frio que la actividad nitrogenasa en si y que, a bajas temperaturas, una mayor
cantidad de nitrégeno fijado es retenido por los nédulos, sugiriendo que la
exportacion hacia las partes aéreas se ve retardado (Gibson 1969).

La sensibilidad de la interaccién fijjadora de N a las bajas temperaturas en
leguminosas subtropicales como la soja constituye una enorme limitacion para la
adaptacion de este cultivo en areas de estacion céalida breve (Zhang y col. 1995).

En el otro extremo de la escala, las altas temperaturas pueden afectar la
sobrevivencia y la persistencia de los rizobios en el suelo asi como la interaccién con
las leguminosas. Esta situacion es critica para cultivos de regiones tropicales en
donde la temperatura del suelo proximo a la superficie puede alcanzar valores entre
los 40°C y 60°C durante el verano.
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Se ha reportado la existencia de una considerable variacion en las cepas de rizobios
en cuanto a la sobrevivencia y capacidad de nodulacidon en altas temperaturas
(Michiels y col. 1994). Al respecto caben citar experiencias realizadas en un mismo
suelo y en donde la mortandad de cepas de Rhizobium leguminosarum bv. trifolli por
altas temperaturas trajo grandes pérdidas en cultivos de trébol, en tanto que la
nodulacién practicamente no se vio afectada en lupino. Esta planta es nodulada por
Rhizobium lupini, que en estudios de laboratorio mostré una sobrevivencia a altas
temperaturas muy superior a la del simbionte del trébol (Marshall 1964). El
mecanismo de proteccion de los rizobios ante el calor es aun desconocido, existiendo
hipétesis que van desde la interaccion con las particulas de arcillas hasta la
presencia de plasmidos involucrados en la resistencia a altas temperaturas (Barbour
y Elkan 1989).

Relaciones hidricas: la disponibilidad de agua tiene un importante efecto sobre la
nodulacion vy la fijacién de No. En Trifolium subterraneum el descenso del potencial
agua del suelo ha sido correlacionado con un menor nimero de hilos de infeccién,
llegando incluso a la inhibiciéon total de la nodulacién (Worrall y Roughley 1976).

El crecimiento de la raiz y de los pelos radicales se ve fuertemente influenciado por la
condicién de estrés lo cual seria un importante causal en la inhibicion de la
nodulacion, basandose especialmente en que experiencias de rehidratacion del suelo
han permitido reanudar el crecimiento y la subsecuente infeccion.

Una vez iniciado el proceso de infeccion, un reducido suministro de agua puede
retardar el crecimiento del nddulo y acelerar la senecencia del mismo. La actividad
nitrogenasa también se ve disminuida de manera importante, acompafando al
descenso de la actividad respiratoria del nédulo (Weisz y col. 1985). Por su parte, el
transporte del nitrégeno fijado fuera del nédulo se ve disminuido, posiblemente
debido a un insuficiente suministro de fotosintatos desde los tallos y hojas estresados
(Huang y col. 1975).

Otro tipo de experiencias han mostrado que trabajando con leguminosas y cepas de
rizobios seleccionadas tolerantes a la desecacion, la interaccion simbidtica puede
llevarse a cabo (Soria y col. 1996).

En el otro extremo de la escala, muchas leguminosas son sensibles al exceso de
agua (anegamiento). El desarrollo y funcionamiento del nédulo se ve por lo general
mas afectado que la propia infeccion, y algunos efectos, como la disminucién de la
actividad nitrogenasa, puede ser incluso mas intensos que en el caso de déficit
hidrico. El reducido a nulo aporte de 0, al nédulo parece ser el principal problema
del efecto del anegamiento. La difusién del 0, dentro de los nddulos es en parte
regulada por una barrera fisica localizada en células del parénquima nodular.
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Bajo condiciones de estrés, la resistencia a la difusidon aumenta determinando una
falta de O, en el interior del nddulo, lo que lleva a inhibir su actividad (Day y
Copeland 1991).

Tanto el exceso como la falta de agua en el suelo ejercen su efecto sobre la
sobrevivencia de los rizobios. Generalmente la desecaciéon es mas grave para la
sobrevivencia bacteriana que el exceso de agua, especialmente en regiones donde la
falta de agua se combina con las altas temperaturas.

Una considerable cantidad de informacién se ha acumulado respecto de diferencias
en la tolerancia a la desecacion de diferentes cepas, especies y géneros de rizobios
(Al-Rashidi y col. 1982, Aurag y Sasson 1992). Las bacterias de crecimiento lento
(género Bradyrhizobium) presentan una mayor tolerancia a la desecacion que las de
crecimiento rapido (género Rhizobium) segun coinciden la mayoria de los reportes.
Los mecanismos de tolerancia a la desecacién no son bien conocidos, citdndose
algunas propuestas caso las distintas cantidades de agua que las células pueden
retener, la capacidad de limitar a un minimo el metabolismo celular, incremento de la
actividad catalasa y presencia de plasmidos especificos para la tolerancia a la
sequia.

Salinidad: la actividad de los nodulos puede verse afectada por la presencia de
solutos en la solucion del suelo de varias maneras. Con altas concentraciones de
solutos la nodulacion puede inhibirse y en casos de formacion de nédulos el agua
puede salir de los mismos por efecto osmotico afectando severamente la actividad
nitrogenasa. Al efecto osmético debe sumarse la toxicidad que algunos iones
poseen para vegetales y microorganismos cuando se encuentran en cantidad
elevada.

En un estudio realizado en soja se evalud la interaccion de Bradyrhizobium
japonicum con los pelos radicales bajo concentraciones crecientes de NaCl en el
rango de 0% al 1,8% en la solucion de cultivo. A una concentracion de 1% se pudo
evidenciar inhibicién en el curvado de los pelos, fendmeno notablemente acentuado a
medida que se elevaban las concentraciones. A partir de 0,2% de NaCl comenz6 a
declinar el crecimiento del microorganismo y a una concentracion de 1,2% la
nodulacién ya no tuvo lugar (Tu 1981).

En algunas experiencias realizadas con Vicia faba (arveja) y Vigna unguiculata
(cowpea) se observé que la aplicacion de distintas concentraciones de NaCl en el
momento de formacion de los pelos radicales podia reducir la colonizacién de las
raices, el curvado de los pelos, la estructura de los pelos y de células hipodérmicas,
el numero y peso de los nddulos y la actividad nitrogenasa (Zaharan y Sprent 1986,
Georgiev y Atkins 1993). Al tiempo que la salinidad afectaba la fotosintesis y se
registraba una merma significativa en la actividad nitrogenasa, el exporte del
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nitrogeno fijado y la respiracién nodular mantenian un nivel similar o incluso superior
a las plantas sin exposicion al NaCl.

Existen numerosos reportes sobre los efectos de la salinidad en otras leguminosas y
las respuestas varian segun la necesidad de nitrégeno de la planta y la combinacién
de la fijacién con las formas directamente asimilables desde suelo.

La acumulacién de solutos osmocompatibles tales como prolina, sucrosa y D-pinitol,
ha sido descripta en nodulos de algunas leguminosas tales como alfalfa y cowpea y
ellos ejercerian una funcién osmorreguladora en situaciones de salinidad (Irigoyen y
col. 1992)

La busqueda de cepas de rizobios tolerantes a salinidad puede ser una alternativa
para lograr el establecimiento de la simbiosis en condiciones en las que el
crecimiento del cultivo no se ve alterado (Doura y col. 1984, Mohammad y col. 1991,
Rosas y col. 1996).

pH: la nodulacién de leguminosas se ve generalmente reducida por condiciones de
bajo pH en el suelo, situacion que puede deberse a un escaso crecimiento de los
rizobios, a un incremento en el nimero de cepas inefectivas o sensibilidad del
proceso de infeccion.

La disponibilidad de algunos nutrientes esenciales como calcio, magnesio, fésforo y
molibdeno es baja en suelos acidos, en tanto que los altos niveles de aluminio y
manganeso pueden llegar a ser toxicos para las plantas y los rizobios (Coventry y
Evans 1989).

E! pH del suelo puede alterarse seguln el tipo de nutricién nitrogenada de las plantas.
Asi, las plantas que fijan N tienen una producciéon neta de protones que tiende a
bajar el pH del suelo, mecanismo demostrado por lo menos en soja y en alfalfa. La
capacidad buffer de algunos suelos puede evitar importantes cambios del pH, pero
en suelos con baja capacidad de intercambio catidnico el problema puede ser
importante. A esto debe sumarse que en general las plantas que fijan N2 son mas
sensibles a la acidez que plantas de la misma especie que se nutren de nitrégeno
mineral (Andrews 1976).

En alfalfa, el nimero de nddulos se reduce rapidamente cuando el pH del suelo es
inferior a 4,7. La seleccion de genotipos tolerantes a acidez tanto de plantas como
de cepas de R. meliloti ha tenido un efecto marcado sobre la productividad de este
cultivo en suelos acidos de Australia (Howieson y col. 1992).

El crecimiento y sobrevivencia de los rizobios se ve afectado a pH inferiores a 4,5 en
los medios de cultivo, no obstante se verifica una gran variabilidad en la tolerancia a
pH incluso entre distintas cepas de una misma especie (Hagedorn y Caldwell 1981).
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Entre los mecanismos sugeridos para explicar una mayor tolerancia a la acidez
pueden citarse la produccion de polisacaridos extracelulares (Cunningham y Munns
1984) y un interesante mecanismo descripto por O'Hara y col. en 1989 segun el cual
las cepas tolerantes a bajo pH pueden controlar su medio interno, el que permanece
alcalino, en tanto que las cepas sensibles no pueden mantener un citoplasma
alcalino en condiciones de acidez elevada.

Un gran problema consiste en distinguir entre los efectos del bajo pH y la toxicidad de
algunos minerales, en especial el aluminio. Recientes trabajos estan avanzando
sobre el tema, siendo destacable un estudio iniciado por Richardson y col. en 1988
en el cual se midié la capacidad inductora de genes nod a bajo pH y presencia de
aluminio y calcio en Rhizobium leguminosarum bv. ftrifolli. En este estudio, la
presencia de aluminio no impidié la transcripcién del gen nodD cuando el pH era
superior a 4,8. Valores de pH inferiores a 4,8 fueron determinantes en la inhibicion
de la induccién de genes nod en varias cepas probadas. La presencia de aluminio
limitd la expresion del gen nodA, fenémeno que parcialmente pudo ser revertido
aumentando la concentracion de calcio.

En algunos lugares la alcalinidad del suelo también resulta problematica para la
fijacion bioldgica del N, como sucede en el norte de la India donde el pH de los
suelos puede alcalcanzar valores entre 8 y 10,5. Singh y col., en 1973, encontraron
que el nimero de nddulos radicales formados en alfalffa se podia ver
significativamente reducido en soluciones de cultivo conteniendo 0,1% de Na,COs y
NaHCO;. La informacién disponible sobre alcalinadad es notoriamente escasa en
comparacién con lo que sucede con la situacién de acidez.

Efecto de nutrientes: las leguminosas requieren cualitativamente los mismos
nutrientes que los demas vegetales tanto en macro como en microescala, no
obstante es necesario un mayor aporte en hierro y molibdeno, necesarios para la
fabricacion y mantenimiento de la nitrogenasa y de la leg-hemoglobina.

La presencia de nitrogeno combinado en el suelo, bajo la forma de compuestos
organicos e inorganicos, puede reducir la nodulacion, la produccién y curvado de los
pelos radicales, la actividad de los nédulos y acelerar la senescencia (Becana vy
Sprent 1987).

Un nutriente que en muchas areas resulta limitante para la nodulacién, y el
crecimiento vegetal en general, es el fésforo. El contenido de este mineral en los
nédulos es superior al hallado en la zona no nodulada de las raices, y posiblemente
ello sea debido al alto requerimiento energético (ATP) para el funcionamiento de la
nitrogenasa. La toma de fésforo desde el suelo, especialmente si la fuente del
mineral es insoluble, se ve en ocasiones estimulada por la presencia de micorrizas
vesiculo-arbusculares, hongos que forman una extensa red de hifas en el suelo y
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cuya relacion simbidtica con vegetales permite una mejor toma de minerales (en
especial fésforo) y agua. Actualmente se estan realizando experiencias de co-
inoculacién de leguminosas con rizobios y micorrizas en aquellos suelos con baja
disponibilidad de fésforo.

El nigquel es un micronutriente que la planta requiere en bajas cantidades para su
normal crecimiento y desarrollo. Algunas enzimas presentes en el proceso de fijacién
biolégica del N, tales como la ureasa y la hidrogenasa, lo requieren, pero en
cantidades elevadas puede resultar téxico (Dalton y col. 1988).

Otros microelementos de importancia para la fijaciéon biolégica del N, son el potasio,
requerido especialmente durante la diferenciacién de los bacteroides, y el molibdeno,
constituyente de la nitrogenasa. Este Gltimo mineral es un importante limitante en
suelos acidos, en los que su disponibilidad es minima.

Agroquimicos: los agroquimicos constituyen importantes herramientas que la
agricultura actual emplea a fin de proteger el rendimiento y calidad de los cultivos, no
obstante la informacién disponible sobre la influencia que muchos de ellos pueden
tener sobre la fijacién del N, y la actividad nitrogenasa es incompleta y muchas veces
inconsistente.

