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INFLUENCIA DE LA SALINIDAD EN EL CRECIMIENTO Y
COMPORTAMIENTO FISIOLOGICO DE CEPAS DE SINORHIZOBIUM
MELILOTI.

RESUMEN

Con el objeto de obtener microorganismos simbioticos de alfalfa para su aplicacién en
zonas semiaridas y aridas, donde la limitante sea la leguminosa, se realizaron estudios con
aislamientos de Sinorhizobium meliloti de la region semiarida pampeana y de la zona de
Rio Cuarto. Los microorganismos se hicieron crecer en medios adecuados para
Sinorhizobium meliloti, pero modificados a tres condiciones de salinidad, 0,5 %, 1,5 % vy
2,5 % de NaCl lo que implica una molaridad de 85,5 mM, 256 mM y 427 mM
respectivamente, ya informado para otros rizobios. Los mismos se repicaron sucesivamente
hasta lograr su resistencia y se probd su crecimiento en los medios liquidos
correspondientes, determinando para cada caso su conductividad a fin de correlacionarlos
con condiciones de salinidad de suelos. En las condiciones descriptas se lograron cuatro
aislamientos resistentes, identificados como LqS51r, B399r, RC4r y RC15r. Estos se
sometieron a una prueba de infectividad y efectividad, en camara climatizada, sobre una
variedad de alfalfa de uso en la zona (Magnum III) y otra resistente a suelos salinos
(salinera INTA). Para concentraciones de 85,5 mM se logré una respuesta aceptable para
los cuatro aislamientos. En caso de salinidad de 25,3 mS.cm™ (256 mM) solo se observd
nodulacién en los aislamientos denominados RC4ry Lq51r. Para el aislamiento RC4r que
mostrd una buena respuesta a 427 mM no se pudieron evaluar sus propiedades simbidticas
dado que a esos valores de conductividad en el medio Jensen no se desarrolld la
leguminosa, ni aun la salinera INTA.

Los cuatro aislamientos que tuvieron respuesta favorable en condiciones de camara
climatizada se probaron en invernaculo, frente a la variedad salinera INTA con suelos que
presentan conductividad superior a 10,9 mS.cm™. Los resultados obtenidos fueron
favorables para todos los ensayos realizados.
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INTRODUCCION

Los cuatro elementos mas abundantes en la composicion de los vegetales son: carbono, hidrégeno,
oxigeno y nitrégeno. Los tres primeros estin disponibles en forma ilimitada para las plantas en la
atmosfera y en el suelo como CO,, H,0 y O,. (Grassano A., 1994).

El nitrogeno gaseoso, N, forma parte del 80 % del volumen del aire que respiramos, pero no puede
ser usado directamente por las plantas o animales para sintetizar componentes biolégicos esenciales
que contienen nitrogeno como los aminoéacidos y los nucle6tidos. Para ser utilizado se debe
convertir, una vez fijado, en amonio. Esta conversion requiere una gran cantidad de energia. La
energia para la fijacion bioldgica de nitrogeno proviene de la hidrélisis de una cantidad considerable
de adenosina trifosfato (ATP). La conversion a nivel industrial del N, a amonio se realiza a valores
altos de energia a través de altas temperaturas y presion. (Grassano A., 1994).

Dentro de los ciclos biogeoquimicos de los elementos minerales, el del nitrogeno (Fig. 1) es
especialmente complicado por encontrarse, en condiciones naturales, en distintos estados de

valencia (de 'S5 a “3) formando compuestos estables. (Olivares Pascual J., 2001).

Plantas » Animales
) ‘i\s Procesos mediados
- r microorganismos
N, =T NO; «— NH; "
; 1. Fijacidn
5 4|12 2. Amonificacion
v v 3. Nitrificacidn
4y 5. ién
Materia orgdnica/microorganismos Yh. ,:Wm:m:
6. Desnitrificacidn
Suelo

Fig. 1. Ciclo del nitrégeno

Uno de estos compuestos, el nitrato, la forma maés usual tomada por la planta, es clave en la
nutricién de las plantas y puede hallarse en el suelo derivado del contenido mineral del mismo, de
aquel que se pueda incorporar de la atmosfera o de la biotransformacion de las moléculas organicas

que lo contienen formando parte de los restos vegetales y animales que alli llegan o de los propios
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microorganismos que lo habitan. La desnitrificacion, o reduccién del nitrato hasta nitrégeno
molecular o dinitrégeno, N2, es una actividad microbiana importante. Las pérdidas de nitrogeno
asimilable que esta actividad conlleva son compensadas por la llamada fijacién de nitrogeno, que se
entiende como la oxidacion o reduccion de este elemento para dar 6xidos o amonio. Todos los
procesos del ciclo actiian de forma que en condiciones normales las diferentes actividades
microbianas estdn equilibradas y las pérdidas son compensadas por las ganancias. (Pérez S. y
Torralba A., 1997).

Mas de un millén de toneladas de nitrégeno fijado se necesitan anualmente para la produccion de
alimentos. (Grassano A., 1994).

Los fertilizantes quimicos, sin duda ayudan de manera considerable en el aumento del rendimiento
de los cultivos, pero su uso continuo provoca problemas de contaminacién y una disminucién de las
reservas de nutrientes en el suelo. Ademas su costo va constantemente en aumento. Estos factores
dan un incentivo para el desarrollo de fuentes alternativas para la fijacion de nitrégeno, incluyendo
el desarrollo de microorganismos como “fertilizantes bacterianos”. (Racca R., 2003).

La fijacion de nitrégeno puede ser puramente abidtica o bioldgica. Por la primera se forman 6xidos
como consecuencia de la combustion de compuestos inorganicos, descargas eléctricas, etc., que son
arrastrados al suelo por la lluvia; o amonio por el proceso industrial Haber Bosch. Por la segunda, la
fijacion biologica de nitrégeno (FBN), proceso llevado a cabo por organismos procariéticos, el N»
es reducido a amonio e incorporado a la biosfera.

A pesar de la abundancia de este elemento en la atmoésfera, no es aprovechable por las plantas que
se ven obligadas a utilizar las formas combinadas que se encuentran en el suelo en cantidad
insuficiente para soportar los cultivos intensivos. Por lo que supone el aporte de nitrogeno a la
planta, la FBN presenta un gran interés que ha determinado que sea objeto de intensa investigacion
desde que en 1888 fue descubierta, aunque empiricamente era aprovechada ya por los romanos
cuando observaron el efecto beneficioso de la rotacion de los cultivos. Hoy dia cobra més valor,
dentro del contexto de la agricultura sostenible, ya que puede evitar el uso abusivo de fertilizantes
nitrogenados con el consiguiente ahorro en el consumo de energia y la disminucion de la
degradacion del ambiente. Desde este punto de vista ecoldgico, también es interesante la FBN en el
mar por la necesidad de nitrégeno asimilable disponible que requieren los océanos para actuar como
sumideros del CO; de la atmosfera.

La FBN es llevada a cabo por microorganismos procari6ticos en vida libre o en simbiosis, esto
ultimo si ocurre en asociaciéon mutualista con las plantas. Los fertilizantes sintéticos aportan la

mitad del nitrégeno que se necesita, y la mayor parte del resto deriva de la fijacion biologica de
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nitrégeno, que se realiza por bacterias como el Rhizobium, Frankia, Azospirillum, Azotobacter y
Cianobacteria. (Olivares Pascual J., 2001).

La FBN es un proceso altamente consumidor de energia. El triple enlace que une los dos 4tomos de
nitrégeno es duro de romper. El trabajo es llevado a cabo por la enzima nitrogenasa con el consumo

de 16 a 24 moléculas de ATP por N, reducido, segin la ecuacion:

N, + 8H+ + 8¢ + 16 MgATP ————» 2NH, +2H + 16Mg ADP + 16 Pi

(Schréder E., 1995).

Sistemas biologicos fijadores de Nitrogeno.

Dentro de la fijacién biologica, la asociacion mutualista Rhizobium — leguminosa ha sido, desde
siempre, la més estudiada por la importancia de las plantas involucradas desde el punto de vista
agrondmico, econdmico y social. La asociacion de Frankia, un actinomiceto fijador, con plantas
lefiosas, como aliso o, pertenecientes a diferentes familias tiene un interés mas forestal y ecoldgico.
En otras asociaciones no tan estrictas pueden estar implicadas bacterias como Azospirillum y
Acetobacter diazotrophicus. En estos casos, la cafia de azlcar y otras plantas de zonas célidas son
los hospedadores mayoritarios pero sin la especificidad caracteristica de las leguminosas. A pesar
de que estos microorganismos son fijadores claros en microaerobiosis, todavia no hay una evidencia
clara de que esa caracteristica sea la determinante del mayor desarrollo de las plantas infectadas. La
produccion de sustancias promotoras del crecimiento vegetal (fitohormonas) parece ser, por lo
menos en el caso de Azospirillum, la causa del efecto beneficioso encontrado cuando se usa como
inoculo de la caiia de azicar o maiz. Se puede considerar un grupo PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) que engloba microorganismos que manifiestan la capacidad de producir
fitohormonas, sideréforos, compuestos que como el acido salicilico parecen inducir una resistencia
sistémica en la planta contra patdgenos, etc y que complementan a los estrictamente fijadores, como
Rhizobium. Las cianobacterias, algas fijadoras que pueden formar asociaciones muy interesantes
con helechos, contribuyen también de forma sustancial al conjunto total del nitrégeno fijado, siendo

esta contribucion especialmente relevante en ciertos habitats. (Olivares Pascual J., 2001).

La Bacteria.
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Rhizobium es un género de bacterias en forma de bacilos Gram negativos, aerobios, que carecen de
esporas y con un tamafio que oscila entre 0,5 a 0,9 x 1,2 a 3u. Son méviles cuando jovenes por
flagelos polares, subpolares o peritricos. Se conocen dos tipos de flagelos en bacterias, sencillos y
complejos. Mediante microscopio electronico se observa que los flagelos sencillos son polimeros
uniformes de una sola proteina que se auto — arregla en hélices largas, flexibles, levogiras. Bacterias
como Sinorhizobium meliloti, Rhizobium lupini, Bradyrhizobium japonicum, tienen flagelos
complejos. Estos flagelos complejos, son dextrogiros, y las hélices tienen una topografia que
incluye aristas y ranuras alternadas. Son mas rigidos, mas resistentes a la depolimerizacion térmica,
y tienen un contenido mas alto de aminodacidos hidrofébicos que los flagelos complejos que se
encuentran normalmente. Se ha establecido que, el flagelo, pierde movilidad cuando el medio
carece de cationes divalentes (Ca, Mg). Las células contienen grdnulos caracteristicos de beta -
hidroxi — butirato polimerizado (PHB). Este polimero se tifie con colorantes lipofilicos y se puede
extraer con cloroformo.

La mayoria de las cepas producen abundantes polisacdridos mucilaginosos extracelulares que van
desde una goma acuosa a altamente densa, cuya composicion varia con la cepa. Los Rhizobium
sufren un cambio morfolégico dentro de las células del nédulo para formar los “bacteroides”. Estas
células son agrandadas, vacuoladas y en algunos casos claramente ramificadas. Difieren también de
las células normales por carecer de flagelos y ser incapaces de reproducirse. Los bacteroides estan
encerrados en membranas de origen vegetal, a veces aislados y a veces en grupo, dependiendo de la
especie. Al final de la vida activa del nddulo los bacteroides se desintegran. Desde el punto de vista
nutritivo los rizobios son quimiorganétrofos y tienen requerimientos no especificados de carbono.
Los requerimientos de nitrogeno no son especificos pero los compuestos amino son mejores fuentes
que el nitrato y amonio en medios sintéticos. Algunas cepas requieren factores de crecimiento y
aminodcidos para un crecimiento 6ptimo. También se agregan los principales elementos inorganicos
alin a medios complejos aunque sélo se conocen bien los requerimientos de magnesio, calcio, hierro
y cobalto. El extracto de levadura es la fuente mas comun de nitrogeno y factores de crecimiento
usado en los medios de cultivo.

Los rizobios pueden separarse en dos grupos, dependiendo de sus velocidades de crecimiento en
agar — levadura — manitol, de crecimiento rapido y de crecimiento lento. Los limites de la curva de
crecimiento en medios de cultivos en laboratorio son de 0 °y 47 ° C y que el rango 6ptimo es de 25
— 30 ° C. Se han encontrado diferencias en la tolerancia a temperaturas elevadas. R. meliloti es la
especie mas tolerante a temperaturas elevadas (36,5 — 42,5 ° C), R. leguminosarum 'y R. trifolii (31 ~
38 ° C) son mucho menos tolerantes; los rizobios de crecimiento lento tienen un rango mas amplio

pero con algunas cepas resistentes (30 — 42 ° C). El pH 6ptimo de crecimiento se sitiia entre 6,7 y
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7,2. La tolerancia a la alcalinidad es del mismo orden para el conjunto de los rizobios, pero tienen
diferencias en la sensibilidad a la acidez. Los pH limites para R. meliloti y R. trifolii son 5,4y 5,2
respectivamente mientras que R. /upini 'y R. japonicum son capaces de crecer a pH 3,2 como limite
inferior maximo. (Schréder E, 1995).

Los microorganismos mas importantes que se usan ahora en agricultura estan relacionados con los
géneros, Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium y Bradyrhizobium. Estas bacterias son gram
negativas, flageladas, y con forma de baston, y forman relaciones simbidticas con las leguminosas.
Cada especie de rizobio en mayor o menor medida es especifica para un nimero limitado de plantas
y no podrian interactuar con otras que no sean sus huéspedes naturales. (Lindsey K. and Jones M.,
1992; Glick B. and Pasternack J. J., 1998).

Sinorhizobium meliloti es una bacteria del suelo, la cual establece simbiosis para fijar nitrogeno con
la leguminosa Medicago sativa. Trabajos recientes han identificado un par de genes, sinR y sinl, los
cuales representan un sistema potencial de “quorum — sensing” (didlogo entre bacterias) y son
responsables de la produccion de N-acil homoserina lactonas (AHLs) en dos cepas de S. meliloti,
Rm1021 y Rm4l. Se ha caracterizado el locus de sinRI y se mostré que estos genes son
responsables para la sintesis de varios AHLs de cadena larga variando de 12 a 18 carbonos de largo.
Cuatro de estos, 3-oxotetradecanoil HL, 3-oxohexadecenoil HL, hexadecenoil HL, y octadecanoil
HL, tienen estructuras nuevas. Es el primer registro que se tiene de AHLs con cadenas acil mas
largas que 14 carbonos. Se mostré que la interrupcion del sin/ eliminé estos AHLs y una
interrupcion de sinR resulta en sélo valores basales de AHLs. Ademas, la misma mutacion en sinl y
sinR también conduce a una disminucioén en el nimero de nédulos rosados durante los ensayos de
nodulacion, hay también un pequefio retardo en la apariciéon de nddulos rosados, indicando el rol
para “quérum sensing” en simbiosis. Se ha mostrado también que los mutantes sinl y sinR son
capaces de producir varios AHLs de cadena corta, uno de los cuales fue identificado como octanoil
HL. Se cree que estos AHLs de cadenas cortas son evidencias de un segundo sistema de “quorum-
sensing” en Rm1021, al cual se lo denomina el sistema mel, para "S. meliloti". (Marketon MM, et

al; 2002).

Cepas altamente eficientes en la fijacion de nitr6geno seleccionadas en el laboratorio con frecuencia
fallan en el incremento de la produccién de leguminosas en suelos agricolas conteniendo
poblaciones de rizobio aut6ctonas y adaptadas porque ellas no pueden competir contra esta
poblacion para la formacion de nddulos. Se ha demostrado, con una cepa mutante de Sinorhizobium
meliloti PutA™, que la actividad de la prolina deshidrogenasa se requiere para colonizacion y por lo

tanto para la eficiencia en la nodulacién y la competencia de S. meliloti en las raices de alfalfa.
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(Jiménez-Zurdo J.1., et al, 1995). Se ha investigado si el gen putd puede ser usado para
incrementar la competitividad en cepas de S. meliloti. Se realiz6 una construccion en la cual un
promotor constitutivo fue reemplazado por 190 nucleétidos corriente arriba del codén de inicio del
gen putA. Esto resulté en un incremento de la expresion basal de estos genes, este incremento fue
también mayor en presencia del sustrato prolina. Se encontré que la presencia de multicopias de
plasmidos conteniendo este gen putAd construido, incrementé la competitividad de S. meliloti en
experimentos en suelos no estériles sembrados con plantas de alfalfa, sometidos a estrés hidrico
s6lo durante el primer mes. Se encontr6 que la frecuencia de ocupancia de ndédulos fue mayor con
ino6culos conteniendo el gen modificado put4 para muestreos que fueron analizados después de 34

dias, pero no para muestras que fueron analizadas mas tarde. (van Dillewijn P., et al, 2001).

La nitrogenasa.

El sistema nitrogendasico de la bacteria cataliza la reduccién del dinitrogeno (N,) a amoniaco, en un
proceso que requiere energia. La nitrogenasa consta de dos polipéptidos, denominados componentes
I y II, respectivamente (Fig 2). Por lo tanto, los electrones fluyen desde un transportador reducido,
como la ferredoxina o la flavodoxina, hasta el componente II (denominado también nitrogenasa),
que entonces reduce el componente I (dinitrégeno reductasa) que cataliza a su vez la reduccion de
N, a NH4". No se han detectado intermediarios libres de reaccion entre el nitrogeno y el amonio.
(Brock T. and Madigan M., 1993; Frazzon J., et al, 1997).

Cuando la nitrogenasa purificada se incuba con ATP en ausencia de nitrogeno, se produce
hidrégeno gaseoso. Esta actividad secundaria de la nitrogenasa es un gasto innecesario en términos
energéticos; y el propio hidrégeno es un inhibidor competitivo de la actividad nitrogenésica. La
nitrogenasa también es extremadamente sensible al efecto inhibidor del hidrégeno y su
susceptibilidad puede explicar en parte la distribucién de la fijacion de nitrégeno en un nimero
reducido de especies. (Newton W., 1997)

Dentro del nédulo, la nitrogenasa es protegida del efecto toxico del oxigeno atmosférico de dos
formas. Primero, el oxigeno no se difunde dentro del nddulo. Segundo, el oxigeno contenido dentro
del nédulo es regulado por la leghemoglobina. Esta proteina que se une al oxigeno; es sintetizada
por la bacteria la parte leghemo, y la porcién globina de la molécula se codifica por genes de la
planta. La planta provee a la bacteria carbono fijado fotosintéticamente, el cual la bacteria necesita
para crecer. Por otro lado la planta se beneficia recibiendo nitrogeno de la bacteria. (Lindsey K. and

Jones M.G.K., 1992; Glick B. R. and Pasternak J. J., 1998).
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Fig 2. Sistema de la nitrogenasa

La emision de hidrégeno por la nitrogenasa, no es eficiente para el proceso de fijacién de nitrégeno
por la simbiosis Rhizobium-leguminosa. Para desarrollar una estrategia para generar cepas de
rizobio con la habilidad para reciclar Hy, se construyé un minitransposon derivado del Tn5
(TnHB100) que contiene el ca. 18-kb H, uptake (hup) gen cluster de Rhizobium leguminosarum bv.
Viciae UPM791. Bacteroides de TnHB100 contenido en cepas de R. Leguminosarum bv. Viciae
PRE, Bradyrhizobium japonicum, R. Etli, y Mesorhizobium loti expresaron altos niveles de
actividad de la hidrogenasa que resulté6 en un reciclaje completo del hidrégeno emitido por la
nitogenasa en nddulos. El procesamiento eficiente de la gran subunidad de la hidrogenasa (HupL)
en estas cepas fueron mostradas con andlisis de inmunoblot de extractos de bacteroides. En
contraste, cepas de Sinorhizobium meliloti, M. Ciceri, y R. Leguminosarum bv. Viciae UML2
mostraron una pobre expresion del sistema hup lo que resulta en nédulos emitiendo H,. Para el
ultimo grupo, se detectd material que no es inmunorreactivo en extractos de bacteroides usando anti
suero anti-HupL, sugiriendo un bajo nivel de expresion de los genes Aup o inestabilidad de HupL. Se
ha desarrollado y usado un procedimiento general para la caracterizacion del sitio de insercion del
minitransposén y la remocion de la resistencia a antibidticos incluida en TnHB100 para generar
cepas de ingenieria convenientes para liberar al campo.(Bascones E., et al; 2000).

La proteina fijadora de O, en el nddulo radical, la leghemoglobina, estd codificada genéticamente
en parte por la planta y en parte por la bacteria. La porcion globina es codificada por el DNA de la
planta, en tanto que la sintesis del hemo estd codificado por genes bacterianos. La fijacion misma

del nitrégeno es claramente un proceso genéticamente dirigido por la bacteria; los genes nif residen
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en el plasmido Sym, o en algunas especies de Rhizobium sobre el mismo cromosoma. La sintesis de
lectina y de flavonoides son propiedades genéticas de la planta.(Brock T. and Madigan M; 1993).

