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Resume

RESUMEN

La soja constituye uno de los principales cultivos que se desarrollan en nuestro
pais, y en particular en la region de la llanura chaco-pampeana. Esta zona coincide
con la presencia, tanto en suelos como en aguas subterrdneas utilizadas para riego,
de altos niveles de arsénico (As), metaloide que por su toxicidad y efectos sobre el
rendimiento vegetal obstaculizaria un desarrollo agricola sustentable. Dados los
efectos perjudiciales que causa este metaloide sobre la salud humana y animal, la
respuesta de las plantas frente al As y su posible incorporacion, constituyen una
importante problemética que debe ser abordada. Ademas, teniendo en cuenta que es
una practica comun el uso de Bradyrhizobium japonicum E109 en inoculantes para
soja, resulta también necesario conocer el efecto del As sobre el microorganismo
como asi también sobre la simbiosis con esta especie vegetal y la posible acumulacion
y/o traslocacion del metaloide a los tejidos y/o granos. Por lo tanto, en el presente
trabajo se analiz6 el efecto del arseniato y arsenito de sodio sobre el desarrollo de
plantulas de soja, sobre su simbionte B. japonicum E109, como asi también sobre la
simbiosis rizobio-leguminosa.

En estadios tempranos del desarrollo de soja, concentraciones de 25 y 50 uM de
ambas especies ionicas de As resultaron toxicas, inhibiendo la germinacion en un
75%. El estudio de la tolerancia y capacidad de remocion de As de plantulas crecidas
en sistemas hidroponicos, mostré que concentraciones 5y 10 uM de As no provocaron
efectos en el desarrollo del hipocotilo, mientras que la biomasa de la raiz se redujo con
25 UM de arseniato y con concentraciones de arsenito desde 5 uM. Bajo tratamientos
con 25 UM de arsenito los niveles de clorofila a, b y carotenos disminuyeron, mientras
gue los niveles de malondialdehido aumentaron. En este sistema hidropénico las
plantulas fueron capaces de remover el metaloide, sugiriendo su posible adsorcion y/o
incorporacion al tejido vegetal.

B. japonicum E109 toler6 en placa concentraciones de arseniato hasta 5 mM y
arsenito 10 yM. En medio liquido el desarrollo no se vio afectado con 500 uM de
arseniato, mientras que con 25 yM de arsenito la velocidad de crecimiento disminuyé
levemente y de forma significativa con 50 uM. Con respecto a la movilidad, el
swarming se redujo frente a tratamientos con arseniato y arsenito, mientras que solo el
arsenito produjo cambios en el swimming.

En los ensayos de simbiosis soja-B. japonicum E109, el desarrollo de las plantulas
en general se vio afectado para tratamientos a partir de 25 puM, resultando de mayor
toxicidad el arsenito en comparacién con el arseniato, aunque sin diferencias en el

desarrollo de plantas inoculadas/no inoculadas. Las plantas no inoculadas tratadas
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con 25 uM de arsenito mostraron menores niveles de clorofila a y carotenos que las
inoculadas, sin embargo, resulta importante considerar que el desarrollo de las plantas
se vio afectado de manera significativa por concentraciones 25 uM de As, adn en
plantas inoculadas, por lo que la presencia de As en agua y suelos impactaria
negativamente en términos de produccién para este cultivo.

El As produjo una reduccién significativa en el nimero de nédulos totales y
efectivos, lo que podria explicarse por la disminucion en la movilidad del
microorganismo asi como la afeccién del tejido radical ante la presencia del metaloide,
entre otros motivos. Estos resultados sugieren que la presencia de As en suelos
podria afectar la simbiosis soja-B. japonicum E109.

Los niveles de As en el tejido de las plantas, asi como los factores de transferencia
para As (FTs As) bajo tratamientos con 25 uM, no mostraron diferencias entre plantas
inoculadas y no inoculadas. Por lo tanto, se sugiere que B. japonicum E109 no influiria
en la biodisponibilidad y consecuente absorcién y/o traslocacion del metaloide en soja.
Los bajos valores de FT As encontrados en la porcion aérea indicarian una baja
posibilidad de que el metaloide sea acumulado en semilla, y por lo tanto, los cultivos
de soja regados con aguas contaminadas no constituirian una potencial entrada de As

a la cadena alimenticia.
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1. INTRODUCCION

1.1 IMPORTANCIA DEL ARSENICO

El Arsénico (As) es un metaloide ubicuo y es el veinteavo elemento mas abundante de
la corteza terrestre. Se presenta tanto en formas organicas como inorganicas, en un
amplio rango de concentraciones en aire, agua, suelos, vegetales y animales. Puede
encontrarse en cuatro estados de oxidacion en la naturaleza: -3, 0, +3 y +5, siendo las
Ultimas dos formas las que cobran importancia en ambientes terrestres. Las especies
inorganicas son en general, mucho mas téxicas y las que principalmente se encuentran
en suelo. El arseniato (As V) es un analogo del fosfato, por lo que interfiere con procesos
celulares esenciales como la fosforilacion oxidativa y la sintesis de ATP, mientras que la
toxicidad del arsenito (As Ill) se debe a su capacidad de unién a los grupos sulfihidrilos y
consecuentes efectos detrimentales sobre el funcionamiento proteico general (Tripathi y
col., 2007; Zhao y col., 2009, 2010).

El As es considerado un contaminante global que es introducido al ambiente tanto por
procesos geoldgicos como antropogénicos, entre los que se incluyen la erosion de las
rocas, emisiones volcanicas y descargas de fuentes termales y actividades como la
mineria, la fundicion, el uso de pesticidas, herbicidas, preservantes de madera y aditivos
de alimentos gue contienen As (Zhu y Rosen, 2009; Zhao y col., 2010). Las especies de
As lll son de gran preocupacion ambiental teniendo en cuenta su combinacién de alta
movilidad y toxicidad, en comparacion con las especies pentavalentes, que pueden ser
mas facilmente absorbidas y retenidas por diferentes superficies (Litter y col., 2010; Litter,
2010).

La presencia de elevadas concentraciones de As en suelos y agua de bebida, y por lo
tanto, en algunos alimentos, afectan a millones de personas (Abernathy y col., 2003).
Entre las areas con mayor poblacion y extension geogréafica implicadas, se destacan en
Asia el Golfo de Bengala en Bangladesh y noreste de la India (Rahman y col., 2001;
Bhattacharyya y col., 2003), Mongolia Interior en China (Guo y col., 2001), Taiwan y
Vietham (Smedley y Kinniburgh, 2002). En América esta problematica abarca en
Norteamérica el oeste de Estados Unidos (BEST, 2001) y México (Rodriguez y col.,
2004); y en Sudamérica a Argentina, Chile, Bolivia y Pert (Fernandez Turiel y col., 2005).

La contaminacién de los recursos hidricos subterraneos y superficiales en Ameérica

Latina por As tiene el mismo orden de importancia que en el sureste de Asia, donde se
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han realizado diversos estudios, especialmente durante las Ultimas dos décadas. Sin
embargo, muy pocas publicaciones reflejan el problema en nuestro continente, donde la
contaminacién por As se conoce desde hace alrededor de 100 afos (Bundschuh y col.,
2010). La presencia de elevados niveles de As en aguas subterrdneas de extensas
regiones de nuestro pais, tiene su origen en la actividad volcénica en la Cordillera de Los
Andes, que tuvo como consecuencia la aparicibn de terrenos arseniferos. La regién
afectada es una de las mas extensas del mundo, abarca aproximadamente
1.10° km? (Smedley y Kinniburg, 2002; Farias y col., 2003) y comprende las provincias de
Cérdoba, La Pampa, Santiago del Estero, San Luis, Santa Fé, Buenos Aires, Chaco,
Salta, Jujuy, Tucuman, San Juan y Mendoza. En la provincia de Cérdoba, la llanura
sudeste es la mas afectada (Pérez-Carrera y Fernandez-Cirelli, 2005; 2010).

Se estima que en nuestro pais, la poblacién expuesta al consumo de agua con elevado
contenido de As es de 2.000.000 de habitantes (Pérez-Carrera y Fernandez-Cirelli, 2007).
La OMS (Organizacién Mundial de la Salud) y la US EPA (Agencia de Proteccion de la
Salud de los Estados Unidos) establecen un nivel permitido de As en aguas de bebida de
0,01 mg I'*. Por su parte, en nuestro pais, la DIPAS (Direccion Provincial de Agua y
Saneamiento de C6rdoba) también adoptd en el afio 2006 el mismo valor aceptable de As
en agua (http://www.lavoz.com.ar/nota.asp) y el CAA (Codigo Alimentario Argentino)
plantea que para aquellas regiones del pais con suelos de alto contenido de As, se
establece un plazo de hasta 5 afios para adecuarse al valor de 0,01 mg I"* (Articulo 982,
Resol. Conj. SPRYRS y SAGPyA N° 68/2007 y N° 196/2007). En muchos casos la
concentracion de As a la que estad expuesta la poblacidn, considerando la ingesta de
aguas y alimentos contaminados, excede estos niveles permitidos. El contenido de As
varia ampliamente. En la llanura Chaco-Pampeana, una de las mas grandes regiones con
altos niveles de As en aguas subterrdneas, las concentraciones encontradas variaron
entre 0,001 a 5,3 mg I* (Farias y col. 2003; Gonzélez y col., 2003; Pérez-Carrera y
Fernandez Cirelli, 2004; 2005), mientras que en la provincia de Santiago del Estero se
han reportado valores de 14,9 mg I* (Bhattacharya y col., 2006).

El problema radica en que el agua subterranea también se utiliza para el riego de
cultivos, por lo que los alimentos también son una fuente de contaminacion, respecto de lo
cual no hay practicamente registros en nuestro pais (Farid y col.,, 2003). La FDA
(Administracion de Drogas y Alimentos Estadounidense) no tiene actualmente ningln

nivel de tolerancia para As en alimentos. No hay ninguna legislacién en vigor para As en
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productos alimenticios dentro de la Unidon Europea sino que cada pais tiene su propia
legislacion y es restringido a ciertos productos (ARSLAND), pero segun diferentes
regulaciones (Reino Unido, Jap6n) se establece un maximo de 1 mg kg™ de peso fresco
de As como limite superior permitido para frutas, granos y vegetales (Mitchel y Barr,
1995). En nuestro pais, el CAA establece un limite genérico de 0,1 mg kg* para los
alimentos liquidos y 1 mg kg™ para los alimentos sélidos.

Se han observado efectos severos sobre la salud humana por ingesta de agua
contaminada con As por largos periodos (Litter, 2010), asociandose a una variedad de
enfermedades que incluyen céncer y diabetes (Tseng y col.,, 2002; Tchounwou y col.,
2004). En Argentina, cobra importancia el Hidroarsenicismo Cronico Regional Endémico
(HACRE), enfermedad que caracteriza por lesiones en la piel y que puede llevar a
desarrollar un tipo particular de cancer en dicho érgano (Astolfi y col., 1981; 1982). En
Cérdoba, esta enfermedad se conoce desde hace muchos afos, y fue reconocida como
endémica (Pérez-Carrera y Fernandez-Cirelli, 2010). Sin embargo, las investigaciones
realizadas, han relacionado a dicha enfermedad con los niveles de As total en el agua de
bebida, existiendo muy pocos estudios sobre los contenidos en forrajes, cultivos y
animales (Pérez-Carreray Fernandez-Cirelli, 2007).

En este sentido, resulta necesario no so6lo evaluar el efecto del As sobre el desarrollo
de las plantas por su relacién con la produccion de los cultivos, considerando la
importancia de las producciones de oleaginosas y cereales en nuestra provincia, sino
también su acumulacién en tejidos y mas particularmente en granos, ya que éste podria
ser transferido a la cadena alimentaria. Ademas, dados los efectos que causa este
metaloide en la salud y los altos niveles de As encontrados en aguas y suelos de la region
central de nuestro pais, la decontaminacion del mismo constituye una importante

problematica regional que debe ser abordada.

1.2 LOS SISTEMAS BIOLOGICOS COMO ALTERNATIVA DE REMEDIACION

La remediacibn de compuestos téxicos mediante el uso de sistemas biolégicos
(biorremediacion, fitorremediacion, rizorremediacion), representa una manera econémica
y eficiente de decontaminar sitios con altos niveles de sustancias toxicas (Khan, 2004). La
rizorremediacion fusiona la fito y la biorremediacion y se presenta como una de las

aproximaciones mas promisorias en los ultimos afios (Gerhardt y col., 2009). Esta técnica
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consiste basicamente en promover el crecimiento de los microorganismos de la rizosfera
(porcion de suelo intimamente asociada a las raices de los vegetales), ya que las raices
ofrecen un soporte fisico y numerosos nutrientes, a través de sus exudados
(Schwitzguebel y col., 2006). Por lo tanto, la degradacién de varios contaminantes es
mayor en suelos con vegetacion, y mas aun en la rizésfera (Schwitzguebel y col., 2006).
Ademads, los microorganismos, dada su gran diversidad y versatilidad metabdlica, pueden
degradar o transformar una diversidad de compuestos sin la generacién de intermediarios
téxicos (Furukawa, 2003). Se asume que las interacciones planta-microorganismo no sélo
serian extremadamente benéficas para ambos, sino que también resultan ambientalmente
importantes, permitiendo un manejo sustentable de los recursos naturales.

Las bacterias rizosféricas que promueven el crecimiento y/o desarrollo vegetal son
denominadas PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), y pueden hacerlo por
métodos directos (Plant Growth Promoting Bacteria o PGPB) o indirectos (biocontrol-
PGPB) (Bashan y Holguin, 1998). Un tercer grupo denominado PSHR (Stress
Homeostasis Regulating Bacteria), involucra a los microorganismos capaces de promover
el crecimiento de la planta frente a condiciones de estrés abibtico (Cassan y col., 2009).
Actualmente, en relacién a la respuesta a estrés abidtico se plantea que, parte de la
capacidad de las especies vegetales de tolerar condiciones de estrés abidtico (entre las
gue se podria incluir la exposicion a As), podria depender de su capacidad de establecer
y mantener asociaciones efectivas con rizobacterias promotoras del crecimiento o
reguladoras de la homeostasis bajo estas condiciones desfavorables. De alli, que la
inoculacién con bacterias usualmente empleadas para la formulacién de inoculantes,
pueda resultar satisfactoria para la respuesta de las plantas frente a As y constituir una
posible estrategia para lograr mejores resultados en rizorremediacion, evitando quizas la

traslocacion del metal a la planta.

1.3 INCORPORACION, TRANSPORTE Y METABOLISMO DE As EN PLANTAS

Como se menciond anteriormente, ademas de los altos niveles de As en aguas a los
gue esta expuesta la poblacion, otras posibles vias de entrada de As surgen del consumo
de alimentos que han sido regados con aguas contaminadas (Meharg y Hartley-Whitaker,
2002). Esto podria resultar en la contaminacion tanto de los cultivos (Williams y col., 2007;

Meharg y col., 2009) asi como del ganado y sus productos (Pérez-Carrera y Fernandez-
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Cirelli, 2005; 2007), revistiendo una problemética para la salud tanto humana como
animal.