La mayoria de las leguminosas cultivadas estan expuestas a agroquimicos,
empleados como protectores de las plantas y como fertilizantes, que pueden
contener compuestos quimicos potencialmente nocivos para la fijacién biolégica del
N.. La exposicidn de las plantas a este tipo de sustancias puede ser intencional, por
ejemplo aplicando un insecticida al cultivo, 0 no intencional como ocurre cuando
existen residuos remanentes de algun tratamiento anterior.

Un significativo volumen de investigaciones se lleva a cabo con soja, primer
leguminosa cultivada en la escala mundial, y en muchos casos los resultados
informados al evaluar un mismo agroquimico resultan contradictorios. A manera de
ejemplo vale citar el caso del herbicida trifluralin, el que fue reportado como inhibidor
de la nodulacion en soja (Parker y Dowler 1976). Bollich y col., en 1985, reportaron a
su vez que ftrifluralin no afectaba el numero y peso de nédulos ni la actividad
nitrogenasa en tanto que Alaa-Eldin y col., en 1981, sugirieron que dosis de trifluralin
superiores a las usualmente empleadas estimulaban la nodulacion de soja.

Curley y Burton, en 1975, informaron que el fungicida pentaclorobenceno (PCNB)
reducia la nodulacién de soja, mientras que Mallik y Tesfai, en 1985, reportaron su
inocuocidad a dosis incluso diez veces superiores a las corrientes.

La mayoria de los estudios sobre los efectos de agroquimicos en leguminosas se han
centrado en la accion sobre la planta o sobre la bacteria y principalmente con
compuestos de la categoria de los herbicidas, resultando que a muchos de estos se
la han adjudicado acciones nocivas sobre la fijacidon en cuanto a la reduccion del
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nimero y peso de los nodulos formados, de la actividad nitrogenasa y de los
rendimientos a campo. Ensayos de laboratorio mostraron también efectos adversos
sobre la sobrevivencia de microorganismos. No obstante, pocos estudios han tenido
en cuenta cual es el estadio del proceso simbiético que se ve originalmente afectado
por estos quimicos, lo que lleva a la necesidad de implementar nuevas técnicas de
investigacion a fin de dilucidar si se trata de la planta, la bacteria o la interaccion
entre ambos.

Pesticidas en la agricultura. El fungicida thiram.

La mayor parte de los pesticidas empleados en las practicas agricolas estan
destinados a eliminar organismos seleccionados. Todos ellos actuan bloqueando o
interfiriendo con algun proceso metabdlico, no obstante como lo hacen, es decir su
modo de accion, es dificil de determinar y en muchos casos no se conoce aun.
Incluso un mismo pesticida puede llegar a exhibir mas de un modo de accioén, lo que
torna ain mas complejo su estudio (Johnson y Ware 1992).

Entre el 90% a 95% de los pesticidas usados en la actualidad caen dentro de tres
grupos: insecticidas, herbicidas y fungicidas. De estas tres clases principales de
pesticidas, los fungicidas son quienes menor regulacién legal presentan para su uso,
lo que puede ser atribuido a dos principales razones: a) los fungicidas son en general
poco téxico para los vegetales cuando se usan en las dosis recomendadas y b) son
generalmente de muy baja toxicidad para animales de sangre caliente, incluyendo el
ser humano, si los comparamos con herbicidas e insecticidas.

La accién de los fungicidas se expresa usualmente de dos modos fisicamente
visibles: a) la inhibicién de la germinacién de esporas y b) la inhibicién del crecimiento

fungico.

Qué sucede a nivel celular para causar estos resultados faciimente visibles?

Todos los fungicidas son inhibidores metabdlicos y sus modos de acciéon conocidos
pueden ser clasificados en cuatro grupos:

-inhibidores de la cadena de transporte de electrones

-inhibidores de enzimas

-inhibidores del metabolismo de acidos nucleicos y sintesis de proteinas

-inhibidores de la sintesis de esteroles

Los fungicidas, estrictamente hablando, son quimicos empleados para prevenir,
eliminar o detener el crecimiento de hongos, no obstante en la agricultura el término
también se extiende a productos destinados a combatir enfermedades provocadas
por bacterias.
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Existen cientos de ejemplos de enfermedades de plantas. Ellas incluyen
podredumbre de raices, enfermedades en la germinacion, enfermedades de agallas
o tumores, podredumbre durante el aimacenamiento, marchitamiento, enfermedades
por mohos, tizones, virus, etc. Estas pueden, en muchas instancias, ser controladas
por la temprana y continua aplicacion de fungicidas seleccionados.

Las enfermedades fungicas son, basicamente, mas dificiles de controlar que las
provocadas por insectos, dado que los hongos son organismos con mayor
semejanza morfoldgica y fisioldgica a los vegetales que viven en cerrada asociacion
con el hospedante, lo que explica la dificultad para encontrar productos quimicos
que combatan al hongo sin danar al vegetal.

En la actualidad existen aproximadamente 200 fungicidas quimicos, muchos de los
cuales son compuestos organicos recientemente descubiertos. La mayoria de ellos
actuan como protectores, evitando la germinacién de esporas y la subsecuente
penetracion del hongo a los tejidos vegetales. En algunos casos se requieren
sucesivas aplicaciones de un producto a fin de cubrir zonas de nuevo crecimiento
vegetal y/o reemplazar fungicida que ha sido deteriorado, degradado o lavado por las
lluvias. Algunos de estos inhibidores o téxicos quimicos pueden retardar o detener
el crecimiento del hongo cuando son aplicados luego que el estado infeccioso ya se
ha establecido, como en el caso de los nuevos fungicidas sistémicos, que erradican
la infeccion, detienendo el progreso de enfermedades existentes cuando los
sintomas ya han aparecido.

Historicamente, los fungicidas han consistido en compuestos con azufre, cobre o
mercurio y aun en la actualidad la mayoria de las enfermedades vegetales pueden
ser controladas por este grupo. No obstante, los compuestos con azufre y cobre
pueden retardar el crecimiento en plantas sensibles, por 10 que se han desarrollado
nuevos fungicidas, de caracter organico, que presentan mayor actividad y menor
fitotoxicidad.

Thiram, el primero de los fungicidas organicos azufrados fue descubierto en 1931y a
él siguieron muchos otros. Los nuevos fungicidas organicos son bastante eficientes,
ya que se requiere la aplicacion de pequenas cantidades comparado con las dosis
empleadas en el pasado y, en general, tienen baja fitotoxicidad y pueden ser
degradados por los microorganismos del suelo previniendo su acumulacién y efectos
no deseados sobre el medio ambiente.
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Capitulo 2. EL EFECTO DEL FUNGICIDA THIRAM SOBRE ASPECTOS
FISIOLOGICOS DE PLANTAS Y MICROORGANISMOS

INTRODUCCION
El incremento en la produccién de alimentos para la creciente poblacién mundial ha
llevado a practicas agricolas intensivas en que practicamente la totalidad de las
tierras cultivables en climas templados estan siendo utilizadas, con un creciente
avance hacia las zonas ecuatoriales.
Los fungicidas juegan un papel preponderante en la produccién agricola intensiva de
la actualidad, en las actividades industriales y en la prolongacién de la utilidad de
productos manufacturados. Algunas estimaciones indican que aproximadamente la
mitad de la producciéon mundial de granos emplea fungicidas. De la enorme cantidad
de especies de hongos conocidas, poco mas de 200 son considerados patégenos
vegetales y aproximadamente una docena de ellas causan serias pérdidas a los
cultivos. Debido a las variaciones de temperatura, humedad, radiacién solar, tipos de
suelos y microflora de las distintas regiones el uso de los mismos requiere de una
evaluacion de los materiales toxicos a emplear, su formulacién y modo de aplicacion,
etapas que muchas veces no se cumplen.
Los compuestos organicos empleados como fungicidas presentan una diversidad
quimica importante, pudiendo ser agrupados en: ditiocarbamatos, tiazoles, triazinas,
aromaticos sustituidos, sulfonimidas, dinitrofenoles, quinonas, organotinas, alifaticos
nitrogenados y un grupo muy variado que comprende a los nuevos fungicidas
sistémicos.
En el grupo de los ditiocarbamatos encontramos las "viejas liberaciones" -thiram,
mancozeb, ferban, ziram, metam-sodio y zineb- todos desarrollados en las décadas
del 30 y del "40. Tales fungicidas tienen difusion mundial y el uso de este grupo es
probablemente superior al de todos los otros fungicidas reunidos.
En 1931, Tisdale y Williams (consignatarios de E.Il. du Pont de Nemours & Co)
patentaron en EE.UU. una serie de desinfectantes derivados del acido ditiocarbamico
destinados a prevenir y controlar el crecimiento de hongos. Otros estudios con este
tipo de compuestos aparecieron mas tardiamente en Inglaterra e Irlanda del Norte.
A pesar de la fecha de patentamiento, el uso de este tipo de fungicidas recién se
intensificd con el advenimiento de la Il Guerra Mundial, cuando la alta demanda de
Cu y Hg requirié del empleo de sustancias alternativas. EIl primer ditiocarbamato en
alcanzar preminencia fue el bis dimetil tiocarbamilo, corrientemente denominado
thiram, un material cristalino blanco consistente de dos ditiocarbamatos unidos por un
puente disulfuro (figura 3).
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También empleado en la industria de la goma y como repelente de insectos, thiram
se convirtié finalmente en el mas conocido y mundialmente empleado protector
quimico de semillas.

Es bastante limitada la informacidén sobre el impacto de los ditiocarbamatos sobre el
medio ambiente en lo que respecta a la persistencia y bioacumulacion en diferentes
especies y cadenas alimentarias. Van Leeuwen, en 1986, lievé a cabo un extenso
estudio con 18 ditiocarbamatos y 3 metabolitos de estos compuestos, midiendo el
efecto de los mismos sobre peces (Poecilia reticulatum), crustaceos (Daphnia
magna), algas (Chlorella pyrenoidosa, Phytobacterium phosphoreum) y bacterias
nitrificantes (Nitrosomas sp. y Nitrobacter sp.) estableciendo una dosis letal 50
promedio de 1 mg/! para invertebrados, 1-4 mg/l para algas, 1-8 mg/l para peces, y
entre 30-50 mg/l para bacterias nitrificantes.

Estudios realizados en ratas con algunos ditiocarbamatos a altas dosis indujeron
efectos adversos sobre estructuras y funciones endocrinas y reproductivas (lvanova-
Chemishanska y Antov, 1980). Dosis superiores a 50 mg/kg de peso corporal
produjeron efectos neurotdxicos en ratas, conejos y pajaros (Edington y Howell 1966,
Lee y Peters 1976, Rasul y Howell 1974). Los ditiocarbamatos han sido también
reportados como causantes de redistribucion de metales pesados (plomo y cadmio)
en cerebro de ratas (Oskarsson 1974). Recientes estudios en ratas y perros
adjudican a ditiocarbamatos retardo en el crecimiento, anemias, cambios en los
niveles de transaminasas hepaticas, atrofia y degeneracién nervo muscular,
hipertrofia de tiroides y otros efectos (Maita y col. 1997)

En el ser humano, el regular contacto con ditiocarbamatos puede causar cambios
funcionales en los sistemas nervioso y hepatobiliario, dermatitis de contacto y
sensibilizacion (Blackwell-Smith et al. 1953, Environmental Health Criteria1988, Kim y
Rizzuto 1975). Un interesante efecto de los alquil ditiocarbamatos es la induccién de
intolerancia al alcohol, fendmeno que ha sido estudiado en ratas y reproducido en el
ser humano, lo que ha llevado al empleo de disulfiram en el tratamiento del
alcoholismo crénico (Hald y Jacobsen 1948).

En general, la mayoria de los ensayos de mutagenicidad llevados a cabo con
ditiocarbamatos dieron inicialmente resultado negativo (Seiler 1973, Shirasu y col.
1976), aunque estudios actuales estan aportando evidencias en contrario (Agrawal y
col. 1997)

Los microorganismos del suelo son capaces de metabolizar los ditiocarbamatos y se
piensa que los productos de la degradacion pueden afectar actividades enzimaticas,
respiracion y mineralizacion.

Sobre la base de la informacién disponible se presume que la mayoria de estos
compuestos, cuando son agregados al suelo, se degradan rapidamente en presencia
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de oxigeno y humedad, formando una variedad de productos, algunos de los cuales,
caso etilen tiourea (ETU) y propilen tiourea (PTU) son toxicoldégicamente importantes
(Environmetal Health Criteria 78, 1988).

La necesidad de incrementar el conocimiento sobre la influencia de la aplicaciéon de
pesticidas sobre el ciclo del nitrégeno se vio enfatizada por un estudio de Dubey,
1970, en el que se demostré que las aplicaciones repetidas de maneb y otros
fungicidas a un campo de cultivo de tomates en Puerto Rico, causé una marcada
reduccion en las poblaciones microbianas, resultando en inhibicidon tanto de la
mineralizacion del carbono organico como de la nitrificacién del amonio en ese suelo.
Martens y Bremner, 1997, midieron el efecto de 17 fungicidas, thiram entre ellos,
sobre la transformacion de la urea en suelos de distinta textura incubados con 1 y 50
mg de ingrediente activo (IA) del agroquimico por kg de suelo seco. La primera dosis
es la usualmente recomendada para una aplicacion, en tanto que la segunda refleja
la posible acumulacién del fungicida en el suelo cuando, en practicas intensivas, se
realizan aplicaciones semanales.