El gen para la enzima hidrogenasa, el gen hup, es bacteriano y frecuentemente codifica sobre el
plasmido Sym. El papel de la hidrogenasa en los rizobios es incorporar el H, desprendido por la
actividad de la nitrogenasa. Estos genes Hup se encuentran en alrededor el 20 % de todas las cepas
de R. Leguminosarum 'y B. Japonicum, esta totalmente ausente en las cepas de campo de R. Meliloti
y R. Trifolii. Los estudios de rendimiento han demostrado que las cepas de rizobios que contienen
hidrogenasa aumentan significativamente los niveles de nitrégeno de la planta total, sobre otras
cepas que carecen de la actividad de hidrogenasa porque parte del hidrégeno que de otra forma se

desperdicia por actividad de la nitrogenasa, se recicla. (Brock T. and Madigan M.; 1993).

Ingenieria genética de la fijacién de nitrégeno.

Los determinantes genéticos de la nodulacion se localizan tanto en células vegetales como en las
bacterianas. Un primer paso para ampliar el espectro de las simbiosis es la manipulacion,
relativamente sencilla, de los genes bacterianos. Se han conseguido transferir los genes plasmidicos
nod de cepas de bacterias noduladoras a otras que no lo son. A este respecto, se puede demostrar
que si se transfiere un plasmido de Rhizobium leguminosarum, que normalmente nodula en
guisantes, a R. phaseoli, que normalmente nodula s6lo en judias, se transfiere también la capacidad
de nodular guisantes. No resulta tan facil definir el papel de la planta hospedadora en la
determinacion del éxito de una relacion simbidtica, y ha sido estudiado ante todo caracterizando los
productos de los genes especificos de los nddulos: las nodulinas. Se puede decir que el producto
mas importante y ciertamente mas abundante de estas proteinas es la leghemoglobina, que
representa un 20-30 % del contenido protéico total del ndédulo. Esta proteina es el producto de la
accion de una familia de multigenes y estd relacionada estructural y funcionalmente con las
proteinas animales hemoglobina y mioglobina, poseyendo una elevada afinidad por el oxigeno.
Debido a la fuerte inhibicién por el oxigeno de la actividad nitrogenasica, se cree que la
leghemoglobina mantiene una concentracion estable de O, dentro del nédulo, actuando como un
transportador de oxigeno. Todas las nodulinas, incluyendo la leghemoglobina, pueden dividirse en
tres grupos:

Nodulinas del grupo 1: son las proteinas estructurales del nodulo, pero todavia hay que asignarles

funciones especificas. Debido a la asociacion de una serie de polipéptidos con la membrana del
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nodulo, se ha sugerido que algunas nodulinas de grupo 1 podrian desempefiar un papel en el
transporte de los metabolitos del nédulo.

Nodulinas del grupo 2: incluyen enzimas implicadas en el metabolismo posterior del nitrégeno
fijado, como por ejemplo la glutamina sintetasa y la uricasa. La glutamina sintetasa cataliza la
conversion de amonio y acido glutdmico en glutamina, que a su vez se metaboliza para sintetizar
otros aminoécidos y en ultima instancia proteinas. La uricasa estd presente en las células de los
nddulos carentes de bacteroides y es mediadora en el catabolismo del 4cido urico, un producto de la
degradacion de las purinas, a alantoina, que parece ser, junto con el dcido alantéico, las principales
formas de transporte y almacenamiento de nitrégeno.

Nodulinas del grupo 3: son aquellas proteinas que sostienen la funcién del bacteroide, entre las que
se incluye la leghemoglobina. Resulta por ello patente la complejidad de los aspectos de la
simbiosis codificados en la planta y cabria esperar que cualquier modificacién de esta relacion, tal
como la ampliacién del espectro de hospedadores, requeriria la transferencia de estos caracteres, asi
como de aquellos caracteres bacterianos que también sean importantes. (Lindsey K. and Jones
M.G.K, 1992).

Los genes directores de las etapas especificas en la nodulacion de una leguminosa por una cepa de
Rhizobium se han denominado genes nod. Se han podido conservar muchos genes nod de diferentes
especies de Rhizobium y generalmente provienen de plasmidos Hlamados plasmidos sym. Ademas de
los genes nod que dirigen los eventos directos de nodulacion especificos, los plasmidos sym
contienen genes de especificidad, que restringen una cepa de Rhizobium para una planta huésped
particular. Ademas la capacidad nodular de determinada leguminosa se puede transferir a través de
especies de Rhizobium por transferencia sencilla de sus plasmidos sym.

En el plasmido Sym de R. leguminosarum, los genes nod estan localizados entre dos grupos de
genes para la fijacion del nitrogeno, los genes nif. Se han identificado diez genes nod en esta
especie. La region entera nod ha sido secuenciada y se conoce la funcion de muchas proteinas nod.
Los genes nodABC dirigen el rizado de los pelos radiculares, una etapa temprana en la nodulacién.
Los genes nodD codifican para una proteina reguladora que controla la expresion de otros genes
nod. En presencia de sefiales especificas de nodulacion, el producto del gen nodD activa la
transcripcion de otros genes nod. En la mayor parte de especies de Rhizobium la proteina nodD es
constitutiva y regula la transcripcion de otras funciones nod por un tipo de control de induccién
simple. La proteina nodF participa en la sintesis de un lipido o un polisacarido necesario para la
nodulacién efectiva y se considera que participa en el transporte de sustancias necesarias para

iniciar la nodulacién. La funcién de los genes nodE y nodL en la determinacion de los limites de
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huéspedes, nodD codifica para una proteina que participa en la biosintesis de la porina y nodL
codifica para una proteina de membrana cuya funcion se desconoce.

La clonacion y secuenciacion de los genes nod en R. leguminosarum sugiere que estan acomodados
en al menos tres operones. Como proteina reguladora, la proteina nodD se fija a una secuencia muy
constante de DNA de 35 pares de bases que precede a cada operén. Estas regiones, conocidas como
cajas nod, presumiblemente son genes operadores a los que se puede fijar la proteina nodD.
Después de la interaccion con las moléculas inductoras la forma de la proteina nodD cambia
haciendo que salga del DNA de la caja nod. Posiblemente este evento expone un sitio promotor
para que la RNA polimerasa se fije, lo cual inicia la transcripcion de los genes estructurales nod. Se
han identificado varias moléculas inductoras, las principales son flavonoides vegetales. Estos tienen
varias funciones en las plantas, entre ellas la regulacién del crecimiento y la atraccion de los
insectos para la polinizacion. Las leguminosas secretan gran cantidad de flavonoides por sus raices,
posiblemente para disparar la expresion de los genes nod en las células cercanas a los rizobios en el
suelo. Se puede sugerir que parte de la especificidad que se observa entre la planta y la bacteria en
la simbiosis Rhizobium — leguminosa podria deberse a la naturaleza quimica de los flavonoides por

determinada planta.(Brock T. and Madigam M.; 1993).

Establecimiento de la simbiosis.

Como parte de su ciclo de vida, el rizobio invade las células de la raiz de la planta e inicia una serie
de cambios complejos que lideran la formacion del n6dulo de la raiz. Dentro del nédulo de la raiz,
la bacteria prolifera y persiste como forma de célula sin membrana. La bacteria en el interior del
ndédulo fija nitrégeno atmosférico por medio del la enzima nitrogenasa. La estructura y la
interaccién bioquimica en la simbiosis del rizobio y el huésped es bastante complicada y
beneficiosa para ambos. (Lindsey K. and Jones M.G.K,1992; Glick B. R. and Pasternak J. J., 1998).
Las proteinas implicadas en la fijacion estdn codificadas por una serie de genes nif (“fijadores de
nitrogeno) agrupados en el cromosoma bacteriano o, como en el caso de algunas especies de
Rhizobium, en grandes plasmidos extracromosomicos. La asociacion simbidtica entre la raiz y el
Rhizobium esta determinada por otra serie mas de genes bacterianos, los genes nod (“nodulacion™) y
también por genes de la planta que codifican proteinas, “nodulinas”, un grupo de al menos 30
péptidos especificos del nédulo. Se ha estudiado la regulacidon por el desarrollo de algunos de los
genes de las nodulinas. El proceso de infeccion consta de una serie de estadios diferenciados: el
reconocimiento de la raiz hospedadora; el arrollamiento del pelo radical, que es el punto de entrada

de la bacteria; la invaginacion de la pared celular del pelo radical para formar un “filamento de
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infeccion”, a través del cual alcanzara la bacteria las células del cortex radical; y finalmente, la
liberacion de la bacteria a las células corticales, que aumentan de tamafio y se diferencian para
formar el nédulo. Las propias bacterias se convierten en “bacteroides” fijadores de nitrogeno. Cada
leguminosa se asocia con una especie particular de Rhizobium. Esta especificidad parece estar
determinada por los factores de reconocimiento de proteinas, situados en la superficie de los pelos
radicales, que se unen a los receptores para azucares de la superficie de la bacteria. (Lindsey K. and
Jones M.G.K., 1992; Glick B. R. and Pasternak J. J., 1998).

La biotina externa estimula en gran medida el crecimiento de bacterias y la colonizacién de la raiz
de alfalfa por Sinorhizobium meliloti cepa 1021. Varios genes estan involucrados en la respuesta
derivada de la biotina en las plantas y han sido identificados en esta bacteria, pero los genes
requeridos para el transporte de biotina no se conocian, y no se asignaron todos los loci requeridos
para la sintesis de biotina. La busqueda del genoma de S. meliloti en base de datos en combinacion
con tests de complementacion de Escherichia coli auxétrofo de biotina indica que la sintesis de
biotina probablemente es limitada en S. meliloti 1021 por el pobre funcionamiento o la ausencia
completa de varios genes key. (Entcheva P., et al; 2002).

Para incrementar la fijacion de nitrogeno en plantas de alfalfa, se construyeron cepas de
Sinorhizobium meliloti conteniendo diferentes promedios de numeros de copias de la region
simbidtica de DNA, estas construcciones se realizaron por una amplificacion especifica de DNA
(SDA). Un fragmento de DNA conteniendo un gen regulador (nodDI), los genes comunes de
nodulacién (nod4BC), y un operén esencial para la fijacion de nitrogeno (nifN) de la region del
regulén nod, regulon del plasmido simbidtico pSyma de S. meliloti, fueron clonados en un plasmido
incapaz de replicarse en este organismo. El plasmido luego se integré en las regiones homélogas de
DNA de S. meliloti cepas 41y 1021, lo cual resulté en la duplicacién de la region simbidtica.
Derivados de Sinorhizobium acarrean muchas amplificaciones y fueron seleccionadas creciendo las
bacterias en concentraciones en aumento de un antibi6tico marcador presente en el vector integrado.
Fueron obtenidos derivados de 41 cepas conteniendo promedios de copias de 3 y 6 y un derivado de
la cepa 1021 conteniendo un promedio de 2.5 copias de la regién simbidtica. Ademas, la misma
region se introdujo en ambas cepas como un plasmido multicopia, produciendo derivados con un
promedio de siete copias por célula. Fueron analizadas la nodulacion, la actividad nitrogenasa, el
contenido de proteina en la planta, y el crecimiento en plantas inoculadas con diferentes cepas. El
numero de copias de la region simbidtica fue critico para determinar el fenotipo de la planta. En este
caso, en cepas con un aumento moderado en el nimero de copias, las propiedades simbidticas se
incrementaron significativamente. La inoculacion de la alfalfa con estas cepas result6 en un

aumento en el crecimiento de la planta.(Castillo Marcela, et al; 1999).
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Se analizo6 la diversidad genética de 531 cepas de Sinorhizobium meliloti aisladas de nédulos de
cultivos de Medicago sativa en dos suelos diferentes de Italia durante 4 afios de crecimiento de las
plantas. Los aislados fueron analizados por el método de polimorfismo de DNA con el random
amplified polymorphic (RAPD). La poblaciéon mostré un alto nivel de polimorfismo genético
distribuido a todos los aislamientos, con 440 tipos diferentes de halotipos. El analisis de variacién
molecular permitié relacionar la estructura genética de la poblacion simbidtica con varios factores,
incluyendo el tipo de suelo, cultivares de alfalfa, plantas individuales en el interior de un cultivo, y
el tiempo. Algunos de estos factores estan afectando significativamente la estructura genética de la
poblacidn, y su relativa influencia cambia con el tiempo. En el comienzo del experimento, el suelo
de origen y, mucho mas, el cultivo influye significativamente en la distribucién de la variabilidad
genética de S. meliloti. Luego de tres afios, la poblacion de rizobio se vi6 alterada; esto muestra una
estructura genética basada principalmente en diferencias entre plantas, mientras que el efecto del
suelo y del cultivo no fueron significativos.(Carelli Maria, et al; 2000).

Los lipopolisacaridos (LPS) y los polisacéridos capsulares (antigenos K) pueden influir en la
interaccion del rizobio con su hospedador especifico; por lo tanto, se han realizado ensayos
comparativos entre Sinorhizobium fredii y Sinorhizobium meliloti, los cuales estan genéticamente
relacionados, pero son distintos genéticamente en la fijacidbn microsimbiotica de nitrégeno. Se
encontré que ambas especies producen antigenos K que consiste de 4cido 3-deoxi-D-manno-2-
octulosonico (Kdo), y otro azucar 1-carboxi-2-keto-3-deoxi (como el acido sidlico), y hexosas. Los
antigenos K de cada cepa son distinguidos por la composicién en glicosil, configuraciéon anomérica,
acetilacion de pesos moleculares. Una diferencia entre los antigenos K de S. fredii y los de
S. meliloti es la presencia de grupos N-acetil en los ultimos polisacédridos. En contraste con los
antigenos K, los LPS de Sinorhizobium spp. son antigenos mas comunes. El (R) LPS es la forma
predominante de los LPS producidos por células cultivadas, y algunas cepas sueltan poco (S) LPS,
que no es detectable en la extraccion. Sinorhizobium spp. estan delineados dentro de dos niicleos de
serogrupos mayoritarios, RLPS, los cuales no corresponden a especies (i.e., rango de hospedador).
Los antigenos O de los SLPS, cuando estan presentes, tienen grados similares de polimerizacion y
aparecen para ser estructuralmente conservados a través del género. Se encontrdé que una cepa era
diferente a todas las otras: S. fredii HH303 produce un antigeno K dnico, el cual contiene acido
galacturénico y ramnosa, y los RLPS no entran dentro de ninguno de estos niicleos de serogrupos
RLPS. Los resultados de este estudio indicaron que los S- y RLPS de Sinorhizobium spp.
conservaron la informacion de la diferencia estructural necesaria para influenciar al hopedador
especifico, mientras que los antigenos K variables pueden afectar la interacciébn cepa —

cultivo.(Reuhs B. L., et al; 1998).
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Fueron identificados cuatro genes, codificando pequefias proteinas con un contenido de glicina
significativamente alto, en los nddulos de raices de Medicago sativa. Todas estas proteinas y sus
homologos en Medicago truncatula llevan un péptido sefial amino terminal y un dominio carboxi
terminal rico en glicina. Todos excepto nodGRP3 carecen de la estructura repetida descripta para la
pared celular y de la respuesta relacionada con el estrés, proteinas ricas en glicina (GRP). La
expresion de éstos genes GRP fue indetectable en flores, hojas, tallo, y células de hipocotilos,
mientras que la expresion fue altamente inducida durante el desarrollo de nédulo de raiz, sugiriendo
que los genes GRP actiian como nodulinas. Ademas, ninguno de estos genes GRP, fueron
expresados en nodulos cuando fueron activados por hormonas o tratamientos de estrés, los cuales
son inductores de muchas otras GRPs. Estos resultados demostraron que se requiere la infeccién
bacteriana pero no la diferenciacion a bacteroide para la induccién de los genes GRP nédulo
especifico. Diferencias cinéticas y de localizacién en la activacién de genes, asi como en la
estructura primaria de las proteinas, sugieren roles no redundantes para estas GRPs en la
organogénesis del nddulo. (Kevei Z, et al; 2002).

La simbiosis Rhizobium-leguminosa involucra la formacién de un 6rgano nuevo en la planta, el
nodulo, en el cual la bacteria en su espacio intracelular reduce el nitrégeno molecular para ser usado
en la produccion de los fotosintatos de la planta. El desarrollo de nddulos requiere una sefial de la
bacteria como el factor Nod, el cual en Sinorhizobium meliloti es un B-(1,4)-unido a un tetrdmero de
N-acetilglucosamina conteniendo modificaciones N-acil y O-acetil en el final no reducido y un
critico 6-O-sulfato en el extremo final reductor. Esta modificacion de sulfato requiere la accion del
producto de los siguientes genes: nodH, el cual cataliza la transferencia de sulfonil, y nodPQ, el
cual produce la forma activada de sulfato, 3'-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato. Se ha publicado
previamente que polisacéridos de la superficie de células de S. meliloti son también covalentemente
modificadas por sulfato en una reaccion que depende de nodPQ. Se ha caracterizado esta Unica
forma de modificacion de carbohidrato bacteriano. Se ha clonado el gen afectado por esta mutacion
(referido como Ips-212) y se encontrd que éste era un alelo de /psZ, un gen del cual se predijo que
codifica una epimerasa del 4cido UDP-glucuronico. Se demostr6 que ese IpsL codificé la actividad
epimerasa del acido UDP-glucuronico que fue reducida en mutantes /ps-2/2. La mutacion en /ps-
212 resultd en estructuras alteradas de lipopolisacaridos que fueron reducidos en la modificacion de
sulfato in vitro y in vivo. Finalmente, se determin6 que la mutacion Ips-212 provoca que se aborte
prematuramente la formacion de los hilos de infeccion.(Keating David H., et al; 2002).
Sinorhizobium meliloti es una bacteria del suelo capaz de invadir y establecer una relacion
simbiética con plantas de alfalfa. El proceso de invasion requiere la sintesis, por S. meliloti, de por

lo menos uno de los dos exopolisacaridos importantes simbi6ticamente, succinoglicano y EPS 11. Se
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ha demostrado previamente que el locus sinRI de S. meliloti codifica un sistema de quorum-sensing
que juega un rol en el proceso simbidtico. Se mostré que el locus sinRI ejerce un nivel de control a
través de la regulacion en la sintesis de EPS II. Una alteracion del gen autoinducido sintasa, sinl,
anula la produccion de EPS II tan bien como la expresion de varios genes en el operén exp, que son
responsables de la sintesis de EPS II. Este fenotipo fue complementado por la adicién de extractos
de acil homoserina lactona (AHL) de la cepa tipo salvaje pero no para un mutante sinl, indicando
que el sinRI-especifico y AHLs son requeridos para la expresion de los genes exp. Esto fue
confirmado mdés tarde por la observacion de que palmitoleil homoserina lactona (C(16:1)-HL)
sintética, uno de los identificados previamente como sinRI-especifico AHLs, especificamente
restauran la expresion de los genes exp. La ausencia de EPS Il simbi6ticamente activo en mutantes
sinl se confirm6 en ensayos de nodulacion de plantas, acentuando el rol del “quorum sensing” en
simbiosis.(Marketon MM, et al; 2003).

Fueron identificados genes que contribuyeron a la produccion de riboflavinas en Sinorhizobium
meliloti, una cepa bacteriana que sobreproduce esta vitamina fue construida para caracterizar como
afecta la riboflavina adicional la interaccion entre alfalfa (Medicago sativa) y S. meliloti. Genes que
sintetizan riboflavina en S. meliloti estan relacionados a tres grupos separados y designados como
ribBA, ribDC, y ribH. Células de S. meliloti conteniendo copias extras de 7ibBA liberaron 10 a 20%
mas riboflavina que la cepa control pero crece a una velocidad similar en un medio definido carente
de riboflavina. Células acarreando copias extras de ribBA colonizaron la raiz con densidades que
fueron 55% mayores que aquellas cepas control. No se detectd un efecto extra en genes rib en el
crecimiento de la alfalfa en la ausencia o presencia de N combinado. Estos resultados apoyan la
importancia de la riboflavina extracelular para la colonizacién de la raiz de alfalfa por S. meliloti y
son consistentes con la hipétesis que esta molécula beneficia a la bacteria indirectamente a través

del efecto en la planta.(Yang G, et al; 2002).

Se ha estudiado el rol de la biosintesis de leucina por Sinorhizobium meliloti en el establecimiento
de la simbiosis de la fijacién de nitrogeno con alfalfa (Medicago sativa). El gen leuA de S. meliloti,
codificando la sintasa alfa-isopropilmalato, la cual cataliza el primer paso especifico en la via de
biosintesis de leucina, fue caracterizado por mutantes S. meliloti LeuA(-), fueron auxoétofos Leu y
carentes de actividad sintasa de la alfa-isopropilmalato. Los auxétrofos leuA no fueron hébiles para
nodular alfalfa. Las raices de alfalfa parece que no secretaron leucina suficiente para soportar el
crecimiento de auxoétrofos de leucina en la rizdsfera. Ademas, esta limitacién en el crecimiento
probablemente impone la inhabilidad para iniciar la simbiosis. Sin embargo, de la auxotrofia de

leucina, las cepas leuA fueron perjudicadas en la activacién de los genes de nodulacién por un
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activador transcripcional NodD1 en respuesta al flavonoide luteolina de la planta. Por contraste, la
activacion de los genes nod por NodD3, el cual no est4 involucrado en los inductores derivados de
las plantas, no fue afectado. Algunos resultados sugieren que la leucina relacionada como
intermediario metabdlico podria estar involucrado en la activacién de los genes de nodulacion por
NodD1 y luteolina. Esta clase de control puede ser un camino relevante para unir el estado
fisiologico de la bacteria para la respuesta de las sefiales de la planta y la iniciacion de la

simbiosis.(Sanjuan-Pinilla JM, et al; 2002; Sanjuan-Pinilla JM,et al; 2003).