Para poder estimar dichos riesgos es esencial comprender cémo el metaloide es
absorbido por las plantas y posteriormente transformado, ya que los suelos, sedimentos y
lodos contaminados con As son las principales fuentes de contaminacion de la cadena de
alimentos y del suministro de agua (Frankenberger, 2002). De esta forma, seria posible
desarrollar estrategias de mitigacion contra esta contaminacion extendida en la cadena
alimenticia.

Algunas especies vegetales presentan una variacion fenotipica en respuesta a las
especies de As, lo que nos ayuda a comprender su toxicidad y la forma en que las plantas
han desarrollado resistencia al metaloide (Zhao y col., 2010). Este conocimiento podria
utilizarse, por ejemplo, para producir variedades de plantas que sean mas resistentes a
As o0 gque reduzcan su absorcidn (Meharg y Hartley-Whitaker, 2002).

En este sentido, el coeficiente o factor de transferencia planta-suelo para As (FT As,
alternativamente llamado factor de concentracion) va de 0,01 a 0,1 (Kloke y col., 1984); y

se define segun Warren y col. (2003) como:

FT As = concentracion de As en el cultivo (mg kg™)

concentracion total de As en suelo (mg kg™)

Teniendo en cuenta que en ambientes contaminados las concentraciones de As en
suelo pueden llegar a cientos o miles de mg kg™ (Kabata-Pendias y Pendias, 1992; IARC,
2004), se sugiere que, en un suelo con 200 mg kg™ de As y un FT de 0,1 puede resultar
un cultivo con mas As que el limite establecido de 1 mg kg™ en alimentos (Warren y col.,
2003).

Las plantas varian considerablemente en su capacidad de acumular As. Las
concentraciones de As en parte aérea de plantas creciendo en suelos no contaminados
son tipicamente menores a 1 mg kg™ de peso fresco (Kabata-Pendias y Pendias, 1992),
menos de una décima parte de la concentracion de As en la tierra (esto es un FT < 0,1).
Las plantas con estos bajos FTs son llamadas exclusoras, dada su resistencia a la
incorporaciéon y, mas importante, traslocacion restringida de As de raiz a tallo (Zhao y col.,

2010). En el otro extremo, las hiperacumuladoras de As son capaces de acumular mas
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del 2% de As en la parte aérea, con FTs que usualmente exceden 1 (Ma y col., 2001;
Zhao y col., 2009).

Por lo tanto, la alta absorcidon de As por plantas de cultivo, puede ser un problema de
seguridad alimentaria. Un ejemplo de ello es el arroz (Oryza sativa), cultivo capaz de
incorporar As de los suelos donde se desarrolla. Esto lleva a la acumulacion en sus
granos a concentraciones que pueden suponer un riesgo para la salud de las personas
gue consumen grandes cantidades de éste cereal en su dieta (Williams y col., 2007; Zhu y
col., 2008).

1.3.1 Incorporacién de As

El As es incorporado por las plantas por las vias de transporte de nutrientes esenciales
de forma inadvertida, sin embargo, por ser un elemento no esencial y téxico, es
detoxificado por diferentes mecanismos. Tanto la via de incorporacién como las formas de
detoxificacion varian segun el estado i6nico en el que se encuentra el metaloide.

El arseniato (As V) es la principal especie de As encontrada en suelos aerobios (Zhao
y col., 2009). La mayoria del acido As (Hs;AsO,) se disocia como oxianiones H,AsO,* o
HAsO,? bajo condiciones normales de pH (pH 4-8), y son analogos que se corresponden
con iones fosfatos (Zhao y col., 2009; 2010). Por lo tanto, el arseniato es confundido por
su analogia con el fésforo (P), uno de los elementos esenciales requeridos para el
desarrollo vegetal, y es incorporado por las raices via transportadores de fosfatos (Abedin
y col.,, 2002; Rausch y Bucher, 2002; Bucher, 2007). EI mecanismo involucra el co-
transporte con protones, segun la estequiometria de al menos 2 H* por cada H,AsO,? o
H,PO,* (Ullrich-Eberius y col., 1989). Esto se puso en evidencia a través de estudios
fisiolégios y electrofisiolégicos mostrando una potente inhibicibn del fosfato en la
incorporaciéon de arseniato (Ullrich-Eberius y col., 1989; Abedin y col., 2002), como en el
caso de Arabidopsis donde altos niveles de fosfatos aumentaron la tolerancia a As (V)
(Dhankher y col., 2006). Ademés, diferentes reportes mostraron que mutantes de A.
thaliana defectivos en transportadores de fosfato, fueron mas tolerantes al arseniato (Shin
y col., 2004; Gonzéalez y col., 2005; Catarecha y col., 2007). De hecho, algunos de estos
mutantes fueron identificados en base a una blsqueda de toxicidad a arseniato (Gonzalez
y col., 2005; Catarechay col., 2007).
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El arsenito (As Ill) es la especie dominante en ambientes reductores; la reduccion de
arseniato a arsenito puede ocurrir muy facilmente a potenciales redox intermedios (Zhao y
col., 2009). En contraste con el arseniato, el acido arsenioso (Hs;AsOz, pKa = 9,2; 12,1y
13,4) se encuentra mayormente no disociado en condiciones de pH normales (>94% no
asociado a pH <8.0) (Zhao y col., 2010).

El arsenito es transportado e incorporado por las raices de las plantas en la forma
neutral As(OH); a través de los canales de acuagliceroporinas (Tripathi, 2007); que
consisten en canales que conducen agua, glicerina y pequefios solutos sin carga
(Bhattacharjee y col., 2008).

1.3.2 Transporte y metabolismo

Luego de la incorporacion de arseniato por las raices, algo del mismo se pierde de las
células via eflujo al medio externo (Xu y col., 2007). EI mecanismo no se conoce, pero
podria ser similar al de eflujo de fosfato que es a través de canales aniénicos (Mimura,
1999). En cuanto a los mecanismos de eflujo de arsenito, éstos aun no han sido
elucidados (Zhao y col., 2009).

Una vez incorporado, el As V es reducido a As lll, reaccion catalizada por arseniato
reductasas, miembros de la superfamilia de proteinas tirosin fosfatasas (PTPasa)
(Mukhopadhyay y Rosen, 2002). La mayoria de las plantas tienen una alta capacidad de
reduccion de arseniato y el As se encuentra presente predominantemente en el estado de
oxidacion As Ill, aun cuando las plantas han sido expuestas a arseniato (Dhankher y col.,
2002; Xu y col., 2007).

El arsenito presente en las células radicales debe ser detoxificado por alguna via, de
forma contraria afectaria el metabolismo vegetal. Las plantas desencadenan diferentes
mecanismos de homeostasis en respuesta a metales toxicos, entre ellos el As, e incluyen
sistemas de transporte en compartimientos especificos, exclusion de los mismos y
sintesis de ligandos que disminuyen la toxicidad de ciertos elementos (Vazquez y col.,
2009). En particular, las fitoquelatinas (PQs) han demostrado tener un rol crucial en la
detoxificacion y homeotasis de metales pesados y metaloides en plantas (Cobbett y
Goldsbrough, 2002).

Las PQs son sintetizadas a partir de glutation (GSH) por la enzima PQ sintasa. En

algunas legumbres, como es el caso de soja (Glycine max), el GSH es reemplazado por
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homoglutation o GSHh (B-Ala sustituida por Gly) y los correspondientes péptidos
guelantes de metales sintetizados a partr de GSHh, se los conoce como
homofitoquelatinas (hPQs) (Vazquez y col., 2009). Las leguminosas sintetizan hPQs
ademés de PQs durante el estrés frente a As (Grill y col., 2006; Gupta y col., 2009), y
tanto las PQs como las hPQs forman complejos con metal(oides) a través de los grupos
sulfhidrilos de las cisteinas. Estos complejos PQ/hPQ-metal atraviesan el tonoplasto y son
subsecuentemente compartimentalizados en vacuolas por proteinas homélogas de
multiresistencia a drogas (Tommasini y col., 1998; Guo y col., 2001).

La movilidad del As desde las raices al tallo varia entre las diferentes especies (Zhu y
Rosen, 2009) y la incorporacion del As al xilema no es del todo conocida. Solo se ha
identificado un gen que codifica una proteina de eflujo, Lsi2, que es responsable del
transporte de arsenito al xilema (Ma y col., 2006), sugiriendo que el As es traslocado
principalmente en la forma As Il (Xu y col., 2007; Su y col., 2008).

El arsenito puede seguir la via de metilacion para dar monometilarseniato (MMAs(V)),
dimetilarseniato (DMAs(V)), y trimetil oxido de arsina (TMAO(V)) (Wu y col., 2002; Zhao y
col., 2009), producto final que puede volatilizarse (Zhu y Rosen, 2009).

En la Fig. 1 se pueden observar algunos de los aspectos mencionados en esta

seccion.
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Figura 1) Diagrama esquematico simplificado del transporte y metabolismo de As en plantas.
Las lineas punteadas delgadas indican el flujo relativo. Se asume que los transportadores para la
incorporacion de As dentro de las células foliares son similares a los encontrados en raiz, pero hay
poco conocimiento sobre sus identidades. Tomado de Zhao y col. (2010).

Referencias: GSH: glutation, PCs: fitoquelatinas, As(lll)-thiols: complejo As lll-tiol, AR: arseniato
reductasa, MMA: monometilarseniato, DMA: dimetilarseniato, TMAOQ: trimetil oxido de arsina, TMA:

trimetilarsina.

1.4 INCORPORACION, TRANSPORTE Y METABOLISMO DE As EN BACTERIAS

Las interacciones entre los microorganismos y los iones metélicos han sido divididas
en distintos procesos: interacciones extracelulares y con la pared celular, e intracelulares.

Las principales interacciones extracelulares entre bacterias y metales son la
movilizacién e inmovilizaciébn de éstos, la produccion de polimeros extracelulares y la
liberacion de sideréforos (Suarez y Reyes, 2002).

La bioadsorcion es la propiedad de los microorganismos de inmovilizar y concentrar
metales en soluciones acuosas (Lopez y col., 2000). Esto es el resultado de la presencia
de polimeros estructurales (compuestos principalmente por polisacaridos) y extracelulares
con un alto contenido de grupos funcionales cargados negativamente (polianiones), los
cuales son capaces de interaccionar con los metales, atrapandolos dentro de su
estructura (Ford y Mitchell, 1992; Chen y col., 1995). Esta interaccion tiene implicancias

ecoldgicas y practicas muy importantes, ya que puede mediar la fijacion de metales a las
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particulas de arcilla en el suelo, con las consecuentes alteraciones en los cultivos
agricolas, intervenir en algunos pasos de los ciclos biogeoquimicos de los elementos,
alterandolos, e inmovilizar los metales téxicos de efluentes liquidos, reduciendo su
biodisponibilidad (Suérez y Reyes, 2002).

Las interacciones a nivel intracelular comienzan una vez que el metal(oide) ha sido
incorporado (bioacumulacion), sufriendo transformaciones enzimaticas y/o induccion de la
sintesis de proteinas acomplejantes. En procariotas y en eucariotas unicelulares, el
arseniato y el arsenito ingresan a la célula a través de transportadores de fosfato y
acuagliceroporinas, respectivamente (Zhao y col., 2009; 2010).

Las bacterias han desarrollado diferentes mecanismos de resistencia a As, que pueden
dividirse en 2 categorias basicas: las que consisten en reacciones redox que conservan la
energia ganada para el crecimiento celular y las reacciones de detoxificacion por los
genes presentes en el operdn ars (Mukhopadhyay y col., 2002; Oremland y col., 2005).
Este ultimo ha sido méas estudiado y por lo tanto el mecanismo regulatorio es mejor
conocido. La resistencia a As en bacterias, se encuentra bajo control de genes localizados
en el operdn ars. Este operén usualmente contiene 3 genes: ars R, B y C, codificando 3
proteinas: Ars R es un represor que actla en trans, censa As lll y controla la expresion de
Ars B y Ars C; Ars C codifica una reductasa que reduce As V a As Il utilizando glutation
(GSH) como agente reductor; y Ars B expulsa As lll de las células funcionando como un
antiporte As(OH)s-H™ (Tripathi y col., 2007). En algunas bacterias, el operdn ars contiene 5
genes: ars R, D, A, By C, que codifican 2 proteinas adicionales, Ars A es una ATPasa
gue se une a Ars B y convierte a la proteina transportadora de As lll en una bomba ATP
de expulsion de As lll al exterior; Ars D exhibe una actividad débil de represor
transcripcional (Rosen, 2002).

La transformacion y volatilizacibn de As también se ha descripto para bacterias
(Bentley y col, 2002; Quin y col., 2006). La enzima Aslll-S-adenosilmetionina
metiltrasferasa (ArsM) se encuentra en el operén ars RM y es la responsable de la
metilacion secuencial de As Ill hasta 6xido de trimetilarsina, que finalmente es oxidado a
trimetilarsina y volatilizado (Quin y col., 2006).

En la Fig. 2 se puede observar un diagrama del metabolismo de As en bacterias.

10
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Figura 2) Método de detoxificacion de As en bacterias. Tomado de Tripathi y col. (2007).
Referencias: GSH: glutation, MMA: monometilarseniato, DMA: dimetilarseniato, TMAO: trimetil

6xido de arsina, TMA: trimetilarsina.

1.5 INTERACCIONES EN LA RIZOSFERA Y BIODISPONIBILIDAD DE As

Como ya se menciono, diferentes procesos quimicos y biolégicos que ocurren en la
rizosfera pueden interferir en la especiacion de As y su biodisponibilidad para las plantas.

El metabolismo de los microorganismos del suelo influye en el ciclo biogeoquimico del
As, afectando tanto su especiacibn como su toxicidad por producir cambios en la
movilidad y disponibilidad de As para las plantas. Por ejemplo, los microorganismos
pueden sintetizar quelantes y sideréforos, reducir el pH del suelo y/o solubilizar complejos
gque forman los metales con diferentes componentes del suelo, modificando de esta forma,
la eficiencia de los procesos de acumulacion (Cavalca y col., 2010).

Tanto las bacterias arseniato-reductoras como las arsenito-oxidantes, se encuentran
en el suelo. La reducciéon microbiana del arseniato ocurre mediante dos mecanismos
principales: reduccion desasimiladora, donde el arseniato sirve como aceptor terminal de
electrones durante la respiraciéon anaerdbica y la detoxificacion, donde el arseniato es
reducido a arsenito y bombeado fuera de las células microbianas.

En suelos aerobios, el arsenito es oxidado rapidamente a arseniato, ya sea por

reacciones quimicas con O0xido de manganeso 0 por los microbios arsenito-oxidantes.
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Ademds, como ya se menciong, tanto las plantas como los microorganismos son capaces
de expulsar arsenito. Por lo tanto, el arseniato y el arsenito pueden coexistir en la
vecindad de las raices generalmente bajo condiciones aerdbicas. Asi el suelo, las raices
de las plantas y los microorganismos son capaces de participar constantemente en el
ciclo de reduccién-oxidacion de arseniato-arsenito (Zhao y col., 2009; 2010).

Debido a ello, las bacterias As-resistentes no solo tienen un rol importante en el control
de la especiacion y biodisponibilidad del As, sino que también pueden tener importantes
aplicaciones en las estrategias de biorremediacién (Valverde y col., 2011).