Cuando los fungicidas fueron aplicados en la dosis de 1 mg IA/kg suelo, anilazina,
benomyl, captan, cloranil, maneb, mancozeb y thiram retardaron la hidrélisis de la
urea particularmente en suelos de textura ordinaria (francos) y practicamente todos
los fungicidas ensayados retardaron la nitrificacion. En suelos de textura muy fina
solamente maneb y etriazole hicieron sentir su efecto sobre la hidrélisis de la urea y
la nitrificacion respectivamente.

Cuando los fungicidas fueron apicados en la tasa de 50 mg IA/kg suelo, anilazina,
captan, cloranil, fenaminosult, folpet, maneb, mancozeb y thiram retardaron la
hidrélisis de la urea en todos los tipos de suelos ensayados, en tanto que la totalidad
de los fungicidas, a excepcion de cloroneb, fenarimol e iprodiona, retardaron la
nitrificacion.

Los efectos inhibidores se vieron estimulados con el decrecimiento de la cantidad de
materia organica del suelo y el incremento en el contenido de arena.

Desde la década del ‘60 existen reportes que dan cuenta que fungicidas empleados
como protectantes de semillas podian afectar el proceso simbiotico operando a nivel
de crecimiento de plantas, sobrevivencia de rizobios, nodulacion y fijacién del Nz.
Jakubisiak y Golebiowska, 1963, encontraron que algunos fungicidas empleados
como curasemillas, inhibian marcadamente la nodulacién. Keckes y Vincent, 1969,
trabajando con cultivos puros de Rhizobium leguminosarum reportaron la inhibicion
del crecimiento bacteriano y la accion letal de algunos fungicidas. Fisher y col., 1978,
examinaron la accion de fungicidas sobre las propiedades simbidticas del trébol
blanco, encontrando inhibicién de la actividad nitrogenasa en nédulos ya formados.
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Trabajos de la década del ‘80 informan que fungicidas protectores de semillas, entre
ellos thiram, reducen la supervivencia de los rizobios inoculados a semillas,
afectando ademas el crecimiento del vegetal en sus primeros estadios, la nodulacion,
la actividad nitrogenasa y ocasionan dafos en la membrana citoplasmatica de las
bacterias (Nuti y col. 1984, Ruiz-Sainz y col. 1884 y 1986, Rosas y Carranza 1987).
En algunos estudios realizados con el fungicida thiram, éste fue reportado como
detrimental con respecto a la supervivencia de Bradyrhizobium japonicum 'y
perjudicial para la nodulacion de soja (Tu 1980, Rennie y Dubetz 1984), pero las
conclusiones sobre la compatibilidad de los rizobios con fungicidas no son precisas y
las variaciones en cuanto a los métodos de ensayo y las variables consideradas han
llevado a reportes contradictorios. Asi, Curley y Burton, 1975, informaban sobre la
inocuidad de thiram tanto para la viabilidad de la bacteria como para la nodulacién,
en tanto que otros estudios incluso reportaron incremento del peso nodular y de los
rendimientos en los tratamientos con thiram (Welty y col. 1988).

Constituye el OBJETIVO GENERAL de este trabajo:

“Investigar cdmo se ve afectada la relacion simbidtica leguminosa-rizobio ante la
posible situacion de estrés generada por la aplicacion del fungicida curasemillas
thiram”,

formulandose una HIPOTESIS GENERAL enunciada como:
“el fungicida thiram es perjudicial para la simbiosis leguminosa-rizobio”
Como un primer OBJETIVO ESPECIFICO se describe en este capitulo el:

“Estudio de parametros fisioldgicos en leguminosas y microorganismos bajo
tratamientos con thiram.”
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MATERIALES Y METODOS

El efecto de thiram sobre la nodulacién en soja:
Se realizaron experiencias a nivel de laboratorio y de campo con semillas de soja
tratadas con el fungicida thiram y con inoculantes comerciales aplicados ambos en
las dosis recomendadas por los fabricantes.
En los ensayos a nivel de laboratorio se trabajé con cubas de acrilico opaco de 25
cm de altura x 5 cm de ancho y 30 cm de largo, utilizandose como soporte una
mezcla estéril de arena y perlita (1:2). A lo largo del crecimiento vegetal se regé
alternativamente con solucién salina de Jensen libre de nitrdgeno (CIAT 1988) y
agua. En los tratamientos de estrés quimico las semillas, previamente desinfectadas
con Hipocilorito de Sodio (solucién comercial 60 gr/l) al 2% durante 3 minutos y luego
lavadas 10 veces con H,O destilada estéril, fueron peleteadas con thiram 50% antes
de ser inoculadas. Se utilizé6 un control N donde la cuba es regada alternativamente
con agua y solucion de Jensen suplementada con KNO; 0.5%
Las experiencias se llevan a cabo en camaras de cultivo programadas con 16 h de
luz a 28°C y 8 h de oscuridad a 16°C respectivamente, con una intensidad luminica
de 220 uE/m?/seg”
Un ensayo de nodulacién a campo se realizé en un lote de 12x20 m del campo
experimental de la Universidad Nacional de Rio Cuarto, donde se sembraron hileras
de soja inoculadas con el inoculante comercial y tratadas con thiram junto a sus
respectivos controles sin tratamiento con el fungicida.
También se llevaron a cabo ensayos a nivel de laboratorio con alfalfa, planta cuyo
pequeno tamano y temprana nodulacién permite seguir el ensayo de laboratorio en
tubos con soporte de agar.

E! Medio de Jensen (CIAT 1988)

CaHPO4 109
KoHPO, 029
MgSO4.7H20 02g
NaCl 029
FeCl, 0,1g
Sol. micronutrientes 5,0 mi
Agua hasta 1000 ml
Solucién de micronutrientes

H3BO; 031 g

NaMoQ, 0,01 g
CuS0,4.5H,0 001 g

KCI 0,041g

CaCl, 0,001 g

Agua hasta 250 mi
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El efecto de thiram sobre la nodulaciéon en alfaifa:

Se efectué una prueba de nodulacion en medio agarizado, procediéndose de la
siguiente manera: las semillas fueron escarificadas y superficialmente esterilizadas
agitandolas durante 15 minutos en acido sulfurico concentrado y seguidamente se
lavaron 3 veces con H,O destilada estéril y se sumergieron durante 3 minutos en
etanol 70% . Finalmente se lavaron con varios cambios de H,O destilada estéril y se
sembraron en tubos conteniendo 30 ml de medio Jensen libre de N agarizado al 0.8%
en razon de dos semillas por tubo. Para los tratamientos con el fungicida, las
semillas se peletearon con thiram 50% (formulacién comercial) previo a la siembra.

A las 48 h cada tubo fue inoculado con 0.2 mi de un cultivo de Rhizobium meliloti c.a.
10° ufc/ml en medio EMA (Vincent 1970). Las plantas fueron regadas periddicamente
con agua destilada estéril y solucion de Jensen libre de N en forma alternada. Como
controles se emplearon plantulas no inoculadas y con el agregado de N (como KNO3)

en la solucién nutritiva.
El medio EMA (Vincent 1970)

Manitol 10,0 g
Extracto de Levadura 10 g
KzHPO4 0,5 g
MQSO47H20 0,1 g
NaCl 02 g
FeCl;.6H,0 0,01g
Sol. Rojo Congo 10,0 mi
Agua hasta 1000 mi

Solucion de Rojo Congo: 1 g de colorante en 400 mi de agua

El efecto de thiram sobre la viabilidad de Bradyrhizobium japonicum:

Tres cepas bacterianas obtenidas de inoculantes comerciales [Nodulgen Plus (San
Jorge-Bago), Nitromax (Lab. Oeste Argentino), Crinigan (Crinigan)] fueron cultivadas
en medio EMA liquido suplementado con thiram hasta lograr las siguientes
concentraciones finales del fungicida en el medio: 100, 200, 500, 1000 y 2000 mg/I.
50 m! de medio EMA fue inoculado con 0.5 ml de cultivo bacteriano en fase de
crecimiento logaritmica temprana e incubado en agitaciéon a 28°C durante 84 h. La
viabilidad del cultivo fue estimada determinando ufc (unidades formadoras de
colonia)/mi.
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RESULTADOS

En los ensayos con soja a nivel de laboratorio y en el de campo se realizé6 un
muestreo de plantas a ios 30 dias de sembradas a fin de observar el sistema radical
y el proceso de nodulacién. En esta etapa las plantas del tratamiento con el fungicida
thiram presentaban clorosis en hojas, sintoma claro de deficiencia en nitrégeno, mas
acentuada en el ensayo en cubas. El crecimiento en general se veia afectado.

Control Thiram
Numero de nodulos/planta (promedio) 70 7
Longitud de sistema radical 33 cm 25cm
Ancho de raiz principal (altura de cuello) 12 mm 7 mm
Longitud del tallo 47 cm 18 cm
Cantidad de nudos 10 7
Numero de nédulos (5 cm del cuello) 56 3

En los controles, el sistema radical se observa bien desarrollado, con nodulos que
constituyen agrupamientos (“cluster”) sobre la raiz principal y en los primeros 5 cm de
la zona de cuelio de raiz. Pocos nédulos se observan en raices laterales y en zonas
alejadas del cuello. Por su parte, las plantas de los tratamientos con thiram
mostraron un sistema radical poco expandido, con menor tamano de la raiz principal
y escasas raices laterales y nodulacién minima o nula (figura 4)

En una posterior evaluacion realizada a los 60 dias de siembra, cuando las plantas
se encontraban en el estado reproductivo RS (formando los granos, clasificacion de
Fehr y col. 1971) los tratamientos con thiram evidencian una recuperacién de la
parte aérea, con desaparicidbn gradual de los sintomas de clorosis y con una
importante cantidad de nédulos, algunos de gran tamano, distribuidos por las raices
laterales.

En plantas de alfalfa crecidas en medio agarizado y provenientes de semillas
tratadas con el fungicida se observé un menor crecimiento del sistema radical con
una marcada restriccién en la emisidn de raices laterales. A los 40 dias a partir de la
fecha de siembra se did por terminada la experiencia observandose la nodulacion
(figura 5). Las plantas controles presentaron un mejor crecimiento que las tratadas
con thiram y una buena nodulacién, con nédulos indeterminados, caracteristicos de
alfalfa, aislados o en ramilletes y efectivos en la fijaciébn del N, lo que puede
estimarse indirectamente al realizar un corte de nédulos y observar la coloracion
rojiza caracteristica de la leg-hemoglobina.
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En las plantas tratadas con thiram la nodulacién fue escasa e incluso ausente en
varios tubos. En algunos casos se observaron "pseudonddulos" o nédulos vacios,
estructuras de forma irregular y carentes de rizobios (figura 6)

La siguiente tabla resume las diferencias encontradas en el crecimiento de plantulas
originadas de semillas peleatas con thiram y sus controles en cultivo hidropdnico
sobre solucién salina de Jensen diluida 10 veces, metodologia que se emplea para la
obtencion de exudados vegetaies y que se describe en el capitulo 4, en tanto que en
la figura 7 se muestra el tamano de plantulas de alfalfa a las 120 h de sembradas.

LONGITUD (cm) a las 120 h de siembra
PARTE AEREA PARTE RADICAL PLANTA ENTERA

ALFALFA

- CONTROL 2.68+ 0.27 3.70+ 0.35 6.44+ 0.53
THIRAM 2.18+0.23 1.51£0.25 3.66+ 0.35
SOJ/A
CONTROL 2.84+ 0.61 3.93+0.70 6.73+ 0.82
THIRAM 1.91+ 0.26 2.68+ 0.38 4 62+ 0.52

Medicién promedio de 12 plantulas

Determinacién de la viabilidad de B. japonicum en presencia de thiram

La sobrevivencia de B. japonicum creciendo en medio EMA liquido suplementado
con dosis crecientes de thiram se muestran en las siguientes figuras. Los datos
re‘:‘presentados son un promedio de las ufc/ml estimadas a las 84 h de cultivo y para 3
cepas bacterianas aisladas desde inoculantes comerciales. EIl error standard fue
aproximadamente del 10%.

Tratamiento Concentracién de Thiram  ufc/ml
en el medio YMB (mg/l)

1 0 3.0 10°
2 100 9.0 107
3 200 5.1 107
4 500 1.9 107
5 1000 4.2 10°
6 2000 1.9 10°

30



log ufc/mi

0 100 200 500 1000 2000
thiram (mg/l)

DISCUSION

El fungicida thiram, de uso intensivo en el pais, afect6 la viabilidad de B. japonicum
asi como el crecimiento y la nodulacion de soja y alfalfa.

El ensayo de sobrevivencia de B. japonicum en presencia del fungicida marcé un
notable descenso en el nUmero de bacterias viables a medida que la concentracion
de thiram en el medio se incrementa, disminuyendo desde 3.10° ufc/ml en la
situacion control hasta 1,9.10° ufc/m! en presencia de 2000 mg/m! de thiram,
concentracién ésta que es la mas aproximada a la cantidad de fungicida presente en
una semilla de soja cubierta con el agroquimico.

El efecto de thiram sobre las plantas se puso de manifiesto bajo diferentes
condiciones de cultivo. Plantulas de soja y alfalfa de los tratamientos con thiram
presentaron una longitud de parte aérea, de raices y total notoriamente inferior a las
no tratadas, diferencias que se observan a partir de la germinacion y que se
acentuan con el trascurso de la experiencia.