Etapas en la formacion de nodulos.

Las etapas en la infeccion y el desarrollo de nédulos incluyen:

1. Reconocimiento de la pareja correcta por parte tanto de la planta como de la bacteria y fijacién
de la bacteria a los pelos radicales.

2. Invasion de los pelos de la raiz por la formacion bacteriana de una cadena infecciosa.

3. Viaje a la raiz principal por medio de la cadena infecciosa.
Formacién de las células bacterianas deformadas, bacteroides, dentro de las células vegetales y
desarrollo del estado fijador del nitrégeno.

5. Division continta de la planta y de las bacterias y formacién del nédulo radicale < maduro.

Las raices de las plantas leguminosas secretan varias sustancias organicas que estimulan el
desarrollo de una microflora en la rizosfera. Este estimulo no esta restringido a los rizobios, sino
que abarca muchas bacterias diferentes. La fijacién, en la simbiosis leguminosa — Rhizobium,
depende del reconocimiento apropiado de las macromoléculas de la superficie de los pelos
superficiales de la raiz que interactiian con los polisacdridos de la superficie de la célula del
Rhizobium. Este proceso ha sido estudiado en detalle, en la simbiosis con el trébol blanco R. trifolii.
Las células de R. trifolii tienen una cépsula extensa y se ha demostrado que en ella ocurre una
fijacion especifica de las células bacterianas a los pelos radicales del trébol blanco. R. #rifolii no se
fija tan fuertemente a los pelos radicales de otras leguminosas, y otras especies de Rhizobium no se
fijan tan fuertemente a los pelos de la raiz de trébol blanco. Se puede extraer una sustancia, que es
posible purificar, de las raices del trébol blanco que aglutina especificamente las células de R.
trifolii, y esta sustancia, una lectina llamada trifolina, es el agente que adhiere las células de R.
trifolii al pelo de la raiz. Las lectinas son proteinas vegetales con una alta afinidad por residuos

especificos de azicar. Las lectinas de la raiz que interactiian con especies especificas de Rhizobium

Introduccion 15







también se han encontrado en la soya, en el trébol dulce y en el chicharo. (van Rhijnt P. and
Vanderleyden J., 1995).

En la fijacién en la simbiosis R. Trifolii - trébol participa una porcién polisacérida de la capa
externa de R. trifolii que contiene el azucar 2 — desoxiglucosa. Si se adiciona 2 — desoxiglucosa a las
raices, se bloquea la fijacion de R. trifolii. Se ha estudiado la interaccion del material capsular del
polisacérido de R. trifolii con la superficie del pelo de la raiz convirtiéndolo en un derivado
fluorescente y al observar la fluorescencia de los pelos radicales cuando se tratan con esta
sustancia. Los pelos de la raiz se fijan a este material mas enérgicamente que las células que estan
debajo de los pelos de la raiz y la fijacién parece ser especialmente fuerte cerca de la punta de los
pelos radicales. En la adicion de 2 — desoxiglucosa, también se necesita un polisacarido ciclico que
contenga unidades de glucosa enlazadas beta 1,2 para que se efectie una nodulacion efectiva.

La penetracion inicial del Rhizobium en el pelo radical es a través de la punta de este. Después de la
entrada a este sitio, la bacteria prolifera y forma la llamada ruta de la infeccion, que se extiende
hacia la base del pelo radical.

Una célula de la raiz adyacente al pelo radical queda infectada, y si ésta célula es del tipo diploide
anormal, generalmente es destruida por la infeccién, sufriendo necrosis y degeneracion; pero si es
una célula tetraploide, pude convertirse en la precursora de un nédulo. En la raiz siempre hay un
pequefio niimero de células tetraploides que se han originado espontdneamente, y si una de ellas
queda infectada se estimula su division. Las divisiones progresivas de células infectadas de esta
manera dan lugar a la produccién de un nédulo parecido a un tumor. En cultivo, los rizobios
producen sustancias llamadas citocininas, que ocasionan la division de las células tetraploides y es
muy posible que la produccion de citocininas tenga lugar en las células infectadas.

Las bacterias se multiplican rapidamente dentro de las células tetraploides y quedan rodeadas
individualmente o en pequefios grupos por porciones de la membrana del huésped. Las bacterias
son algunas veces transformadas en formas ramificadas, edematosas, contrahechas llamadas
bacteroides. Unicamente después de que ha tenido lugar la formacién de los bacteroides se inicia la
fijacion del nitrogeno (los nodulos que fijan el nitrogeno pueden detectarse por reduccién de
acetileno). En este estadio, los nodulos se deterioran y liberan las bacterias hacia el suelo. Las
formas de bacteroides son incapaces de dividirse, pero siempre queda un pequefio nimero de
células en forma de bastén en dormancia. En estos momentos, dichas células proliferan empleando
como nutrientes algunos de los productos del nédulo en deterioro y pueden iniciar la infeccion en
otras raices 0 mantener una existencia de vida libre en el suelo.(Brock T. and Madigan M., 1993;

Grasso D., 2003; Sanjuéan J., 2003).
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Los flavonoides como sefiales para los microbios de la rizosfera

Los flavonoides liberados por las leguminosas, como por ejemplo la luteolina (3°, 4°, 5, 7-
tetrahidroxiflavona) en el extracto de semillas de alfalfa, la 4, 4° — dihidroxi — 2’- metoxichalcona
exudado de la raiz de alfalfa, la 4°, 7 — dihidroxiflavona exudado de la raiz de alfalfa, afectan la
nodulacién de la raiz.
La afectan de tres maneras diferentes:

1) induciendo la transcripcion de genes de nodulacién del rizobio requeridos para la infeccion.

2) promoviendo el movimiento bacteriano en direccion a la planta.

3) incrementando el porcentaje de crecimiento de las células bacterianas.
Observando los factores de las legumbres huéspedes que se necesitan para la transcripcion de
algunos genes nod en bacterias como el Rhizobium y el Bradyrhizobium se puede llegar a la
identificacion de flavonoides particulares en diferentes leguminosas. La lista de genes nod activos
que estan induciendo la liberacion de flavonoides de varias plantas leguminosas huésped ha llegado
a ser extensa, se han aislado factores activos adicionales de los lavados de semillas y los exudados
de raiz. Los flavonoides controlan la transcripcion de los genes nod interactuando en algunas vias
con productos de la familia de genes regulatorios nod D.
Los flavonoides son llaves de encendido y apagado, son moléculas que controlan la formacion de
nédulos en la raiz y es afectada por el nimero de células rizobiales presentes.
La induccion de células rizobiales es un evento molecular, pero la formacioén de un niimero 6ptimo
de nodulos es un fenémeno de poblacién que requiere un amplio nimero de bacterias inducidas.
Los flavonoides agregados a la rizésfera incrementaron la formacion de ndédulos en la raiz y la
fijacién de nitrogeno en alfalfa bajo condiciones controladas. El rol de los flavonoides en la
nodulacion de la raiz involucré la induccidn de genes nod y también sirven como quimioatractantes
del rizobio en concentraciones nanomolares y micromolares.
Mutaciones en los genes nod D eliminan la respuesta quimiotaxica del Sinorhizobium meliloti a la
luteolina. De este modo el movimiento del rizobio en direccion a la alfalfa y la induccién de genes
requeridos para la formacion de nédulos de la raiz estdn aparentemente afectados por el mismo
compuesto.
Los flavonoides liberados pueden alterar el crecimiento bacteriano. Las semillas de leguminosas
liberan compuestos que inhiben el crecimiento bacteriano. En alfalfa, dos de los flavonoides

dominantes liberados desde las semillas embebidas, luteolina — 7 — O — glucésido y quercetina — 3 —
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O - galactésido, aumentan el porcentaje de crecimiento de todas las cepas de Sinorhizobium
meliloti testeadas en un medio minimo, y la respuesta se satura a 1 — 5 micromolar.

Aparentemente el efecto de crecimiento de los flavonoides es controlado en forma separada por la
transcripcion del gen nod, porque una cepa de S. meliloti mutada en todos los genes nod D, creci6
mas rapido con quercetina y luteolina.

Como la alfalfa libera flavonoides estructuralmente distintos desde la raiz y las semillas, asi podria
haber dos zonas econémicamente diferentes alrededor de la planta. La mayor parte de los
flavonoides liberados desde las semillas tienen un sustituyente en la posicién C-5 y cerca de dos
tercios de la fraccion estd compuesta por derivados de luteolina y quercitina. Los exudados
primarios de la raiz son flavonoides 5-deoxi. La luteolina y la quercitina, pero no los flavonoides 5-
deoxi, liberados desde la raiz, aumentan el porcentaje de crecimiento de S. meliloti. Puede haber
efectos especiales de los flavonoides en la transcripcion de los genes nod donde hay zonas
solapadas en la raiz y la semilla, porque mezclas de 4, 4’ — dihidroxi — 2’- metoxichalconas de las
raices y luteolina de las semillas tienen efectos sinérgicos en la induccién de los genes nod. Estas
moléculas interactiian de distinta forma con los productos de varios genes nod D de S. meliloti. La
planta puede hacer decrecer la actividad de induccién de los genes nod en la rizésfera parando la
sintesis. La planta puede tener la posibilidad de liberar mas de un inductor de genes débil como el
4°, 7 dihidroxiflavonoide y permite a la molécula disminuir el efecto de induccion fuerte de la
luteolina por uniones competitivas a un sitio activo en los productos de los genes nod D. Las
semillas de alfalfa cuando estidn germinando pueden alterar toda la induccion de los genes nod en S.
meliloti, esto se verifica porque semillas esterilizadas liberan actividad glucosidasa que hidroliza al
inductor nod inactivo, como la luetolina — 7 —~ O — glucésido al inductor fuerte, luteolina.

La importancia de todos los procesos en conjunto, usando los flavonoides de las plantas para inducir
los genes nod de los rizobios se pone de manifiesto por el hecho de que ambos, la planta de alfalfa y
el S. meliloti han involucrado pasos criticos, la planta libera una variedad de flavonoides capaces de
estar induciendo los genes nod, mientras que la bacteria tiene tres copias homélogas de los genes
nod D.(Grasso D., 2003)

Las leguminosas usan flavonoides para controlar los procesos tempranos de unién con el rizobio
simbiético, es posible que mecanismos analogos influencien la simbiosis entre las plantas y los
hongos micorrizales. Los flavonoides y otras moléculas pequefias de las plantas pueden influir sobre
la germinacidn de las esporas fungales de las micorrizas, crecimiento de la hifa y / o infeccion. Se
han encontrado flavonoides como aspiregin, hesperitin y maringein que promueven la germinacion
de la espora y el crecimiento de la hifa de Gigaspora margarita a concentraciones de 0,15 — 1,5

micromolar. Se han testeado por esto flavonoides que ocurren naturalmente en la semilla y en la
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zona de la raiz de las plantas de alfalfa para ver sus efectos en el desarrollo “in vitro” de esporas de
“Glomus etunicatum”. En experimentos preliminares en agar agua, quercitina, la aglicona liberada
de las semillas de alfalfa, promovié notablemente la germinacion de esporas, crecimiento de la hifa
y ramificacion, mientras tanto el 4°, 7 — dihidroxiflavona, que es el flavonoide exudado por las
raices jovenes de la alfalfa, primariamente aumentan la ramificacion de la hifa. Las respuestas a
flavonoides se saturan a concentraciones mds bajas que 10 micromolar cuando se suministran los
nutrientes con el falvonoide con el agar agua. Bajo estas condiciones, 4°, 7 dihidroxiflavonas
promueve fuertemente la germinacién de G. etunicatum.

Los flavonoides pueden influir en el crecimiento microbiano en el suelo. El efecto positivo de la
luteolina y quercitina en el porcentaje de crecimiento bacteriano no es especifico para S. meliloti
pero ninguno de los dos es un fendmeno general que esta afectando a todos los microbios que se
encuentran alrededor de plantas jovenes cultivadas de alfalfa. Los mismos compuestos promueven
el crecimiento de las bacterias benignas del suelo como Pseudomona putida.

Tratamientos con estos flavonoides hasta 10 micromolar disminuyeron el crecimiento “in vitro” de
Pythium irregulare y P. Ultimum, dos hongos patdgenos de alfalfa. Esto puede ser util para
examinar como los flavonoides son liberados naturalmente de las plantas por influencia de la
poblacion bacteriana del suelo. Los efectos criticos de los microbios del suelo en el contenido de
materia organica y estructurales del suelo son bien conocidos y se ha determinado que los
flavonoides son factores que estan controlando estos procesos y pueden beneficiar la agricultura.
(Phillips D. A. and Tsai S. M., 1992).

Dentro de los sistemas bioldgicos para fijar el nitrogeno, quizés el mas promisorio, desde el punto
de vista agronomico, lo constituye la asociacion simbiotica entre las bacterias del género Rhizobium
y las raices de las leguminosas. La asociacion Rhizobium-leguminosa reviste un caracter especifico:
una cepa determinada de la bacteria sélo puede infectar ciertas especies o variedades de
leguminosa. Es posible que la lectina producida por la planta juegue algin papel en el enlazamiento
de la bacteria, con posterioridad a los eventos de reconocimiento entre planta y bacteria. Un hecho
que apoya esta posibilidad es que las lectinas se localizan en la regi6n de la raiz que es mas
susceptible a la infeccion por Rhizobium. Las lectinas son proteinas o glucoproteinas. En general,
no se conoce la funcién fisiol6gica de las lectinas de las plantas, puede ser que las lectinas jueguen
un papel en el enlazamiento de factores Nod. Existe la posibilidad de clarificar esta hipotesis
mediante la disponibilidad de factores Nod marcados. De todas formas, el papel bioquimico de las
lectinas y los eventos simbidticos en los cuales participan siguen sujetos a debate. Se aislé la lectina
de la semilla de arveja (LSA) y se purificé por cromatografia de afinidad, a través de una columna

de Sephadex G-100. La lectina de raiz (LRA) se aislé de las paredes celulares de la raiz de arveja.
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Entre los extractantes utilizados el que mostré mejores resultados fue el citrato de sodio 0.1 M, pH
4.2. Las diferencias en el proceso de extraccién, comportamiento diferente en filtracion por gel,
dialisis, inhibicién de la eritroaglutinacion por carbohidratos, electroforesis en gel, la accion
aglutinante frente a diversas cepas de Rhizobium leguminosarum bv viciae, las divergencias en el
peso molecular y en la solubilizacién parecen indicar que las lectinas extraidas de la semilla y de la
raiz de arveja son moléculas diferentes. Por otro lado, bacterias de Escherichia coli se unieron a las
lectinas de semilla y de raiz lo cual sugiere que la unién lectina-Rhizobium no es especifica.( Luque
T.J. E., 1997).

En lineas generales, cada leguminosa libera al medio determinados inductores (p. e. la alfalfa,
luteolina y la soja genisteina) que la bacteria reconoce y la lleva a sintetizar el factor Nod
correspondiente, que estd constituido por un esqueleto de 4 o 5 N-acetil glucosaminas con bastantes
sustituciones que determinan la especificidad. Estos factores, que se conocen también por su
composicion como lipoquitooligosacaridos (LCOs), determinan modificaciones en los pelos
radicales, la formacion del canal de infeccién y la divisién de células del cortex, que conducen a la
formacion del nédulo en cuyo interior, perfectamente estructurado, se va a llevar a cabo la fijacion.
Al nédulo llega el fotosintetizado, en forma de sacarosa, para soportar el proceso. Servird de fuente
de energia, poder reductor y esqueleto carbonado para la incorporacién del amonio resultante de la
fijacion. Sera transportado por el xilema al resto de la planta en forma de amidas o ureidos, segin el

hospedador sea de clima templado o tropical. (Schroder E., 1995).

Sal v estrés osmotico.

La salinidad es una amenaza seria para la agricultura en regiones aridas y semidridas. Cerca del
40% de la tierra de la superficie del mundo puede ser categorizado como que tiene problemas de
salinidad potenciales; la mayoria de estas dreas estan confinadas a los tr6picos y a las regiones
mediterrdneas. Aumentos en la salinidad de los suelos o en las aguas usadas para irrigacion resulta
en un decrecimiento en la productividad de la mayoria de cultivos de plantas y conduce a un
marcado cambio en el patron de crecimiento de las plantas. Incrementos en las concentraciones
salinas pueden tener un efecto nocivo en la poblacién microbiana del suelo como resultado de una
toxicidad directa asi como a través del estrés osmoético. La infertilidad del suelo en zonas aridas es a
menudo debido a la presencia de una gran cantidad de sal, y la introduccién de plantas capaces de
sobrevivir bajo estas condiciones (plantas tolerantes a la sal) es digno de ser investigado. Se ha
planteado actualmente la necesidad de desarrollar cultivos altamente tolerantes a la sal para reciclar

aguas drenadas en la agricultura, las cuales son literalmente rios de aguas contaminadas que son
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generadas en distritos de zonas aridas de irrigacion. La tolerancia a la sal en las plantas es un
fenémeno complejo que involucra cambios morfolégicos y de desarrollo asi como procesos
fisioldgicos y bioquimicos. La salinidad disminuye el crecimiento y el rendimiento, dependiendo de
la especie de la planta, niveles de salinidad, y composicion i6nica de las sales. La respuesta a la
salinidad de las leguminosas varia y depende de algunos factores como las condiciones climéticas,
propiedades del suelo, y el estado de crecimiento. Ha sido reportada la variabilidad en la tolerancia
a la sal entre las cosechas de leguminosas. Algunas leguminosas, €], Vicia faba, Phaseolus vulgaris,
y Glycine max, son més tolerantes que otros, ej, Pisum sativum. Algunas lineas tolerantes de V. faba
mantienen la fijacién de nitrégeno bajo condiciones salinas. Otras leguminosas, como Prosopis,

Acacia 'y Medicago sativa, son tolerantes a la sal, pero menos que sus rizobios simbiontes.

La simbiosis entre Rhizobium — leguminosa y la formacién de n6dulos en las leguminosas son mas
sensibles a la sal o al estrés osmético de lo que son los rizobios. El estrés salino inhibe los pasos
iniciales de la simbiosis Rhizobium — leguminosa. Pelos de la raiz de soja mostraron un pequeiio
encurvamiento y deformacién cuando se inocularon con Bradyrhizobium japonicum en presencia de
170 mM de NaCl, y la nodulacién fue completamente suprimida por 210 mM de NaCl. La
colonizacion bacteriana y el encurvamiento del pelo de V. faba fueron reducidos en presencia de 50
a 100 mM NacCl o 100 o 200 mM de polietilen glicol como osmético; la proporciéon de pelos
radicales conteniendo hilos de infeccion fue reducida en 30 y 52% en presencia de NaCl y
polietilenglicol respectivamente. Los efectos del estrés salino en la nodulacién y la fijacién de
nitrégeno en leguminosas han sido examinados en varios estudios. La reduccién en la actividad de
la fijacién de nitrégeno por el estrés salino es atribuido usualmente a la reduccion en la respiracion
de los nodulos y a la reduccion en la produccion de proteina citosélica, especificamente
leghemoglobina, por n6dulos. El efecto depresivo del estrés salino en la fijacion de nitrégeno por
las leguminosas esta directamente relacionado por la disminucién inducida por la sal, en la materia
seca y en el contenido de nitrégeno en el vastago de la planta. Las deformaciones inducidas por sal
en la estructura del nédulo, se podrian deber también a la disminucién en la velocidad de fijacion de
nitrégeno por leguminosas sometidas a estrés salino. La reduccién en la actividad fotosintética es
posible que afecte la fijacion de nitrégeno por leguminosas bajo estrés salino.

Aunque el nédulo de raiz colonizado por la bacteria del género Rhizobium y Bradyrhizobium es méas
tolerante a la sal, que sus leguminosas hospedantes, mostr6 marcada variacién en la tolerancia. El
crecimiento de rizobios fue inhibido por 100 mM de NaCl, mientras algunos rizobios, e€j,
SinoRhizobium meliloti, fueron tolerantes de 300 a 700 mM de NaCl. Se han hallado cepas de

Rhizobium leguminosarum tolerantes a concentraciones de NaCl por encima de 350 mM de NaCl en
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caldo de cultivo. Rizobios de soja y garbanzo fueron tolerantes a 340 mM de NaCl, con cepas de
crecimiento rapido mas tolerantes que las cepas de crecimiento lento. Cepas de Rhizobium de Vigna
unguiculata fueron tolerantes a NaCl por encima del 5,5%, lo cual es equivalente a cerca de 450
mM de NaCl. Ha sido encontrado recientemente que el rizobio de crecimiento lento en el mani es
menos tolerante que un rizobio de crecimiento rapido. Rizobios de leguminosas lefiosas también
mostraron una substancial tolerancia a la sal: cepas de Acacia, Prosopis, y Leucaena son tolerantes a
500 a 800 mM de NaCl. El crecimiento de S. meliloti fue severamente inhibido por iones Mg 2,
mientras que los iones Na* y K™ tienen un efecto inhibitorio pequefio.