Sin embargo, poco se conoce sobre el efecto del arseniato y arsenito sobre los
diferentes cultivos que se encuentran presentes en las diferentes regiones arseniferas de
nuestra provincia, ni cémo la presencia de los microorganismos rizosféricos podria afectar

el ciclo biogeoquimico y la biodisponibilidad de As para los mismos.

1.6 LA INTERACCION RIZOBIO LEGUMINOSA

En la atmésfera terrestre hay una abundante disponibilidad de nitrégeno (N), 80% en la
forma molecular N,. Esta forma debe ser transformada para ser empleada por la mayoria
de los organismos vivos. La capacidad de fijar N o diazotrofia es exclusiva de los
procariotas, y las bacterias lo asimilan por el proceso de fijacion biolégica de nitrégeno
(FBN). EI mismo reduce el N gaseoso a especies de N biolégicamente disponibles (NH,"),
por intermedio del complejo enzimético de la nitrogenasa (Lloret y Martinez-Romero,
2005; Perticari, 2006).

La simbiosis rizobio-leguminosa es muy importante desde un punto de vista
agronOmico y se establece entre bacterias Gram negativas fijadoras de nitrégeno,
englobadas bajo el término rizobios, y las raices de las leguminosas. Estas bacterias
heterétrofas se asocian en estructuras nodulares fijadoras de N,, contribuyendo de
manera fundamental a la fertilidad del suelo, a la produccién de alimentos para el hombre
y animales y a la reduccion del uso de fertilizantes nitrogenados (Frioni, 1999).

En cuanto a las leguminosas o Fabaceas comprende una familia amplia, que incluye
plantas de importancia econémica como la soja, el trébol, la alfalfa, mani, poroto, vicia,
entre otras y se caracterizan por poseer semillas dentro de una vaina (Madigan y col.,

2004; Bianco y col., 2006). Esta familia de plantas con semillas dicotiledéneas ocupa el
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tercer lugar en numero de especies, con 650 géneros y mas de 18.000especies
descriptas (Allen y Allen, 1981).

Los rizobios son bacilos Gram negativos que pueden encontrarse aislados o de a
pares, generalmente moviles en cultivos frescos, por flagelos peritricos, polares o
subpolares. La mayoria de las cepas producen abundantes polisacaridos extracelulares
mucilaginosos, de compaosicion variable segun la cepa y el medio de cultivo (Frioni, 1999).

La filogenia del gen rrs (RNA ribosomal 16S en procariontes) agrupa a los rizobios
dentro de la division Proteobacteria, mayoritariamente en a-Proteobacteria con siete
géneros: Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium,
Azorhizobium,Alorhizobium, Methylobacterium y Devosia, y en (3-Proteobacteria con dos
géneros recientemente descritos Burkholderia y Wautersia. Bradyrhizobium es el género
de rizobio de crecimiento lento (con tiempos de generacién que oscilan entre 6 y 8 horas)
y probablemente el mas antiguo (Lloret y Martinez-Romero, 2005).

El proceso de provisién de N a la planta mediante la simbiosis incluye dos procesos
principales: el proceso de infeccién y nodulacion y el proceso de FBN.

La FBN se da con la formacién de nuevos 6rganos en las raices denominados nédulos,
estructuras especializadas dentro de las cuales se realiza el proceso de transformacion
del N,. La formacién de nédulos comienza cuando las leguminosas secretan compuestos
especificos que atraen a los rizobios, entre los que se encuentran los flavonoides, y en
respuesta a ellos las bacterias activan una serie de genes implicados en la nodulacion
(Lloret y Martinez-Romero, 2005; Perticari, 2006).

Los genes microbianos que dirigen las etapas especificas de la nodulacién en
leguminosas, se denominan genes nod. Muchos de ellos estdn muy bien conservados y
se transmiten mediante plasmidos de gran tamafio denominados plasmidos sym, que
ademas de poseer los genes de nodulacidn, contienen genes de especificidad que
restringen a una cepa a una determinada planta hospedadora (Madigan y col., 2004). En
el caso de Bradyrhizobium los genes de simbiosis son cromosomales y se encuentran
agrupados en un fragmento de alrededor de 400 Kb que podria ser movil (Gottfert y col.,
2001).

El primer paso en la formacion de nddulos es la adherencia de la bacteria a la planta.
Después de la union y debido a la accién de lipoquitooligosacaridos secretados por los
rizobios, conocidos como factores de nodulacion (factores Nod), los pelos radicales se

curvan (Lerouge y col., 1990). Las bacterias penetran los pelos radicales y se induce la
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formacioén por parte de la planta del canal de infeccidn. El proceso de adhesion e infeccién
es muy rapido y requiere que una cantidad determinada de rizobios estén presentes a
medida que emergen los pelos radiculares.

A continuacién la infeccién alcanza a las células corticales de la raiz adyacentes a los
pelos radicales, las bacterias proliferan dentro del parénquima de las células huésped y
los factores Nod estimulan la division de las células vegetales, produciendo finalmente el
nodulo. Los rizobios sufren cambios morfoldgicos, bioquimicos y fisiolégicos, dando lugar
a células pleomorficas llamadas bacteroides que se caracterizan por ser inmoéviles y no
sufrir division. Los bacteroides quedan separados del citoplasma por una membrana
derivada de la planta hospedadora, llamada membrana peribacteroidal (Frioni, 1999;
Madigan y col., 2004; Perticari, 2006).

La fijacién de N no se inicia hasta que se han formado los bacteroides. La nitrogenasa,
enzima que cataliza la reduccién de N, a NHa;, se localiza en el interior de las bacterias
fijadoras de nitrégeno (Maddoni y col., 2004) y se inactiva en presencia de oxigeno (Zehr
y col.,, 1993). Durante el proceso de simbiosis, la planta también expresa proteinas
especificas del nodulo llamadas nodulinas, entre ellas la leghemoglobina. Esta es una
hemoproteina que se une especificamente al O, y lo libera a bajas concentraciones, de
esta forma provee la cantidad suficiente para el metabolismo de los bacteroides sin dafar
el funcionamiento de la nitrogenasa. Esta proteina se localiza en el citosol de las células
de la planta infectadas, y confiere color rojo o rosado a los nodulos funcionales, los
nodulos no fijadores generalmente son blancos en su interior (Frioni, 1999; Perticari,
2006).

Los bacteroides dependen totalmente de la planta para obtener la energia necesaria
para la FBN. El primer producto estable que se obtiene de la fijacién es el amonio, que en
el caso de soja es asimilado en forma de alanina y luego exportado via xilema a las hojas
como ureidos. Los nodulos se nutren de fotoasimilados via floema (Perticari, 2006).

En el caso particular de soja, leguminosa objeto de estudio en el presente trabajo, se
ha visto que en condiciones ideales de expresion de la simbiosis, la nodulacién comienza
a visualizarse entre los 3 a 5 dias y la actividad de fijacion desde los 10 a 15 dias de
emergencia. Los valores de N fijjados son bajos desde los estadios vegetativos hasta
comienzos de floracion, de ahi en adelante se registra la mayor actividad, situandose los
maximos niveles de fijacion en los estadios reproductivos. Wilson y Umbreit (1973)

reconocieron 3 estadios de fijacion durante el ciclo de la soja; en el primer estadio (hasta
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pre-floracion) la nutricion del cultivo esta ligada mayormente a la absorcion de nitratos del
suelo (actividad nitrato reductasa predominante en la planta). En el segundo estadio, la
actividad de FBN es detectada con incrementos marcados de la actividad nitrogenasa, en
esta fase que coincide con el periodo de floracion-llenado de vainas, los ndodulos
transfieren 80-90% del N fijado a la planta. En el estadio final (desarrollo de semillas), los
nodulos se tornan senescentes ante un cambio en la prioridad de destinos, y el N de los
o6rganos vegetativos es movilizado y redistribuido a los érganos reproductivos. La
transferencia de N de los nédulos alcanza un maximo durante este estadio (Maddoni y
col., 2004).

1.7 LA SIMBIOSIS SOJA-B. japonicum Y SU IMPLICANCIA EN LA REMEDIACION
DE As

No hay dudas de que la soja (Glycine max) constituye un cultivo de importancia en
nuestro pais y region. La superficie cultivada crecié significativamente entre las camparfas
1990/91-2001/02 y continud haciéndolo con el paso de los afios. En la campafia 2010-
2011 llego a los 18,7 millones de hectareas, con una produccion estimada en 49 millones
de toneladas (http://www.siia.gov.ar). El Cono Sur se ha constituido en un importante
productor, procesador y exportador de granos, aceite y harina de soja, donde las
exportaciones representan mas de un 96% de la produccién (Revista Agromercado,
2006).

Dado que la soja presenta una alta acumulacion de proteinas en sus semillas, se
convierte en el cultivo con la mayor demanda de N y la menor produccién de biomasa de
semilla por fotoasimilado producido (Perticari, 2006), y se conoce que debe incorporar en
su rendimiento bioldgico 80 kg N ha™ para producir cada tonelada de grano (Andrade y
col., 2000). En su caracter de leguminosa, puede cubrir estos requerimientos de N a partir
del aporte de N del suelo por la mineralizacion de N orgénico o, como ya hemos tratado,
por medio de la FBN.

Por el método denominado inoculacion se agregan artificialmente rizobios
seleccionados sobre la semilla o el suelo. El producto bioldgico desarrollado para este fin

se denomina inoculante.
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Las cepas mas eficientes son las que producen mayor cantidad de nédulos medianos y
grandes, siendo rojos en su interior, ubicados en raiz primaria y con rapida y prolongada
fijacion. En cambio, los rizobios menos eficientes producen nédulos mas pequefios,
ubicados en raices secundarias y tienden a paralizar la FBN en etapas mas tempranas
(floracién). Los biotipos ineficientes producen ndédulos pequefios, no tienen presencia
visible de leghemoglobina y son blancos en su interior desde etapas muy tempranas.
Estos no realizan la FBN y son considerados cepas parasitas (Perticari, 2006).

La tasa de adopcién de la técnica de inoculacién se puede considerar alta en nuestro
pais (Gonzélez, 2007); estimaciones de la tasa de fijacion de N en localidades del centro y
norte de la regidén productora de soja, indican que entre el 26 y el 71% del nutriente
acumulado procede de la FBN (Collino y col., 2007). Como la soja ha sido introducida en
Argentina y su simbionte no estaba presente en los suelos, la aplicacién de rizobios a este
cultivo ha sido una practica generalizada (Benintende, 2010). En particular la cepa E109
de Bradyrhizobium japonicum fue seleccionada como la méas apropiada para las
formulaciones de inoculantes de soja en Argentina, por el IMYZA (Instituto de
Microbiologia y Zoologia Agricola) y el INTA (Instituto Nacional de Tecnologia Agricola),
luego de un programa de seleccion iniciado en 1980, con numerosos ensayos en
diferentes areas productivas (Cassan y col., 2009). La legislacion vigente en Argentina
establece que la concentracion estandar exigida en los inoculantes es de 10° UFC g™ o
ml™* de soporte a la fecha de elaboracion. El inoculante debe proveer como minimo 8.10*
rizobios sobre cada semilla de soja hasta la fecha de vencimiento del producto (SAGyP,
Res. 310/94).

En este marco, la soja constituye uno de los principales cultivos de la provincia de
Cérdoba; ya que se trata de una planta que se adapta perfectamente a las caracteristicas
edaficas y climaticas de nuestra zona, en la cual se han registrado niveles crecientes de
As en suelos y principalmente, en agua. También se sabe que la aplicacion de inoculantes
formulados en base a B. japonicum E109 es una préctica comun. Existe un creciente
interés en el uso de leguminosas asociadas a microorganismos para biorremediacion
(Carrasco y col., 2005; Dashti y col., 2009; Khan y col., 2009). Este sistema presenta
varias ventajas para tal fin debido al uso combinado de microorganismos y leguminosas.
Ademas, la interaccion rizobio-leguminosa mejora la disponibilidad de nitrdgeno en suelo
(Lafuente y col., 2010).
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Las leguminosas son usualmente utilizadas con fines de re-vegetacion y remediacion
de xenobidticos ya que, estas especies vegetales aparecen naturalmente como pioneras
frente a otras en sitios contaminados (Carrasco y col., 2005; Reichman, 2007) e incluso
presentan caracteristicas agronomicas favorables como buen desarrollo radicular y
biomasa. También rizobios libres son comUnmente encontrados en suelos con altas
concentraciones de As (Macur, 2001; Carrasco y col., 2005) lo que ha permitido proponer
a la interaccibn Rhizobium-leguminosa como una interesante herramienta para la
remediacién de suelos contaminados con As (Carrasco, 2005; Reichman, 2007). En este
sentido, resulta importante determinar el impacto de los contaminantes del suelo sobre la
interaccion simbidtica. Es poco conocido el efecto del As sobre la fisiologia de las
plantulas de soja, la simbiosis soja-Bradyrhizobium y la formaciéon de ndédulos y si la
presencia de éste microorganismo en la rizésfera de leguminosas provoca algun tipo de
cambios sobre la toxicidad del As para estas plantas. Por esta razén, el potencial uso de
rizobios como bacterias promotoras del crecimiento bajo condiciones de altos niveles de
As, resulta una nueva e interesante area de investigacion, mas aun cuando aguas con
alto contenido del metaloide estan siendo usadas para riego de este cultivo de gran
importancia socio-econémica tanto en nuestra zona como en el pais. Por todo ello, se

plantean a continuacion la hipétesis y objetivos del presente trabajo.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1 HIPOTESIS DE TRABAJO
La exposicidn de soja frente a As constituye un riesgo para la salud animal y humana
por su potencial acumulacion en los tejidos y/o granos y la consecuente transferencia a la
cadena alimenticia. La interaccién con Bradyrhizobium japonicum E109 puede modificar la
respuesta de las plantas frente a la presencia de altos niveles del metaloide, resultando

en una potencial fuente de aplicacion como sistema de rizorremediacién in-situ.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Analizar la respuesta de plantulas de soja frente a As y comparar la respuesta de las
mismas cuando son inoculadas con B. japonicum E109, evaluando el efecto del metaloide
sobre la interaccion con el simbionte. Caracterizar la tolerancia frente a As de B.

japonicum E109.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.3.1 Estudio del sistema vegetal

@ Caracterizar la tolerancia de soja frente a arseniato y arsenito mediante evaluacion

de su efecto sobre la germinacion y desarrollo en estadios tempranos.

@ Analizar las concentraciones de As residual en las soluciones hidropdénicas, una

vez desarrolladas las plantas.
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2.3.2 Estudio del microorganismo simbionte

@ Determinar la tolerancia de B. japonicum E109 frente a diferentes concentraciones
de As.

@ Estudiar cambios en la movilidad de B. japonicum E109 en respuesta al metaloide.

2.3.3 Estudio de asociacidn plantulas de soja-microorganismo simbionte

@ Evaluar el desarrollo (longitud y peso fresco) y el contenido de pigmentos de
plantulas de soja, para estudiar comparativamente la respuesta frente a As cuando las

mismas fueron no-inoculadas/inoculadas con el simbionte B. japonicum E109.

@  Analizar el efecto del As sobre la nodulacién de plantas de soja inoculadas con B.

japonicum E109.