Un interesante efecto es la inhibicién en la emisién de raices laterales que pudo
observarse en alfalfa creciendo tanto en hidroponia como en medio agarizado y en
soja creciendo en el soporte arena:perlita y a campo.

La nodulacion se vio inhibida totalmente en soja tratada con thiram, notandose una
tardia recuperacién cuando la planta esta formando los granos. Esta nodulacion
tardia se presenta en raices laterales y en zonas alejadas del cuello de raiz,
pudiendo constituir una infeccion por parte de rizobios remanentes en el suelo una
vez que el fungicida ha sido degradado y que pueden invadir las raices mas jovenes.
Los nodulos formados difieren de la situacion control no solo en la ubicacion sobre la
raiz sino también en tamafo ya que algunos se presentan muy grandes (diametro
superior a los 5 mm) y de formas irregulares.
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En plantas de alfalfa creciendo en medio agarizado se pudo observar, en los
tratamientos con thiram, la formaciéon de estructuras en las raices parecidas a
nédulos pero que carecen de rizobios. Este tipo de estructuras, conocidas como
pseudonddulos, falsos noédulos o ndédulos vacios, ya han sido descriptas en
tratamientos con otros agroquimicos, por ejemplo cuando alfalfa fue tratada con
parathion, pesticida capaz de provocar alteraciones morfoldgicas, curado de
plasmidos en rizobios y alteraciones hormonales en noédulos (Rosas y Correa 1989).
Estos pseudondédulos pueden, en ocasiones, adquirir caracteristicas tipicas de
nédulos indeterminados, pero otras veces difieren considerablemente en su forma y
posicién sobre las raices. Han sido descriptos también como una respuesta del
vegetal ante la falta de N, y el suministro de NO3- al medio de crecimiento previene
su formacion (Caetano-Anollés y col. 1991 y 1994, Blaunfeldt y col. 1994).

Este mismo tipo de estructuras se obtuvieron en alfalfa con la aplicaciéon exégena de
fitohormonas e inhibidores del trasporte de auxinas, con la inoculacion con rizobios
mutados en la sintesis de exopolisacaridos y con la inoculacion con cepas
transconjugantes de Agrobacterium tumefaciens que portan genes de nodulacién de
Rhizobium meliloti (Hirsch y col. 1989, Caetano-Anollés y col. 1993).
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Figura 4. Nodulacién caracteristica de una planta de soja (izquierda). Los nédulos se
presentan en su mayoria formando un agrupamiento (cluster) sobre la raiz principal en
la zona del cuello de raiz. A la derecha se observa la comparaciéon entre una planta
control y una del tratamiento con thiram, en donde el sistema radical estd menos
desarrollado y la nodulacién inhibida.




“




Figura 5. Crecimiento de alfalfa en medio salino agarizado. Los tubos agrupados a la
izquierda muestran los controies, en tanto que los de la derecha el tratamiento con
thiram. Se observa el menor crecimiento de las plantas y la inhibicién de la emisién de
raices laterales en presencia de thiram






Figura 6. Experiencia de nodulacién de alfalfa en medio salino agarizado. Las
fotografias superiores muestran los controles, con nédulos indeterminados
caracteristicos, mientras que las inferiores muestran el tratamiento con thiram y la
formacioén de falsos nodulos.



Figura 7. Diferencias en el crecimiento de plantulas de alfalfa a las 120 horas de
sembradas. El grupo de la izquierda es el control y el de la derecha el tratamiento con
thiram.



¢ Es thiram carcinogénico?

INTRODUCCION
El hecho de que agentes fisicos y quimicos presentes en el medio ambiente
incrementan la incidencia de algunos tumores ha cobrado un gran interés en los
Ultimos afos, y resulta inmediato que una adecuada limitacion a la exposicidon del
hombre a sustancias cancerigenas salvaria numerosas vidas.
Los ensayos habituales efectuados con animales a fin de probar la potencial
capacidad cancerigena de una sustancia requieren mucho tiempo y grandes sumas
de dinero, pero afortunadamente existen hoy algunas alternativas a estos clasicos
experimentos, recurriéendose a bacterias como organismos de ensayo. De esta
manera, un ensayo sobre capacidad cancerigena puede durar horas o dias, en
comparacién con los meses o afos que demandan cuando se emplean animales.
Una eficaz prueba es la desarrollada por Bruce N. Ames (Ames y col. 1975) basado
en la capacidad que ciertos productos quimicos tienen en provocar mutaciones en
bacterias. La justificacion tedrica que permite sustituir las células de mamiferos por
bacterias es que tanto el tipo de lesiones que puede experimentar el ADN, asi como
los mecanismos por los que se las repara, son notablemente similares en todo el
mundo viviente, asi, lo que es perjudicial para el ADN bacteriano lo puede ser
igualmente para el ADN humano.
Con el empleo de este ensayo, al que se le atribuye una fiabilidad del 90%, se han
caratulado como carcindgenos potenciales a numerosos productos quimicos, que
posteriormente han mostrado su naturaleza cancerigena en pruebas con animales.
El organismo empleado en el test de Ames es una cepa de Salmonella typhimurium,
bacteria habitante del colon, portadora de una mutacién (his-) que le impide fabricar
una enzima requerida en la sintesis de histidina. A consecuencia de esta mutacién la
bacteria no crece en medios nutritivos carentes de este aminoacido. En muy raras
ocasiones la mutacion his- experimenta una reversion, es decir, se restaura la
secuencia normal en el ADN vy la bacteria puede sintetizar histidina. La reversién se
pone de manifiesto en que solo las bacterias que la han sufrido podran formar
colonias en un medio carente de histidina. Obviamente, la tasa de mutacién reversa,
normalmente muy baja, se incrementara considerablemente si la bacteria his- es
expuesta a un producto que provoque mutaciones. Esta es la base tedrica del test
de Ames. A la cepa original, Ames y colaboradores le introdujeron posteriormente
algunas modificaciones a fin de hacerla mas sensible y adaptable a las condiciones
experimentales. Estas modificaciones consistieron en la introducciéon de algunas
mutaciones que debilitan |la pared celular, verdadera barrera que limita el ingreso de
sustancias a la célula, y eliminan la capacidad de reparacion del ADN dafiado. De
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esta manera, con las nuevas cepas, so6lo unas pocas moléculas del material
carcinogénico son capaces de provocar lesiones en el ADN y estas dan lugar,
probablemente, a mutaciones.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismos: se emplean las cepas TA98 y TA100 de Salmonella typhimurium
(rfa, Hys—, DuvrB), cedidas por B.N. Ames (Universidad de California en Berkeley)
rfa: cepa sensible a cristal violeta y/o deoxicolato.
Hys-: auxétrofo para histidina.
DuvrB: cepa sensible a luz uitravioleta aplicada durante 8 segundos.
Estas cepas poseen ademas un plasmido que les confiere alta resistencia a
Ampicilina.

Agente quimico: thiram (disulfuro de bis-dimetil-tiocarbamilo) 98%, obtenido de
Sintesis Quimica SAIC, Argentina.

Medios de cultivo empleados: Medio Luria-Bertani (LB) (triptona 10g, extracto de
levadura 5g, NaCl 5g, H,O hasta 1000 mi, pH 7); Medio E+glucosa (glucosa 8g,
MgSQ4.7H,0 0.2g, acido citrico.H,0 2g, Ko:PO4sH 10g, NaNH4PO4.4H20 3.5g, agar
15g, H20 hasta 1000 ml); Medio Extracto de Levadura - Manitol (EMA) (manitol 10g,
extracto de levadura 1g, K;HPO4 0,5g, MgS0,4.7H,0 0,1g, NaCl 0,2g, FeCl;.6H,0
0,01g, solucién acuosas de rojo congo 0,25% 10mi, H,O hasta 1000ml, pH 6,8).

Las cepas bacterianas empleadas para la prueba de Ames fueron ensayadas en su
capacidad de crecer en los tres medios, suplementados con dosis crecientes de
thiram a partir de 0,5 mg/mi.

Prueba de Ames: Las cepas TA98 y TA100 fueron cultivadas durante 16h a 37°C en
medio LB en condiciones de oscuridad y agitacion a 120 rpm. 0,1 ml de cultivo
bacteriano (c.a. 1.10° ufc/ml) fue agregado a 2 ml de Top Agar (agar Difco 0,6%,
NaCl 0,5%, L-histidina.HCI 0,5 mM, biotina 0,5 mM) mantenido liquido a 45°C. El
Top Agar inoculado fue suplementado con distintas dosis de thiram 98% hasta
alcanzar una concentracion final de 0.5, 1, 2, 4 y 6 mg/ml de compuesto activo en el
medio. El Top Agar se agregé sobre la superficie de cajas de Petri conteniendo
medio E+glucosa y se incubd durante 72 h a 37°C.

El numero de colonias que aparecen por reversion espontanea en la caja sin
mutageno esta entre 120 a 200 para la cepa TA700y entre 30 a 50 para la TA98. Se
considera que una sustancia tiene caracter mutagénico si el nimero de revertantes
inducidos comparado con el de espontaneos es mas del doble.

34



RESULTADOS Y DISCUSION

El fungicida thiram afecté la sobrevivencia de las cepas TA 98y TA100, mostrando la
primera una mayor sensibilidad al compuesto, no obstante, la prueba pudo ser
aplicada a bajas concentraciones de thiram para la cepa TA700 y los resultados se
visualizan en la tabla 1.

La sensibilidad de los microorganismos a thiram también se puso de manifiesto en
cultivos de las cepas en medios LB, E+glucosa y EMA suplementados con dosis
crecientes del fungicida.

En esas condiciones, el numero de colonias de TA98 se vid disminuido en un 70%
respecto del control en la menor concentracién de thiram ensayada (0.5 mg/mi), en
tanto que el crecimiento de TA700 recién se vio severamente afectado con
concentraciones superiores a los 3 mg/ml en los tres medios.

Crecimiento (ufc/caja de Petri) de S. typhimurium TA100 expuesta a distintas dosis
de thiram en medio E+glucosa.

Numero de colonias por caja de Petri (resultado de 8 repeticiones)

Concentracion de thiram

N°® ensayo  Control 1 mg/mi 2mg/ml 3 mg/ml
1 213 336 a 0 0

2 184 265 a 0 0

3 131 210 a 120 0

4 126 340 a 172 0

5 98 315 a 0 0

6 128 282 a 0 0

7 120 291 a 42 0

8 133 263 a 10 0
Promedio 141,63 287,75a

a: valores significativamente diferentes del control (P=0.05) cuando fueron comparados
por el test “t” de Student.

Hasta una concentracion de 1 mg/ml el nimero de revertantes fue de
aproximadamente el doble, lo que sugiere un efecto mutagénico por parte del
fungicida. Cuando thiram se aplicd a concentraciones mayores, la toxicidad del
mismo sobre los microorganismos fue notoria.

La capacidad mutagénica de thiram y de otros ditiocarbamatos es objeto de discusion
desde hace varios afios. En general, la mayoria de los estudios de mutagenicidad
llevados a cabo con ditiocarbamatos dieron iniciaimente resultado negativo (Seiler

1973, Shirasu et al. 1976), aunque actualmente se estan aportando evidencias en
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contrario. Un estudio de Agrawal y col. (1997) realizado con thiram sobre ratones
albinos mostrdé que una simple inyeccion de 100 mg thiram/kg peso corporal, dosis
maxima tolerada por estos animales, fue capaz de inducir mutaciones letales,
demostradas a través de la prueba de micronucleos.

Shukla y col. (1996), también trabajando con ratones albinos, observaron que thiram
tiene la capacidad de iniciar la formacién de tumores principalmente en el sitio de
aplicacion (piel dorsal) tanto cuando se administraron una o multiples dosis. Por otra
parte, los mismos investigadores mostraron que thiram tiene la capacidad de
promover el desarrollo de tumores cuando estos ya se encuentran iniciados por
tratamiento con otros productos carcinogénicos.
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Capitulo 3. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE CEPAS DE B. japonicum
RESISTENTES A THIRAM

INTRODUCCION
El fungicida thiram, de uso intensivo en el pais, afecta la viabilidad de
Bradyrhizobium japonicum y el crecimiento y nodulacion de soja, efecto este ultimo
que se mantiene hasta el estado reproductivo R5 tanto en condiciones de
laboratorio como de campo. Una nodulacién tardia tiene lugar en zonas bajas del
sistema radical, fundamentalmente en raices laterales lo que no tendria incidencia
en los rendimientos dado que el grano ya esta formado.
La obtencién de cepas de rizobios, resistentes al fungicida y que conserven intactas
las propiedades simbidticas abre nuevas perspectivas para brindar una solucion
practica a este problema. Esta alternativa de obtencién de cepas resistentes esta
siendo ya empleada en la busqueda de soluciones para mejorar la fijacion
simbidtica del N, en distintas condiciones medioambientales y se basa en un efecto
notorio presente en todos los casos estudiados: la variabilidad entre cepas de una
misma especie de Rhizobium o Bradyrhizobium respecto de los niveles de tolerancia
al estrés.
Se pueden citar trabajos de seleccién de cepas con capacidad de sobrevivir y
nodular en condiciones tales como altas temperaturas del suelo (Marshall 1964,
Michiels y col. 1994), desecacion (Al-Rashidi y col. 1982, Aurag y Sason 1992, Soria
y col. 1996), salinidad (Doura y col. 1984, Mohammad y col. 1991, Rosas y col.
1996), acidez (Hagedorn y Caldwell 1981) y toxicidad por minerales (Richardson y
col. 1988, Bayoumi y col. 1995). Diferentes niveles de resistencia a fungicidas se
encontraron en cepas de Rhizobium y Bradyrhizobium lo que orientd a tratar de
seleccionar las mismas para la formulacién de inoculantes (Gillberg 1971, Faizah y
col. 1980) ya que ellas presentarian ventajas competitivas sobre las poblaciones
indigenas sensibles a los agroquimicos.
En un trabajo reciente llevado a cabo por Hashem y colaboradores, 1997, se ensayo
la sobrevivencia y viabilidad de cepas de Bradyrhizobium inoculadas a semillas de
mani tratadas con distintos fungicidas asi como los efectos resultantes sobre el
crecimiento de la planta, la fijacion del nitrégeno y el rendimiento. El fungicida
Vitavax fue el que presentd el efecto letal mas pronunciado sobre cepas de
Bradyrhizobium creciendo en medio YEM liquido, en tanto que Benomyl presento el
menor efecto. Thiram, junto con Captan, mostraron efectos intermedios. Fue
notoria la diferencia entre cepas respecto de la tolerancia a los fungicidas. Por
ejemplo, la cepa USDA 3384 se vio severamente afectada por todos los fungicidas
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con una sobrevivencia menor a las 9 horas de exposicion al agroquimico, en tanto
que la cepa USDA 3456 sobrevivio a los fungicidas por encima de 72 horas.