Varias especies de bacterias se adaptaron a condiciones salinas por la acumulacién intracelular de
solutos organicos de bajo peso molecular llamados osmolitos. La acumulacion de osmolitos es
usada para contrarestar el efecto de la deshidratacion por baja actividad del agua en el medio pero
no para interferir con la estructura macromolecular o funcién. El Rizobio utiliza este mecanismo de
adaptacion osmética. En presencia de altos niveles de sal (encima de 300 a 400 mM NaCl), los
niveles de glutamato intracelular libre y / 0 K™ fueron incrementados en gran medida (a veces por
encima del séxtuplo en pocos minutos) en células de R. meliloti, R. Fredii 'y Sinorhizobium fredii, el
ion K, controla las fluctuaciones de Mg 2* durante el shock osmdtico. La acumulacion del
osmolito, amida del N-acetilglutaminil-glutamina en células de R. Meliloti, depende del nivel del
estrés osmotico, la fase de crecimiento del cultivo, la fuente de carbono, y la presencia de osmolitos
en el medio de crecimiento. (Ghittoni N. E. y Bueno M. A., 1992).

El disacarido trealosa juega un rol en la osmoregulacién cuando el rizobio esté creciendo bajo estrés
osmotico o salino. La trealosa se acumula a altos niveles en células de R. leguminosarum y rizobios
de mani bajo el incremento de la presion osmdtica de hipersalinidad. Rizobios de crecimiento
rapido de mani acumulan trehalosa en presencia de varias fuentes de carbono (manitol, sacarosa, o
lactosa), pero los de crecimiento lento acumulan trealosa s6lo cuando son cultivados con manitol
como fuente de carbono. En un medio suplementado con 400 mM de NaCl, el contenido de trealosa
se incrementé intracelularmente en la fase logaritmica y estacionaria de crecimiento de rizobio de
mani. Los disacaridos sacarosa y ectoina son usados como osmoprotectores por Sinorhizobium
meliloti. Sin embargo, estos compuestos, a diferencia de otros osmoprotectores bacterianos, no se
acumulan como osmolitos citosélicos en células de S. meliloti con estrés salino. (Gonzélez P. S., et
al, 1995).

Una respuesta al estrés salino u osmotico recientemente identificado en rizobios es la acumulacion
intracelular de glicina betaina, la concentracion de esta se incrementa més, en cepas tolerantes a la

sal de R. meliloti, que las cepas sensibles. La adicion de sales de sodio para bacteroides de nédulos
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Estrés salino, estrategias de adaptacién de cepas para lograr la adaptacion a condiciones

adversas.

En los microorganismos del suelo, la respuesta a la hipersalinidad del suelo es critica. Las bacterias
haléfitas son abundantes en ambientes como lagos salados, suelos salinos y productos alimenticios
salados. La mayoria de las especies conservan sus concentraciones inicas intracelulares a niveles
bajos mientras se estd acumulando o sintetizando solutos orgénicos para promover un equilibrio
osmético del citoplasma con el medio circundante. Mecanismos complejos de ajuste del ambiente
intracelular y las propiedades de las membranas citoplasmadticas permiten una rdpida adaptacion a
los cambios en la concentracion salina del ambiente.(Ventosa A., et al, 1998).

La capacidad de organismos para responder a fluctuaciones en su medio osmético es un proceso
fisiologico importante que determina sus habilidades para prosperar en habitats variados. La
respuesta primaria de la bacteria expuesta a un ambiente osmético alto, es la acumulacién de K7,
glutamato, trealosa, prolina y glicina betaina, en concentraciones que son proporcionales a la
osmolaridad del medio. La supuesta funcién de estos solutos es mantener la osmolaridad del
citoplasma a un valor mayor que la osmolaridad del medio y de ese modo proveer a la célula de
presion de turgor (turgencia) en el interior de las células. La acumulacién de estos metabolitos se
realiza por sintesis de novo o porque son tomados del medio. La produccién de proteinas que
median la acumulacién o la toma de estos metabolitos esta bajo control osmético. (Csonka L.,
1989). En Rhizobium leguminosarum, el K™ estimulé la actividad de la enzima trealosa (Gonzilez
P.S., et al.,, 1995). Un mecanismo comun para la adaptacion celular al estrés osmético es la
acumulacién de solutos orgénicos en le citosol. Se ha utilizado RMN 13C para identificar todos los
solutos orgénicos que se acumula a niveles significantes en Sinorhizobium meliloti. Un nuevo
dipéptido, amida N-acetilglutaminilglutamin (NAGGN), se acumula durante estrés osmoético. S6lo
raramente los péptidos muestran funcién en la bacteria. (Smith LT, et al 1989).

Existen varios estudios respecto al comportamiento de los oligoglucanos periplasméticos (OP) de
algunas Rhizobiaceae sometidas a estrés salino, se ha demostrado que Sinorhizobium meliloti en
esas condiciones sintetiza trealosa y sus derivados no reductores. Una especie autoctona de
Rhizobium del grupo miscelaneo, de nédulos de mani Blanco Manfredi 68 INTA sintetiza en medio
control (CINa 1,71 mM) OP neutros con peso molecular alrededor de 3300 y unidad disacérida.

Pero cuando la bacteria se cultivd en medios con salinidad creciente fue disminuyendo la
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concentracién de esos OP hasta desaparecer totalmente en CINa 400 mM, donde sélo se detectd un
glucano de bajo peso molecular, cercano a un disacérido. Las caracteristicas de ios OP del nuevo
cultivo coincidieron con las de las bacterias que crecieron originalmente en medio control. Esta
reversion indica que el glucano de bajo PM, detectado solamente en hipersalinidad, es un
osmoprotector. El osmoprotector sintetizado por Rhizobium sp simbionte del mani en
hipersalinidad, es un diglucano neutro no reductor, algo mas del 50% de las moléculas puede ser

trealosa, y el resto un fosfodiéster de trealosa. (Ghittoni N. E. y Bueno M. A.,1992).

El estrés ambiental desempefia un importante papel en la limitacién de los niveles de produccion de
leguminosas. Hasta hace una década, el estudio de este problema se focaliz6 en la identificacién de
los agentes productores de estrés y en la utilizacion de procedimientos los cuales, actuando a nivel
quimico o fisico, pudieran disminuir los efectos adversos producidos por esos agentes. Se ha
planteado como solucién alternativa, el aislamiento y caracterizacion de cepas bacterianas y, en
algunos casos, de variedades de leguminosas capaces de tolerar diferentes condiciones de estrés.
Actualmente se estan desarrollando estudios a nivel molecular acerca de los mecanismos sensores y
de respuesta al estrés ambiental, asi como sobre la interaccion planta — bacteria en presencia de
estos agentes. Se estudid el efecto de las condiciones de estrés sobre la expresion de un gen (nodC)

que participa en el proceso de nodulacion de alfalfa por S. meliloti. (Catalan A.L., et al, 1995).

La glicina betaina es un potente osmoprotector acumulado por Sinorhizobium meliloti para salir del
estrés osmoético. La biosintesis de glicina betaina desde la colina es codificada por un operén de
cuatro genes, betICBA, determinado por secuenciacion y andlisis de mutantes. Los genes bet/ y
betC son separados por una regién intergénica conteniendo elementos mosaicos de 130 bp que
ademds estan presentes entre los genes betB y betd. Ademds se encontraron genes que estan
codificando una proteina presumiblemente regualtoria (betl), enzimas, que también se encontraron
en Escherichia coli, como la betaina aldehido deshidrogenasa (betB), y la colina deshidrogenasa
(betd), y un nuevo gen (betC) que fue identificado como codificante de la colina sulfatasa que
cataliza la conversion de choline-O-sulfate y, a una velocidad més baja, fosforilcolina, a colina. La
actividad de la colina sulfatasa estuvo ausente para mutantes del gen betC pero no para mutantes de
betB y se mostr6 que puede ser inducido indiferentemente por colina o choline-O-sulfato, como lo
fueron las otras enzimas de la via. Diferente fue lo que se mostr6 en otras bacterias y plantas, la
choline-O-sulfato no fue usada como osmoprotector per se en S. meliloti, pero es metabolizado a
glicina betaina. S. meliloti también puede usar este compuesto como Unica fuente de carbono,

nitrégeno o sulfuro para crecer y esto depende del locus funcional bet. La choline-O-sulfate y la
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phosphorylcholine, las cuales fueron encontradas en plantas superiores y hongos, aparecen como

sustrato para la biosintesis de glicina betina en S. meliloti. (Osterds M, et al, 1999).

Las cepas de rizobio, excepto el B. japonicum, poseen actividad para captar colina y la pueden usar
como fuente de carbono, nitrégeno y energia para crecer. Para S. meliloti, 1a habilidad para captar
colina se expresa constitutivamente y est4 inhibida por osmolaridad elevada en cepas de rizobios,
excepto para M. Huakuii, en el que se observé un efecto opuesto. La colina funciona como
osmoprotector pero sélo en cepas donde se encontr6 que la glicina betaina es efectiva, esto es
porque la colina es el precursor de la glicina betaina. Esto se ha demostrado para varias bacterias,
incluyendo S. meliloti y otras bacterias del suelo como B. subtilis. Se encontrd actividad de las
enzimas CDH (colina deshidrogenasa) y BADH (betaina deshidrogenasa) en todas las cepas,
excepto en B. japonicum y M. huakuii, las cuales pueden utilizar ambos glicina betaina y colina

como componentes celulares o como osmoprotectores. (Boncompagni E, et al, 1999).

La colina cumple ambos roles nutricional y osmoregulador en Sinorhizobium meliloti (Bernard T.,
et al 1986). En vista de estos hechos, el transporte de colina fue estudiado en Sinorhizobium meliloti
102F34 para determinar como es modulada la cantidad de colina captada. Se encontraron una
actividad de alta afinidad y otra actividad de baja afinidad en células crecidas en un medio minimo.
La adicion de 0.3 M NaCl u otros osmolitos al medio dieron como resultado una marcada
disminucion en la actividad de alta afinidad, mientras que la actividad de baja afinidad permaneci6
constante. Ademads, resultados de experimentos de shock osmoético alto y shock osmético bajo,
indican que la respuesta de la célula a la osmolaridad alta es rapida. Una segunda actividad de alta
afinidad de transporte fue inducida por la misma colina. Semejante a la actividad de transporte de
baja afinidad constitutiva, esta actividad no fue alterada mayormente cuando las células fueron
crecidas en un medio con elevada fuerza osmética. Los tres sistemas de transporte cinéticamente
distintos son eficientes a baja osmolaridad, sélo las actividades de alta y baja afinidad son
importantes para la osmorregulacién. (Pocard JA, et al, 1989).

La acumulacion intracelular de glicina betaina ha sido mostrada para conferir un aumento en el
nivel de tolerancia al estrés osmético en Sinorhizobium meliloti. Una alta osmolaridad en el medio
hace decrecer la actividad de la enzima involucrada en la degradacion de la glicina betaina pero no
de aquellas enzimas que lideran su biosintesis desde colina. De ese modo, la concentracién de
osmoprotectores como glicina betaina se incrementaron en células estresadas. Esto demuestra la
habilidad de la osmolaridad del medio de crecimiento para regular el uso de glicina betaina como

fuente de carbono y nitrégeno o como osmoprotector (Smith L T, et al; 1988).
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La glicina betaina es acumulada sélo transitoriamente como un osmolito citoplamatico en cultivos
jovenes de cepas salvajes 102F34 y RCR2011 de Sinorhizobium meliloti. Estas cepas acumulan
glicina betaina como osmolito preferido el cual previene virtualmente de la acumulacion de
osmolito endégeno durante la fase lag y la fase exponencial temprana de crecimiento. Luego, los
niveles de betaina en células estresadas decrecen abruptamente durante la segunda mitad de la fase
exponencial. En este paso, los niveles de glutamato y de el dipéptido N-acetilglutaminilglutamina
amida se incrementan activamente por esto los dos solutos endbgenos reemplazan a la glicina
betaina en cultivo envejecidos, por lo cual se vuelve un osmolito menor porque es progresivamente
catabolizado. Finalmente, la glicina betaina desaparece cuando las células estresadas entran en la
fase estacionaria. En este punto, las cepas salvajes de S. meliloti también acumulan el disacérido
trealosa como tercer osmolito end6geno mayoritario. Por contraste, la glicine betaina es siempre el
osmolito dominante y suprime fuertemente la construccién de osmolitos endégenos en todos los
pasos del ciclo de crecimiento de una cepa mutante, S. meliloti GMI766, la cual no cataboliza este
osmoprotector enddgeno bajo cualquier condicién de crecimiento. (Talibart R, et al, 1997).

La enzima colina oxidasa, aislada desde la bacteria del suelo Arthrobacter globiformis, convierte
colina en glicinbetaina (N- trimetilglicina) sin requerimiento de ningiin cofactor. El gen de esta
enzima, designado cod A, fue clonado e introducido dentro de cianobacteria Synechococcus sp. PCC
7942. El gen cod A fue expresado bajo el control de un promotor constitutivo fuerte, y las células
transformadas acumularon glicina betaina a niveles intracelulares de 60 - 80 mM.
Consecuentemente las células adquirieron tolerancia al estrés salino, evaluado en términos de
crecimiento, acumulacion de clorofila y actividad fotosintética (Deshnium P, et al, 1995).

La sacarosa y ectoina (4cido carboxilico 1,4,5,6-tetrahidro-2-metil-4-pirimidina) son
osmoprotectores muy usuales para Sinorhizobium meliloti. Estos compuestos, a diferencia con otros
osmoprotectores de bacterias, no se acumulan como osmolitos citosélicos en células de S. meliloti
en estrés salino. La sacarosa y la ectoina corresponden a una nueva familia de osmoprotectores
sinorhizobiales que no son acumulados lo cual también abarca los seis disacédridos siguientes:
trealosa, maltosa, celobiosa, gentiobiosa, turanosa, y palatinosa. Algunos de estos disacaridos son
osmoprotectores exdgenos muy efectivos para cepas de Rhizobium leguminosarum biovars phaseoli
y trifolii. La sacarosa y la trealosa son sintetizadas como osmolitos enddgenos en varias bacterias.
Todos estos disacéridos que actian como poderosos osmoprotectores en S. meliloti 'y
R. leguminosarum también actian como un competidor muy efectivo en la captacién de sacarosa
['*C] en cultivos de estas bacterias con estrés salino. Inversamente, los disacaridos que no fueron
osmoprotectores para S. meliloti y R. leguminosarum no inhiben la captacion de sacarosa en estas

bacterias. Los osmoprotectores disacaridos nuevos no fueron acumulados a niveles osméticamente
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significativos en células S. meliloti estresadas por sal; mejor dicho, estos compuestos, como
sacarosa y ectoina, fueron catabolizados durante el crecimiento exponencial temprano, y contribuye
indirectamente para aumentar los niveles citosélicos de dos osmolitos sintetizados end6genamente,
el glutamato y el dipéptido N-acetilglutaminilglutamina amida. Se ha demostrado que la sacarosa y
la ectoina pertenecen a una amplia clase, los osmoprotectores no acumulados por S. meliloti. Los
nuevos osmoprotectores de los sinorizobios son seis disacaridos (trealosa, maltosa, celobiosa,
gentiobiosa, turanosa, y palatinosa), y un trisacdrido, maltotriosa. Por otra parte, la sacarosa,
trealosa, celobiosa, y maltosa también actiian como potentes osmoprotectores para varias cepas de
R. leguminosarum bv. trifolii y phaseoli. Excepto sacarosa y trealosa, los otros cinco disacéridos y
la maltriosa no ha sido demostrado que participen en la osmoregulacion. (Gouffi K, et al, 1999).

La ectoina pareci6 casi tan efectiva como la glicina betaina para incrementar el crecimiento del R.
meliloti bajo condiciones osmdticas adversas (0.5 M NaCl). Por otra parte, se observé también el
incremento en el crecimiento de cepas de rizobios insensibles a la glicina betaina. Est4d demostrado
que el transporte de ectoina depende de una proteina periplasmatica, y se demuestra por
experimentos de competencia, distintos que para el transporte de glicina betaina. La osmolaridad
del medio tiene un pequefio efecto en las caracteristicas de captacion, desde la velocidad de flujo
que se incrementa de 12 a sélo 20 nmol min ~' mg por proteina ~ ' cuando la concentraciones de
NaCl fueron elevadas de 0 a 0.3 o0 0.5 M, con una constante de transporte de 80 uM. La ectoina, a
diferencia da la glicina betaina, no se acumul6 intracelularmente y, como consecuencia, esto no
reprime la sintesis de solutos enddgenos compatibles (glutamato, N- acetilglutaminilglutamina
amida, y trchalosa). Ademas, el fuerte aumento en el contenido de glutamato en células
osmoticamente estresadas en presencia de ectoina sugiere que, en lugar de estar involucrado en la
restauracion del balance osmdtico, la ectoina deberia jugar un rol de llave disparadora de la sintesis
de osmolitos endégenos. Como resultado se cree que hay por lo menos dos clases distintas de
osmoprotectores: aquellos como glicina betaina o glutamato, los cuales actian como osmolitos
genuinos, y aquellos como la ectoina, el cual actiia como intermediarios quimicos. (Talibart R, et al,
1994).

El 4cido pipecdlico DL-Pipecélico (DL-PIP) promueve la restauracion del crecimiento de células de
Sinorhizobium meliloti revirtiendo la inhibicién por hiperosmolaridad. Sorpresivamente, los
isdomeros D y L de estos imino &cidos suplementados separadamente no fueron efectivos. La
captacién de L-PIP fue favorecida significativamente en presencia del isbmero D y por estrés
hiperosmético. L-PIP participa en la sintesis de los osmolitos enddgenos mds importantes
(glutamato y el dipéptido N- acetilglutaminilglutamina amida) durante la fase lag, esto adquiere

significado para las células estresadas para recuperar le balance osmoético. La presencia de los dos
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isomeros de la misma molécula son necesarios para manifestar la actividad osmoprotectiva. Sin
duda, D-PIP parece que juega un rol mayor en la osmoadaptacion celular, a través de ambos su
propia acumulacién e incremento de la utilizacion del isdbmero L como inmediato precursor de

osmolitos endogenos. (Gouffi K, et al, 2000).

Como primer paso para la elucidacion de los mecanismos moleculares responsables para la
utilizaciéon de la colina y glicina betaina (betaina) como fuente de carbono y nitrégeno o como
osmoprotectores en Sinorhizobium meliloti, se seleccioné un mutante de TnS, LTS23-1020, el cual
no crece con colina pero si crece con betaina. El mutante fue deficiente en la actividad de la colina
deshidrogenasa (CDH), fallando en la oxidacién de [methil- 14C]colina a [methil-14C]betaina, y no
usa colina, pero puede usar betaina, como osmoprotector. La mutacién en LTS23-1020 de TnS fue
complementada con el pldsmido pCHO34, aislado de un banco genémico de S. meliloti 102F34.
Subclonaciones y secuenciado de DNA mostr6 que pCHO34 contiene dos ORFs los cuales
mostraron 60 % y 57 % de identidad con el gen betB de Escherichia coli que codifica betaina
aldehido deshidrogenasa (BADH) y el gen bet4 codifica CDH, respectivamente. En adicién con la
homologia con genes de E. coli, la secuencia deducida participa en la proteina sinorhizobial CDH
solo con una identidad de 21 % de residuos de colina oxidasa para Arthrobacter globiformis. La
organizacion estructural de los genes betBA en S. meliloti difiere de aquellas descriptas en E. coli:
(i) los dos ORFs son separados por una secuencia de 210 bp conteniendo invertido repeticiones
asemejando un falso terminador de transcripcién rho eficiente, y (ii) no hay secuencias homélogas
para betT (sistema de transporte de colina altamente eficiente) o bet! (regulador) que fue encontrado
en la vecindad de los genes sinorizobiales betBA. La evidencia es también presentada como que los

genes betBA de S. meliloti no estan localizados en megapldsmidos. (Pocard JA, et al, 1997).

Se comprobé que el estrés hidrico y salino inhiben la nodulacién en el sistema guar —
Bradyrhizobium sp. GB2, (simbionte nativo). Las condiciones de estrés podrian afectar las primeras
etapas de la simbiosis, el reconocimiento planta — microorganismo en la cual se requiere la
expresion de los genes nod presentes en la bacteria. Estos genes son activados por moléculas
sefiales secretadas por la planta, flavonoides o compuestos relacionados derivados del metabolismo
de los fenilpropanoides, los cuales también estin involucrados en la defensa de la planta. Los
flavonoides son liberados como agliconas o conjugados glicosidicos, estos ultimos son menos
activos pero tienen una alta solubilidad en agua y pueden ser convertidos a la forma activa por
glicosidasas bacterianas. Las condiciones de estrés producen cambios a nivel de exudados radicales
que permitirdn o no la transcripcion de genes nod. Se estudiaron exudados radiculares liberados por

guar ante situaciones de estrés hidrico y salino generado por PEG (polyetilenglicol) 6000 y CINa,
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como agentes osmoticos y la activacion de los genes nod utilizando cepas isogénicas. (Soria R., et
al;1995).