@ Determinar la concentracion de As, tanto en raiz como en la porcion aérea, de

plantas de soja no-inoculadas/inoculadas con B. japonicum E109.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 ESTUDIO DEL SISTEMA VEGETAL

3.1.1 Material biol6égico

Semillas de soja (Glycine max), correspondientes al cultivar Don Mario DM 4670.
3.1.2 Desinfeccion de semillas

Las semillas fueron colocadas en solucién de etanol 70% durante 10 minutos, y
posteriormente en solucion de hipoclorito de sodio al 30% durante 15 minutos. Luego las
mismas fueron lavadas 3-4 veces con agua destilada estéril. Se las dejé en agitacién con
agua destilada, en oscuridad, durante toda la noche y posteriormente fueron utilizadas

para los ensayos correspondientes.
3.1.3 Pre-germinacion de semillas

Las semillas desinfectadas fueron colocadas en placas con papel de filtro y algodon
previamente embebido con 6 ml de agua destilada, en condiciones de esterilidad. Se las
colocé en oscuridad y en condiciones de temperatura controlada (25 + 2 °C), durante 1, 3

6 5 dias, segun el ensayo para el cual fueron utilizadas.

3.1.4 Ensayo de germinacién en placa y tolerancia en los primeros estadios de

desarrollo

Las semillas desinfectadas fueron colocadas a germinar en placas con papel de filtro
previamente humedecido con 6 ml de agua destilada (control) o soluciones 1, 5, 10, 25y
50 uM de arseniato y arsenito de sodio, respectivamente. Se sembraron (por
cuadruplicado) 10 semillas por placa y se las colocé bajo condiciones de oscuridad, a 25 +
2 °C. Al término de 8 dias se realiz6 el recuento de semillas germinadas y se determiné
longitud (mm) y peso fresco (mg) tanto de radicula como de hipocotilo, considerdndose

como germinadas a aquellas semillas con una radicula de mas de 3 mm.
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3.1.5 Remocidn de As en sistema hidropdnico en erlenmeyers

Se colocaron 6 semillas desinfectadas pre-germinadas de 5 dias en erlenmeyers de
250 ml, con 70 ml de soluciones que contenian 0, 5y 10 uM de arseniato y arsenito de
sodio, respectivamente, en medio Hoagland (Hoagland y Boyer, 1936) diluido Y. Las
semillas fueron incubadas en agitaciéon con régimen de fotoperiodo (16 hs de luz, 8 hs de
oscuridad) y a temperatura controlada (25 + 2 °C) durante 30 dias. Las soluciones
resultantes del medio hidroponico donde se desarrollaron las plantas constituyeron los
diferentes tratamientos. En paralelo se suplementé solucion de Hoagland con 5y 10 uM
de arseniato y arsenito de sodio, a las cuales no se les adicioné semillas y constituyeron
las soluciones control. Como se detalla posteriormente, se determinaron los niveles de As
de estas soluciones, por método espectrofotométrico mediante la técnica con
dietiltiocarbamato de plata (APHA, 2005). Se compararon los diferentes valores obtenidos

entre los tratamientos y sus respectivos controles.

3.1.6 Ensayos de tolerancia de plantulas y remocién de As en sistema

hidroponico en bolsas estériles

Para evaluar el desarrollo de plantulas de soja en presencia de As en hidroponia, se
disefid6 un sistema con soporte para las semillas, de tal forma que sélo la raiz tomara
contacto con la solucion.

El mismo consisti6 en bolsas plasticas estériles de 30 x 40 cm con papel filtro de
alrededor de 15 cm de alto en su interior, con 5 orificios para la colocacion de las semillas
pre-germinadas. Fueron adicionados en cada una de ellas 120 ml de soluciones 0, 5, 10 y
25 UM de arseniato y arsenito de sodio, respectivamente, preparadas en medio de
Hoagland. Ademas, tal como se describi6 para el ensayo anterior, en paralelo se
suplementd solucién Hoagland con 5, 10 y 25 uM de arseniato y arsenito de sodio,
respectivamente, a las cuales no se les adicioné semillas y constituyeron las soluciones
control.

Se transfirieron (por duplicado) al sistema hidropo6nico 5 semillas pre-germinadas de 5
dias que se mantuvieron bajo régimen de fotoperiodo en condiciones de temperatura
controlada (25 + 2 °C), y al término de 25 dias las plantas fueron cosechadas y separadas

en porcién aérea y radicular.
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El efecto del As sobre el desarrollo fue evaluado por la determinacién de la longitud
(cm) y peso fresco (mg) de las porciones aérea y radicular, asi como por la cuantificacion
del contenido de pigmentos: clorofila a, clorofila b y carotenos (Dere y col., 1998) de la
porcion aéreay de la concentracién de MDA total (Heat y Packer, 1986).

Ademds, y para determinar la posible incorporacion de As por las plantas, fueron
cuantificados los niveles de As por método espectrofotométrico (APHA, 2005) de las
soluciones hidropdnicas remanentes y de las soluciones control (sin plantas) segun se

detalla a continuacion.

3.1.7 Determinacion de As residual: Método espectrofotométrico con

dietilditiocarbamato de plata

El nivel de As total se expres6 en ppm. Estas determinaciones fueron realizadas como
servicio por la Dra. Gonzélez del Depto. de Quimica de la Universidad Nacional de San
Luis. La técnica consisti6é en la digestién de la muestra en un frasco generador con HCI
concentrado, solucion de Kl y Sn,Cl a 100 °C, durante 15 minutos. Luego se agregd 3 g
de Zn al frasco generador y se lo conectd inmediatamente a un tubo en U conteniendo
solucion cloroférmica de dietiltiocarbamato de plata. Se dejé por 30 minutos para un
desprendimiento completo de la arsina que reaccioné con la solucién cloroférmica de
dietilditiocarbamato de plata, formando un compuesto de color rojo que se midié a 520 nm
en espectrofotdmetro (Hewlewt Packard 8452).

De esta forma, se cuantifico el As elemental residual en el medio de cultivo, tanto del
sistema hidroponico en erlenmeyer como del sistema hidroponico en bolsas donde se
desarrollaron las plantulas de soja, asi como también de sus respectivas soluciones
control (sin plantas). Con el objetivo de evaluar indirectamente la posible
incorporacién/adsorcion del metaloide al tejido vegetal, se compararon los niveles de As
resultantes entre los distintos tratamientos y sus respectivos controles.

Debe tenerse en cuenta que esta técnica identifica el metaloide en estado elemental
(As°) sin diferenciar el estado i6nico de especiacion (As*/ As™) y es la empleada para la
determinacion de As en aguas segun el CAA donde los resultados se expresan en ppm
(mg I'"). Por lo tanto, resulta conveniente tener presentes las equivalencias entre la
concentracion de las sales derivadas (UM) y la concentracion tedrica de As que resulta de
las mismas considerando peso molecular y atomico de las sales y del As,

respectivamente. Donde:
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Arseniato o Arsenito de sodio (UM) As (ppm)
5 0,37
10 0,75
25 1,87

3.1.8 Determinacion de pigmentos

Se pesaron 100 mg de material vegetal correspondientes a la porcién aérea de
plantulas previamente congeladas, homogeneizadas y conservadas a -80 °C. Este
material fue disuelto con 5 ml de metanol 96 %, conservando una proporciéon de 50 ml g*
de muestra. Luego de 10 minutos de homogeneizacion, la muestra fue centrifugada a
1000-2000 rpm por 15 minutos y el sobrenadante resultante fue empleado para registrar
la absorbancia a 664, 646 y 469 nm, longitudes de onda en las que absorben la clorofila a,
clorofila b y los carotenos, respectivamente (Dere y col., 1998).

Las concentraciones de clorofila a, clorofila b y carotenos fueron calculadas mediante
la aplicacion de las siguientes formulas, las cuales permiten calcular el contenido de los

pigmentos en mg g™ peso fresco de tejido vegetal:

Cfa= (15,65 . Ass — 7,34 . Ags) . Vol (mI)/PF tejido (g).1000

Cfo= (27,05 . Agss — 11,21 . Aces ) . VoI (mI)/PF tejido (g).1000

Cyec = (1000 . Aggo — 2,86 . Cf— 129,2 . Cf, /245) . Vol (ml)/PF tejido (g) .1000

Donde:

Cf, : Clorofila a

Cf, : Clorofila b

C,:c : Carotenos

A: Absorbancia (nm)

Vol: Volumen (ml) en el que fue resuspendido el tejido
PF tejido: Peso fresco (g) de tejido

3.1.9 Determinacién de malondialdehido
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Se realiz6 segun la metodologia de Heath y Packer (1986). Para ello se pesaron 50 mg
de material vegetal de plantulas maceradas y conservadas a -80 °C. Este tejido fue
homogenizado con 500 pl &cido triclorocético (TCA) 20 %, guardando una relacion de
1:10 de tejido respecto de TCA, para la extraccion. Se agregé igual volumen (500 pl) de
reactivo de determinacién que consistié en una solucion de acido tiobarbittrico (TBA) al
0,5 % en TCA al 20 %. Se calento la mezcla a 95 °C en bafio Maria durante 25 minutos y
luego fue enfriada en hielo. Se centrifugé a 3000 rpm durante 15 minutos, en centrifuga
refrigerada y el sobrenadante fue utilizado para medir la absorbancia a 532 nm. A los
valores obtenidos se les resto la absorbancia de turbidez inespecifica leida a 600 nm.

La concentracidon de malondialdehido (MDA) fue calculada mediante la aplicacién de la
siguiente férmula, la cual permite calcular el contenido de MDA en pmoles g™ peso fresco

de tejido vegetal, utilizando el coeficiente de extincion molar 155 mM™ cm™
MDA= (Ass; - Asoo) - 155 mM™* ecm™. Vol. (ml) / PF tejido (g).1000
Donde:
A: Absorbancia (nm)

Vol.: Volumen (ml) en el que fue resuspendido el tejido

PF tejido: Peso fresco (g) de tejido
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3.2 ESTUDIO DEL MICROORGANISMO SIMBIONTE
3.2.1 Material biolégico

La cepa bacteriana utilizada en el presente trabajo fue B. japonicum E109,
recomendada como inoculante de soja y cedida gentilmente por el Dr. F. Cassan (Cassan
y col., 2009).

3.2.2. Mantenimiento, conservacion e identificacion de la cepa

El microorganismo se mantuvo en su medio 6ptimo de crecimiento YEMA y fue
incubado a 30 °C durante 6-7 dias hasta apreciar la aparicion de colonias. EI mismo fue
repicado periédicamente (cada 2 semanas).

Para su conservacién, se mantuvo la cepa a 4 °C y en glicerol a -80 °C.

Para verificar la pureza de la cepa se realizo:

- Siembra en medio TSA (tripticasa soya agar) periédicamente.

- Tincibn de Gram con el kit Gram Britania (Britania). Los preparados fueron
observados en microscopio 6ptico (1000 X).

- Siembra periddica en el medio selectivo y diferencial YEMA con el agregado de
colorante (rojo congo) y Vancomicina (4 pg/ml). Se registrd el tiempo de aparicion de las

colonias y coloracion, textura y morfologia caracteristica en dicho medio.
3.2.3 Ensayo de tolerancia a As en placa

Se analiz6 la tolerancia de B. japonicum E109 frente a concentraciones crecientes de
arseniato y arsenito de sodio mediante ensayo en placa.

El microorganismo se sembr6 en estrias por agotamiento (por triplicado) en placas
conteniendo medio YEMA sin As y con concentraciones 5, 10, 50, 100 y 500 uM y 5 mM
de arseniato y arsenito de sodio, respectivamente. Las placas fueron incubadas a 30 °C y
al cabo de 7 dias se registré6 la presencia/ausencia de desarrollo. La maxima
concentracion en la que se observd desarrollo de colonias fue determinada como la

concentracion maxima tolerada (CMT).
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3.2.4 Ensayo de tolerancia a As en medio liquido

Se prepar6 un cultivo madre a partir de la cepa crecida en medio YEMA. Para ello se
sembr6 una ansada del mismo, en medio YEM suplementado con Vancomicina (4 pg/ml)
y fue incubado en agitacion a 30 °C y 200 rpm durante 5 dias. El cultivo resultante fue
utilizado para inocular (por triplicado) tubos Falcon conteniendo 20 ml de medio YEM
suplementado con Vancomicina (control) y concentraciones 25 y 500 uM de arseniato y
25, 50 y 100 puM de arsenito de sodio. El volumen del in6culo fue ajustado de manera de
obtener una DO final de 0,05. Los tubos se incubaron en agitacion a 30 °C y 200 rpm por
5 dias, durante los cuales fueron tomadas alicuotas de 1 ml cada 24 hs para determinar el
crecimiento de los microogranismos. Este fue realizado mediante turbidimetria (Abs.
600nm) en espectrofotdmetro Beckman. Dichos valores fueron utilizados para la

construccién de curvas de crecimiento.
3.2.5 Ensayos de movilidad frente a As: movimientos de swarming y swimming

Se analiz6 el comportamiento de swarming y swimming de B. japonicum E109 frente
a concentraciones crecientes de arseniato y arsenito de sodio mediante ensayo en placa
en agar semi-solido. Para ello, el microorganismo se sembro (por triplicado) con ansa en
superficie (swarming) o por picadura (swimming) en placas conteniendo medio YEMA
1/10 (con 0,5 % 6 0,3 % de agar, respectivamente) sin As y con concentraciones 25, 50,
100 y 500 pM de arseniato y 10 y 25 uM de arsenito de sodio. Las placas fueron
incubadas a 30 °C y al cabo de 8 dias se determiné el diametro (mm) de los halos de
movilidad resultantes y se registré6 su aspecto mediante la toma de fotografias. Cada

condicién fue ensayada por duplicado, y el ensayo se repitié en 3 oportunidades.
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3.3 ESTUDIO DEL SISTEMA PLANTA-MICROORGANISMO
3.3.1 Preparacién del in6culo

Se prepard un inéculo a partir de la cepa crecida en medio YEMA. Para ello se
sembré una ansada de la misma en medio YEM suplementado con Vancomicina (4
ug/ml) y fue incubada en agitacion a 30 = 2 °C y 200 rpm durante 6 dias. El cultivo fue
centrifugado durante 20 minutos a 10000 rpm, se descart6 el sobrenadante y el pellet
celular fue resuspendido en solucion fisiologica obteniéndose una DO de 1,56. La
suspension celular resultante fue utilizada para inocular las semillas. Ademas, se tomé
una alicuota de la misma, para determinar el numero de células viables mediante la
técnica de microgota. Para ello se realizaron diluciones seriadas (por duplicado) del
inoculo, las cuales fueron sembradas (por triplicado) utilizando 10 pl por dilucién, en
placas conteniendo medio YEMA con Vancomicina. Las mismas fueron incubadas a 30
°C y al cabo de 6 dias se realiz el recuento en aquellas diluciones donde se observaron
entre 3 y 30 colonias. Se calculé el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC)

aplicando la siguiente férmula:
UFC/ml = promedio numero de colonias . factor de dilucion . factor alicuota
3.3.2 Ensayo de inoculacion

Se transfirieron (por triplicado) 5 semillas estériles pre-germinadas de 1 dia a
macetas conteniendo 190 g de arena volcanica estéril, previamente humedecida durante
1 dia con 110 ml de solucibn Hoagland o Hoagland modificado (sin nitrégeno) y
suplementados con concentraciones 5, 10 o 25 pM de arseniato y arsenito de sodio,
respectivamente.