La formacion de nddulos, el peso seco y el contenido en N de la planta se vio
inhibido por todos los fungicidas, especialmente en inoculaciones con la cepas
USDA 3384 tanto en condiciones de invernaculo como a campo.

Como un OBJETIVO ESPECIFICO de este trabajo se describe en este capitulo la:

“Obtencién de cepas de Bradyrhizobium japonicum resistentes a thiram, la
evaluacion de sus propiedades simbidticas y la caracterizacién de estas cepas”

MATERIALES Y METODOS

Agente gquimico: Thiram [bis(dimethylthiocarbamoyl)disulfide] 50% de ingrediente
activo fue obtenido de Quazar SA, Argentina.

Aislamiento de cepas de Bradyrhizobium japonicum desde nédulos de soja:

A partir de plantas de soja (Glycine max (L) Merr.) cultivar Hood 75 tratada con
thiram e inoculadas con inoculante comercial [Nodulgen Plus (San Jorge-Bago)
conteniendo aproximadamente 1.10¢ células viables/gramo)] en ensayo a campo, se
colectaron nodulos de los que se aislaron cepas de B. japonicum.

Los nédulos extraidos fueron lavados con agua destilada estéril y posteriormente
sumergidos durante 15 segundos en etanol 95% seguido por 4 minutos en bicloruro
de mercurio acidificado 0.2% [0.2 g de HgCl,, 1.0 ml de HCI, en 100 ml agua
destilada] para ser finalmente lavados con varios cambios de agua destilada estéril.
Los nodulos fueron homogeneizados en condiciones de asepsia y partiendo de la
suspension obtenida se sembré en cajas de Petri conteniendo medio EMA
suplementado con 10 ml de Rojo Congo (0.025 g/l de medio) y se incubd a 28°C a
fin de aislar colonias. Las colonias aisladas fueron usadas para la seleccién de
cepas resistentes a thiram.
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Aislamiento de cepas resistentes a thiram: Las colonias aisladas de B. japonicum
fueron sometidas a dosis crecientes del fungicida (100, 200, 500, 1000, 2000, 4000
y 6000 mg/l) en medio EMA agarizado al 1.5%.

Algunas colonias que resistieron 4000 mg/l del fungicida fueron seleccionadas al
azar y subcultivadas dos veces en esa dosis seguido por tres trasferencias a la
dosis superior (6000 mg/l). La estabilidad de la resistencia fue comprobada
subcultivando cada colonia dos veces en medio sin fungicida y pasandolas
finalmente en forma directa a la concentracion superior (6000 mg/l).

Esterilizacidn de semillas de soja: Las semillas de soja fueron superficialmente
esterilizadas con Hipoclorito de Sodio (soluciéon comercial 60 gr/l) al 2% durante 3
minutos y luego lavadas 10 veces con H,0 destilada estéril.

Ensayo de sobrevivencia sobre semillas: Con cada cepa resistente se prepard una
pequena cantidad de inoculante usando turba (Tierra del Fuego, pH 6.5) estéril
como soporte (CIAT1988). Este material fue acondicionado de acuerdo a Roughley
1970.

Las semillas tratadas con el fungicida en las dosis recomendadas para ensayos a
campo se peletearon con el inoculante y se sembraron sobre agar 0.8% en cajas de
Petri hasta germinacién (48 h). Grupos de semillas rodeadas por una capa de agar
de aproximadamente 1 cm de diametro fueron trasferidas a tubos de vidrio
conteniendo 0.1% de peptona y 0.1 ml/l de Tween 80 vy agitadas vigorosamente
durante 10 minutos. A partir de diluciones de esta suspensién se determinaron
ufc/semilla en medio EMA.

Ensayos de nodulacién: las semillas tratadas con thiram y sus respectivos
controles sin fungicida fueron peleteadas con el inoculante de cada cepa a ser
probada y enseguida sembradas sobre un cama de arena-perlita (2:1) y llevadas a
germinar. Las tratamientos inoculados fueron regados alternativamente con agua
destilada estéril y solucidén de Jensen libre de nitrégeno (Vincent 1970). Los
controles no inoculados se regaron de la misma manera pero con la adicién de
KNOs 0.5% en la solucion nutritiva. El crecimiento de las plantas tuvo lugar en
camaras de condiciones controladas: 16 h dia a 28°C y 8 h noche a 16°C con una
intensidad luminica de 220pE/m2/s. 50 dias después de la siembra, las plantas
fueron cosechadas a fin de evualuar la nodulacién estimulada por las diferentes

cepas.
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Pruebas de caracterizacion de cepas de B. japonicum resistentes a thiram

a)_Introduccion de marcadores de resistencia.

Se introdujeron marcas de resistencia a antibiéticos a nivel cromosomal (acido
nalidixico, sulfato de estreptomicina y rifampicina). Las cepas fueron cultivadas en
medio LB (triptona 10.0 g, extracto de levadura 5.0 g, NaCl 5.0 g, H20 hasta 1000
ml, pH 7 agarizado al 1.5%) suplementado con un primer antibiético. 0.1 ml de
cultivo bacteriano conteniendo 10° células/ml fueron esparcidos en la superficie del
medio de cultivo y se incubd a 28°C durante 48 0 72 h. Una colonia elegida
resistente al primer antibiotico se subcultivd nuevamente en dicho medio en dos
oportunidades. La colonia escogida se sometid a un pasaje sin presion selectiva
(medio control) y luego se subcultivd por ultima vez en el medio con antibiético. De
esta manera se obtuvieron colonias con marca estable para ese antibiético. Estas
colonias se sometieron luego a la accién de un segundo antibiodtico marcador,
siguiendo todos los pasos ejecutados para el primero. La cepa final ofrece una
doble marca cromosomal, lo que permitird su identificacion en posteriores

reaislamientos.

b) Crecimiento a diferentes pH y diferenciacion entre crecimiento rapido y lento.

Las cepas fueron sembradas en medio EMA pH 6.8 con el agregado de 5 mi/l de
solucion ABT [0.5% azul de bromotimo! en 0.016N NaOH] y en medio EMA pH 5.5
con el agregado de 5 ml/l de soluciéon PBC [0.5% purpura de bromocresol en 0.016N
NaOH]. El medio EMA pH 6.8 con ABT y el medio EMA pH 5.5 con PBC son
inicialmente de color verde y marron respectivamente. Las cepas de crecimiento
lento incrementan el pH de los medios tornandolos de color azul, mientras que las
cepas de crecimiento rapido bajan el pH y tornan a ambos medios de color amarillo.
5 cajas de Petri por cada medio fueron incubadas a 28°C y el crecimiento de las
colonias se observd cada 24 horas durante una semana.

c) Capacidad Desnitrificante.

El analisis se realizé en tubos de cultivo conteniendo 10 ml de medio EMA y
siguiendo la técnica descripta por Zablotowicz y col. en 1978.

0,1 ml de un cultivo conteniendo 10° ufc/ml por cada cepa fuen inoculado en tubos
conteniendo medio EMA (controles) y en tubos con medio EMA + 0.3 mg/m| de
KNOs. Los tubos se sellaron, a fin de impedir el intercambio de aire y se incubaron
durante 3 semanas a 28°C. El crecimiento bacteriano y la concentracién de nitratos
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fueron estimados de acuerdo a la técnica colorimétrica de Cataldo y col. 1975,
determinando el NO;- remanente en el medio a través de la absorbancia a 410 nm
con un espectrofotémetro Spectronic 20 (Bausch & Lomb).

d) Tolerancia salina.
El medio EMA fue suplementado con 1%, 1.5%, 2% y 2.5% de NaCl. Las cepas
fueron sembradas en la superficie del medio sélido e incubadas a 28°C durante 48 h

e) Produccion de sideroforos.

Fue utilizado el método del Chromo azurol S (Alexander y Zuberer 1991). Los
medios fueron incubados a 28°C durante 5 dias. Las colonias que exhibieron un
halo color naranja fueron consideradas productoras de sideréforos.

f) Solubilizacion de fosfatos.

Fue empleado el medio descripto por Frioni en 1990 [extracto de levadura 2.0 g,
glucosa 20.0 g, fosfato dicalcico 2.0 g, actidiona 0.06 g, agar 15.0 g, H,O hasta
1000 ml, pH 7]. Este medio se inoculd con las cepas y se incubé a 28°C durante 5
dias. Las colonias que formaron un halo de clarificacién fueron consideradas

solubilizadores de fosfatos.
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RESULTADOS

CEPAS BACTERIANAS OBTENIDAS O EMPLEADAS EN ESTE ESTUDIO

Cepa

Caracteristicas relevantes

Fuente

B. japonicum
T73B

A1

A2

A86

C1

Cc6

E68

F39

Azospinllum
brasilene Cd.

Bradyrhizobium
sp.

Staphylococcus
hyicus

Baja resistencia a thiram

buen nodulante, tolerante a NaCl
Resistente a acido nalidixico y
rifampicina, sensible a estreptomicina

Derivada de T3B, resistente a thiram,
no nodulante, desnitrificante, tolerante
a NaCl.

Derivada de T3B, resistente a thiram,
no nodulante, desnitrificante, tolerante
a NaCl.

Derivada de T3B, resistente a thiram,

buen nodulante, desnitrificante, tolerante

a NaCl, resistente a acido nalidixico y
rifampicina, sensible a estreptomicina.

Derivada de T3B, resistente a thiram,
buen nodulante, desnitrificante,
tolerante a NaCl.

Derivada de T3B, resistente a thiram,
no nodulante, desnitrificante, sensible
a NaCl.

Derivada de T3B, resistente a thiram,
mal noduiante, no desnitrificante,
sensible a NaCl.

Derivada de T3B, resistente a thiram,
mal nodulante

Comunmente asociado a gramineas,
alta capacidad desnitrificante

Cepa de inoculante comercial, sensible
a thiram, alta capacidad desnitrificante

Patégeno oportunista, alta capacidad
desnitrificante

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
ATCC 29729
San Jorge-Bago

Bs.As. Argentina

ATCC 1124
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Aislamiento de cepas resistentes a thiram.

Se obtuvieron varias cepas de B. japonicum resistentes a 6000 mg/l de thiram.
Esta concentraciéon del fungicida es tres veces superior a la aconsejada para los
tratamientos a campo. Las cepas seleccionadas fueron denominadas T73B
(obtenida de nddulos de soja tratada con thiram) y A1, A2, A86 ,C1, C6, F39 y E68,
todas derivadas de la T3B.

Ensayo de sobrevivencia sobre semillas.

Todas las cepas estudiadas mostraron una muy buena tasa de sobrevivencia sobre
las semillas con valores similares a los controles sin fungicida. Todos los valores
fueron superiores a 1.106 ufc/semilla.

Ensayos de nodulacion.

Las cepas resistentes a thiram y que mostraron una alta tasa de sobrevivencia
sobre semillas fueron empleadas en el ensayo de nodulacién a fin de verificar su
capacidad de nodular y fijar N, atmosférico.

El nimero de nédulos por planta y el peso fresco de los mismos se muestran en la

siguiente tabla:

Efecto de diferentes cepas resistentes y tratamiento con thiram sobre |la nodulacion en soja

Numero de nédulos Peso seco de nédulos
(por planta) (mg por planta)
cepa B. japonicum control thiram control thiram

73B 35.9+10.7 31.5+12.6a 699+17.1 649155a
A86 415+ 6.2 37.31+10.0a 726111 67.9+ 14 4a
A2 191+ 5.1 205+ 7.1a 430+117 522+11.5a
F39 7.0+ 42 6.7+ 6.3a 72+ 87 7.1% 54a
E68 52+ 40 211 3.1b 53+ 43 3.3+ 3.9b
A1l 0.3+ 06 Oa 0 Oa
C1 0 Oa .0 Oa
Ccé 0 Oa 0 Oa
Cepa comercial 56.2+116 84+ 7.0b 1484 +17.1246 +24.3b

Los resultados representan un promedio de 3 repeticiones por tratamiento. Los valores
medios dados bajo la cabecera "thiram" y seguidos por la letra "a" no fueron
significativamente diferentes de sus respectivos controles (p=0.05) de acuerdo al test "t" de
Student. Los valores medios dados bajo la cabecera "thiram" y seguidos por la letra "b"
fueron significativamente diferentes de sus respectivos controles (p=0.05) de acuerdo al
test "t" de Student.
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La cepa T3B mostré buena capacidad de nodulacién pero limitada resistencia a
thiram. La nodulacién tuvo lugar en la zona del cuello de raiz con una gran cantidad
de nodulos de tamafo medio (aproximadamente 5 mm de didmetro) y de tamano
pequefo (aproximadamente 2 a 3 mm de diametro). Algunos nddulos de gran
tamafo (didametro superior a los 5mm) se observaron principalmente en tratamientos
con thiram. Las plantas presentaban buenas condiciones fisiolégicas al momento de
floracién.