El estrés salino limita el rendimiento de las leguminosas, especialmente el proceso de fijacién del
nitrogeno. El aislamiento y caracterizacién de cepas tolerantes a condiciones de estrés puede
predecir el comportamiento de dichas comunidades en suelos y su interaccién con la planta, para su
posterior introduccion en areas desfavorables.

Cepas de Bradyrhizobium sp. tolerantes a salinidad (88 mM, 264 mM y 440 mM NaCl) fueron
caracterizadas segtin: analisis de DNA cromosomal utilizando la técnica Rep — PCR, utilizacién de
95 fuentes carbonadas por el método BIOLOG GN, tipo de metabolismo, determinacién de
exopolisacéridos, produccion de sideréforos, solubilizacion de fosfatos, perfil plasmidico, perfil
protéico y lipidico. En general, los tolerantes a salinidad aumentaron su capacidad de adaptacion
con respecto a la cepa nativa, Bradhyrhizobium GB2, a través de mayor capacidad de oxidar fuentes
de C, a excepcion de los tolerantes a mayor concentracion de NaCl, incremento en la velocidad de
crecimiento y produccion de exopolisacdridos involucrados en adhesion. Algunos tolerantes
perdieron un plasmido de alto peso molecular sugiriendo que la salinidad puede comportarse como
agente de curado. Se observaron alteraciones cualitativas y cuantitativas a nivel de membranas
cuando se determinaron lipidos, proteinas y carbohidratos totales. Algunos tolerantes han adquirido
capacidad PGPR solubilizando Fe y P.( Barboza F., et al; 2000.).

La caracterizacion e identificacion de cepas de rizobia es uno de los mayores problemas en la
experimentacién a campo, mds atn, con aquellas que han sido seleccionadas bajo situaciones de
estrés y pueden haberse diferenciado de la cepa original. Cepas de Bradyrhizobium sp. crecieron
hasta una concentracion de 170 mM de NacCl, pero la nodulacién se vio afectada por encima de 100
mM de NaCl. Se mostr6 que las cepas tolerantes presentaron aumento en la velocidad de
crecimiento como asi también alteraciones a nivel de membrana observados al determinar lipidos,
proteinas y carbohidratos totales. Cepas tolerantes a 0,5 % y a 1,5 % de NaCl perdieron un plasmido
de alto peso molecular, sugiriendo que NaCl puede actuar como agente de curado (Barboza F., et al;
1995).

En Tianez, la produccion de forrajes, particularmente en zonas marginales, estd limitada por la
sequia y la salinidad que afecta al 10 % o mas de los suelos. Se recolectaron 462 aislamientos
locales de Sinorhizobium y fue estudiada su tolerancia a medios salinos, in vitro, y el efecto del
NaCl en sus interacciones con Medicago sativa cv. Gabes. Se identificaron tres grupos (tolerantes a
la sal, sensibles e intermedios), dentro de los cuales hay cuatro aislamientos que fueron tolerantes in

vitro a concentraciones de NaCl 0,7 M. El analisis del perfil de plasmidos de 12 aislamientos
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presenta diferentes sitios y grados de tolerancia a salinidad, in vitro, y mostraron patrones con uno,
dos y tres bandas. Todos los aislamientos poseen por lo menos un megapldsmido de 1,500 Kb
caracteristico de Sinorhizobium meliloti. La tolerancia a la salinidad de 12 aislamientos no se
correlacionan con sus perfiles plasmidicos. Los patrones de restriccion de ADN total mostraron
diferencias entre cepas de Sinorhizobium. El efecto de la sal en la asociacion entre Medicago sativa
cv. Gabes y 6 cepas de Sinorhizobium se estudiaron con la determinacién de materia seca de plantas
con diferentes tratamientos. La inoculacién con aislamientos locales de Sinorhizobium da como
resultado un crecimiento mejor de Medicago que la cepa que se usa como referencia (SU47). Las
altas concentraciones salinas provocaron una disminucion en el crecimiento de la planta y en la
nodulacion para todas las asociaciones.(Jebara, M; et al, 2000)

La caracterizacién de nueve transposones para inducir mutantes de Rhizobium tropici con el
decrecimiento de la tolerancia a la sal (DST) permiti6 la identificacién de ocho loci de genes
requeridos para la adaptacion a altas concentraciones externas de NaCl. La mayoria de los genes
también fueron involucrados en la adaptacién al medio hiperosmoético y fueron requeridos para
superar la toxicidad del LiCl. De acuerdo a sus posibles funciones, los genes identificados pueden
ser clasificados en tres grupos. El primer grupo incluy6 dos genes involucrados en la regulacion de
la expresion de genes, como el ntrY, el elemento sensor del sistema regulatorio de dos componentes
ntrY/ntrX, involucrado en la regulacién del metabolismo del nitdgeno, y greA, el cual codifica el
factor de transcripcion de elongacion. El segundo grupo incluyé genes relacionados para sintesis,
ensamblaje, o maduracién de proteinas, como también el alaS codificando para alanina — tRNA
sintetasa, dnal, el cual codifica una molécula chaperona, y un homoélogo de nifS probablemente
codificando una cisteina desulfurasa involucrada en la maduracién de proteinas Fe-S. Los genes
relacionados con el ensamblado y mantenimiento estaban en el tercer grupo, tal como un homoélogo
del noel, codificando una manosa — 1 — fosfato guanililtransferasa probablemente involucrada en la
biosintesis de lipopolisacaridos, y kup, especificando una proteina de membrana interna involucrada
en la captacion de potasio. Otros genes fueron identificados, pero no tuvieron homologia con genes
conocidos, pero esto podria ser conservado en otros rizobios. Cuando son inoculados en Phaseolus
vulgaris creciendo bajo condiciones no salinas, todos los mutantes DST mostraron defectos
simbidticos severos: mutantes de ntrY y noel fueron dafiados en la nodulacion, y los mutantes
sobrantes formaron simbiosis con una actividad nitrogenasa muy reducida. Los resultados
sugirieron que la habilidad de la bacteria para adaptarse al estrés hiperosmético y salino es
importante para la funcién del bacteroide como fijador de nitr6geno dentro del ndédulo de la

leguminosa y provee evidencia genética sosteniendo la sugerencia que el rizobio hace frente a los
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cambios severos del medio ambiente luego que ellos se liberan dentro de las células de las
plantas.(Nogales J., et al, 2002).

Las plantas leguminosas son habiles para establecer simbiosis para fijacion de nitrégeno con ciertas
bacterias Gram — negativa, conocida como rizobio. En la simbiosis Rhizobium — leguminosa, el
proceso de fijacién de nitrogeno esta fuertemente relacionado al estado fisiol6gico de la planta
hospedante. Sin embargo, una cepa eficiente de rizobio no se espera que se exprese en su capacidad
completa para la fijacion de nitrogeno si factores limitantes imponen limitaciones en el vigor de la
leguminosa hospedante. Varias condiciones ambientales son factores limitantes para el crecimiento
y la actividad de la fijacién de nitrégeno en las plantas. Ambientes tipicos estresados, frente a
leguminosas noduladas y sus socios simbidticos, debe incluir estrés hidrico, salinidad, pH del suelo,
temperatura, metales pesados, y asi sucesivamente. La salinidad es una amenaza seria para la
agricultura en regiones éridas y semidridas. La infertilidad de los suelos en estas dreas a menudo es
debido a la presencia de altas cantidades de sal. Las leguminosas fijadoras de nitrégeno tolerantes a
la salinidad representan una alternativa para aumentar la fertilidad. En general, las leguminosas son
mas sensibles a la salinidad que sus rizobios complementarios y, consecuentemente, la simbiosis es
mas sensible al estrés salino que los rizobios viviendo libres. El estrés salino puede inhibir los pasos
iniciales de la simbiosis (iniciacion del nédulo, infeccién del ndédulo, y desarrollo) pero esto
también posee un efecto depresivo en la fijacion de nitrégeno. Sin embargo, la tolerancia a la
salinidad de los rizobios también es importante para la simbiosis. El incremento de las
concentraciones de sal puede tener un efecto en detrimento en las poblaciones de rizobio como
resultado de una toxicidad directa asi como a través del estrés osmético. Los rizobios muestran una
marcada variacion en la tolerancia a la sal, pero no esté claro que los rizobios que son tolerantes a
la sal sean mejores fijadores de nitrogeno que aquellos que son sensibles a la sal en un ambiente
salino. Muchos reportes han demostrado que cepas altamente tolerantes son simbidticamente mas
efectivas que las sensitivas a salinidad bajo un estrés salino. La mayor critica que se realiz6 a los
datos reportados son las diferencias en la eficiencia simbidtica, y pudo ser producida por las
variaciones genotipicas que no estan relacionadas con la tolerancia a la sal. Sin duda, en algunas
experiencias se han usado cepas isogénicas o isogénicas cercanas con respecto a la tolerancia a la
sal y la eficiencia en la simbiosis. Por ejemplo, Chien, et al (1992) describieron que mutantes
espontaneos de una cepa de Rhizobium leguminosarum sensibles a la sal, pero con una tolerancia a
la sal mayor, indujeron nédulos en Vicia faba que era deficiente en la actividad nitrogenasa. En
contraste, el trabajo de Ohwada, et al, (1998) mostraron que un mutante inducido con un transposon
de Sinorhizobium fredii con reducida tolerancia al NaCl formé simbiosis inefectiva en soja. En

ninguno de éstos dos casos fueron caracterizados los genes involucrados. El Rizobio puede usar
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distintos mecanismos para la adaptacion osmética en estrés salino, asi como la acumulacion
intracelular de solutos organicos de bajo peso molecular (osmolitos), incluyendo aminoécidos,
azucares y poliaminas, o la acumulacién de iones (ej K'). Otras respuestas inducidas por sal en los
rizobios son cambios en la morfologia y tamafio de la célula o modificaciones en el patrén de
polisacéridos extracelulares (EPS) y lipopolisacaridos (LPS). La respuesta tardia puede tener un
impacto en la interaccion simbidtica porque los EPS y LPS son muy importantes para el desarrollo
de nodulos de raiz. Sin embargo, la respuesta y la adaptacion al estrés ambiental es probablemente
un fenémeno complejo involucrando varios procesos fisioldgicos y bioquimicos que probablemente
se reflejan en cambios en la expresion de genes.

Cepas rizobiales de R. tropici CIAT899 que forman simbiosis efectiva con Phaseolus vulgaris y
arboles de Leucaena CIAT899 han demostrado tolerancia a varios estrés abiéticos, incluyendo alta
temperatura, bajo pH, o salinidad. Se han identificado ocho locis diferentes de genes involucrados
en la tolerancia de CIAT899 al estrés salino (NaCl). La mayor parte de éstos genes se requieren
para la adaptacién al medio hiperosmético. Todos los genes perecen ser muy importantes para
establecer una simbiosis eficiente en la fijacion de nitrégeno con la leguminosa huésped.(Nogales
J., et al, 2002).

Caracteristicas de suelos salinos.

Se define como suelos salinos a aquellos que contienen suficiente sal soluble para reducir su
productividad y que no son alcalinos; es decir, suelos cuyo pH no es igual ni superior de 8,5 y cuya
cantidad de sodio presente es tal, que no interfiere con el crecimiento de las plantas (se considera
que el nivel critico de Na en este aspecto es el de 15 % de la capacidad de intercambio catidnico. La
solucion saturada de los suelos salinos tiene una presion osmética mayor que 1,5 bar.

Estos suelos son comunes en regiones semidridas o aridas, son el resultado del proceso de
salinizacion, es decir, de la acumulacion de sales. Este tltimo fendmeno también puede tener lugar
en regiones proximas a las costas marinas, debido a la intrusiéon de agua de mar, la que por
evaporacion repetida depositara sales en cantidades perjudiciales.

En condiciones continentales, los suelos salinos se producen por ascenso capilar de aguas freéticas
ricas en sales solubles y su dep6sito por evaporacion, o por la acumulacion de sales que dejan las
aguas de riego con alto contenido de ellas, cuando el lavado del suelo es deficiente, ya sea por falta
de agua o por mal drenaje. También debe considerarse como fuentes de sales la meteorizacion de
minerales, las sales depositadas hace largos periodos y, en un pequefio grado, las lluvias; estas

ultimas contribuyen con sales, especialmente en las dreas cercanas a los mares.
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Igualmente importante es la presencia de suelos salinos y sédicos en valles de rios.

El contenido de sales en los suelos no es uniforme, sino que varia en sentido horizontal, vertical y
en el transcurso del afio. Los problemas se presentan frecuentemente, en forma de manchas en los
campos.

Los suelos salinos de tierra firme, en general, tienen bajos contenidos de N y P, pero disponen de
abundante K. Existen también suelos salinos orgéanicos y suelos salinos calcareos.

Para efectos de suelos se consideran sales solubles, aquellas cuya solubilidad es mayor que la del
yeso (2,41 g.I'"). Los cationes principales en las sales solubles son el Na’, el Ca*?y el Mg'? pero, en
general, también se encuentran menores niveles de K"y de NH;". Los aniones comunes son el
cloruro y el sulfato con cantidades menores de carbonato 4cido, de nitrato y, con niveles altos de pH
del carbonato. En proporciones mucho menores, pero con gran influencia, se presenta el borato que
es fuertemente fitotoxico.

Lo caracteristico en suelos salinos es que tengan niveles elevados de sales solubles. Se observé que
la accién se debe al efecto osmotico de la salinidad total y que su composicion es, en general, de
importancia menor. Por lo tanto, la salinidad de los suelos se mide por la conductividad del extracto
acuoso saturado, el cual se expresa en milisiemens (mS) por centimetro; o milimho por centimetro.
Se ha observado una serie de efectos sistematicos entre el aumento de la conductancia de los
extractos saturados y los problemas en suelos. Los efectos se detallan en el Tabla 1, los cambios son
graduales, como se observa en €, suelos con conductividad mayor de 4 mS.cm ! son considerados
salinos. Las condiciones favorecen la acumulacion de sales cuando la precipitacion anual es menor
de 400 mm.

Tabla 1. Clasificacion de los suelos en funcion de los valores de conductividad.

Conductividad Efecto sobre cosecha Presion | Clasificacion
(mS.cm™) osmoética
0-2 Comiinmente despreciable 0-1 No salino
2-4 Cultivos muy sensibles afectados 1-2 Poco salino
4-8 Muchos cultivos afectados 2-4 | Medianament
e salino
816 Solamente cultivos tolerantes crecen bien| 4 —8 Muy salino
> 16 Solamente crecen cultivos muy tolerantes >8 Extremadame
nte salino

Muchos suelos salinos deben su origen a sistemas de riego mal administrados, los que dan por

resultado aguas de drenaje que eliminan menos sales de las que se afiaden en el riego, restando a
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este ultimo lo adsorbido en la cosecha. La diferencia permanece en el perfil del suelo y, seglin su
cantidad, provocara una salinizacion mas o menos rapida. La aplicacién de excesos de riego puede
reducir este problema, aunque s6lo se efectue por periodos cortos; esto seré asi, especialmente si un
adecuado sistema de drenaje elimina las aguas de alto contenido de sal.

La influencia de la salinidad es cominmente mayor sobre las plantas jévenes y sobre el crecimiento
vegetativo que sobre las plantas maduras y su produccion de granos. El efecto de la salinidad
depende, entre otros factores, de la humedad del suelo, decreciendo con la mayor dilucién de suelos
inundados.

El efecto de las sales sobre las propiedades fisicas de los suelos es positivo, ya que permiten la
floculacion. Como consecuencia su permeabilidad es por lo menos igual, y a veces incluso mayor
que la de los suelos similares no salinos. Por lo mismo su aereaci6n es adecuada, fomentando un
buen crecimiento de raices. Esto es muy importante porque muchos suelos salinos son de textura
fina y a menudo tienen capas impermeables.

En lo que se refiere a los efectos quimicos, estos dependen de los iones presentes. Se sabe que los
excesos de iones pueden causar toxicidad; por ejemplo, el CI es téxico para muchas especies poco
tolerantes, cuando su concentracién en la solucién del suelo excede 0,5 cmol.L™!, mientras que las

plantas resistentes soportan unas cinco veces este nivel (Fassbender H.W., Bornemisza E., 1987).

La alfalfa (Medicago Sativa) vy las concentraciones salinas limitantes para su desarrollo.

Concentraciones salinas de 350-400 mmol/I en el medio germinativo inhibiran la germinacion, pero
los cultivares mds tolerantes alcanzan altos porcentajes de germinacion a 400 mmol/l. Ademaés la
temperatura y la concentracion de sales interactian con un potencial osmético negativo mayor que -
0,7MPa inhiben la germinacion, especialmente a temperaturas por encima de 27 ° C (Colins M., et
al, 1989; Mc Kimmie T. and Dobrenz A. K., 1991).

Muchos suelos tienen una elevada concentracién de sales (generalmente sodicas), afectando el
crecimiento de las plantas. Las leguminosas varian ampliamente en respuesta a la salinidad, desde
extremadamente sensibles a especies tolerantes. Algunas responden a la condicién salina mediante
la exclusién de sodio por las hojas. La evaluacion de leguminosas para suelos salinos debe
considerar su resistencia relativa a la capacidad de fijaciéon. También se ha demostrado que el
establecimiento de la simbiosis (nodulacion) es altamente sensible al estrés por sales. Ademas, la
salinidad tiene efectos adversos en la nutricion de calcio y potasio. (Schréder E., 1995)

Los factores abioticos, entre ellos la baja disponibilidad hidrica de los suelos y la salinidad, regulan

la poblacidn de los rizobios. La mayor parte de los cultivos son sensibles a altos niveles de salinidad
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y en el caso de las leguminosas existe un problema adicional porque no solo la planta sino también
la bacteria simbiética se ve afectada. Se ha estimado que el 23% de los suelos agricolas son
afectados por problemas relacionados a alta salinidad. (Lloret et al.,1995).

La seleccion de células de alfalfa tolerantes a concentraciones salinas relativamente altas en el
medio de cultivo también ha sido practicada con cierto éxito. La linea Regen-S fue capaz de tolerar
concentraciones de NaCl de hasta 62,5 mM. Desafortunadamente, su capacidad de regeneracion se
vio severamente afectada. (Basigalup D. H. y Hijano E. H, 1995).

Las respuestas de las plantas al estrés hidrico y salino tienen mucho en comun. La salinidad reduce
la habilidad de las plantas para captar el agua, y esto causa una reduccién en la velocidad de
crecimiento, con una serie de cambios metabdlicos idénticos a aquellos causados por el estrés
hidrico. La reduccion inicial en el crecimiento del vastago es probablemente debido a las sefiales
hormonales generadas por las raices. También debe haber efectos especificos que ocasiona la sal
que luego tienen un impacto en el crecimiento; si cantidades excesivas de sal entran a la planta, la
sal podria eventualmente elevarse a niveles toxicos en las hojas mas viejas que estén transpirando,
causando una senescencia prematura, y de éste modo se reduce el area fotosintética de las hojas de
la planta a un nivel al cual no puede sostener el crecimiento. Las plantas tolerantes a la sal difieren
de las sensibles en que tienen una velocidad baja en el transporte de Na* y CI a las hojas, y la
habilidad para compartementalizar €stos iones en vacuolas para prevenir sus construcciones en el
citoplasma o paredes celulares para evitar la toxicidad por sal. Se ha tratado de identificar genes que
controlan el transporte de sal a través de las membranas, esto es importante para evitar tratamientos
que inducen la plasmoélisis de células, y para disefiar experimentos que distinguen entre la tolerancia

a la sal y el estrés hidrico. (Yeo A., 1998; Munnis R., 2002).

Caracteristicas de la variedad de alfalfa Salinera INTA.

En el desarrollo de esta especie intervinieron la Estacion Experimental Agropecuaria La Banda
(Santiago del Estero) y la Estacion Experimental de Anguil (La Pampa). El material inicial proviene
de las variedades MOAPA, CALIENTE y un germoplasma seleccionado en la variedad DAWSON.

Los caracteres agronémicos de esta variedad son los siguientes:

La variedad responde al tipo de alfalfa sin latencia invernal, con alto potencial de recuento, aun en
suelos salinizados. La planta es de porte intermedio, erecta, altura promedio de 70 c¢cm, corona
angosta, raiz pivotante, tallos regulares huecos, hojas de color verde normal y foliosidad regular.
Las flores son de color purpura claro con frutos de 3 o mas espiras, destacandose su alto potencial

para la produccion de semilla.
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Caracteristicas principales de la especie:

Resistencia al pulgén verde (Acyrthosiphon pisum).

Productividad semillera: el material proveniente del ciclo de seleccion por resistencia al pulgén
verde se prueba con polinizacion libre y se evalta la produccién de semilla en las plantas
provenientes de Moapa. Aquellos clones con méas de 70 gr en plantacién de 50 x 50 cm, se
someten al segundo ciclo en Anguil, contra pulgén verde.

Tolerancia a suelos salinos — sodicos: la semilla obtenida de plantas sobrevivientes a pruebas
con pulgén verde se sembr6 en suelos salinos sddicos con tendencia al anegamiento donde la
conductividad eléctrica se mantuvo por encima de los 8 milimhos. Semillas de plantas que
progresaron normalmente se volvieron a sembrar en igual ambiente edafico. Luego se
sembraron en suelos del drea de riego con salinidad promedio de 12 milimhos.