Cada semilla fue inoculada con 0,5 ml de suspensién bacteriana de DO 1,56
(equivalente a 10° UFC) en aquellos recipientes conteniendo Hoagland modificado. Los
tratamientos con Hoagland con nitrdgeno constituyeron los controles y no fueron
inoculados.

Las macetas fueron colocadas en cAmara con temperatura controlada 25 + 2 °C y con

régimen de fotoperiodo y regadas dia por medio; con solucion Hoagland ¥4 o Hoagland
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modificado %, segun correspondiera, durante los primeros 6 dias, y luego con agua
destilada. Las plantulas fueron cosechadas a los 30 dias.

En las plantas que fueron inoculadas, se realiz6 el recuento del nimero de nddulos de
cada raiz. Los mismos fueron diseccionados para inspeccionar el color interior y se los
clasificé en efectivos (rojos por la presencia de leghemoglobina) o inefectivos (blancos).
También se determiné el peso fresco de la porcién aérea y raiz, asi como la longitud de
tallo y de la raiz principal de cada una de las plantas para cada tratamiento.

Las distintas porciones (aérea o radicular) de las plantas de un mismo tratamiento,
fueron congeladas con nitrégeno liquido, homogeneizadas por maceracion y conservadas
a -80 °C. Estos macerados fueron utilizados para la determinacion de pigmentos: clorofila
a, clorofila b y carotenos en la porcion aérea (Dere y col., 1998). También se los utilizd
para la determinacion de los niveles de As en el tejido vegetal de plantas no-inoculadas e
inoculadas, mediante espectrometria de absorcién atomica con horno de grafito, tal como

se detalla a continuacion.

3.3.3 Determinacién de As total en tejido: Espectrometria de absorcién atémica

con horno de grafito (EAA)

Las muestras de raiz y porcion aérea de las plantas de soja no-inoculadas e
inoculadas, desarrolladas durante 30 dias en macetas suplementadas con soluciones 25
UM de arseniato y arsenito, fueron secadas en estufa a 80 °C hasta peso constante. La
concentracion de As en estas muestras se determind mediante espectrometria de
absorcion atomica, previa extraccion del metaloide por digestion con acido nitrico. Dicho
servicio fue prestado por Laboratorios Fares Taie (Mar del Plata).

Se opté por analizar a aquellas plantas que se desarrollaron en medio suplementado
con soluciones 25 uM (equivalente a 1,87 mg I'), ya que frente a este tratamiento se
observaron los mayores cambios en las variables analizadas (desarrollo de las plantas,
nodulacion, niveles de pigmentos). Ademas, esta condicion seria representativa de suelos
regados con aguas contaminadas de nuestra region, donde las concentraciones varian
entre 0,001 a 5,3 mg I'* (Smedley y Kinniburg, 2002; Farias y col., 2003; Gonzalez y col.,
2003; Pérez-Carrera y Fernandez-Cirelli 2004; 2005).

Dado que los resultados obtenidos por esta técnica se expresan en mg kg™ en base al
peso seco y que las legislaciones, incluyendo el CAA, establecen los limites permitidos

para alimentos solidos en mg kg™ de peso fresco; se determiné el FT As de las muestras
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analizadas como una forma mas aproximada de inferir si el metaloide seria acumulado y
traslocado a niveles peligrosos por las plantas de soja. El FT As se calculé mediante la

aplicacion de la siguiente formula:
FT As = mg As planta / mg As maceta
FT As = (PS (g) . C As (ppm) /1000) /0,11 1. 1,87 ppm

Donde:

PS (g)= Peso seco promedio por planta para un tratamiento dado

C As (ppm)= Concentracién de As en el tejido (raiz o porcion aérea)
0,11 I= volumen de solucién 25 uM de As afiadida a cada maceta

1,87 ppm= equivalencia en ppm de una solucién 25 uM de As
3.4 PROCESAMIENTO DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé el programa Microsoft Excel 2007 para calcular promedios, valores de error
estandar asi como para la construccién de tablas y gréaficos.

Se empledé el programa estadistico STATISTICA versibn 6.0. Para determinar
diferencia estadistica entre las medias de los distintos parAmetros evaluados, se utilizé la
prueba de analisis de varianza (ANOVA) y para determinar cudles de ellas presentaron
diferencias significativas respecto al control se aplicé el test de Duncan, cuyo nivel de
significancia para ambos casos fue de 0,05. También fueron calculados las medias y

desvios estandar con dicho software.
3.5 REGISTRO DE IMAGENES

Se empleé una camara Kodak modelo K Z712 IS ZOOM DIGITAL CAMERA para

fotografiar los resultados obtenidos en los diferentes ensayos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 ESTUDIO DEL SISTEMA VEGETAL

4.1.1 EFECTOS DEL ARSENIATO Y ARSENITO SOBRE LA GERMINACION Y
DESARROLLO DE PLANTULAS DE SOJA

4.1.1 a) Germinacion y tolerancia de plantulas de soja frente a diferentes

concentraciones de As en estadios tempranos de desarrollo

Se evalud la tolerancia de soja frente a As a través de la determinacion del porcentaje de
germinacion como asi también mediante la longitud de hipocdtilo y radicula de las plantulas
al cabo de 8 dias.

Como se observa en la Fig. 3, concentraciones de arseniato y arsenito de hasta 10 uM no
afectaron significativamente el porcentaje de germinacién mientras que a partir de 25 uM
inclusive, las sales de este metaloide resultaron toxicas, efecto que se vio acentuado con el
incremento de la concentracion de las mismas.

La germinacion solo mostr6 diferencias significativas entre tratamientos de arseniato y
arsenito para concentraciones 50 UM donde ésta se vio inhibida alrededor de un 46% y 76%,

respectivamente, lo que muestra la mayor toxicidad del arsenito.
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0
Control 1puM 5uM 10 uM 25uM 50 uMm

arseniato 71 73,7 73,3 78 51,2 40
arsenito 71 85 67,5 71 61 18

Figura 3) Porcentaje de germinacion de semillas de soja al cabo de 8 dias de exposicion a
distintas concentraciones de arseniato y arsenito. (*) Diferencias significativas (p<0,05) respecto al
control. (*) Diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos de arseniato y arsenito.
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En cuanto al desarrollo del hipocatilo al cabo de 8 dias de tratamiento (Fig. 4a, Fig. 5), no
se observaron diferencias significativas en la longitud respecto al control para
concentraciones 1y 5 uyM de las sales de As. Cuando las concentraciones fueron iguales o
mayores a 10 uM (10, 25 y 50 uM), se observé una importante inhibiciéon en la elongacién
del mismo, con diferencias significativas respecto al control, efecto que se vio aumentado
con el incremento en la concentracion tanto para arseniato como para arsenito. Sin
embargo, no se observaron diferencias entre los tratamientos de arseniato y arsenito para
ninguna de las concentraciones ensayadas.

Al igual que para el desarrollo del hipocétilo, los tratamientos con 1 y 5 uM, tanto de
arseniato como de arsenito, no provocaron efectos significativos sobre la longitud de
radicula respecto al control (Fig. 4b, Fig. 5). Concentraciones de 10, 25 y 50 uM afectaron
negativamente el largo de radicula comparando con los controles. Una vez mas, no se

observaron diferencias entre los tratamientos de arseniato y arsenito.

70 35

30 T T

25

20

* M arseniato

H arsenito

Longitud de hipocétilo (mm)
Longitud radicula (mm)

0 1 5 10 25 50 0 1 5 10 25 50
a Concentracion de As (uM) b Concentraciéon As (uM)

Figura 4) a. Longitud de hipocétilo de plantulas de soja frente a tratamientos con diferentes
concentraciones de arseniato y arsenito. b. Longitud de radicula de plantulas de soja frente a
tratamientos con diferentes concentraciones de arseniato y arsenito, luego de 8 dias de germinacion.
(*) Diferencias significativas (p<0,05) respecto al control.
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Como pudo observarse, tanto para tratamientos con arseniato como con arsenito de
sodio, el desarrollo radicular y de la porcion aérea de las plantulas no se vieron afectados
por concentraciones 1 y 5 uM, mientras que concentraciones mayores a 10 uM tuvieron un
impacto negativo, efecto que se acentu6 a medida que aumentd la concentracion, hasta
practicamente inhibir el desarrollo de las plantulas en presencia de 50 UM de las sales de
As.

Las plantulas de soja respondieron de igual manera independientemente del estado
idnico del metaloide en los primeros estadios del desarrollo, salvo en el caso de tratamientos
de arsenito de sodio 50 UM donde se observd mayor toxicidad por una disminucién marcada
sobre el porcentaje de germinacion de las semillas. En especies vegetales comestibles
como lo son Lactuca sativa (lechuga), Sichorium endivia (escarola) y Sichorum intybus
(achicoria), el porcentaje de germinacion no se vié afectado frente a concentraciones de
1000 uM de As, e incluso mayores (Navarro y col., 2006). En relacién con estas especies
vegetales, result6 mayor la toxicidad del As sobre semillas de soja donde el porcentaje de
germinacion se vio inhibido alrededor de un 46% y 76% frente a concentraciones 50 UM de

arseniato y arsenito, respectivamente.

Figura 5) Aspecto de semillas de soja germinadas en placa al cabo de 8 dias, en condiciones

control y expuestas a tratamientos con 1, 5, 10, 25 y 50 uM de arseniato y arsenito de sodio.
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4.1.1 b) Tolerancia de plantulas de soja frente a diferentes concentraciones de As

en ensayos hidroponicos

Se evaluo el efecto de diferentes concentraciones de As sobre el desarrollo de plantulas
crecidas en hidroponia (sistema de bolsas estériles, Fig. 6) y se determiné el nivel del
metaloide remanente en las soluciones hidropénicas, resultados que se muestran en el
inciso 4.1.2b.

_—

Arseniatn 5 1M Arsenitn 5 1M

Control

Arseniato 10 1M

—
=1
RS

S

Arseniato 25 1M Arsenitn 25 1M

Figura 6) a-g. Aspecto de plantulas de soja crecidas en hidroponia durante 25 dias bajo
condiciones control y tratamientos con distintas concentraciones de arseniato o arsenito. h, i.
Aspecto de raices de plantulas tratadas con arsenito de sodio 5 uM y arseniato de sodio 25 uM,

respectivamente. Las flechas muestran apices amarronados, caracteristicos de necrosis.

Como puede observarse en la Fig. 7a, tratamientos con 5 y 10 pM de arseniato o
arsenito, no provocaron efectos significativos sobre la longitud de la porcion aérea, mientras
gue la misma se vio significativamente reducida con concentraciones 25 uM respecto de

plantulas control.
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La biomasa (Fig. 7b) no present6 diferencias para tratamientos con 5, 10 y 25 pM de
arseniato y 5 uM de arsenito, pero si se vio disminuida significativamente con arsenito desde
10 uM, respecto al control. Para tratamientos con 25 uM de las sales de As la disminucion
en el peso fresco de la porcion aérea mostré diferencias entre los efectos del arseniato y

arsenito.
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o )
é 6 - 8 M arsenito
= =
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control 5 10 25 control 5 10 25
a Concentracion de As (UM) b Concentracion de As (uM)

Figura 7) a. Longitud (cm) y b. peso fresco (mg) de la porcion aérea de plantulas de soja crecidas
en medio hidroponico durante 25 dias (control) y suplementados con concentraciones 5, 10 y 25 uM
de arseniato y arsenito. (*) Diferencias significativas (p<0,05) respecto al control. (*) Diferencias

significativas (p<0,05) entre tratamientos de arseniato y arsenito.

En cuanto a la longitud del sistema radical no se encontraron diferencias respecto al
control en los tratamientos de arseniato, mientras que la longitud disminuyé
significativamente con arsenito 25 pM (Fig. 8a). Las diferencias en la longitud de raiz entre
arseniato y arsenito fueron significativas para concentraciones 10 y 25 uM.

En la Fig. 8b se observa que el peso fresco de las raices disminuyé de forma significativa
frente a arseniato 25 pM y para todas las concentraciones de arsenito ensayadas, efecto
deletéreo sobre éste 6rgano que se refuerza con la observacion de un gran nimero de
apices de raices que mostraron necrosis 0 senescencia con la presencia de As en la
solucién de crecimiento (Fig. 6h, i).

Por lo tanto, en términos generales y en base a los parametros de desarrollo analizados,
el tratamiento con arsenito 25 UM resulté de mayor toxicidad en comparacion con arseniato

en igual concentracion.
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Figura 8) a. Longitud (cm) y b. peso fresco (mg) de la porcién radicular de plantulas de soja
crecidas en medio hidropénico durante 25 dias (control) y suplementados con concentraciones 5, 10 y
25 pM de arseniato y arsenito. (*) Diferencias significativas (p<0,05) respecto al control. (*)

Diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos de arseniato y arsenito.

En relacién a la determinacién de clorofila de la porcion aérea, se observaron niveles
significativamente menores de clorofila a bajo tratamientos con arseniato 25 uM y para todas
las concentraciones ensayadas de arsenito (5, 10 y 25 uM); siendo el mayor efecto para
tratamientos con arsenito 25 UM, y con diferencias significativas respecto a arseniato a igual
concentracion (Fig. 9a). El contenido de clorofila b disminuy6 significativamente para todos

los tratamientos respecto al control, sin mostrar diferencias entre los tratamientos de

arseniato y arsenito.
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Figura 9) a. Contenido de clorofila a (mg de pigmento/ g de peso fresco de tejido), b. clorofila by
c. carotenos de la porcidn aérea de plantulas de soja crecidas en medio hidroponico durante 25 dias
(control) y suplementados con concentraciones 5, 10 y 25 pM de arseniato y arsenito. (*) Diferencias
significativas (p<0,05) respecto al control. (*) Diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos de

arseniato y arsenito. lArseniato B Arsenito.
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Los resultados de carotenos totales (Fig. 9¢) mostraron una disminucién significativa para
los tratamientos con 25 pM de arseniato y arsenito.
Cuando se analizo el contenido de MDA, éste mostré un aumento significativo respecto al

control para tratamientos con arsenito 25 pM (Fig. 10).
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Figura 10) Contenido de MDA total (nmoles/g de peso fresco de tejido) de plantulas de soja
crecidas en medio hidroponico durante 25 dias (control) y suplementados con concentraciones 5, 10 y

25 pM de arseniato y arsenito. (*) Diferencias significativas (p<0,05) respecto al control.