Las plantas inoculadas con la cepa A86 (control y tratadas con thiram) mostraron un
buen creciento y con un gran numero de nodulos preferentemente ubicados en la
zona alta de la raiz principal, cerca del cuello. Nodulos de todo tamano se
observaron también en areas distantes del cuello (figura 8).

En los tratamientos con la cepa A2, tanto las plantas tratadas con thiram como los
controles mostraron un buen crecimiento de las partes aérea y radical con
nodulacién en la zona baja, principalmente entre los 4 y 12 cm de distancia del
cuello. En general no se obervé nodulacién en la zona alta de la raiz (figura 9).

Los tratamientos con las cepas F39 y E68 presentaron pocos y pequefos nodulos
principalmente en las zonas bajas.

Las cepas C1, C6 y A1 adquirieron una alta resistencia al fungicida thiram pero
perdieron la capacidad de nodular (figura 10).

Los resultados fueron obtenidos de 3 experiencias de nodulacién en cubas
realizadas para cada cepa.
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8. Experiencia de nodulacién de soja inoculada con la cepa B. japonicum A86

Figura
resistente a thiram.







Figura 9. Experiencia de nodulacién de soja inoculada con la cepa B. japonicum A2
resistente a thiram.







o

Figura 10. Experiencia de nodulacién de soja inoculada con la cepa B. japonicum C6
resistente a thiram.




Pruebas de caracterizacion de cepas de B. japonicum resistentes a thiram:

La introduccion de marcadores de resistencia se realizd buscando diferenciar las
cepas T3B y A86, que de acuerdo a lo evidenciado en las pruebas de nodulacion
son las mas promisorias para la formulacibn de inoculantes. Finalizada la
marcacidn, la cepa T3B presentd resistencia a 100 pg/ml de acido nalidixico y
rifampicina, en tanto que no resiste a estreptomicina. La cepa 86A resiste 400 pg/ml
de acido nalidixico y resistencia a estreptomicina superior a los 500 ug/ml, pero el
crecimiento es pobre en presencia de rifampicina.

En el ensayo de crecimiento a diferentes pH y diferenciacién entre crecimiento
rapido y lento, las cepas T3B, A86, A2 y C1 mostraron un buen crecimiento a las 96
h tanto en el medio a pH 5.5 como en el medio a pH 6.8. Estas cepas fueron
clasificadas como rizobios de crecimiento rapido. Las cepas C6, F39, E68 y A1
crecieron después de las 96 h y fueron clasificadas como rizobios de crecimiento
lento.

Cuando se estudié la capacidad desnitrificante, la cepa parental 73B mostré una
actividad media con respecto a la de sus cepas derivadas. Las cepas A86, A1, A2,
C6 y C1 fueron buenos desnitrificantes, superiores a T3B, mientras que las cepas
F39 y E68 presentaron una capacidad desnitrificante inferior a T3B.

Capacidad desnitrificante de cepas de B. japonicum

Cepas bacterianas KNO; in pg/ml
B. japonicum...

C1 11.3+34
Cé6 11.56+17
A2 310274
A86 721193
A1 68.5+6.4
F39 2726 +15.2
E68 2798 +18.1
T3B 13831247
Controles

S. hyicus ATCC 1124 3.3+3.7

A. brasilense Cd. ATCC 29729 6.0%3.1
Bradyrhizobium sp. 74120
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Los resultados obtenidos en las pruebas de tolerancia salina, produccion de
sideréforos y solubilizacion de fosfatos se presentan en la siguiente tabla:

Cepas Tolerancia salina Produccién de Solubilizaciéon
%NaCl en YEM medium sideréforos de fosfatos
0 1 156 2 25

T3B + + + + + + ++

A86 + + o+ o+ +- ++ ++

A2 + + + + o+ + -

F39 + + + + + +++ +++

E68 + + o+ - - - »

A1l + + + - - ++ -

C1 + + o+ o+ = +++ +

cé6 + + o+ o+ - +4+ -

ovvov0000000000000000000000000000000000000O0CO0CBOCCRTO®OCS

5 medios fueron sembrados para cada cepa y por cada prueba
En tolerancia salina:

+ buen crecimiento, +- pobre crecimiento, - sin crecimiento
En produccién de sideréforos y solubilizacion de fosfatos:

+++ diametro de halo mayor a 10 mm

++ diametro de halo entre 5 and 10 mm

+ diametro de halo menor a 5 mm

- sin producién de halo

El ensayo de produccion de sideroforos se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Produccién de sideréforos en cepas de B. japonicum resistentes a thiram.

El halo naranja alrededor de cada colonia indica la produccién de sideréforos.

(-) control negativo, Bradyrhizobium sp. P54 (Soria y col. 1996), (+) control positivo, Bacillus sp.
(Laboratorio de Fisiologia Vegetal UNRC, no publicado)



DISCUSION

El fungicida thiram afecta la viabilidad de B. japonicum, provoca cambios
morfoldgicos y fisiologicos en soja y alfalfa desde la germinacidn e interfiere con la
nodulacién y la fijacion del N,. El uso de cepas de rizobios resistentes al
agroquimico constituye una alternativa al problema generado por el uso de thiram
en semillas inoculadas, estrategia que también se estd empleando en otras
condiciones estresantes y con resultados diversos.

Algunas veces, aunque la bacteria sea resistente a un gran numero de
agroquimicos, la eficiencia simbidtica puede versealterada. La presencia de
agroquimicos en la rizosfera puede interferir con el proceso de infeccion a nivel de
la deformacion de pelos radicales inducida por los microorganismos. Posiblemente,
la presencia de agroquimicos afecta a las plantas de manera tal que los factores
deformantes de pelos radicales, similares a Nod Rm-1 y compuestos relacionados
(Truchet y col. 1991) son incapaces de afectar la actividad morfogénica de las
plantas (Martensson 1992). Ruiz-Sainz y col, 1984, seleccionaron cepas mutantes
de Rhizobium leguminosarum bv. trifolii resistentes al fungicida captafol, pero éstas
resultaron incapaces de nodular, demostrandose que habian perdido el plasmido
Sym que porta los genes de nodulacién. La resistencia al captafol fue
independiente de la pérdida del plasmido y otros plasmidos Sym podrian ser
transferidos a las cepas restaurando de esta manera la capacidad simbidtica al
tiempo que se mantiene la resistencia al fungicida.

En este trabajo se obtuvieron cepas de B. japonicum resistentes a altas dosis de
thiram (6000 mg/l). Las cepas denominadas A7, C71 y C6 son altamente resistentes
a thiram pero han perdido su capacidad de nodular, en tanto que las cepas 7385,
A86 y A2 resultaron altamente resistentes al fungicida y presentan una alta
capacidad de nodulacion y eficiencia en la fijacion del N,. Estas cepas podrian ser
utilizadas en la formulacién de inoculantes convencionales para su uso con semillas
tratadas con el fungicida e incluso en la elaboracion de los nuevos inoculantes
liquidos en los que, a fin de facilitar el trabajo del productor, el fungicida se
encuentra incorporado junto a los microorganismos. De esta manera, se evitaria la
pérdida de viabilidad bacteriana por el contacto con thiram, situacidén causal de
nodulaciones deficientes y rendimientos disminuidos.

La adquisicion de resistencia al fungicida le puede brindar a una cepa seleccionada
ventajas competitivas para cuando sea introducida al suelo.

Un numero suficiente de rizobios deben estar presentes en la rizosfera en el
momento en que las raices son susceptibles a la infeccion, por lo que cuando una
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cepa inoculada se introduce al suelo tendra que mantener una poblacién alta aun
en presencia de competidores, predadores y otros antagonistas.

Los microorganismos dominantes en la rizosfera son bacterias, por lo que ellas
serian los principales competidores de los rizobios, aunque otros grupos pueden
adquirir importancia temporal. Asi, un incremento en el numero de protozoos,
quienes de alimentan de bacterias, se puede observar luego de una inoculacién.
Una experiencia de Ramirez y Alexander, 1980, revel6 que la aplicacion de thiram a
semillas de poroto tuvo un efecto letal sobre los protozoos del suelo. Teniendo esto
en cuenta, las cepas resistentes a thiram podran ser aplicadas junto con el
fungicida, quien a su vez controlora a algunos predadores de los rizobios.

Respecto de los ensayos de caracterizacion de las cepas resistentes se pudo
observar que, al comparar los resultados de la capacidad de nodulacién y la prueba
de crecimiento a diferentes pH, los rizobios de crecimiento rapido resistentes a
thiram fueron eficientes en el proceso simbidtico y esta habilidad se fue perdiendo a
medida que el crecimiento se torna lento.

Un inoculante rizobiano debe competir con microorganismos bien adaptados y
persistentes en suelo durante su vida saprofitica y durante el proceso de
nodulacién. Algunas propiedades tales como resistencia a antibidticos, tolerancia
salina, produccion de siderdforos, solubilizacion de fosfatos y capacidad
desnitrificante pueden resultar significativas en esta competencia. Las pruebas de
caracterizacion permiten obtener detalles distintivos de estas cepas que nos
permitiran preveer un posible comportamiento en el suelo asi como su identificacion
en futuros reaislamientos.

Altos niveles de sal alteran el metabolismo de los rizobios y la fijacibn de N;
(Dowling y Broughton 1986). No obstante, pudieron obtenerse cepas de rizobios
tolerantes a NaCl y eficientes en la fijacién de N, (Rai 1983, Doura y col. 1984,
Rosas y col. 1996), lo que puede resultar de significancia en los intentos de mejorar
los resultados de la inoculacion en suelos salinos.

La competencia por hierro, la disponibilidad del cual es limitada debido a su
insolubilidad a pH neutro en medioambientes aerdbicos, puede ser un factor
determinante para la prevalencia de microorganismos en la rizosfera (Guerinot y col.
1990, Carson y col. 1992).

El crecimiento de rhizobia a bajos niveles de fosfato resultd ser una caracteristica
muy variable entre cepas (Beck y Munns 1984) y la combinacion de pH y niveles de
fosforo puede tener una fuerte influencia sobre la competencia por la nodulacion.

La capacidad de algunas bacterias aerdbicas para utilizar formas oxidadas de
nitrdgeno como aceptor final de la cadena trasportadora de electrones les permite
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sobrevivir y crecer durante periodos de anoxia, situacion ambiental desventajosa
para la sobrevivencia de rhizobia en suelos (Zablotowicz y col. 1978).

Las cepas T3B, A86 y A2 mostraron alta toleracia a NaCl y produccion de
sider6foros. T3B y A86 son activos solubilizadores de fésforo mientras que A2 no
presenta esta propiedad. A2, A86 y T3B mostraron actividad desnitrificante en este
orden decreciente.
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Capitulo 4. LA INDUCCION DE GENES DE NODULACION DE RHIZOBIA EN PRESENCIA
DE THIRAM