Produccion de materia verde: con el fin de evaluar su comportamiento respecto al material
original de MOAPA vy la influencia de la productividad de semilla, se realiz6 un ensayo desde
1978, con tres conjuntos de los clones seleccionados: bajo rendimiento de semilla, alto recuento

de semilla y la mezcla de 28 clones de MOAPA que intervinieron en la evaluacién semillera.

La variedad Salinera INTA debe ser considerada, como una variedad de alta resistencia a pulgén

verde, elevada produccion, carente de reposo invernal y especial adaptacion a suelos salinos sodicos

como las éreas de riego de los Rio Dulce y Salado en Santiago del Estero. En condiciones normales,

sin salinidad, en ensayos que aproximadamente duran cuatro afios, los rendimientos anuales son

varibles, dependiendo de la posibilidad de riegos, que en general van de 4 a 6 riegos por afio. El

rendimiento promedio de los ciclos de 4 afios es aproximadamente de 12 tnMS/ha, con

producciones maximas que oscilan entre los 17 tnMS/ha afio y minimas de 8 TnMS/ha.afio. Las

producciones por corte segin la época varian de menos de 1 tnMs/ha a 3 tn/MS/ha. (Cornacchione,

M, comunicacién personal).
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OBJETIVOS

La pérdida de calidad en los suelos es una preocupacion, principalmente en zonas en que se advierte
un acelerado proceso de deterioro de componentes del suelo, esto adquiere mas relevancia en
ambientes fragiles como son los de la region semiarida y subhumeda pampeana. (Hijano, E.H,
Basigalup, D.; 1995).

Se ha producido un deterioro fisico de los suelos principalmente por la destruccion de agregados y
dispersién que los tornan mas sensibles a los efectos de las lluvias, los vientos y al efecto de la
labranza (compactacion). Ademas el uso intensivo de los suelos sin una adecuada rotaciéon de
cultivos ha producido una reduccion en los contenidos de los principales nutrientes como nitrogeno
y fosforo, fendmeno que se intensifica en aquellos que han sufrido inundaciones con la consecuente
salinizacion de los mismos. (Romero, N. A, et al; 1995).

En razén de la problematica planteada, y enfocando el estudio en la deficiencia de nitrégeno, como
nutriente esencial de cultivos y de mayor necesidad aun en las leguminosas se plantea como
hipdtesis que se pueden lograr cepas de S. meliloti resistentes a estrés salino, sin pérdidas de sus

propiedades simbioticas.

Los objetivos estan orientados a:
desarrollar una metodologia biotecnologica que asegure la adaptacion de S. meliloti a
condiciones de estrés por salinidad;
evaluar las propiedades de infectividad y efectividad de los microorganismos adaptados para
asegurar la fijacion de nitrogeno atmosférico como producto de su simbiosis con Medicago
sativa que es la leguminosa de forraje que mayoritariamente se emplea en la region en

estudio.
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MATERIALES Y METODOS

Ensavo de efectividad e infectividad en la nodulacién con cepas que se aislaron en Rio Cuarto
(Cérdoba), en cimara climatizada.

Este ensayo se realizd con el objetivo de determinar cuales de los aislamientos obtenidos por el

Laboratorio de Fisiologia Vegetal de Rio Cuarto presentaban mayor capacidad infectiva y eran

efectivas en el proceso de nodulacton y fijacion
El ensayo se realizo con 9 cepas identificadas como 1, 2, 4, 6, 7, 14, 15, 19 y 23. A estas cepas se
las hizo crecer en medio para Sinorhizobium meliloti de coneentracion normal {Tabla 2 (B)).

Tabla 2: Medio de cultivo de Sinorhizobium meliloti, concentracion de NaCl 1,71 mM, concentracion

normal.

meliloti.

COMPONENTES | MANTENIMIENTO (A) | INOCULO (B)
g g
K,HPO4 05g 0,5g
KH;PO,4 058 0,58
MgSO4 02g 02¢g
NaCl (1,71 mM) 0,1g 0,1g
MnSO4 (10 %) 2 gotas 2 gotas
FeCl; .6H,0 (10 %) 2 gotas 2 gotas
Sacarosa 5¢g S5g
Extracto de levadura 2g 2g
Rojo Congo 10 mi -
Agar 15g
Agua Destilada 1000 mi 1000 mi

pH 6,8 antes de esterilizar
Tabla 3: Modificaciones realizadas en la concentracion de NaCl para el medio de cultivo de Sinorfizobium

COMPONENTE |MANTENIMIENTO (A)| INOCULO (B)
g/l g/l
NaCl (85,5 mM) 5g 5g
NaCl (256 mM) 15g 15g
NaCl (427 mM) 25g 25g
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Las semillas de alfalfa utilizadas fueron de la variedad WL 323 de Cargill que corresponden al
grupo 5-6 grados de reposo invernal.

Las semillas se lavaron sucesivamente con etanol 95 % 30 segundos, con HgCh; at 0,2 % en medio
clorhidrico (3 — 4 minutos) y ‘con agua esterilizada (5 veces), luego se colocaron para germinar en
cajas de Petri con discos de papet de fittro humedecido. Se sembraron dos semillas por tubo que
contienen Medio Jensen (Tabla 4), cuando éstas habian desarrollado apreximadamente 5 mm de
radicula con ayuda de ansa y en condiciones de esterihdad, se sembraron de modo que et extremo
de la radicula quedara debajo de la superficie del agar. La inoculacion se realiz6 el quinte dia
después de la siembra, cuande se -observé un desarrollo uniforme de las plantulas. Los tubos se
colocaron en soportes de madera de modo que la superficie- del agar coincidiera con el borde del
soporte, para proteger a las raices de la luz. La disposicion de los tubos fue al azar. Se usé
iluminacién lateral empleando doble hilera de tubos Greolux por sus emisiones altas entre 600 — 700
nm (favorecen la fotosintesis) y 400 — 500 nm {favorecen la sintesis de clorofila). El fotoperiodo se
controlé con reloj automatico de modo de tener 16 hs diarias de luz. La temperatura se mantuvo
controlada en el rango de 22 - 25 °C para la luz y 16 — 19 °C en oscuridad.

Se realizaron cinco repeticiones con dos plantas por cada tubo, hicieron un total de 10 plantas, por
cepa para determinar la efectividad de las mismas. Se prepararon dos testigos. Uno de los testigos
con el agregado de una solucion de NOsK 0,05 % y el otro sin agregado de nitrogeno.

Tabla 4. Medio Jensen.

Componentes g
POHCa lg

PO.K, 02g

SOsMg. 7TH,O| 02g
NaCl 02g
FeCl3 0,1g
Agar i12g

Agua destilada | 1000 ml

pH6,5-7

Determinacién de Peso Seco.

Se cosecharon las plantas que se desarrollaron en medio Jensen. Se pusieron a secar en estufa con
circulacion de aire a 65° C hasta peso constante. Se pesaron y se calculé por diferencia de pesada

los gramos de materia seca producidos.
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Determinacion del contenido de nitréogeno total roteina bruta (Método KJELDHAL).

Para le determinacion del porcentaje de nitrogeno se peséd 0,1 g de muestra sobre papel y s e agregd
un catalizador (6xido de mercuric) y un elevador de la temperatura de ebullicién (sulfato de
potasio), con el agregado de acido sulfiirico se logra que el Nitrogeno se mineralice a Sulfate de
amonio. Se digestaron las muestras durante una hora. Luego se realizo la destilacion y titulacion en
equipo automatico KJELTEC (analizador Kjeltec 1030).

Microorganismos seleccionades para su adaptacion a estrés salino.
Se utilizaron tres cepas aisladas y probadas de la region semiarida pampeana: Lq 51, Lq 42 y Lq 22,

(Grassano A., et al, 2002), las cepas seleccionadas de Rio Cuarto: 4, 6, 15 y 23 y la cepa B399

como patron.

Mantenimiento, crecimiento y adaptacion.

Los microorganismos se mantuvieron en tubos con agar inclinado conteniendo el medio de
concentracion normal (1,71 mM en NaCl), se detalla en la Tabla 2 (A) su composicién. Las cepas se
hicieron crecer repetidamente en placas de Petri entre cinco y ocho veces hasta lograr crecimtento
masive y constante para cada concentracion con medio para Sinorhizobium meliloti, con diferentes
concentraciones de NaCl 85,5mM, 256 mM y 427 mM, que corresponden a valores de NaCl de 0,5
%, 1,5 % y 2,5 % segun lo recomendado en bibliografia (Ghittoni, N., Bueno M., 1992; Jebara, M.,
et al, 2000). De estas placas se hicieron repiques en tubos con agar inclinado, con las tres

concentraciones de NaCl, para mantenerlas hasta ser utilizadas.

Desarrollo en medio liguido.

El medio con la concentracion de NaCl que se utiliza habitualmente, 1,71 mM para el in6culo, se
detalla en la Tabla 2 (B). Para iniciar el ensayo se siembran con ansa de platino, partiendo de los
tubos con agar inclinado, erlenmeyers de 250 ml de capacidad con 50 ml de medio base para
inoculo. Se usa esta relacion de 1/5 de volumen de liquido, para conseguir asi una correcta aeracion
de los cultivos. Una vez sembrados los erlenmeyers se colocan en agitador rotatorio a 250 rpmy 2,5

cm de excentricidad en cuarto estufa a 30° C.
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Se midi6 la conductividad de los indculos con las diferentes concentraciones de NaCl (1,71 mM,
85,5 mM, 256 mM y 427 mM).

Medidas de la concentracion celular de los inéculos.

La concentracion celular en los indculos se midié de acuerdo a dos métodos transcurridas 24 horas:
a) Turbidimetria: se us6é un espectrofotometro UV-visible Metrolab VD-40, se realizaron las
medidas a 600 nm, con diluciones adecuadas de las muestra a fin de que los valores de absorbancia
leidos estuvieran comprendidos entre 0,2 y 0,6. Estos valores corregidos por dilucion se expresaron
como unidades de densidad 6ptica (D.0O.) con correspondencia a valores de concentracion celular
segun una curva patron para el microorganismo en estudio.

b) Dilucién en placas: se efectuaron las diluciones convenientes de las muestras, mezclando
luego 1 ml de cada uno de las dos tltimas diluciones con medio correspondiente a cada
concentracion salina fundido y mezclado intimamente por rotacion de las placas de Petri (Koch,
1981), incubandolas invertidas en estufa a 28 °C. Para evaluar crecimiento se utilizaron diluciones
108y 10° 6 10’y 10" por duplicado.

Ensayo para elegir la variedad de alfalfa a utilizar en los ensayos en cimara climatizada e

invernaculo.

Las semillas de alfalfa utilizadas pertenecen a la variedad Magnum 3 y Salinera INTA, que se
presenta como resistente a concentraciones elevadas de NaCl.

Se utilizo medio Jensen sin nitroégeno y con nitrogeno. Para el desarrollo de las plantulas se prepard
el medio con diferentes concentraciones de NaCl. Se agregoé nitrégeno, (como NO3K 0,5 g/l) en la
mitad de los tubos de ensayo para que no se torne limitante del crecimiento'y se pueda comparar el
desarrollo con las plantas que no tienen disponibilidad de nitrogeno. Se realizaron tres repeticiones
por cada concentracion y para cada semilla

La composicion del medio Jensen normal y con diferentes concentraciones de NaCl se muestra en

la Tabla 4. Se sembraron dos semillas pre — germinadas por tubos.
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Tabla 5. Medio Jensen modificado.

Componentes | 3,42 mM 85,5 mM 256 mM 427 mM
POsHCa ig g g ig
PO4K; 02g 02g 02g 02g
SOsMg.7 H,O 02¢g 02¢g 62g 02g
NaCl 0,2g 515¢ 15,44 g 25,714 g
FeCl; 0,lg 01g 0,1g 0lg
Agar 12g 12g 12 g 12g
Agua 1000 mi 1000 ml 1600 mi 1600 m}
destilada
pH6,5-7

Se midié la conductividad eléctrica del medio Jensen, para determinar en que rango de salinidad se
ubicaria nuestro medio con respecto a la clasificacion que se realiza para determinar st un suelo es

salino o no.

Esterilizacién _de semillas de alfalfa, siembra y condiciones de crecimiento en cdmara

climatizada.

Las metodologias aplicadas para la esterilizacion de semillas, siembra y condiciones de crecimiento
de este ensayo fueron descriptas con anterioridad en el ensayo de efectividad e infectividad en la

nodulacion de cepas aisladas de Rio Cuarto.

Ensayo de efectividad e infectividad en la nedulacién cen las cepas L.q 51, B399, 4, 15 vy

semillas de alfalfa de Salinera INTA en camara climatizada.

Las semillas se sembraron en medio Jensen con concentraciones normales, 85,5 mM, 256 mM y
427 mM. Se dejo que se desarrollaran durante cinco dias y luego se inocularon.

Se prepararon los indculos con las cinco cepas con concentracion normal, 85,5 mM y 256mM de
NaCl. Para la cepa RC4r se prepar¢ el indculo a 427 mM también, porque se observd que crecia
bien con esta concentracion en medio agarizado y se probé si puede promover el crecimiento de las
plantas de alfalfa. Las plantas se desarroliaron en camara climatizada durante 7 semanas. Una vez
cosechadas se determiné el peso seco de las plantas. Se cosecharon los nodulos para realizar el

aislamiento para purificar las cepas utilizadas para inocular. Los aislamientos se realizaron segin
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los métodos descriptos por Vincent (1970). Los nédulos se sometieron a esterilizacion superficial a
través de tratamiento sucesivo de alcohol 95% (30 segundes) y HgCl; al 0,1% (3 — 4 minutos).
Después de cinco lavados con agua esterilizada fueron macerados y sembrados en cajas de Petri
conteniendo el medio descripto en la Tabla 2 (A), a diferentes concentraciones de NaCl (1,71 mM,
85,5 mM, 256 mM y 427 mM). Con las bacterias de éstos nddulos se realizaron electroforesis de

isoenzimas para caracterizar las cepas utilizadas.

Determinacion de la salinidad del suelo.

La determinacion se realiza siguiendo los pasos que se detallan a continuacion.

1. Pasta saturada de suelo: La pasta saturada de suelo se prepara agregando agua destilada a una
muestra, secada y tamizada, y agitando con una espatula. De vez en cuando la muestra debe
consolidarse golpeando el recipiente con cuidado sobre la mesa de trabajo. Debido a la respuesta de los
suelos cuando se les trabaja cerca de su capacidad de campo, se debe agregar inicialmente suficiente
agua para casi saturar la muestra. La pasta de suelo saturada brilla por la reflexion de luz, fluye
ligeramente si se inclina el recipiente y se desliza facilmente de la espatula, excepto en el caso de
suelos con alto contenido de arcilla. La cantidad de suelo que se requiere depende del volumen de
extracto deseado. Una muestra de 250 g de suelo en un recipiente de plastico de 250 ml de capacidad
es facil de manejar y proporciona suficiente extracto para las determinaciones ulteriores.

Después del mezclado se deja reposar la muestra durante una hora y se comprueba si se mantiene
saturada. En ese momento la pasta no debe acumular agua en la superficie, perder su brillo o
endurecerse. Si ha perdido brillo o se ha endurecido, es necesario agregar agua destilada y mezclar
nuevamente. Si la pasta posee demasiada agua se agrega suelo seco en la cantidad minima necesaria.

2. Obtencion de los extractes de saturacién: En la mayor parte de los casos la extraccion para
evaluar la salinidad puede hacerse poco después de preparar la pasta saturada. Si en el extracto se van a
analizar los componentes idnicos, la pasta debe dejarse en reposo de 4 a 16 horas antes de la
extraccion. Esto se debe a que la solucion del suelo necesita llegar a un equilibrio con la fase solida.
Normalmente se efectian las pastas a Gltima hora de la tarde, se dejan en reposo toda la noche y se
extrae a la mafiana siguiente.

La pasta saturada se coloca en un embudo Buchner con papel de filtro. El embudo se coloca en un
frasco Kitasato conectado a una linea de vacio y se procede a extraer la solucion de la muestra. Existen

diversos artificios para lograr que el extracto sea recibido en un recipiente. Si el filtrado inicial es
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turbio, se puede descartar o pasar nuevamente al suelo. La extraccion al vacio debe de terminarse
cuando empieza a pasar aire por el filtro.
3. Determinacién de la conductividad: En el extracto de saturacion se determina la salinidad

mediante un conductimetro (SAMLA, Sistema de Apoyo Metodologico de Laboratorios de Suelos y
Aguas, 1995).

Ensavo de efectividad e infectividad, en inverniculo, con las cepas L.q 51, B 399. 4y 1S y
semillas de alfalfa Salinera INTA.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos anteriores se disefio el ensayo de
invernaculo. Se uso6 la variedad Salinera INTA. El suelo que se utiliza en las macetas se obtuvo de
la zona del Bajo Giuliani, at sur de la ciudad de Santa Rosa, de un campo que estuvo inundado y
aun hoy hay lagunas se recogio suelo de loma, media loma y bajo. Se midi6 la conductividad de
cada fraccion para determinar la proporcion de la mezcla de suelo a realizar para que el valor no
exceda los 10 milimho x cm ' porque por encima de este valor la salinidad se torna limitante para
el crecimiento de la alfaifa.

Se utilizd un disefio totalmente aleatorio con cuatro repeticiones, y con los tratamientos que se
describen:

1).Macetas con suelo normal, para ver como se comporta la especie Salinera INTA, sin inocular.

2). Macetas con suelo salino sin inocular.

3). Macetas con suelo salino, que se fertilizaron a los 17 dias con nitrogeno.

4). Macetas con suelo salino, inoculadas con 13s cepas Lq 51, B 399, 15 y 4 a una concentracion de
NaCl de 85,5 mM.

5). Macetas con suelo salino, inoculadas con la cepa 15 la inoculacién con una concentracion de

NaCl de 256 mM.

Determinacion de la densidad de poblacién naturalizada y de la obtenida por semilla luego de

inoculadas.

Meétodo del nimero mas probable (NMP): se lo utiliz6 para determinar poblacién nativa en suelo
con diluciones de hasta 10° y para determinar niimero de rizobios para semilla.

Se realizaron frotis con muestras de inoculo para observar al microscopto (microscopto de contraste
de fases, JENAMED 2, Carl Zeiss — Jena) la densidad de crecimiento de los rizobios y movilidad

para realizar una caracterizacion preliminar por forma, tamafio y aspecto de la colonia.
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Las semillas se dejaron dos horas embebiéndose con el indculo, antes de ser sembradas y de cada

tratamiento se reservaron 100 semillas para determinar NMP.

Fertilizacién con Nitrégeno.

La primera aplicacion de nitrogeno se hace dos semanas después de la germinacion. Se aplica el
equivalente de 150 kg de N por hectdrea, en forma de urea. La aplicacion de nitrogeno se fracciono
en tres aplicaciones, cada dos semanas. Se utilizaron cilindros de pvc a modo de maceta.
El calculo se realiza de a siguiente forma:
diametro del cilindro: 7,5 cm
Superficie: 7tx 1° = 3,1416 x (3,75 cm)* = 44,17875 cm®
150 kg / ha de nitrégeno equivalen a 321,43 kg / ha de urea
1 ha=10® cm? —---mmmmeeem- 321,43 kg
44,17875 cm’® - 0,000142003 kg = 1,42003 x 10™* kg = 142,003 mg

Cilculo y manejo del riego en los ensayos en macetas (cilindros de pve).

Para que la cantidad de agua durante el ensayo sea la adecuada hay que conocer la capacidad de
campo del suelo, y mantener la humedad del suelo en ese nivel durante todo el ensayo.

Para determinar el porcentaje de humedad inicial del suelo, se toman 5 macetas y se vierte su
contenido, mezclandolo bien. Se toman muestras de 100 g de suelo cada una y se secan en estufa a
120 ° C durante 24 hs. Al cabo de este tiempo, se pesan para conocer ¢l porcentaje de humedad y se

calcula de la siguiente forma:

Humedad (%) = 100 g — Peso después de secar x 100 =% humedad del syelo medido
100

Humedad (%) = 100 g — 853 g (promedio) x 100 =14,7%
100

Las demas macetas se pesan el mismo dia en que se toman las muestras usadas para determinar
humedad. Cada cilindro se marcod con un numero de identificacion y su peso. Segun los pesos, se
dividen en grupos, cada grupo represesta un rango de peso.

Grupo A posee cilindros de PVC (macetas) con un peso de 99,95 g, el peso del plato es de 25,185 g.
Bloque Al: con un promedio de pesos de 970 g de suelo.

Bloque A2: con un promedio de pesos de 990 g de suelo.
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Bloque A3: con un promedio de pesos de 1010 g de suelo.

Grupo B posee cilindros de PVC (macetas) con un peso de 120,39 g, el peso del plato es de 25,185
g

Bloque B1: con un promedio de pesos de 950 g de suelo.

Bloque B2: con un promedio de pesos de 998 g de suelo.