Teniendo en cuenta el estado de las plantulas crecidas bajo condiciones hidropénicas, en
base a los parametros fisiol6gicos analizados, podemos decir que la porcién aérea se vio
menos afectada que la raiz. Tratamientos con 5 y 10 uM de arseniato y/o arsenito no
provocaron efectos significativos sobre la longitud de la porcion aérea, y la biomasa no
presentdé cambios para ninguna de las concentraciones ensayadas de arseniato ni para 5
MM de arsenito. Sin embargo, al analizar pardmetros bioquimicos se observé que, en
general, los niveles de clorofila disminuyeron. En el caso de clorofila a, el contenido de este
pigmento disminuyd bajo tratamientos con arseniato 25 M y para todas las concentraciones
ensayadas de arsenito, mientras que la clorofila b lo hizo para todos los tratamientos.
Podriamos destacar, que éste pardmetro es particularmente sensible en cuanto a la
deteccién del estrés en la porcion aérea de las plantulas, incluso se lo considera (junto con
la peroxidacion lipidica) uno de los principales biomarcadores utilizados en plantas, para la
evaluacion de la respuesta frente a metales pesados (De la Rosa y col., 2005; Mendoza y
Moreno, 2006). La cuantificacién de clorofila y MDA tienen la ventaja de poner en evidencia
sintomas tempranos del dafio causado, y por lo tanto, pueden ser utilizados como evidencia

de la presencia de contaminantes quimicos (Pernia y col., 2008).
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En cuanto al sistema radicular, el mismo se vio mayormente afectado por la presencia de
As, lo cual se puso de manifiesto tanto por las lesiones necréticas encontradas en apices,
como por la marcada disminucion en los valores de biomasa, en comparacién con la parte
aérea para un tratamiento dado, ya que el peso fresco de las raices disminuy6é de forma
significativa frente a arseniato 25 UM y para todas las concentraciones de arsenito
ensayadas.

El mayor efecto deletéreo del As sobre la raiz en comparacion con la porciéon aérea no
resulta sorprendente, ya que es el 6rgano vegetal que toma contacto directo con la solucion
contaminada. Esta respuesta presentada por las plantas también se observa para otros
metales, tal es el caso de Brassica oleracea expuesta a una solucion nutritiva conteniendo
Al*3, Esta planta no mostré una sintomatologia clara en las hojas como consecuencia de la
toxicidad por Al sin embargo, en las raices, los sintomas negativos fueron evidentes
(Cassiera-Posada y Aguilar-Avendario, 2007).

Si bien la longitud de la raiz no difiri6 para los tratamientos con arseniato, y sélo arsenito
25 uM lo hizo respecto al control, la disminucion de la biomasa indica un cambio en la
arquitectura radical lo cual podria atribuirse a una disminucién en el desarrollo de raices
laterales. Tal como se mencion6 anteriormente, el Al*® afecté el desarrollo de las raices con
lo que se reduce la capacidad de las plantas de tomar nutrientes y agua (Cassiera-Posada y
Aguilar-Avendano, 2007). Entonces, la disminucion del volumen radical observado en las
plantulas de soja, podria constituir una posible respuesta con el objeto de minimizar la
superficie de contacto con la solucién conteniendo el metal, tal como ha sido reportado por
algunos autores (Ownby y Popham, 1989; Ryan y col., 1992).

En cuanto al efecto de las distintas concentraciones y formas de As, es clara la toxicidad
del tratamiento con arsenito 25 pM. Con esta concentracion, se encontrd reduccién
significativa de todos los parametros analizados (longitud, biomasa y pigmentos)
comparados con el control, y un aumento en los niveles de MDA total, indicando
peroxidacion lipidica de las plantulas de soja. Esto ultimo implica la formacién y propagacion
de radicales lipidicos, pérdida de O, y la eventual destruccién de las membranas, generando
una variedad de productos, entre ellos MDA, utlizado para determinar el grado de
peroxidacion. Este es un parametro comunmente utilizado para inferir estrés oxidativo por
metales; tal es el caso de plantas de Bacopa monnieri las cuales presentaron un aumento
en los niveles de MDA, tanto en raices como en hojas, frente a tratamientos con Cd (Pernia
y col., 2008).
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El arsenito resultd de mayor toxicidad que el arseniato. La biomasa de la porcion aérea
no se vio afectada por arseniato pero si por arsenito 10 y 25 uM, siendo mayor el impacto
deletéreo de ésta Ultima concentracibn, como ya se discuti6 anteriormente. Para
tratamientos con 25 uM de arseniato también se observo una disminucion en el peso fresco
radicular, presentandose diferencias significativas entre la reduccién provocada por arsenito
respecto de arseniato a igual concentracion. Ocurrid un comportamiento similar ante la
respuesta a As cuando se analizaron los niveles de clorofila a y biomasa radicular, donde
para ambos parametros se observaron valores significativamente menores bajo tratamientos
con arseniato 25 UM y para todas las concentraciones ensayadas de arsenito (5, 10 y 25
UM); siendo el mayor efecto para esta Ultima concentracion, y con diferencias significativas
respecto a arseniato para la misma concentracion.

Por lo tanto, existi6 una respuesta dependiente de la concentracién y de las formas
ibnicas del metaloide, resultando mayor la tolerancia de las plantulas al arseniato. Dicho
comportamiento era de esperarse, ya que se conoce que el estado redox determina la
toxicidad del As, ademas de la biodisponibilidad y movilidad del metaloide, siendo en
términos generales, el arsenito 25-60 veces mas toxico que el arseniato (Kim y Davis, 2003;
Miretzky y Cirreli, 2010). Como el arseniato ingresa a través de los canales de fosfatos
(Bucher, 2007; Zhao y col., 2009; 2010), los resultados sugieren que, los fosfatos que
componen el medio nutritivo en que se hizo crecer a las plantas, compiten con el arseniato
por su entrada a las células radicales, resultando menor la cantidad de metaloide que
ingresa en comparacién con el arsenito cuya via de incorporacion es a través de los canales
de acuaporinas (Tripathi, 2007; Bhattacharjee y col., 2008). Esto a su vez podria explicar
entre otras causas, el hecho de que no se encontraron diferencias en el efecto de las formas
de As en los estadios tempranos del desarrollo (inciso 4.1.1a), donde el medio no se
encontraba suplementado con fosfato. Inclusive, éste conocimiento es utilizado como una
estrategia de fitorremediacion, de forma de generar plantas transgénicas con modificaciones
en genes claves que permitan integrar multiples vias de incorporacién y metabolismo de As
(Zhu y Rosen, 2009), o bien limitar la incorporacion del metaloide de ciertas especies
vegetales por variaciones en los niveles de fosfatos en el medio (Wang y Duan, 2008). Estas
investigaciones estan basadas en el uso de micorrizas como PGPRs (Dong y col., 2008) ya
gue las mismas son capaces de solubilizar fosfatos e inmovilizar metales en raiz, entre otras

propiedades (Navarro Avifid y col., 2007).
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412 NIVELES DE As REMANENTE EN SOLUCIONES DE SISTEMAS
HIDROPONICOS

4.1.2 a) Determinacion de los niveles de As remanente: sistema hidropdénico en

erlenmeyers

Se cuantificd el As elemental residual del medio de cultivo donde se desarrollaron
plantulas de soja durante 25 dias y de sus controles, con el objetivo de evaluar

indirectamente la adsorcion/incorporacién del metaloide a los tejidos (Fig. 11a ).
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Figura 11) a. Aspecto de las plantulas de soja desarrolladas durante 25 dias en medio hidropénico
suplementado con concentraciones 5 y 10 uM de arseniato y arsenito. b. Concentraciones de As
(ppm) de las soluciones control (sin planta) y de las resultantes de remanentes hidropénicos
suplementados inicialmente con concentraciones 5 y 10 uM de arseniato y arsenito donde se
desarrollaron plantulas de soja durante 25 dias (tratamiento). (*) Diferencias significativas (p<0,05)

respecto al control.

Como se observa en la Fig. 11b, las soluciones con arseniato 5 y 10 uM asi como con
arsenito 5 uM donde se desarrollaron las plantas, presentaron una reduccion significativa
(de aproximadamente un 70%) en los niveles de As respecto de sus correspondientes
controles. En soluciones que inicialmente contenian arsenito 10 uM la presencia de las
plantas de soja no produjo diferencias en el contenido de As respecto de la solucién control

correspondiente.
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4.1.2 b) Determinacion de los niveles de As remanente: sistema hidroponico

en bolsas estériles

A fin de evaluar la incorporacion cuando solo las raices de las plantas estan en contacto
con las soluciones de As, lo que se acercaria mas a una situacion real,se cuantific el As
elemental residual del medio liquido del sistema de bolsas estériles (Fig. 6) donde se
hicieron crecer plantulas de soja durante 25 dias, asi como de sus respectivos controles.

Puede observarse en la Fig. 12, que las soluciones inicialmente conteniendo arseniato y
arsenito 5 UM y en las cuales se desarrollaron las plantulas de soja, presentaron una
reduccién significativa en el contenido de As respecto de su correspondiente control. En
cambio los tratamientos con 10 y 25 pM, tanto de arseniato como de arsenito, no

presentaron diferencias significativas respecto de la solucién control correspondiente.
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Figura 12) Concentraciones de As obtenidas experimentalmente (ppm) de las soluciones control
(sin planta) y de las resultantes de remanentes hidropénicos suplementados inicialmente con
concentraciones 5, 10 y 25 uM de arseniato y arsenito donde se desarrollaron plantulas de soja

durante 25 dias (tratamiento). (*) Diferencias significativas (p<0,05) respecto al control.

En términos generales y para ambos sistemas de desarrollo de las plantas, los niveles de
As residual encontrados en las soluciones tratadas, fueron menores para concentraciones
bajas del metal. Esto también esté correlacionado con el estado fisioldgico de las plantas.
Como se discutid anteriormente en el punto 4.1.1b el dafio es mayor cuando la
concentracion de As aumenta, siendo también dependiente del estado i6nico del metaloide.

En la Fig. 11a pueden observarse a simple vista, la menor biomasa y los sintomas de
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clorosis de las plantulas crecidas en soluciones con 10 uM de las sales de As. Por lo tanto, a
menores concentraciones, las plantas se vieron menos afectadas por lo que se encontraron
menores valores de As residual. Esto puede explicarse por el hecho de que con el
incremento en la concentracion de As en los tratamientos, disminuye la cantidad de tejido
viable con capacidad de incorporar metaloide. Por estos motivos podriamos inferir, dado que
los niveles de As en las soluciones acuosas disminuyeron en presencia de las plantulas de
soja, que parte de éste podria ser bioadsorbido y/o incorporado al tejido vegetal a través de
los canales de transporte de fosfatos y acuaporinas (Zhao y col., 2009; Zhao y col., 2010).

Por lo tanto, considerando que la diferencia en los valores de As residual entre las
soluciones controles y tratadas corresponderian al incorporado por las plantas, y que los
mismos presentaron diferencias significativas ante tratamientos 5 uM en ambos sistemas,
puede calcularse un valor de coeficiente de transferencia aproximado que en este caso
corresponderia a un valor cercano a 0,7.

El coeficiente de transferencia planta-suelo para As (FT As) tipico va de 0,01 a 0,1 (Kloke
y col., 1984; Warren y col., 2003); las plantas exclusoras presentan FTs < 0,01 mientras que
en las hiperacumuladoras los FTs exceden a 1 (May col., 2001; Zhao y col., 2009). En base
a que el FT fue aproximadamente 0,7, Glycine max se encontraria dentro de las especies de
plantas con capacidades intermedias de acumular As, en el caso en que se desarrolle en
medio hidropdnico. Algunos ejemplos de plantas con FT As intermedios son la pinacea
Pseudotsuga menziesie (Haug y col., 2004), diferentes especies de equisetos (Meharg,
2003) e Isatis capadocica (Karimi y col., 2009). Inclusive, existen evidencias de que plantas
de soja crecidas en medio hidroponico acumulan arseniato (Reichman, 2007).

Dado estas evidencias de remocion de As de soluciones 5 pM, y siendo que se han
reportado valores por encima de 2,3 UM de As en soluciones de suelos altamente
contaminados (Wenzel y col., 2002), se planteé la posibilidad de que el metaloide podria ser
bioacumulado a niveles peligrosos para el consumo animal y humano, constituyendo una

posible via de entrada del mismo a la cadena alimenticia.
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4.2 ESTUDIO DEL MICROORGANISMO SIMBIONTE
4.2.1 EFECTOS DEL As SOBRE EL DESARROLLO DE B. japonicum E109

4.2.1 a) Desarrollo en placa de B. japonicum E109 y tolerancia del microorganismo

frente a diferentes concentraciones de As

Como puede observarse en la Fig. 13, el microorganismo fue capaz de crecer en placas
para todas las concentraciones de arseniato ensayadas mientras que para arsenito solo

logré hacerlo en aquellas que contenian concentraciones hasta 10 uM inclusive.

5 uM 10 uM 50 uM 100 puM 500 uM 5mM
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Figura 13) Evaluacion de la tolerancia de B. japonicum E109 frente a concentraciones crecientes

de arseniato y arsenito, por ensayo en placa con medio YEMA.

4.2.1 b) Tolerancia de B. japonicum E109 frente a diferentes concentraciones de As

en medio liquido

El crecimiento de B. japonicum E109 en medio liquido no mostré6 cambios significativos
respecto a la curva control (sin As), en presencia de 25 y 500 uM de arseniato, mientras que
se observé inhibicion en el desarrollo del microorganismo cuando crecié en presencia de
arsenito (Fig. 14). En este dltimo caso B. japonicum E109 mostré menor crecimiento
respecto del control en presencia de 25 y 50 uM de arsenito, alcanzando una menor DO a
las 120 hs (DOggonm 1,087 para 25 yM y 0,380 para 50 uM), efecto que aument6 con el
incremento en la concentracion a tal punto de que el desarrollo del microorganismo se vio

completamente inhibido para tratamientos con 100 uM de arsenito.
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Figura 14) Crecimiento de B. japonicum E109 en medio YEM suplementado con concentraciones
crecientes de arseniato y arsenito.

Tal como se mostré anteriormente, B. japonicum E109 fue capaz de tolerar la mas alta
concentracion de arseniato ensayada (5 mM) (Fig. 13). Siendo que el desarrollo en placa a
concentraciones 5 mM no presentd diferencias apreciables con el control y que la curva de
crecimiento en medio liquido (Fig. 14) no se vi6 afectada con concentraciones 500 uM de
arseniato, se especula que el microorganismo seria capaz de tolerar aun mayores
concentraciones de arseniato.

En el caso de arsenito, el microorganismo logré crecer en presencia de 25 uM de esta sal
en medio liquido, aunque con menor velocidad de crecimiento en comparacién con el control
y con respecto a 25 y 500 yM de arseniato. A concentraciones 50 yM de arsenito el
crecimiento disminuy6 de forma significativa en medio liquido, y no se aprecio desarrollo en
placas transcurridos 7 dias (Fig. 13).

Por lo tanto, la tolerancia de B. japonicum E109 frente a arseniato resulta mucho mayor
gue a arsenito. Esta observacién ha sido reportada también para otras bacterias. Chopra y
col. (2007) mostraron que todas las cepas tolerantes a As aisladas y estudiadas,
presentaron una concentracion minima inhibitoria (CMI) a arsenito de 5 mM, mientras que
las CMI para arseniato mostraron valores mucho mas altos (mayores a 75 mM). Por su
parte, Cavalca y col. (2010) han reportado que la mayoria de las cepas de una comunidad
bacteriana aislada de suelos con As crecieron en presencia de 100 mM de arseniato y hasta
s6lo 10 mM de arsenito.
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La tolerancia a arseniato hallada para B. japonicum E109 puede considerarse
relativamente alta por encontrarse en el orden de concentraciones mM, pero para definir la
CMI deberian ensayarse concentraciones mayores, teniendo en cuenta que cepas
asociadas a la rizosfera de plantas en suelos contaminados fueron capaces de crecer en
agar suplementado con concentraciones 100 y 200 mM de arseniato e incluso mayores
(Chopray col., 2007; Cavalca y col., 2010).