INTRODUCCION
La simbiosis leguminosa-rizobio se desarrolla a través de una compleja y ordenada
secuencia de eventos que incluye la division celular y la diferenciacion tanto de
bacterias como de células vegetales, lo que requiere la existencia de una intima
comunicacién entre ambos miembros de la relacion. Hoy conocemos que sefiales
moleculares liberadas tanto por las bacterias como por las plantas juegan un rol
esencial desde las fases mas tempranas de la simbiosis.
La genética molecular, en combinacién con el estudio del comportamiento
simbibtico de cepas bacterianas mutadas, han permitido la identificacion de dos
clases principales de genes bacterianos involucrados en la infeccidén y nodulacion.
Una clase incluye genes en los cuales las mutaciones han resultado en alteraciones
en la sintesis, transporte y ensamble de componentes superficiales como
exopolisacaridos (genes exo), lipopolisacaridos (genes Ips), y B-1,2-glucanos
(genes ndv) y en alteraciones en el proceso de infeccidn, tal como la incapacidad de
disparar la formacion del hilo de infeccion y resultando en la formacién de nédulos
vacios no fijadores de N, (fenotipo Nod" Fix).
Estos resultados muestran que los polisacéaridos estan involucrados en el proceso
de infeccidn, sugiriéndose posibles roles de los exo y los lipopolisacéridos en la
determinacion de la especificidad de hospedante (Leigh y Coplin 1992). No
obstante, no existen claras evidencias genética que muestren que los componentes
superficiales de los rizobios sean los principales determinantes del rango de
hospedantes.
La segunda clase consiste en los genes de nodulacién (nod y nol). Numerosos
genes nod han sido sucesivamente identificados a tal punto que todas las letras del
alfabeto fueron utilizadas para denominarios (nodA, nodB, nodC, nodD, etc), por lo
que los mas recientemente identificados han sido denominados genes nol.
Estos genes estan involucrados en la infeccion y nodulacién y su inactivacion puede
resultar en varios fenotipos en la planta, tal como la ausencia de nédulos (Nod),
menor nodulacion pero efectiva (Nod® Fix*) e incluso cambios en la especificidad de
hospedante.
Algunos genes nod son intercambiables entre diferentes especies y biovariedades
de rizobios, y por ello se han denominado genes nod comunes, en tanto que otros
estan involucrados en la nodulacién de una planta en particular y por ello se han
denominado nod especificos de hospedante (anteriormente genes hsn).
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El comin nodABC fue encontrado en todos los aislamientos de Rhizobium,
Bradyrhizobium y Azorhizobium estudiados a la fecha y la denominacion de
comunes responde al hecho de que ellos son estructuralmente conservados vy
funcionalmente intercambiables entre distintas especies de estos géneros sin alterar
el rango de hospedante. La inactivacién de los nodABC anula la capacidad de
disparar cualquier reaccion simbidtica por parte de la planta, incluyendo curvado de
pelos radicales (Hac’), formacion de hilo de infeccidn (Inf), divisiones celulares en la
corteza radical y formacion de nédulos (Nod). Los genes nodlJ suelen ser
considerados comunes en R. leguminosarum bv. viciae y bv. trifolii, B. japonicum, R.
etli, A. caulinodans y S. meliloti.
Los genes especificos de hospedante no son funcional ni estructuralmente
conservados entre los rizobios y son necesarios para la nodulacion de una planta
hospedera en particular. En la mayoria de los casos, el efecto de mutaciones sobre
estos genes no puede ser reparado por la introduccion de los genes
correspondientes provenientes de otras especies de rizobio. Uno de los efectos
mas marcados por las mutaciones es la alteracion o extension del rango de
hospedantes, asi cepas de S. meliloti mutadas en nodH dejan de nodular alfalfa
pero pueden hacerlo con arveja en tanto que si la mutacion se introducen en nodQ
puede nodular ambas plantas por igual (Faucher y col. 1989).
En la mayoria de las especies de Rhizobium estudiadas, los genes nod estan
ubicados en un plasmido simbiodtico de gran tamario (pSym), el que también porta
otros genes como los relacionados con la sintesis de la enzima nitrogenasa y
reguladores del proceso de fijacion de N, (genes nif y fix). En Bradyrhizobium,
Azorhizobium y en Rhizobium loti todos los genes simbidticos estan localizados en el
cromosoma bacteriano (Dénarié y col. 1992) (Figura 12).
La mayoria de los genes nod no se expresan en cultivo de células bacterianas sino
que son inducidos en presencia del vegetal, como una respuesta a compuestos
quimicos liberados por semillas y raices, principalmente pertenecientes al grupo de
los flavonoides (figura 13). Esta expresidn requiere de la presencia de una proteina
con funcion de activador transcripcional, denominada NodD, por ser producto del
gen nodD, el Unico que no necesitaria de un activador para transcribirse. La
proteina NodD se liga a una secuencia conservada del ADN (la region nod box)
ubicada corriente abajo del operon inducible nod (figura 14). Este sistema
regulatorio esté presente en todas las cepas de rizobios conocidas pero existen
variantes entre las especies en cuanto al nimero de copias de nodD presentes,
cifra que varia entre 1 y 5. La especificidad de NodD para un determinado
flavonoide radica a nivel de la secuencia de aminoacidos de la regiéon carboxilo
terminal. Los flavonoides, presumiblemente, inducen cambios conformacionales en
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NodD activandola para unirse al nod box. Los flavonoides son liberados como
agliconas o como conjugados glicosidicos y si bien estos ultimos son menos activos
como inductores se estima que son la forma predominante en la rizosfera ya que se
solubilizan en agua y pueden ser rapidamente convertidos a la forma activa por la
accion de glicosidasas bacterianas. Algunas antocianinas (Hungria y col. 1991) y
betainas (Phillips y col. 1995) también fueron reportados como inductores de genes
nod. Sustancias flavonoides intervienen ademas en el movimiento o quimiotaxia de
los rizobios hacia la planta (Aguilar y col. 1988, Caetano-Anollés y col. 1988) y en la
modulacién de la tasa de crecimiento de microorganismos rizosféricos (Hartwig y
col. 1991, Phillips y Tsai 1992).

La naturaleza y cantidad de compuestos exudados depende de la planta y de su
estado de desarrollo, y el espectro de flavonoides presentes en las cubiertas de
semillas y que se liberan a la rizosfera durante la germinacidn, es distinto del
presente en los exudados de raices (Hartwig y col. 1989). Ademas, la inoculacion
con un rizobio infectivo provoca cambios en el pool interno de flavonoides de la raiz,
generandose un nuevo juego de compuestos que llevara a un incremento en |a
induccion de genes nod (van Brussel y col. 1990, Schmidt y col. 1994).

En varios casos, flavonoides sin actividad inductora han sido descriptos como
inhibidores de la induccion por otros flavonoides, lo que tendria lugar a través de un
mecanismo competitivo, dado que los anti-inductores presentan estructuras
semejantes a los inductores y la inhibicion puede ser superada incrementando la
concentracion del inductor (Peters y Long 1988). De la misma manera se han
reportado también acciones sinérgicas entre inductores (Hartwig y col. 1989)

Los estudios realizados en este trabajo de tesis han mostrado que el fungicida
thiram afecta la sobrevivencia de B. japonicum, persistiendo no obstante una
poblacién remanente que podria ser suficiente para iniciar el proceso de
nodulaciéon, no obstante éste no se lleva a cabo, por lo menos hasta en etapas
avanzadas del crecimiento de la planta y cuando el fungicida ya no se encuentra en
el medio. Similares resultados encontraron Rosas y Correa (datos no publicados)
estudiando la sobrevivencia de S. meliloti en presencia de thiram y determinando
cambios en el perfil de exudados radicales en presencia de thiram.

Estas evidencias llevan a pensar que la falla en la nodulacién podria deberse no
solo a la disminucion de la poblacion bacteriana sino también a que los rizobios
pueden no reconocer los compuestos inductores presentes en los exudados.
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Figura 12. Organizacion de los genes nod en R. leguminosarum bv. trifoli, R.
leguminosarum bv. viciae, R. meliloti y B. japonicum. Las flechas indican la direccion
de transcripcion y los circulos negros las secuencias conservadas (nod box). (Tomado
de Higashi 1993)
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Como un OBJETIVO ESPECIFICO de este trabajo se describe en este capitulo:

“El efecto de thiram sobre los procesos de reconocimiento planta-bacteria e
inicio de la nodulacién, a través de la evaluacién de la induccidn de genes nod por
exudados de semillas y raices de soja y alfalfa, por compuestos flavonoides puros y
por la combinacién de flavonoides y exudados”

Para los estudios a nivel de exudados se cuenta con una serie de cepas isogénicas
de rizobia donde promotores de genes de la region nod fueron clonados junto al gen
estructural /lacZ de Escherichia coli llevando ademas, genes nodD de diferente
origen, herramienta que permite demostrar si los exudados son capaces de activar o
inhibir la transcripcidn de los genes nod comunes midiendo actividad -
Galactosidasa.

MATERIALES Y METODOS

Agente quimico: Thiram [bis(dimethylthiocarbamoyl)disulfide] 98%, grado técnico,
fue obtenido de Sintesis Quimica SAIC y de ICONA SA, Argentina.

Material vegetal: Alfalfa (Medicago sativa L.) y Soja (Glycine max (L) Merr.)

Esterilizacién superficial de semillas: Las semillas de alfalfa se escarificaron
agitandolas durante 15 minutos en acido sulfurico concentrado y seguidamente se
lavaron 3 veces con H,O destilada estéril y se sumergieron durante 3 minutos en
etanol 70% . Finalmente se lavaron con varios cambios de H,O destilada estéril.
Las semillas de soja fueron superficialmente esterilizadas con hipoclorito de sodio
(solucién comercial 60 gr/l) al 2% durante 3 minutos y luego lavadas 10 veces con
H.O destilada estéril.

Luego de desinfectadas, un lote de semillas fue peleteado con el fungicida thiram.
Las plantulas crecieron en condiciones de hidroponia sobre un soporte estéril de
gasa y acero dentro de un contenedor de vidrio con 500 ml de medio Jensen diluido
10 veces (Zaat y col. 1988, Hartwig y col. 1990). Los contenedores fueron
mantenidos en camaras de cultivo con 16 h luz a 28°C y 8 h oscuridad a 16°C y a
una intensiclad luminica de 220 pE/m-2/seg-1.

A las 4 h y luego cada 24 h se retiraron muestras del medio bajo condiciones de
esterilidad a fin de colectar exudados de semillas y raices.
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Bioensayo de Induccién de genes nod:

Se realizaron las siguientes experiencias:

a) Estudio de la actividad inductora de genes nod en presencia y ausencia de thiram
por exudados de alfalfa y soja colectados a las 4 y 120 horas de su siembra en
condiciones de hidroponia.

b) Estudio de la capacidad inductora de genes nod por parte de compuestos
flavonoides puros en presencia y ausencia de thiram. Los flavonoides Luteolina,
Luteolina-7-glucdsido, Quercetina, Apigenina y Chrysina fueron obtenidos de Carl
Roth GmbH+Co, Alemania. Naringenina y Naringina fueron obtenidos de SIGMA,
USA.

Todos los flavonoides fueron resuspendidos en metanol 50% y empleados para el
bioensayo cle induccion a una concentracién final de 10 uM.

El fungicida Thiram 98% fue agregado a los tubos de induccion a una concentracion
final de 2000 ug/ml.

c) Estudio de la actividad inductora de genes nod en presencia y ausencia de thiram
por parte de exudados de alfalfa y soja colectados a las 4 y 120 horas de su
siembra en condiciones de hidroponia y suplementados con una concentracion
10uM de flavonoides cuya actividad inductora ha sido probada en el paso anterior.

La capacidad de los exudados y de compuestos flavonoides para inducir los genes
de nodulacion se evalud utilizando cepas isogénicas de rizobia (obtenidas del Dr.
S.A.J. Zaat, Leiden University, Netherlands) donde promotores de la region nod
fueron clonados junto al gen estructural /acZ de Escherichia coli. Estas cepas
derivan de Rhizobium leguminosarum bv. trifofii donde el plasmido Sym ha sido
removido y portan un plasmido /nc P con genes nodD de diferente procedencia y un
plasmido /nc Q con el promotor nodA,B,C,I,J clonado antes del gen estructural /acZ.

Designzaicién Fondo Fuente de nod D
RBL 5280 R. lequminosarum bv. trifolii R. leguminosarum bv. viciae
RBL 5283 R. leguminosarum bv. trifolii R. leguminosarum bv. trifolii
RBL 5234 R. leguminosarum buv. trifolii R. meliloti

Las cepas bacterianas portando la fusidn nod-lacZ fueron cultivadas hasta una
DOsoo 0.1-0.3 en medio EMA suplementado con los antibidticos estreptomicina (100
Hg/ml), tetraciclina (2 pg/mi) y cloramfenicol (10 ug/ml) para el mantenimiento de
plasmidos. Los exudados se utilizaron sin purificar y el pH fue ajustado a 7.0 con
Na(OH) inmediatamente antes de la experiencia.
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500ul de exudados fueron combinados con 500 pl de cultivo de las cepas e
incubados a 28°C durante 3 h (etapa de induccion).

Seguido a la incubacién, 1 ml de buffer Z (Miller 1972), 50 ul de dodecil sulfato de
sodio (SDS) al 0.1% y 20ul de cloroformo fueron agregados a los tubos. La mezcla

fue vigor ameneanta s afinde lisar la cIuIsHo ieson et al. 1
A‘ct l d0 e enztlma qactos%gasai era et rm%ada por ag%%n de 400

ul de reactivo ONPG (o-nitrofenil R-D-galacto pirandsido SIGMA 4 mg/ml) seguido
por incubaciéon a 28°C hasta desarrolio de un color amarillo (tubos positivos). La
reaccion se termina con la adiciéon de 1 ml de Na,CO; 1M. La actividad enzimatica
fue calculada por el método de Miller 1972. El nivel basal de produccién de R3-
galactosidasa por las cepas RBL (las bacterias no toman contacto con exudados ni
flavonoides) se determiné del mismo modo, agregando 500 pl de solucion Jensen
1/10 estéril en la etapa de induccidn.

Unidades enzimaticas: 1000 x DOy - 1.75 x DOssg /T x V X DOegg

DQ.,0: absorcion del o-nitrofenol

1.75 x DOssp: medida para corregir lectura debida al esparcimiento de la luz por restos celulares.
T: tiempo de reaccién en minutos (cuando aparece amarillo)

V: volumen de cultivo microbiano empleado

DOgoo: densidad celular justo antes del ensayo
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RESULTADOS

Bioensayo de induccion de genes nod-

Diferencias significativas se observaron en la capacidad inductora de genes nod por
parte de exudados obtenidos de semillas de alfalfa controles respecto de semillas
peleteadas con thiram. Cuando se probaron exudados colectados a las 4 h de
imbibicion una fuerte induccion superior a 22000 U de R3-galactosidasa se obtuvo
con la cepa RBL 5284 (la que porta el promotor nodD de R. meliloti, simbionte de
alfalfa) en la situacién control. Valores de 17000 y 18000 U se obtuvieron para las
cepas RBL 5283 y RBL 5280. Con exudados provenientes de semillas tratadas con
thiram la actividad inductora se redujo a 11000 U en la cepa 5280, 11700 U en 5283
y 9000 U en 5284.