Con estos datos se calculé la cantidad de agua que se necesitd para regar, para uniformar las
condiciones en el inicio y para mantener durante €l ensayo el suelo a capacidad de campo para que

las plantas no sufran estrés hidrico.
Como ejemplo calculamos la cantidad de agna que hay que agregarle al Blogue Al:
PSS = PSHi — Contenido de humedad PSHi = peso de suelo humedo inicial
PSS= 970— 970x 147 =82741 PSS = peso suelo seco
100

El contenido de humedad final que se requiere para mantener este suelo a capacidad de campo es de
20 % del peso himedo, el porcentaje de peso seco es de 80 % del peso finat de suelo himedo

(PSHY).

PSHf= PSS
0,8

PSHf= 827.41 = 1034,26 ml.
0,8

Por lo tanto, un cilindro (maceta) de este bloque que pesaba 970 g, para Hegar a la humedad
calculada debe regarse con: 1034, 2625 — 970 = 64,26 ml

Los demas bloques se regaron con:

Bloque A2: 65,59 ml

Bloque A3: 66,91 ml

Bloque B1: 62,94 ml

Bloque B2: 66,12 ml

Siembra.

Se sembraron seis semillas de aifalfa de la variedad Salinera INTA en cada tubo. A los quince dias
se realizo el riego y raleo, se dejaron tres plantas por tubo, las que estaban mejor implantadas y

desarrolladas. En este momento se realizo la primera fertilizacién con nitrogeno al testigo. Luego se
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fracciond la fertilizacion en dos etapas mas para completar €l total de la cantidad de nitrégeno

calculada de acuerdo a la cantidad de nitrégeno que se recomienda por hectarea.

Cosecha y analisis.

Para obtener la maxima informacién posible se concluyo el ensayo al 5% 10 % de la floracién. Se
separo la parte aérea de la raiz y se secaron por separado en estufa a una temperatura de 65 °C.
Se evalud peso seco de la parte aérea, peso seco de la raiz, contenido de nitrégeno y proteings y

aislamtento de microorganismos a partir de nodulos en los medio adecuados para realizar

electroforesis de isoenzimas para caracterizarlos.

Aislamiento de microorganismos a partir de los ngdules.

Se realizaron segin la metodologia descripta por Vineent (1970).

Electroforesis de isoenzimas.

Las bacterias se hicieron crecer en medio TY (50 mt) durante 24 hs a 28 ° C con agitacion.

Tabla 6. Medio TY

Componentes g/l
Extracto de Levadura 3g/l
Triptona S5g/i
CaCl, 087g/1
pH 7,2

Tabla 7. Medio TY modificado con el agregado de CINa

Componente g/l
CINa 85,5 mM 5g/1
CINa 256 mM 15g/1
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Se centrifugo a 10.000 rpm (Centrifuga Sorvall RC5C, con rotor GSA, code 10), durante 30
minutos a 4 ° C. Se volco el sobrenadante y el precipitado se lavd y resuspendidé con 1 ml de
solucion de CINa al 0,85 %. Se recogi6 en tubos eppendorfl y se centrifugo durante 10 minutos a
1.500 rpm. Se vuelca nuevamente el sobrenadante y se recoge en 0,5 ml de tampon de extraceion
(Tris- HC1 0,1 M y pH 7,2; MgCl2 5 mM,; glicerol 15 % y mercaptoetanol 0,1 %) se centrifugo a
15.000 g durante 10 minutes y se resuspende en €l mismo tampon con lisozima en concentracion de
1 mg / ml, después de incubar 10 mimutos a temperatura ambiente se cetrifugd 10 mimrtos a 15.600
g y se resuspendié en tampon de sonicacién (Tris — HC1 0,1 M, pH: 8,8 y glicerol 15 %). Se sonico
(Sonicador Branson Sonifier 250) durante seis cicles de 30 segundos. Se centrifugé durante 10
minutos y le sobrenadante se reservo para la corrida electroforética. Esta se realiz6 usando el gel de
poliacrilamida al 5 % para el gel concentrador y 10 % para el separador. Se colered para ay 8
esterasas, con Fast Blue RR y ¢t y B naftil acetato come sustrato (Grassano A, et al; 1996).
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RESULTADOS

o wnd
Evaluacion del desarrollo de las plantas que se inocularon con las cepas de R;\fﬁﬁg./

Se evaluaron las plantas segin valores de materia seca, cantidad de nitrégeno y proteina bruta, los
cuales se toman como parametros para medir la efectividad de las cepas utilizadas en la inoculacion
de las plantas de alfalfa, los resultados se muestran en la Tabla 8. En las Figuras 3, 4, 5y 6 se

muestra el desarrollo de las plantas, al inocularas con las cepas utilizadas.

Concentraciéon de HC], 0,097575 N

Calculo de proteinas: VX N _x 0,0014 x 1000 x 6,25
0,1g

Tabla 8. Valores de materia seca, contenido de nitrégeno y proteinas.

Tratamiento | Peso seco | Gasto promedio | Promedio | Promedio
promedio de titulante % N % P
(2

C-1 0,01194 1,078 1,47 9,20 _|
C-14 8,949 x 10~ 0,984 1,34 8,40
C-15 0,01577 2,46 3,36 21,00
C-19 9,611 x10™ 1,007 1,38 8,60
C-2 0,01277 1,38 1,89 11,81
C-23 0,01450 2,36 3,22 20,12
C4 0,01474 2,43 3,32 20,75
C-6 0,01509 2,50 3,41 21,34
C-7 0,01177 1,82 2,49 15,54
N 0,01537 2,55 3,48 21,77
Ts/N 8,25x 10™ 0,992 1,69 10,59

De este ensayo se concluyd que las cepas que se van a utilizar en la adaptacion, debido a su

rendimiento en materia seca y proteina son la 4, 6, 15 y 23.
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Fig. 3. Plantas crecidas en cdmara climatizada e inoculadas con cepas, aisladas en Rio Cuarto.
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Fig. 4. Plantas crecidas en camara climatizada e inoculadas con la cepa 4, aislada en Rio Cuarto.
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Fig. 5. Plantas crecidas en cAmara climatizada e inoculadas con la cepa 6, aislada en Rio Cuarto.
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Fig. 6. Plantas crecidas en camara climatizada e inoculadas con la cepa 15, aislada en Rio Cuarto.

Crecimiento de las cepas en medio agarizado.
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Después de las repeticiones descriptas en Materiales y Métodos se observd que los aislamientos
seleccionados del item anterior, més los microorganismos aislados de la region pampeana y la cepa
patron presentaron abundante crecimiento en las concentraciones 85,5 mM y 256 mM. En la

concentracion de 427 mM el crecimiento disminuye.

Valores de conductividad de los inoculos.

Los valores de conductividad obtenidos para los indculos con las diferentes concentraciones de
NaCl, se muestran en la Tabla 9:

Tabla 9. Valores de conductividad para los medios de cultivo liquidos utilizados.

Concentracién | Conductividad | Conductividad (milimho.cm ')
(mM) (micromho.cm ) o (mS.cm )
1,71 2830 2,83
85,5 10900 10,900
256 25300 25,300
427 31500 31,500

Crecimiento de las cepas en medio liquido (Inoculo).

Este ensayo se realiz6 para determinar las concentraciones a las que se va a trabajar con las cepas
cuando se implemente el ensayo en camara climatiza. Ademds la finalidad de este ensayo es
observar qué aislamiento tiene aptitudes biotecnologicas adecuadas, si se piensa en una
transferencia futura, en funcion de la velocidad especifica de crecimiento (i) y del tiempo de
duplicacion de la poblacion (6;).

Se realizaron las curvas de crecimiento, por duplicado, para todas las cepas con las tres
concentraciones de NaCl que es utilizan (85,5 mM, 256 mM y 427 mM) y se obtuvieron los
siguientes resultados:

Valores de la curva de crecimiento de 1a Cepa LgS1 obtenidos a 1a concentracion de 85,5 mM.
Fig. 7, 8,9y 10.

Tabla 10. Valores de absorbancia en funcién del tiempo para las curvas de crecimiento, realizadas por

duplicado, de la cepa Lq51 a la concentracion de 85,5 mM de NaCl.

Cepa Lq S1{TiempoAbsorbancia( 1 T iempofAbsorbancia(2

85,5mM | 3hs 0.655 3hs 0.5
Shs 0.769 Shs 0.736
8hs 1.682 8hs 1.572
24hs 3.74 24hs 3.84
27hs 4.08 27hs 4.184
30hs 4.16 30hs 4.3
50hs 3.94 50hs 4.39
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Fig 7. Curva de crecimiento de la cepa Lq51 a la concentracién de 85,5 mM de NaCl.

00 20 40 60
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Fig. 8. Gréfica del InAbs en funcién del tiempo, realizadas por duplicado, para realizar los calculos de la
velocidad especifica de crecimiento y del tiempo de duplicacién para la cepa Lg51 a la concentracion 85,5

mM.

Cilculo de la velocidad especifica y del tiempo de generacion:

Promedio de absorbancia de la curva parat; : 0.769 +0.763 =0.7525 In ;=-0.284

2
Promedio de absorbancia de la curva paraty: 1.682 +1.572 =1.627 In .= 0.487
2
u= In,—1In; p=.0.486 — (- 0.248) p= 0.257
ta—1, 3
bg= In2 0g =2 h 42 min.
i
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Fig. 9. Curva de crecimiento de la Cepa LL.q51 a la concentracion de NaCl de 256 mM.
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Fig. 10. Curva de crecimiento de la Cepa Lq51 a la concentracién de NaCl de 427 mM.

Curvas de crecimiento de la Cepa Lq42, en las tres concentraciones. Fig. 11, 12 y 13.

Absorbancia

Fig. 11. Curva de crecimiento de la Cepa Lg42 a la concentracion de NaCl de 85,5 mM.
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Fig. 12. Curva de crecimiento de la Cepa Lq42 a la concentracion de NaCl de 256 mM.
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Fig. 13. Curva de crecimiento de la Cepa Lq42 a la concentracién de NaCl de 427 mM.
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Curvas de crecimiento de la Cepa Lq22, en las tres concentraciones. Fig. 14, 15y 16.

Fig. 14. Curva de crecimiento de la Cepa Lq22 a la concentracion de NaCl de 85,5 mM.

Fig. 15. Curva de crecimiento de la Cepa Lq22 a la concentracién de NaCl de 256 mM.

Fig. 16. Curva de crecimiento de la Cepa 1.q22 a la concentracion de NaCl de 427 mM.
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Curvas de crecimiento de la Cepa B399, en las tres concentraciones. Fig. 17, 18 y 19.
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Fig. 17. Curva de crecimiento de la Cepa B399 a la concentracion de NaCl de 85,5 mM.
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Fig. 18. Curva de crecimiento de la Cepa B399 a la concentracién de NaCl de 256 mM.
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Fig. 19. Curva de crecimiento de la Cepa B399 a la concentracion de NaCl de 427 mM.

Curvas de crecimiento de la Cepa 4, en las tres concentraciones. Fig. 20, 21 y 22.
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Fig. 20. Curva de crecimiento de la Cepa 4 a la concentracion de NaCl de 85,5 mM.

Fig. 21. Curva de crecimiento de la Cepa 4 a la concentracién de NaCl de 256 mM.

Fig. 22. Curva de crecimiento de la Cepa 4 a la concentracion de NaCl de 427 mM.

Curvas de crecimiento de la Cepa 6, en las tres concentraciones. Fig. 23, 24 y 25.
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Fig. 23. Curva de crecimiento de la Cepa 6 a la concentracion de NaCl de 85,5 mM.
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Fig. 24. Curva de crecimiento de la Cepa 6 a la concentracién de NaCl de 256 mM.
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Fig. 25. Curva de crecimiento de la Cepa 6 a la concentracion de NaCl de 427 mM.

Curvas de crecimiento de Ia Cepa 15, en las tres concentraciones. Fig. 26, 27 y 28.
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Fig. 26. Curva de crecimiento de la Cepa 15 a la concentracién de NaCl de 85,5 mM.
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Fig. 27. Curva de crecimiento de la Cepa 15 a la concentracién de NaCl de 256 mM.
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Fig. 28. Curva de crecimiento de la Cepa 15 a la concentracién de NaCl de 427 mM.
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Curvas de crecimiento de la Cepa 23, en las tres concentraciones. Fig. 29, 30 y 31.

Fig. 29. Curva de crecimiento de la Cepa 23 a la concentracion de NaCl de 85,5 mM.

Fig. 30. Curva de crecimien
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Fig. 31. Curva de crecimiento de la Cepa 23 a la concentracion de NaCl de 427 mM.
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Tabla 11. Datos de la velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicacion, calculados a partir de las curvas de
crecimiento obtenidas. en las tres concentraciones para cada cepa.

Cepa y concentracion | Velocidad especifica | Tiempo de duplicacion
de crecimiento () (6g)
Lq 51 85,5 mM 0.0257 2h42m
Lq 51256 mM 0.2456 2h49m
Lq 51427 mM 0.1816 3h49m
Lq 42 85,5 mM 0.0816 8h28m
Lq 42256 mM 0.077 8§h59m
Lq 42 427 mM 0.050 13h 48 m
Lq 22 85,5 mM 0.065 10h35m
Lq 22 256 mM 0.057 12h4m
Lq 22427 mM No se pudo calcular | No se pudo calcular
B 399 85,5 mM 0.308 2h14m
B 399 256 mM 0.2186 3h10m
B 399 427 mM 0.033 20h30m
4 85,5 mM 0.301 2h 18 m
4 256 mM 0.2718 2h 32 m
4427 mM 0.2624 2h 38 m
6 85,5 mM 0.179 3h52m
6 256 mM 0.090 7h40 m
6 427 mM No se pudo calcular | No se pudo calcular
15 85,5 mM 0.336 2h3m
15256 mM 0.2636 2h37m
15427 mM 0.2310 3h
23 85,5 mM 0.21 3h17m
23256 mM 0.14 4h42m
23427 mM 0.105 6h34m

Al analizar estos resultados se determind que se van a utilizar las cepas B 399, Lq 51, 15 con las
concentraciones 85,5 mM y 256 mM. Y la cepa 4 con las tres concentraciones 85,5 mM, 256 mM y
427 mM. Porque son las que mantienen los valores de velocidad especifica de crecimiento y tiempo

de duplicacion caracteristicos de Sinorhizobium meliloti.
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Valores de conductividad del medio Jensen.

Los resultados obtenidos al medir la conductividad del medio Jensen con las diferentes
concentraciones de NaCl, se muestran en la Tabla 12:

Tabla 12. Valores de conductividad para el medio Jensen utilizado.

Concentracion Conductividad Conductividad (milimho.cm ")
(mM) (micromho.cm ') o (mS.cm )
3,42 1430 1,430
85,5 9300 9,300
256 22000 22,000
427 37400 37,400

Crecimiento de las dos variedades de semillas de alfalfa en las distintas concentraciones

La especie Salinera INTA present6 muy buen desarrollo en la concentracion 85,5 mM vy
suplementado con KNOs, respecto a la variedad Magnum 3. Los tubos que no estan suplementados
con KNO; no presentan diferencias de una especie a la otra.

En la concentracion de 256 mM no se notaron marcadas diferencias entre las dos especies y entre
las suplementadas con KNOs y las que no lo estan. Frente a la concentracién de 427 mM no se
desarrollaron ninguna de las especies, ya sean suplementadas con KNOs o sin suplementar.

Los siguientes resultados se obtuvieron luego de 18 dias de crecimiento; y se muestran en la Tabla

13 y en las Figuras 32 y 33.
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Tabla 13. Resultados de crecimiento de las dos variedades de alfalfa en medio Jensen con distintas

concentraciones de NaCl.

Concentracion de NaCl,
suplementados o no con

KNO;

Magnum 3

Salinera INTA

85,5 mM + 0,5 g/l KNO;,

Tres tubos presentan muy
buen desarrollo de plantas y

raices.

Tres tubos presentan muy
buen desarrollo de plantas y
raices, hay diferencia con la
Magnum 3, a favor de
Salinera INTA.

85,5 mM

Tres tubos presentan buen
desarrollo de plantas y raices,
menor que las que estan

suplementadas con KNO;

Tres tubos presentan buen
desarrollo de plantas y raices,
menor que las que estan

suplementadas con KNO;

256 mM + 0,5 g/l KNO;

Tres tubos desarrollaron
hojas pero con poco
crecimiento de las plantas y

de la raiz.

Tres tubos desarrollaron
hojas pero con  poco
crecimiento de las plantas y

de la raiz.

256 mM

Tres tubos desarrollaron
hojas pero con poco
crecimiento de las plantas y

de la raiz.

Tres tubos desarrollaron
hojas pero con  poco
crecimiento de las plantas y

de la raiz.

427 mM + 0,5 g/l KNO;

No hay crecimiento y la
mayoria de las semillas no se

desarrollaron.

No hay crecimiento y Ia
mayoria de las semillas no se

desarrollaron.

427 mM

No hay crecimiento y la
mayoria de las semillas no se

desarrollaron.

No hay crecimiento y la
mayoria de las semillas no se

desarrollaron.

000000000000000000000000000000000000000000000000

Teniendo en cuenta estos datos y observando los limites que se plantean para determinar si un suelo
es salino o no y los limites de tolerancia que plantean los cultivares de alfalfa, se realizard el

desarrollo en camara climatizada de la especie Salinera INTA con dos concentraciones 85,5 mM y
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256 mM, y se va a probar con la cepa 4 a la concentracion 427 mM, que en términos de

conductancia estos valores son 9,300, 22,000 y 37,400 milimho.cm™ respectivamente.

-
e

Fig. 32. Plantas de la variedad de alfalfa Magnum 3, crecidas en camara climatizada, con una
concentracion en el medio Jensen de NaCl de 0.5%, y suplementadas con NO;K.
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Fig 33. Plantas de la variedad de alfalfa Salinera INTA, crecidas en cimara climatizada, con una
concentracién en el medio Jensen de NaCl de 0,5%, y suplementadas con NOsK.
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Crecimiento de las cepas Lg 51, B 399, 4 vy 15 en medio liguido y recuento en las distintas

concentraciones.

Los indculos se hicieron crecer durante 24 horas, luego se realizaron los recuentos en placa y se

inocularon las plantas que crecieron en cdmara climatizada.

Tabla 14. Recuento de colonias en medio agarizado a las 24 horas.

Cepa [Normal [855SmM (256 mM |427 mM
Lq51[1,8x 10" [1,205x 10|23 x 10"
B399(2,25x107[1,80x 10" [7,075x 107

4 1,27x 10" (8,00 x 10" [4,3x10™ [4,15x 10"
15 [6,60x10™[1,08x 10" [2,17x 10"

Valores de Peso Seco y nodulacién en el ensayo en cAmara climatizada.

Para la cepa 15 a concentracion normal nodularon los 10 tubos con un promedio de 0,035457 g peso
seco/ planta, para la misma cepa a concentraciéon 85,5 mM hay 8 plantas noduladas con un
promedio de 0,023375 g peso seco / planta, para la concentracion de 256 mM se encontré sélo una
planta nodulada y desarrollada con un peso de 0,0159 g peso seco / planta.

En la cepa Lq 51 en concentracion normal nodularon 10 plantas con un peso promedio de 0,032295
g peso seco / planta, para la concentracion 85 mM hay 9 plantas noduladas con un peso promedio
de 0,04291 g peso seco / planta, para la concentracién de 256 mM no hubo crecimiento.

La cepa 4 a concentraciéon normal present6 plantas noduladas con un peso promedio de 0,035725 g
peso seco / planta, a 85 mM no se detectaron ndédulos pero si agallas en tres tubos, a 256 mM no
hubo crecimiento.

La cepa B399 nodulé las 10 plantas en concentracion normal con un peso promedio de 0,04035 g
peso seco / planta, a 85,5 mM nodularon 9 plantas con un peso promedio de 0,0403066 g peso seco
/ planta.

Los testigos sin inocular presentaron un peso promedio de 0,005716 g peso seco / planta, los
testigos inoculados presentaron un peso promedio de 0,038648 g peso seco / planta.

Las cepas obtenidas como resistentes, a las concentraciones elevadas de salinidad, se las designa

conservando su nomenclatura y adicionando una “r” mintiscula.
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Fig. 34. Valores de materia seca obtenidos en el ensayo en camara climatizada realizado con las cepas
B399r, Lq51r, RC15r y RC4r a concentracién normal de NaCl, con 0,5% de NaCl y 1,5 % de NaCl frente a

los testigos.

Ensavo de nodulacion en camara climatizada.

Las cepas B399r y Lq51r presentaron en condiciones normales y a 0,5 % de NaCl muy buen
desarrollo de nédulos. La cepa RCIl5r en las tres concentraciones también nodulo
satisfactoriamente, pero no ocurrié lo mismo con la cepa RC4r que s6lo nodul6é en condiciones

normales. Los resultados se muestran en las Figuras 35, 36, 37, 38 y 39.
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Testigo
Nitrégeno

Ensayo comparativo de |a cepa B399 a 85,5 mM
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Fig. 35. Plantas crecidas en cdmara climatizada, con una concentracién de NaCl en el medio de Jensen de
85,5 mM e inoculadas con la cepa B399r.