La tolerancia de B. japonicum E109 frente a arsenito fue relativamente baja (CIM 25 uM).
Rizobios altamente tolerantes a As fueron capaces de crecer en placas conteniendo arsenito
de sodio 10 mM (Sinorhizobium sp.), 0,8 y 1 mM (cepas de S. meliloti) (Pajuelo y col., 2008)
mientras que se ha reportado tolerancia a concentraciones de hasta 50 mM en comunidades
bacterianas asociadas a la rizosfera de plantas en suelos contaminados (Cavalca y col.,
2010).

Si bien B. japonicum E109 fue capaz de tolerar altas concentraciones de arseniato, y se
especula que podria tolerar aun mayores, lo que se pretende estudiar es la asociacién de
éste microorganismo con soja. Considerando que las plantulas mostraron alta
susceptibilidad al metaloide y que en la regién en que se desarrolla el cultivo (llanura Chaco-
Pampeana), los niveles de As en aguas varian entre 0,001 a 5,3 mg I'* (Pérez-Carrera y
Fernandez-Cirelli 2004; 2005), realizar ensayos con concentraciones mayores se aleja de
los fines del presente trabajo, e incluso de situaciones reales o medioambientalmente

naturales.

422 EFECTOS DEL As SOBRE LA MOVILIDAD DE B. japonicum E109:

comportamientos de swarming y swimming

Dado que la movilidad microbiana esta involucrada en los procesos de colonizacién e
infeccion de la rizosfera de las plantas, necesarias para el establecimiento de la simbiosis
rizobio-leguminosa, se estudié la movilidad en superficie o swarming y en profundidad o
swimming de B. japonicum E109 frente a diferentes concentraciones de arseniato y arsenito
de sodio, mediante ensayo en placa en medio YEMA semi-solido.

Puede observarse claramente en las Fig. 15y 16 la disminucién del diametro del halo de
swarming ante los diferentes tratamientos con As, presentando todos ellos diferencias
significativas respecto al control. Para tratamientos de arseniato no se presento variacion del
diametro entre las diferentes concentraciones ensayadas. Este tipo de movilidad se vio

principalmente afectada ante tratamientos con arsenito 25 pM.
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Ademads de la disminucién en el didmetro, se observd una variacion en la forma de los
halos. Cuando B. japonicum E109 creci6 en presencia de As no se observo el
comportamiento de swarming caracteristico presente en las placas control (Fig. 15a), sino
gue las colonias presentaron aspecto circular con bordes definidos, lo que también puede

apreciarse en la Fig. 15b.
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Figura 15) a. Comportamiento de swarming de B. japonicum E109 en medio control. b.
Comportamiento de swarming de B. japonicum E109 frente a concentraciones crecientes de arseniato

y arsenito en placas con medio YEMA semi-sélido (0,5% agar).
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Figura 16) Diametro del halo de swarming frente a concentraciones 25, 50, 100 y 500 uM de
arseniato y 10 y 25 pM de arsenito de sodio. (*) Diferencias significativas (p<0,05) respecto al control.

(*) Diferencias significativas (p<0,05) con el tratamiento de arsenito 25 pM.
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El diametro del halo de swimming no varié con tratamientos de arseniato, mientras que
disminuy0 significativamente respecto al control para los tratamientos con arsenito (Fig. 17 y
18). Mas aun, para tratamientos con 25 uM de arsenito el comportamiento de swimming fue

nulo.
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Figura 17) a. Comportamiento de swimming de B. japonicum E109 en condiciones control. b.
Comportamiento de swimming de B. japonicum E109 frente a concentraciones crecientes de

arseniato y arsenito en placas con medio YEMA semi-solido (0,3% agar).
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Figura 18) Diametro del halo de swimming frente a concentraciones 25, 50, 100 y 500 pM de
arseniato y 10 y 25 uM de arsenito de sodio. (*) Diferencias significativas (p<0,05) respecto al control.

(*) Diferencias significativas (p<0,05) con el tratamiento de arsenito 25 pM.
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El comportamiento de swarming es un tipo de traslacibn que se considera un
comportamiento bacteriano grupal. Los microorganismos secretan slime extracelular (una
mezcla de carbohidratos, proteinas, péptidos, surfactantes, etc.) en el cual se pueden
diseminar como biofilm en la superficie, impulsados por movimientos flagelares (Daniels y
col., 2004; Braeken y col., 2007). Esto puede apreciarse claramente en el control, donde se
observan los bordes irregulares de las colonias (Fig. 15a). Esta respuesta también se ha
reportado en miembros de Proteus, Vibrio, Bacillus, Clostridium, Chromobacterium,
Escherichia, Salmonella, Azospirilum, Aeromonas, Yersinia, Serratia, Burkholderia,
Pseudomonas (Harshey, 1994; Ghelardi y col., 2002), y en el caso de los rizobios, sélo ha
sido demostrado en Sinorhizobium meliloti, Rhizobium etli (Braeken y col., 2007) y en B.
japonicum USDA 3Ib110 (Kanbe y col., 2006). Sin embargo, segin nuestro conocimiento, no
existen aun estudios en relacion al efecto del As y otros metales sobre la movilidad en
rizobios y por lo tanto, si de esta forma podria verse afectada la interaccion rizobio-
leguminosa.

Tanto el comportamiento de swarming como el de swimming de B. japonicum E109 se
vieron afectados, en el caso del primero para ambas especies ibnicas mientras que el
swimming se redujo solo con arsenito. A diferencia del efecto observado para B. japonicum
E109, se ha reportado induccion de swimming frente a As en la bacteria hipertolerante H.
arsenicoxydans (Muller y col., 2007); mecanismo que se suele asociar con la busqueda de
un nuevo nicho con mejores condiciones para el crecimiento (Deziel y col, 2003).

Se sabe que B. japonicum posee 2 conjuntos de flagelos. Uno de ellos puede ser
utilizado durante el swimming para alcanzar las raices de la planta, mientras que el otro
conjunto puede ser expresado durante el swarming formando peliculas o biofiims en la
superficie de la raiz, previo a la formacion de nddulos (Kanbe y col., 2007). Por lo tanto, en
base a los resultados obtenidos en el presente trabajo, el proceso de nodulacion podria
verse afectado debido al impacto negativo del As sobre la movilidad de B. japonicum E 109,
impidiendo de alguna forma la colonizaciéon y formacién de biofilms con la consecuente
alteracion en el proceso de infeccion, lo que podria llevar a una disminucién en el nimero de
nodulos. Sin embargo, el efecto podria variar en presencia de la planta, ya que las
leguminosas pueden secretar en sus exudados, sustancias elicitoras que inducen la

movilidad bacteriana (Braeken y col., 2007).
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4.3 ESTUDIO DEL SISTEMA PLANTA-MICROORGANISMO

4.3.1 EFECTOS DEL As SOBRE EL DESARROLLO Y TOLERANCIA DE PLANTAS
DE SOJA INOCULADAS CON B. japonicum E109

Se evalud el efecto del arseniato y arsenito (5, 10 y 25 uM) sobre el desarrollo de plantas

inoculadas con B. japonicum E109, crecidas en sistemas de macetas con arena volcanica
durante 30 dias (Fig. 19).

No inoculado Inoculado

Arseniato

Arsenito

Figura 19) Aspecto de las plantas de soja no inoculadas e inoculadas con B. japonicum E109 bajo

tratamientos con 5, 10 y 25 uM de arseniato y arsenito de sodio luego de 30 dias.

Como se observa en la Fig. 20, tanto la longitud como el peso fresco de la porcién aérea
de las plantas inoculadas y no inoculadas disminuyeron con el aumento en la concentracion
de As. Dicho efecto result6 mas notable para la longitud del tallo (Fig. 20a) donde las
diferencias respecto al control (sin As) fueron significativas a partir de 5 uM, tanto para
arseniato como para arsenito, en plantas inoculadas, y a partir de 10 pM en las no
inoculadas. En cambio, el peso fresco (Fig. 20b) solo disminuyé significativamente para
tratamientos con 25 pM de arseniato, y para arsenito a partir de 10 uM en plantas no

inoculadas y desde 25 uM en aquellas inoculadas.
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No se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre arseniato y arsenito
para ninguno de los tratamientos ensayados. Tampoco hubo diferencias entre aquellas
plantas inoculadas respecto de las que no lo fueron, con excepcion de la longitud, donde la
misma aumenté en aquellas plantas inoculadas respecto de su control no-inoculado para los

tratamientos sin As.
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Figura 20) a. Longitud (cm) y b. peso fresco (g) de la porcién aérea de plantas de soja de 30 dias
no inoculadas e inoculadas, sin As (control) y suplementadas con concentraciones 5, 10 y 25 uM de
arseniato y arsenito de sodio. (*) Diferencias significativas (p<0,05) respecto al control. (*) Diferencias

significativas (p<0,05) entre plantas no inoculadas e inoculadas para un tratamiento particular de As.

En cuanto a la porcion radical los efectos de los diferentes tratamientos so6lo provocaron
una disminucién significativa en la longitud para arsenito 25 uM en plantas no inoculadas
(Fig. 20a), mientras que la biomasa disminuyd para tratamientos con 25 pM de arsenito
tanto en plantas no inoculadas, como en las inoculadas (Fig. 20b). Ninguno de los demas
tratamientos presentaron diferencias significativas respecto al control y tampoco fueron
observadas diferencias entre arseniato y arsenito, ni entre plantas inoculadas respecto de

las que no lo fueron.
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Figura 21) a. Longitud (cm) y b. peso fresco (g) de la raiz de plantas de soja de 30 dias no
inoculadas e inoculadas, sin As (control) y suplementadas con concentraciones 5, 10 y 25 uM de

arseniato y arsenito de sodio. (*) Diferencias significativas (p<0,05) respecto al control.

También fue analizado el contenido de pigmentos de la porcion aérea. Se observo que el
contenido de clorofila a (Fig. 22a) disminuy6 significativamente para tratamientos de arsenito
25 uM no inoculado, presentando a su vez diferencias estadisticamente significativas
respecto de su control 25 yuM inoculado. En cambio, los niveles de clorofila b no mostraron
diferencias para ninguno de los tratamientos ensayados (datos no mostrados).

La concentracion de carotenos también disminuyé significativamente para tratamientos
de arsenito 25 uM no inoculado, tratamiento que presentd diferencias estadisticamente

significativas con su respectivo control inoculado (Fig. 22b).
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Figura 22) Contenido (mg/g de peso fresco) de a. clorofila a y b. carotenos de la porcion aérea de
plantas de soja de 30 dias no inoculadas e inoculadas, sin As (control) y suplementadas con
concentraciones 5, 10 y 25 uM de arseniato y arsenito de sodio. (*) Diferencias significativas (p<0,05)
respecto al control. (*) Diferencias significativas (p<0,05) entre plantas no inoculadas e inoculadas
para un tratamiento particular de As.

4.3.2 EFECTOS DEL As SOBRE LA INTERACCION SOJA-B. japonicum E109:
implicancias en la nodulacion

Se evaluo el efecto del As sobre la nodulaciéon de las plantas de soja inoculadas con B.
japonicum E109. Puede observarse en la Fig. 23 que el nimero de nddulos por planta
disminuyd con el incremento de la concentracion del metaloide, presentando los
tratamientos con 25 pM de arseniato y arsenito diferencias significativas respecto al control.
En dichos tratamientos la formacion de nodulos disminuy6 aproximadamente un 40 y 60%
para arseniato y arsenito, respectivamente. No se presentaron diferencias en el nimero de
nodulos entre los tratamientos con arseniato y arsenito para ninguna de las concentraciones
ensayadas.
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Figura 23) a. Raiz de soja (Glycine max) donde pueden observarse nédulos de diferentes
tamafios (sefialados con flechas blancas) luego de 30 dias de haber sido inoculadas con B.
japonicum E109. b. Numero de nodulos totales (promedio) por planta para tratamientos sin As
(control) y con 5, 10 y 25 uM de arseniato y arsenito de sodio. (*) Diferencias significativas (p<0,05)

respecto al control.

También se clasific6 a los nédulos como efectivos o inefectivos segun su coloracion
interna (Fig. 25b). El nimero de nddulos efectivos sélo mostré una disminucién significativa
respecto al control para tratamientos de arsenito 25 uM (Fig. 24a). Mientras que el nimero
de nodulos inefectivos lo hicieron tanto con arseniato como con arsenito para dicha

concentracion (Fig. 24b), sin presentarse diferencias entre ambos tratamientos.
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Figura 24) a. Numero de nédulos efectivos y b. nimero de nddulos inefectivos (promedio) por
planta para tratamientos sin As (control) y con 5, 10 y 25 pM de arseniato y arsenito de sodio. (*)

Diferencias significativas (p<0,05) respecto al control.

Como se observa en la Fig. 25a la proporcion de nédulos eficientes/ineficientes se
mantuvo constante para los tratamientos de arseniato, mientras que para arsenito a medida
gue aumento la concentracion disminuyo el numero de nodulos eficientes, aumentando los

ineficientes.

52



fsutbaatrs ¥ Livasiory

ineficientes

Efectivos

Porcentaje
«
g

.

5 10 25 5 10 25

Arseniato Arsenito b

Concentraciéon de As (UM)

Figura 25) a. Proporcion (en porcentaje) de nédulos ineficientes e ineficientes para tratamientos 5,
10 y 25 uM de arseniato y arsenito de sodio. b. Nodulos de soja (10 X) de diferentes tamafios y con
interior rojo, con presencia de leghemoglobina que le confiere el color caracteristico e indicando

efectividad.

Para garantizar la sobrevivencia de rizobios suficientes para que se produzca la
colonizacién de las raices y consecuente formacion de nédulos, cada semilla fue inoculada
con 4.10° UFC. Esto se realiz6 en base a la recomendaciéon de la CASAFE (Camara de
Sanidad Agropecuaria y Fertilizantes de Argentina), que establece que un buen inoculante
es aquel que aporta aproximadamente 10° bacterias vivas por cada semilla, y a la
Resolucion N° 310/94 del SENASA que establece que los inoculantes deben contener no
menos de 10° rizobios por g o ml de producto a la fecha de elaboracién y no menos de 10®
por g o ml a la fecha de vencimiento.

Como se muestra en el inciso 4.2.1b) B. japonicum E109 fue capaz de tolerar y
desarrollarse a concentraciones de 25 uM de arseniato y arsenito; sin embargo, la formacién
de nddulos en las plantas de soja disminuyd para ésta concentracion, independientemente
de la forma en que el metaloide fue suplementado al medio. Estos resultados concuerdan
con estudios realizados con Sinorhizobium sp. en los cuales el microorganismo fue capaz de
crecer a concentraciones de hasta 10 mM, pero la formacién de nédulos en Medicago sativa
disminuy6 alrededor de un 75% con concentraciones de 25 a 35 uM de arsenito de sodio
(Pajuelo y col., 2008). Por otra parte, Reichman (2007) observé que el nimero de nédulos
por planta de soja disminuy6 con el incremento en la concentracion de arseniato.