Con exudados colectados a las 120 h, donde ya estan presentes otros compuestos
liberados por las jovenes raices, en las cepas RBL 5280 y RBL 5284 la produccion
de aproximadamente 23000 U se redujo a 10750 y 3300 U respectivamente en
presencia de thiram, en tanto que para RBL 5283 el nivel de aproximadamente
27000 U se redujo a 5000 U.

Bioensayo de induccién de genes nod por exudados de
alfalfa en presencia de thiram
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Cuando el tiempo de incubacién (cepas RBL en contacto con los exudados) se
extendio de 3 a 24 h se obtuvieron similares resultados.

Los niveles basales de producciéon de R-galactosidasa en las cepas RBL fueron de
900 U en 5280, 1600 U en 5283 y 1100 U en 5284.

En soja, con los exudados colectados a las 4 h se observaron niveles de induccion
muy bajos. Para las cepas 5280, 5283 y 5284 se obtuvieron 3600, 5000 y 2800 U de
R-galactosidasa respectivamente. En todos los casos, en presencia de thiram los
niveles de induccién fueron muy bajos, cercanos a los niveles basales de
produccion de -galactosidasa para las cepas.

Bioensayo de induccién de genes nod por exudados de soja
en presencia de thiram
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La actividad inductora de distintos compuestos flavonoides, a una concentracion 10
HM en el medio de induccién, y el efecto de 2000 ug/ml de thiram sobre la misma
se muestra en los siguientes graficos

U B-galactosidasa

U B-galactosidasa

Bioensayo de induccién de genes nod en RBL 5280 por
sustancias flavonoides
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Bioensayo de inducciéon de genes nod en RBL 5284 por
sustancias flavonoides
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En RBL 5280, los flavonoides luteolina, apigenina y naringenina mostraron una alta
actividad inductora, con niveles de induccién entre 18000 y 13800 U de R-
galactosidasa. En RBL 5283 a los nombrados se agregan chrysina y naringina, con
niveles de induccion entre 20300 y 14800 U mientras que en RBL 5284 solamente
luteolina presentd buena induccién, registrandose 13300 U.

En todos los casos, la presencia de thiram en el medio disminuyd de manera muy
marcada los niveles de induccidon, con porcentajes de inhibicidn que varian entre
53% y 100% segun la cepa y el flavonoide probado. Este efecto se muestra en la
siguiente tabla:
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Unidades R-galactosidasa % Inhibicién
Control __ Thiram de induccién
Cepa RBL 5280
Luteolina 18200 820 95.5
Luteolina-7-glucésido 7050 3280 53.5
Quercetina 4860 1170 75.8
Chrysina 2860 120 95.7
Apigenina 17750 120 99.3
Naringenina 13800 650 95.3
Naringina 2230 640 70.9
Cepa RBL5283
Luteolina 20290 290 98.6
Luteolina-7-glucésido 10720 1160 89.2
Quercetina 2030 580 71.4
Chrysina 20280 0 100
Apigenina 20300 500 97.5
Naringenina 14870 0 100
Naringina 15900 0] 100
Cepa RBL 5284
Luteolina 13290 460 96.5
Luteolina-7-glucosido 4120 4120 0
Quercetina 2460 960 61.0
Chrysina 1790 1790 0]
Apigenina 4130 1460 64.7
Naringenina 290 0 100
Naringina 790 620 211

Modificacion de la actividad inductora de genes nod en cepas portadoras
de la fusién nod-facZ por el agregado de 2 mg/mi de thiram 98% al medio

de induccion.

60




La inhibicién de la induccién por la presencia de thiram no pudo ser revertida con el
agregado de inductores, con actividad probada, a los exudados de alfalfa y soja, tal
como lo muestran las siguientes figuras.

Bioensayo de induccién de genes nod por exudados de
alfalfa de 4 horas suplementados con sustancias flavonoides
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U B-galactosidasa

U B-galactosidasa
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Los mismos resultados, y presentados como porcentaje de inhibicion de la
induccion, se muestran en la siguiente tabla:

Tratamiento Exudados de 4 h Exudados de 120 h
5280 5283 5284 5280 5283 5284

ALFALFA

Exudado 38.2 30.7 59.1 53.3 81.2 85.6

+ luteolina 63.7 60.6 61.4 50.0 67.3 82.2

+ apigenina 60.5 20.0 55.8 51.3 709 81.0

+lut+apig 58.5 25.0 57.5 414 632 82.8
SOJA

Exudado 417 35.7 6.1 814 70.3 42.2

+ luteolina 70.0 73.8 64.0 81.7 80.0 75.5

+apigenina 706 744 358 73.8 739 56.6

+lute+apig 10.7 68.0 53.4 75.0 78.5 60.0

Porcentaje de inhibicion de la induccion de genes nod en presencia de thiram en cepas

RBL 5280, 5283 y 5284 por exudados de semillas y raices de alfalfa y soja colectados a
las 4y 120 h de cultivo en condiciones de hidroponia y con el agregado de flavonoides
inductores a una concentracion final 10uM.

DISCUSION

El fungicida thiram inhibié marcadamente la induccion de genes de nodulacién en
cepas RBL por parte de exudados de semillas y raices de alfalfa y soja, por parte de
compuestos flavonoides purificados y en la combinacion de exudados e inductores.
El flavonoide Iuteolina es mencionado comunmente como el inductor de
Sinorhizobium meliloti (Peters et al., 1986), no obstante se han detectado otros
inductores para la misma cepa, como chrysoeriol (Hartwig et al., 1990), que junto
con luteolina estd presente en las cubiertas seminales de alfalfa, y 4'.7-
dihidroxiflavona, 4’,7-dihidroxiflavanona y 4,4’-dihidroxi-2’-metoxichalcona (Maxweli
et al., 1989) liberados por las raices.

A bajas concentraciones se detecta un efecto aditivo (sinergismo) en la induccion de
genes nod por parte de los inductores fuertes (luteolina y 4,4-dihidroxi-2’-
metoxichalcona); en tanto que la liberacién de inductores mas deébiles (4',7-
dihidroxiflavona, 4’,7-dihidroxiflavanona, apigenina, eriodictiol) puede limitar el
efecto inductor como un mecanismo regulatorio por parte de la planta (Hartwig et al.,

1989)
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Otros compuestos flavonoides, caso naringenina, morina, kaempferol, chrysina,
demuestran fuerte actividad antagoénica para la induccién de S. meliloti (Peters and
Long, 1988).
Chrysina y naringenina fueron reportados como inductores para R. legquminosarum
bv. trifolii y R. legquminosarum bv. viciae (van Rijn y Vanderleyden 1995). Quercetina,
el flavonoide predominante en cubiertas seminales de alfalfa, no presenta actividad
inductora de genes nod y su notoria accidn en la rizosfera es modular la tasa de
crecimiento y la germinaciéon de esporas de distintos microorganismos. (Hartwig et
al. 1991).
E!l sistema de reconocimiento leguminosa-rizobio en alfalfa (el caso mas estudiado)
es bastante complejo. S. meliloti tiene 3 genes nodD funcionales (nod D1, D2y D3)
los cuales responden de distinta manera a los flavonoides inductores citados e
incluso a otros compuestos no flavonoides tales como las betainas trigonelina y
estaquidrina, las que liberadas por semillas actian como activadores
exclusivamente del nodD2 (Phillips y col. 1992). El gen nodD3 esta involucrado en
mecanismos regulatorios en el que participan otro genes (como syrM y nolR) cuyos
productos regulan a los nod y también estan involucrados en la sintesis de
exopolisacaridos (Higashi, 1993)
Con los exudados obtenidos de semillas y raices de soja no se observo en las
cepas RBL un nivel de induccion tal elevado como con los exudados de alfalfa, no
obstante, pudieron observarse importantes diferencias en la actividad inductora
entre los tratamientos con thiram y sus controles. La causa de estos menores
niveles de induccién radicaria en que ninguna de las cepas empleadas posee el gen
nodD de Bradyrhizobium japonicum (simbionte de soja) y que la bacteria de fondo
sobre la cual se hacen las construcciones genéticas es Rhizobium.
Los exudados radicales de soja son ricos en las isoflavonas daidzeina y genisteina,
fuertes activadores del nodD de B. japonicum pero que no inducen en R.
leguminosarum bv. viciae, R. lequminosarum bv. trifolii y S. meliloti (Kosslak y col.
1987, van Rijn y Vanderleyden 1995) cuyos genes nodD fueron empleados en la
construccion de las cepas RBL 5280, 5283 y 5284 respectivamente.
Evidentemente, el fungicida thiram interfiere en el proceso de reconocimiento
planta-bacteria. La cantidad y/o calidad de componentes de exudados vegetales asi
como la interaccion flavonoide - proteina NodD pueden verse afectados en
presencia del fungicida.
En R. leguminosarum bv. viciae la proteina NodD fue localizada en membrana
citoplasmatica (Schlaman et al. 1989). En S. meliloti fue localizada en citosol y migra
hacia la membrana cuando se agregan los flavonoides adecuados (Kondorosi et al.
1989). También fue reportada la acumulacion de flavonoides en la membrana
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citoplasmatica (Recourt et al. 1989). Recientemente, Hubac et al. en 1993
mostraron que la absorcién de luteolina por las membranas de S. meliloti involucra
directamente a la proteina NodD.

Por otra parte, se sabe que los fungicidas del tipo de los ditiocarbamatos (thiram,
mancozeb, maneb, ferban, polyram, ziram, zineb y otros) pueden actuar siendo
metabolizados al radical isothiocianato (-N=C=S) el cual inactiva los grupos -SH de
aminoacidos, proteinas y enzimas de los organismos patégenos sensibles. Estos
fungicidas poseen ademas actividad quelante de Fe, Mg y Zn de manera que
afectan a las enzimas ya sea privandolas de las mismos o proveyéndoselos en
concentraciones toxicas (Johnson y Ware 1992).

La no reversién de la falta de induccién, por exudados en tratamientos con thiram
por la adicion de flavonoides con actividad inductora probada, sugiere que alguna
alteracion a nivel de pared o0 membrana bacteriana podria tener lugar cuando thiram
esta presente.
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Capitulo 5. CONCLUSION GENERAL Y REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CONCLUSION GENERAL

En este trabajo se ha obtenido informacién sobre diferentes aspectos de la incidencia
biolégica de un agroquimico, el fungicida protector de semillas thiram, ampliamente
utilizado en nuestro pais.

Los datos disponibles sobre los alcances de la accién de este compuesto son
bastante contradictorios, debido en parte a los diferentes métodos de estudio que los
investigadores han empleado y, posiblemente, a la existencia de intereses
econdémico - comerciales que, como sucede con tantas otras sustancias aplicadas a
las actividades productivas, poco tienen en cuenta su impacto sobre el medio
ambiente.

En un estudio adicional, tendiente a evaluar el potencial cancerigeno de thiram y
motivado también por las informaciones poco precisas sobre este aspecto, se
demuestra la capacidad mutagénica sobre bacterias, |0 que podria extenderse hasta
el ser humano tal como lo estan hoy mostrando recientes estudios sobre mamiferos.
En los ensayos realizados con soja, alfalfa y microorganismos fijadores de N, se
concluye que el fungicida thiram afecta la sobrevivencia de Bradyrhizobium
japonicum asi como el crecimiento de las leguminosas ensayadas desde la
germinacion. Los efectos sobre la nodulacion son notorios tanto en condiciones de
laboratorio como a campo abarcando desde una inhibicion practicamente total de la
misma en las etapas tempranas del crecimiento vegetal a una nodulacion tardia en
raices laterales de las zonas bajas del sistema radical. En alfalfa es destacable la
aparicion del fenédmeno de falsa nodulacién.

Como una alternativa ante el practicamente inevitable empleo del fungicida en los
cutlivos de las leguminosas se propuso la obtencién de cepas de Bradyrhizobium
japonicum resistentes a thiram. Los trabajos de laboratorio permitieron la obtencion
de varias cepas resistentes aunque se encontré que algunas de las cepas han
perdido la capacidad de nodular. Otras, no obstante, mantienen tal capacidad y son
efectivos fijadores de N; en presencia de thiram. Estas ultimas, y en particular las
cepas denominadas T/IIB, A2 y A86 podran ser ofrecidas a la tecnologia
agropecuaria para la elaboracion de nuevos inoculantes, tanto aquellos que seran
aplicados a semillas tratadas con thiram como los nuevos inoculantes liquidos
formulados conjuntamente con la bacteria y el fungicida.

Las cepas resistentes fueron sometidas a diversas pruebas de caracterizacién
(resistencia y sensibilidad a antibiéticos, tolerancia salina, crecimiento a diferentes
pH, capacidad desnitrificante, solubilizacién de fosfatos) que nos permiten conocer
algunos detalles distintivos de las mismas con los que podemos preveer un posible
comportamiento en el campo asi como su identificacion en posibles reaislamientos
desde nédulos o desde el suelo.

Los estudios de induccién de genes de nodulacion de rhizobia empleando la fusién
nod-lacZ permiten concluir que la presencia del fungicida thiram afecta el
reconocimiento planta - bacteria, posiblemente operando a nivel de la membrana
citoplasmatica, sitio donde interactian el producto del gen nodD con sustancias
flavonoides liberadas por el vegetal, etapa desencadenante de la interaccion
simbidtica.
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