Ensayo comparativo de la cepa 15 a 85,5 mM
frente a los testigos
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Fig. 36. Plantas crecidas en camara climatizada, con una concentracién de NaCl en el medio Jensen de 85,5
mM e inoculadas con la cepa RC15r.
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Ensayo comparativo de la cepa Lg51 a 85,5 mM
frente a los testigos
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Fig. 37. Plantas crecidas en cdmara climatizada, con una concentracién de NaCl en el medio Jensen de 85,5

mM e inoculadas con la cepa Lq5ir.
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Fig. 38. Plantas crecidas en camara climatizada, con una concentracion de NaCl en el medio Jensen de 85,5

mM e inoculadas con la cepa RC4r.
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Fig. 39. Plantas crecidas en camara climatizada, con una concentracién de NaCl en el medio Jensen de 256
mM e inoculadas con la cepa RC15r.

Se aislaron los rizobios de los nddulos cosechados y se realizaron las electroforesis de isoenzimas
para caracterizar las cepas con las que se estuvo trabajando. Se obtuvieron los siguientes perfiles
para las enzimas a y B esterasas determinados segiin Materiales y Métodos.

El anélisis de los perfiles de ot y B esterasas (Figura 40), de las cepas aisladas revelan que la cepa
Lg51r, presenta los mismos perfiles, detallados en las tres primeras calles. El primer perfil
corresponde a la cepa crecida en condiciones normales, en la segunda se agreg6 al medio TY 5 g/l
de NaCl y en la tercera se corri6 una cepa que ya estaba adaptada a una concentracioén de 85,5 mM.
Los Rf calculados son 0,42; 0,46 y 0,67 para las o esterasas y para 3 esterasas 0,06 y 0,181. Para la
cepa RC15r, en el cuarto lugar, la cepa crecié en medio TY con el agregado de 15 g/l, los Rf
calculados son 0,18 para 3 esterasas y 0,30 y 0,60 para o esterasas. En el quinto lugar se encuentra
la cepa RC15r en condiciones normales los Rf para B esterasas son 0,18; 0,26 y 0,32 para o
esterasas es de 0,46; 0,52; 0,67 y 0,76. En el sexto lugar se encuentra la cepa RC15r adaptada a una
concentracién de 256 mM. Los dos ultimos perfiles corresponden a la cepa RC15r con el agregado
de 5 g/l de NaCl en el medio TY y adaptada a 85,5 mM, respectivamente. Los Rf calculados son
0,30 y 0,60 para o esterasas.
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Fig. 40. Perfiles isoenzimaticos de quy B esterasas de las cepas Lq51ry RC15r.

Calle 1. Cepa Lq51r crecida en medio TY en condiciones normales.

Calle 2. Cepa LqS1r crecida en medio TY con el agregado de 5 g/l de NaCl.

Calle 3. Cepa LqS1r crecida en medio TY adaptada con anterioridad a la concentracion de 85,5 mM de
NaCl.

Calle 4. Cepa RC15r crecida en medio TY con el agregado de 15 g/l de NaCl.

Calle 5. Cepa RC15r crecida en medio TY en condiciones normales.

Calle 6. Cepa RC15r crecida en medio TY adaptada con anterioridad a la concentracién de 256 mM de
NaCl.

Calle 7. Cepa RC15r crecida en medio TY con el agregado de 5 g/l de NaCl.

Calle 8. Cepa RC15r crecida en medio TY adaptada con anterioridad a la concentracion de 85,5 mM de
NaCl.

Los perfiles que se muestran en la Figura 41 pertenecen, las tres primeras calles a la cepa patron
B399r. En primer lugar se trata de la cepa adaptada a 85,5 mM, los Rf calculados son 0,06; 0,19 y
0,28 para P esterasas. En la segunda calle la cepa crecié en medio TY con el agregado de 5 g/l de
NaCl, los Rf calculados son 0,09; 0,19; 0,30 y 0,35 para 3 esterasas y de 0,66; 0,76 y 0,83 para a
esterasas. La tercera pertenece a la cepa B399 en condiciones normales, los Rf calculados para 3
esterasas son 0,19; 0,29; 0,35 y 0,49 y para o esterasas 0,58; 0,76 y 0,83. En cuarto lugar se

encuentra el perfil de la cepa RC4r adaptada a 85,5 mM. El perfil que se encuentra en el quinto
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lugar se trata de la cepa RC4r con el agregado de 5 g/l de NaCl al medio TY. Los Rf calculados
para estos dos perfiles coinciden, para a esterasas se calcularon 0,04; 0,16; 0,24; 0,26; 0,51; 0,59 y
0,76 y para B esterasas 0,71. En el sexto lugar encontramos la cepa RC4r en condiciones normales,
los Rf calculados para B esterasas son 0,20; 0,29; 0,35 y 0,58 y para qesterasas 0,76 y 0,82. En los
Gltimos dos lugares se encuentran los perfiles isoenzimaticos de la cepa RC15r adaptada a 427 mM,
con Rf calculados para gesterasas de 0,04; 0,09; 0,25; 0,34; 0,66; 0,71 y 0,76, y normal, con Rf
calculados para 3 esterasas 0,21; 0,29 y 0,35 y para qesterasas 0,48; 0,57; 0,63; 0,73 y 0,81.

Lt 1 2] (31 s [s] [e} [7z] [8]

Fig. 41. Perfiles isoenziméticos de quy B esterasas de las cepas B399r y RC4r.

Calle 1. Cepa B399r crecida en medio TY adaptada con anterioridad a la concentracién de 85,5 mM de
NaCl.

Calle 2. Cepa B399r crecida en medio TY con el agregado de 5 g/l de NaCl.

Calle 3. Cepa Lq51r crecida en medio TY en condiciones normales.

Calle 4. Cepa RC4r crecida en medio TY adaptada con anterioridad a la concentracion de 85,5 mM de NaCl.
Calle 5. Cepa RC4r crecida en medio TY con el agregado de 5 g/1 de NaCl.

Calle 6. Cepa RC4r crecida en medio TY en condiciones normales.

Calle 7. Cepa RC15r crecida en medio TY adaptada con anterioridad a la concentracion de 427 mM de
NaCl.

Calle 8. Cepa RC15r crecida en medio TY en condiciones normales.
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Conductividad v pH de la muestra de suelo de la zona del Bajo Giuliani.

El pH se determiné en pasta y en la solucién de extraccion 1: 5 y la conductividad en el extracto. Se

obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 15. Valores de pH y conductividad del suelo que se utilizard en el ensayo de invernaculo.

Muestra pHen pH en solucién Conductividad
pasta de extraccién | (milimho x cm ™)
Loma 7,79 8,06 1,4
Media Loma 6,19 6,64 1,2
Bajo 6,67 6,80 15,8
Mezcla 6,75 7,28 6,6

Teniendo en cuenta estos resultados se prepararon dos mezclas con una proporcion de loma: media
loma: bajo de 100: 100: 125 y 100: 100: 150. La conductividad para cada mezcla fue de 8,3

milimho x cm ' y 9,5 milimho x cm "' respectivamente. Se determind, con estos valores que se va a
utilizar para las macetas una proporcién de 100: 100: 150 de acuerdo al relieve del suelo, porque el

valor de conductividad obtenido corresponde a un suelo muy salino.

Valores de NMP de los inoculos que se utilizaron en el ensayo de invernsiculo.

Los valores de numero mds probable que se obtuvieron en los diferentes ensayos son del orden de
10°. Para la cepa RC15r, a 85,5 mM, el valor obtenido fue de 5,8 x 10° microorganismo / semilla, al
observar al microscopio el cultivo estaba muy denso, poblado y puro. Con las cepas RC4r, Lq51ry
B399r a 85,5 mM se obtuvo el valor 1,7 x 10° microorganismo / semilla. En la observacion
microscépica la densidad en el crecimiento de la cepa RC4r aparentemente era menor. Para la cepa
RC15r a 256 mM el valor hallado fue de 5,8 x 10! microorganismo / semilla, la densidad de
crecimiento observada al microscopio fue muy baja. El valor obtenido para el testigo realizado con

el suelo para determinar el namero mas probable de poblacion nativa fue de 1,7 x 10'

microorganismo/g.

Determinacién del contenido de nitrégeno, proteina y peso seco de parte aérea y raiz.
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Una vez cosechadas las plantas que se estaban desarrollando en el invernaculo, se pusieron a secar

las raices y la parte aérea para determinar el peso seco. Se determiné el contenido de nitrégeno y

proteinas para cada uno de los tratamientos.

Los resultados obtenidos se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 16. Valores de peso seco de la parte aérea, de la raiz, porcentaje de nitrgeno y de proteinas, obtenidos

en el ensayo en invernaculo.

Tratamiento Peso seco Peso seco % N Y% Promedio | Promedio
promedio parte | promedio raiz Proteinas %N %
aérea (g) (2 Proteinas

B399r 85,5 mM 0,757083 0,295 2,685 13,719 2,74 17,12
2,718 11,987
2,817 17,607

LgS1r 85,5 mM 0,8333 0,2742 1,858 11,612 1,772 11,077
1,878 11,737
1,581 9,881

RC 4r 85,5mM 0,95083 0,460833 1,806 11,287 1,813 11,331
1,704 10,65
1,928 12,05
RC15r 85,5 mM| 0,76 0,279166 2,286 14,287

2,266 14,162
2,439 15,242
2,072 12,950

RC15r 256 mM 0,7483 0,345 2,062 12,887 1,976 12,352
1,897 11,856
1,970 12,312

T s/N 0,925 0,3 1,970 12,312 1,902 11,885
1,735 10,844
2,000 12,501

TN 0,605 0,2627 2,710 16,937 2,717 16,979
2,714 16,962
l 2,726 17,037

En las Figura 42 se muestran las plantas desarrolladas en inverndculo e inoculadas con las cuatro

cepas adaptadas para ser utilizadas en suelos salinos.
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Fig. 42. Plantas crecidas en invernaculo con suelo salino e inoculadas con las cepas RC15r, Lq51r, RC4ry
B399r.

En la Figura 43 se muestra el desarrollo aéreo y radical de una planta de alfalfa inoculada con la
cepa RC15r.

| 15 85,5 mM |

Fig. 43. Planta inoculada con la cepa RC15r y desarrollo de su sistema radical.

Se observé un porcentaje en la nodulacion elevado con gran cantidad de nédulos en raiz principal y

las raices laterales, siendo estos efectivos en apariencia porque presentaban coloracién rosada. En
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las Figuras 44, 45 y 46 se muestran los desarrollos radicales de las plantas inoculadas con las cepas

Lg51ry Rcl5r, y los nédulos obtenidos en las raices de las plantas inoculadas con la cepa B399r.

Fig. 44. Raices noduladas de tres plantas Fig. 45. Raices noduladas de tres plantas
inoculadas con la cepa Lq51r. inoculadas con la cepa RC15r.

IR T T
Fig. 46. Nodulos de las raices de las plantas inoculadas con la cepa B399r.
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DISCUSION

Al analizar los valores de materia seca, de porcentaje de nitrégeno y de proteinas que se
obtuvieron del ensayo en camara climatizada para evaluar las cepas de Sinorhizobium meliloti
aisladas de una region préoxima a Rio Cuarto se determiné que las caracterizadas como RC4,
RC6, RC15 y RC23 demostraron aceptables propiedades simbidticas (infectividad y efectividad)
ya que los parametros citados en comparacion a los obtenidos para los testigos (tratamiento sin
inocular y fertilizado con nitrégeno) superan un indice de eficiencia relativo de 75%, valor
recomendable por bibliografia como limite para una seleccion de cepas con potencial
agronomico (Vincent, 1970; CIAT, 1988) Estas cepas mas otras obtenidas de la region semiarida
pampeana cuyas propiedades simbioticas ya habian sido probadas en las distintas instancias de
camara climatizada, invernaculo y en campo como muy eficientes (Grassano, 1994), y la cepa
B399 como patrén recomendada por los organismos Nacionales de Referencia, fueron elegidas
para su desarrollo en medios de cultivo agarizado en las distintas condiciones de salinidad
propuestas para lograr resistencia, de acuerdo a lo recomendado por. (Lloret et.al.,1995; Balatti y
J. Freire, 1996).

Con los aislamientos obtenidos en esta etapa se realizaron experiencias de crecimiento en medio
liquido para analizar su desarrollo y comportamiento como posibles productos biotecnolédgicos.
Del andlisis del desarrollo de las curvas de crecimiento y considerando los tiempos de
duplicaciéon y velocidad especifica de crecimiento, parametros biotecnoldgicos muy importantes,
se comprobod que las cepas designadas como B399r, Lq51r y RC15r a concentraciones de NaCl
85,5 mM (conductividad 10,7 mS.cm’ que equivale a suelos muy salinos) y 256 mM
(conductividad 25,3 mS.cm™ correspondiente a suelos extremadamente salinos) (Fassbender,
1987) arrojan tiempos de duplicacién que fluctian entre 2 y 3 hs que son los valores normales
que se conocen para microorganismos de crecimiento rapido. La cinética de estos procesos
responde a condiciones biotecnolégicas deseables debido a que estos tiempos de duplicacién se
traducen en un acortamiento del periodo lag del desarrollo hecho que conduce a una
optimizacién del proceso ya que por una parte se disminuyen los riesgos de contaminacién y por
otra se obtiene un ahorro de energia que disminuye costos operativos (Balatti y Jardim Freire,
1996). En el caso de la cepa RC4r este comportamiento se repite para la concentracion salina 427
mM. Ademas presentan un desarrollo de biomasa adecuado ya que se obtienen valores de UDO
superiores a 4 unidades lo que implica una viabilidad del orden de 10'® microorganismos por ml

de medio.
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Estos criterios de andlisis: variables cinéticas y rendimiento de biomasa condujeron a desechar
los otros aislamientos.

Si se considera la cepa Lq42r no se observa reproducibilidad en las repeticiones y si bien una de
ellas alcanza valores de UDO superiores a 4 el tiempo de duplicacion fluctia entre 8 h 28 min.
Para concentracién salina de 85,5 mM hasta 13 h 48 min. Para la concentracion de 427 mM lo
que la hace inviable para su uso tecnoloégico por las razones ya expuestas.

Situaciones semejantes surgen del analisis de los procesos de las otras cepas no seleccionadas,
Para Lq22r se obtienes tiempos de duplicacion muy altos, a pesar de alcanzar rendimientos
superiores a 6 UDO en concentracién 85,5 mM.

Respecto del aislamiento RC23r (a 85,5 mM y 256 mM) sus parametros cinéticos estan
comprendidos en un rango que puede considerarse aceptable, pero no hay buena reproducibilidad
en las repeticiones y los valores de biomasa celular en ningin caso llegan a 4 UDO.

Para la cepa RCé6r a idénticas concentraciones de las indicadas para RC23r se repiten las
consideraciones cinéticas, hay reproducibilidad en los duplicados pero no se logran desarrollos
de biomasa superiores a 3-3,5 UDO y ademés su curva de crecimiento muestra una marcada
anomalia de un brusco descenso al entrar en la fase estacionaria, hecho que se repite para las dos
concentraciones consideradas y en sus duplicados.

La variedad de Medicago sativa seleccionada para realizar el ensayo es la Salinera INTA porque

de acuerdo al ensayo realizado frente a la variedad Magnum 3, presentd una mejor respuesta a
condiciones de estrés salino de 85,5 mM equivalente a un suelo caracterizado como salino o muy
salino, esto es consistente con las caracteristicas de la variedad explicitadas en la
Introduccion.(Cornacchione, M.).

Confrontando estos resultados se puede concluir que la limitante de estas experiencias es la
variedad vegetal (Parker y col. 1977; Sprent,1984).ya que las cepas elegidas mostraron una
buena adaptacién a condiciones de salinidad elevadas en medio liquido y agarizado.

Al realizar ¢l ensayo en camara climatizada con la especie Salinera INTA y con las cepas
seleccionadas B399r, Lq51r, RC15r y RC4r, a 85,5 mM, 256 mM y 427 mM se observo que la
simbiosis se mantenia en las cepas B399r y Lq51r en condiciones normales, conductividad 1,430
mS.cm’, y a 85,5 mM, conductividad 9,300 mS.cm™. La cepa RC15r presenté nodulaciones
efectivas en las tres concentraciones, la concentracién de 256 mM equivale a una conductividad
22,000 mS.cm™ y la concentracién de 427 mM equivale a una conductividad de 37,400 mS.cm™.
La cepa RC4r nodulé solamente en condiciones normales.

Se aislaron los rizobios de los ndédulos obtenidos y se realizaron las electroforesis de isoenzimas.

Los perfiles de isoenzimas obtenidos corresponden a los perfiles isoenzimaticos de especies de
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Sinorhizobium meliloti y se pudo observar que estdn conservados estos perfiles en las diferentes
concentraciones salinas utilizadas, confirmando de este modo que se ha logrado la adaptacion sin
que se produzcan modificaciones en el genotipo isoenzimético de dichas cepas. Las ligeras
desviaciones que se observan en algunos valores de Rf como se detalla en los resultados,
corresponderian a una ligera deficiencia en el grado de polimerizacion del gel o a la falta de
uniformidad en las condiciones eléctricas durante el desarrollo del electroforetograma, debido a
que se cuenta con fuentes de poder que solo permiten trabajar a potencial (V) y/o corriente (A)
constante cuando lo deseable es desarrollar la corrida en condiciones de potencia (W) constante
pues de este modo se disminuye el efecto Joule que se genera por el rozamiento de las
biomloléculas al desplazarse a través de los poros del gel, obteniéndose una mejor resolucién con
bandas nitidas, sin difusién y un desplazamiento con velocidades que dependen exclusivamente
de la movilidad electroforética (me) de las biomoléculas.(Andrews, 1988, Ferreira y
Grattapaaglia, 1996)

Finalmente se probaron estas cepas, B399r, Lq51r, RC15r y RC4r, en una prueba realizada en
invernaculo con un suelo muy salino con una conductividad de 9,500 mS.cm™ que equivale a
una concentracion de 85,5 mM (0,5 %). La cepa RCl15r, como mostr6 una muy buena
nodulacién en las tres concentraciones en el ensayo en camara, se probd en invernaculo como se
comportaba haciendo crecer la cepa a la concentracion de 256 mM (1,5 %) e inoculando las
plantas que estan en un suelo con una conductividad de 9,5 mS.cm™. La cepa RC4r se incluy6 en
este ensayo, a pesar que sdlo habia nodulado en condiciones normales en camara climatizada,
porque su comportamiento en las curvas de crecimiento habia sido satisfactorio. Se supuso que la
poca nodulacion en camara climatizada podria deberse a alguna limitacién durante el ensayo,
considerandose que debia someterse a coniciones mas semejantes a las que debe someterse un
microorganismo cuando inciden en el los factores bidticos y abidticos. Existen muchos trabajos
que ilustran los problemas que surgen cuando se estudia una propiedad o condicion
aisladamente, y luego se generaliza para el mecanismo de simbiosis rizobio-leguminosa en
condiciones reales de campo. (Marques Pinto y col.,1974; Labandera y Vincent, 1975; Materon y
Vincent, 1980)

En este ensayo se observa que el recuento de microorganismos viables por semilla supera, en
todos los casos de inoculacion con desarrollos a 85,5 mM de NaCl, los estandares recomendados
por la legislacion vigente para la aplicacion correcta de la técnica de inoculacion, excepto para el
caso de RC15r a 256 mM.

El numero de microorganismos existente en el suelo era muy bajo y por eso no hubo riesgo de

que ejerciera una presion importante al tiempo de inocular. Este hecho es muy importante al
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momento de decidir si se aplica la técnica de inoculacion y como debe procederse para que los
microorganismos introducidos puedan competir eficazmente, con los naturalizados.(Keyser,
2000)

En todos los tratamientos inoculados se observa buena nodulacién tanto en cantidad como en su
ubicacion y viabilidad, por lo que se asegura la propiedad de infectividad de los
microorganismos en estudios. Si bien los resultados de materia seca y porcentaje de Nitrogeno
arrojan resuitados por debajo de lo normal de acuerdo a la bibliografia, este hecho deberia
atribuirse a la limitante impuesta por la alfalfa en su desarrollo en condiciones de la salinidad
ensayadas ya que los valores que muestran los resultados del testigo fertilizado son similares a
los obtenidos en los tratamientos inoculados los que sugiere que los microorganismos realizaron

una eficiente fijacion de Nitrégeno.

Conclusiones.
Del anélisis de los resuitados obtenidos podemos concluir que:

1. Se comprueba que algunas cepas que se adaptan a concentraciones salinas elevadas
conservando sus perfiles isoenzimaticos caracteristicos.

2. Se corrobora que la limitante a concentraciones salinas elevadas est4 dada por la variedad
de la planta hospedadora, que es muy sensible a los suelos salinos.

3. Las cepas crecidas en medio con mayor concentracién salina a la del suelo y que son
utilizadas para inocular este suelo son infectivas ya que se verifica el mecanismo de
nodulacion.

4. Si bien los porcentajes de Nitrogeno y proteinas disminuyen en suelos de alta
salinizacion, respecto a suelos de conductividades adecuadas para el normal crecimiento
y rendimiento de la alfalfa; los resultados obtenidos constituyen un aporte significativo
dado que los microorganismos adaptados pueden desarrollar una simbiosis relativamente
efectiva frente a las condiciones limitantes de la forrajera lo que redundaria en tener la

posibilidad de forraje en zonas improductivas.
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