Una posible explicacion para la menor nodulacién observada bajo tratamientos con 25 uM
de As podria relacionarse con la alteracion del tejido radicular vegetal en relacién al estrés

provocado por el metal. Como se discutid anteriormente en el punto 4.2.1, B. japonicum
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E109 fue capaz de desarrollar hasta concentraciones de 5 mM de arseniato y hasta 25 uM
de arsenito (Fig. 13); sin embargo el desarrollo de las plantas de soja, y en particular la raiz,
se vio afectada ante tratamientos con 25 puM tanto de arseniato como de arsenito (incisos
4.1.1 b y 4.3.1). Inclusive en sus trabajos, tanto Pajuelo y col. (2008) como Reichman
(2007), encontraron sintomas de dafio y disminucién del nimero de pelos radicales, lo que
fue relacionado con bajas de hasta un 90% para Medicago sativa en el niumero de
infecciones por parte de los rizobios. También existen antecedentes en legumbres en cuyo
caso para otros metales como Cu*? (Kopittke y col., 2007), Cd*? y Hg*? (Ortega-Villasante y
col., 2005) el efecto negativo sobre el proceso de nodulacidon fue atribuido al dafio que
producen los mismos sobre los pelos radicales.

Otro factor que podria estar influenciando la disminucién en el nUmero de nédulos, es la
reduccion de la movilidad de B. japonicum E109. Teniendo en cuenta que el comportamiento
de swarming se vio afectado con concentraciones 25 uM para ambas especies i6nicas de
As, y como ya se menciond en el punto 4.2.2, esta reduccién en la movilidad podria haber
dificultado la formacién de peliculas o biofilms en la superficie de la raiz, entre otros factores,
posiblemente llevando a una menor formacién de ndédulos (Kanbe y col., 2007).

Dado que la leghemoglobina es una proteina sintetizada durante la simbiosis rizobio-
leguminosa y que tiene como finalidad controlar los niveles de O, en los nodulos, la
presencia de color rojo-rosado en el interior de los mismos (Fig. 25b), y con ello la presencia
de la proteina, es una forma sencilla de inferir FBN. Para tratamientos con 25 uM de
arseniato y arsenito de sodio, se observdé una disminucion en el nimero de nodulos
efectivos respecto al control (Fig. 24a) y ademas, para tratamientos de arsenito 25 uM, se
presentd aumento en la proporcion de nddulos blancos o no fijadores (Fig. 25a). Sin
embargo, no se repitieron estas diferencias para tratamientos de As con concentraciones
menores a 25 uM; de manera similar, la concentraciéon de As (para tratamientos 1, 5y 10
MM) no tuvo efectos significativos en la proporcion de nédulos con capacidad de fijar N en
plantas de soja inoculadas con B. japonicum CB1809 (Reichman, 2007).

En consecuencia podria sugerirse que en general, una vez lograda la infeccion y
colonizacion, el resto del proceso de formacion del nédulo y FBN seria independiente tanto
de las formas ibnicas como de las concentraciones de As. El comportamiento observado
para arsenito 25 pM podria atribuirse al menos en parte, a la ya planteada reduccion en la
infectividad ocasionada por toxicidad del As sobre los pelos radicales, asi como a la

disminucion sobre la movilidad del microorganismo.
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4.3.3 DETERMINACION DE As EN EL TEJIDO DE PLANTAS DE SOJA NO
INOCULADAS E INOCULADAS CON B. japonicum E109

Se analiz6 el contenido de As en el tejido vegetal de las plantas desarrolladas en medio
suplementado con 25 pM de arseniato y arsenito. Ademas, y en base a los niveles de As
presentes en el tejido, se calculé el FT As para la porcién aérea y raiz.

En la Tabla 1 puede observarse gque las concentraciones de As presentes en raiz fueron
significativamente mayores que las encontradas en la porcion aérea. Dicha observacion
coincide con los valores de FT As encontrados, los cuales resultaron alrededor de 1000
veces mayores en la raiz que en la porcion aérea.

No se presentaron diferencias significativas en los niveles de As presentes en el tejido en
relacién a la inoculacion, ni tampoco frente a tratamientos con arseniato o arsenito, tanto en

raiz como en la porcion aérea de las plantas.

Tabla 1) Concentracion (ppm) y factor de transferencia de As con sus respectivos errores, en raiz
y porcion aérea de plantas de soja de 30 dias no inoculadas e inoculadas, suplementadas con 25 uM
de arseniato y arsenito de sodio. (*) Diferencias significativas (p<0,05) para los diferentes tratamientos
entre la porcion aérea y raiz. Referencias: No-inoc.: no inoculado, Inoc: inoculado, C As (ppm):

concentracién en ppm de As en el tejido, FT As: factor de transferencia de As.

Tratamiento C As (ppm) FT As

No-inoc.
PR i’ 357,4 +30,8 0,160 + 0,014
oc. 290,1+5,5 0,159 + 0,005
No-inoc.
P | 371,1+12,7 0,094 + 0,002
noc. 4232 +104,1 0,141 + 0,035
No-inoc. % 4 Bes
Sorcion | AEErTRE - 0,63 0,01 3,9.10* +9,2.10
. * -4 *
aérea o 2,35+0,19 6,2.10%+0
-l . * -4 -5 %
P | 1,11+0 9,6.10% +7,7 10
noc. 1,93 +1,37 * 8,2.10%+58.10% *

En base a los resultados obtenidos en el ensayo en macetas, podemos establecer que el
efecto del As sobre las plantas, en general, fue mas notable en la porcién aérea que en la

raiz. Se observé para la primera, una disminucién dependiente de la concentracion tanto en
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la longitud como en la biomasa, mientras que la longitud de la raiz sélo disminuyé
significativamente con arsenito 25 pM en plantas no inoculadas. Esto concuerda con
resultados obtenidos por Lafuente y col. (2010) de acuerdo a los cuales para tratamientos
con arsenito de sodio 25 uM, la longitud de la raiz de plantas de M. sativa inoculadas con S.
mediacae, cepa altamente tolerante a As, tampoco mostré diferencias respecto al control sin
As. La biomasa de la raiz disminuy6 tanto en plantas inoculadas como en las no inoculadas
frente a tratamientos con 25 puM de arsenito. En las experiencias realizadas en sistema
hidropdnico la raiz fue el 6rgano mas afectado, lo que refleja que el estado fisiolégico de las
plantas mejora cuando éstas no se desarrollan directamente sumergidas en las soluciones
contaminadas con el metaloide. En el sistema hidropdnico seria mayor la exposicion al metal
y en consecuente su incorporaciéon por parte de la raiz, ademas de que las condiciones de
crecimiento en inmersion de las plantas podrian resultar desfavorables y estar sumandose al
propio efecto toxico del As, lo que explicaria el mejor desarrollo de soja en macetas.

En términos generales en base a los parametros analizados, las plantas no se vieron
afectadas por tratamientos 5 y 10 uM de arseniato ni arsenito (salvo en la longitud de la
porcién aérea, anteriormente mencionado) y los efectos de tratamientos con arseniato 25
MM so6lo fueron notables en la longitud y biomasa de la porciobn aérea. Claramente el
tratamiento que produjo un efecto deletéreo notable en el estado general de las plantas fue
arsenito 25 UM, para el cual todos los parametros analizados (longitud y biomasa de ambas
porciones y contenido de clorofila a y carotenos) mostraron disminucién significativa
respecto al control sin As, y en particular, en las plantas no inoculadas. En cambio, en los
ensayos desarrollados en sistema hidroponico, las plantas se vieron afectadas aun ante
tratamientos con menores concentraciones de arseniato y arsenito. En estas plantas
crecidas en hidroponia, los niveles de clorofila a y biomasa radicular presentaron valores
significativamente menores bajo tratamientos con arseniato 25 pM y para todas las
concentraciones ensayadas de arsenito (5, 10 y 25 uM), y el peso fresco de la porcion aérea
disminuy6 para concentraciones de arsenito a partir de 10 uM (Fig. 5, 6 y 7). Incluso, la
toxicidad de As resultd ser mayor en los primeros estadios del desarrollo, durante el cual
concentraciones iguales o mayores a 10 uM (10, 25 y 50 uM), tanto de arseniato como de
arsenito, afectaron el desarrollo del hipocotilo y radicula (Fig. 4). Por lo tanto, en base a
estas observaciones y comparando los sistemas estudiados, la tolerancia de las plantas de
soja frente al As aument6 conforme lo hizo su grado de desarrollo. Esto coincide con los ya

mencionados estudios en alfalfa (Lafuente y col., 2010) segun los cuales los tratamientos no
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presentaron diferencias respecto al control cuando los periodos de exposicion aumentaron
de 6 a 15-21 dias.

Si bien no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la longitud y la
biomasa entre plantas inoculadas y no inoculadas en respuesta a As, como ya se menciond,
tratamientos con 25 pM de arsenito provocaron una disminucion en la longitud radical en
plantas no inoculadas respecto al control, sin embargo la longitud no disminuydé en las
plantas inoculadas. También se observd que tratamientos a partir de 10 pM de arsenito
afectaron el peso fresco de la porcion aérea en plantas no inoculadas, mientras que
disminuye bajo tratamientos a partir de 25 UM de arsenito en plantas inoculadas. Estas
observaciones, sumado al hecho de que tanto el contenido de clorofila a como el de
carotenos disminuyeron bajo tratamientos con 25 uM de arsenito en plantas no inoculadas, a
diferencia de las plantas en asociacion a B. japonicum E109 (presentandose a su vez
diferencias significativas entre el tratamiento inoculado del no inoculado); reflejan al menos
en parte, un efecto leve de mejoria ante la tolerancia a As cuando las plantas de soja fueron
inoculadas con B. japonicum E109, aun cuando la formacién de nédulos disminuyd, e
inclusive, también lo hizo el nimero de nddulos efectivos para dicho tratamiento (Fig. 24a y
25a).

Considerando que en base al andlisis estadistico no se presentaron diferencias entre los
tratamientos control (sin As) no inoculado e inoculado, podemos sugerir que bajo nuestras
condiciones experimentales, el aporte de nitrdgeno por parte de los nddulos en el ensayo no
seria considerable y que este nutriente provendria principalmente de la reserva presente en
los cotiledones. Esto es teniendo en cuenta que a pocos dias de la cosecha de las plantas
(30 dias) los cotiledones se encontraban aldn presentes, tanto para plantas inoculadas como
no inoculadas. Debe considerarse que para plantas inoculadas, los valores de N aportados
por la simbiosis son bajos desde los estadios vegetativos hasta comienzos de floraciéon
(actividad nitrato reductasa predominante en la planta), de ahi en adelante se registra la
mayor actividad situdndose los maximos niveles de fijacién en los estados reproductivos.
Por otra parte, las plantas no inoculadas al no tener el gasto de energia de produccion y
mantenimiento de ndodulos, tienen mas fuentes de carbono disponibles para el crecimiento
(Maddoni y col., 2004), de alli que podria no hacerse evidente el mejor desarrollo de las
plantas inoculadas. Resultados similares también fueron encontrados por Reichman (2007)
donde plantas de soja inoculadas y no inoculadas con B. japonicum no mostraron

diferencias en el desarrollo en ausencia de As.
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En base a esto, no habria diferencias de aporte nitrogenado entre plantas inoculadas y no
inoculadas y los efectos observados podrian atribuirse directamente a los provocados por el
As. Considerando que sélo se encontraron leves mejoras en algunos de los parametros
analizados para tratamientos con 25 pM de arsenito cuando las plantas fueron inoculadas,
en general, la tolerancia a As no difirié entre plantas inoculadas y no inoculadas para las
diferentes concentraciones ensayadas, tanto con arseniato como con arsenito.

El metabolismo microbiano puede afectar la especiacion y la biodisponibilidad del As en
la rizosfera a través de diferentes mecanismos (Cavalca y col., 2010), afectando ya sea
negativa o positivamente el desarrollo vegetal asi como la incorporacion y/o traslocacion del
metaloide por parte de las plantas. Sin embargo, no se encontraron diferencias en los
niveles de As en el tejido de las plantas inoculadas respecto de las que no lo fueron.
Tampoco se observaron diferencias en los valores de FT As, por lo que no diferiria la
traslocacion del metaloide, ni en raiz ni en la porcion aérea, cuando las plantas se
encontraron en asociacién a B. japonicum E109. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Reichman (2007), en cuyo caso la inoculacion de plantas de soja no tuvo
efectos significativos en la concentracion de As encontrada en raiz o tallo. Por lo tanto, el
leve aumento en la tolerancia a As observada para arsenito 25 pM cuando las plantas son
inoculadas, podria deberse a una consecuente mejora en el estado fisiolégico en la planta
en estas condiciones, mas que a una interaccion directa del microorganismo con el
metaloide.

Los valores de FT As encontrados fueron de alrededor de 0,1 para raiz mientras que
resultaron alrededor de 1000 veces menores en la porcion aérea. Estos se corresponden
con valores de FT As tipicos, los cuales van de 0,01 a 0,1 (Kloke y col., 1984; Warren y col.,
2003). A su vez, y correspondiéndose con lo mencionado, la concentracion de As en raiz fue
en general, alrededor de 250 veces mayor que en la porcion aérea. Estos resultados
concuerdan con los mencionados estudios en soja realizados por Reichman (2007) para los
cuales las concentraciones de As en raiz fueron alrededor de 100 veces menores que las
encontradas en tallo, bajo tratamientos con 10 uM de arseniato de sodio y considerando que
los niveles de As en tejido aumentaron conforme lo hizo la concentracion del metaloide en
solucion.

El FT As en porcidn aérea, y por ende su traslocacion a las partes superiores de la
planta, resulté bajo y el metaloide fue principalmente acumulado en raiz. Teniendo en
cuenta que el valor promedio del FT As en la porcion aérea de las plantas fue de 7.10™ (que

corresponde al 0,07 % del As total presente en el suelo), para que este cultivo presentara el
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limite establecido por el CAA de As para alimentos soélidos de 1 mg kg™ de PF, deberia
desarrollarse en un suelo con mas de 1428 mg kg™ de As, en base a la suposicion de que el
100 % del metal se encontrase biodisponible. Es decir, que seria equivalente a una solucién
acuosa de las sales de As de aproximadamente 106 M. En base a los resultados obtenidos
en el presente estudio y considerando que concentraciones 25 UM tienen un efecto negativo
sobre el desarrollo, las plantas de soja no serian capaces de desarrollarse a tan altas
concentraciones. Ademas, las concentraciones de As presentes en suelos y sedimentos
reportadas para nuestra region, se encuentran entre 2,1 a 8,2 mg kg™ (Pérez-Carrera y
Fernandez-Cirelli, 2010). Esto claramente refleja la baja posibilidad de que el As sea
acumulado en semilla, y por lo tanto los cultivos de soja regados con aguas contaminadas
no constituirian una potencial entrada de As a la cadena alimenticia.

Dado que las plantas serian capaces de acumular en sus raices alrededor de un 10% del
As presente en el suelo, sin hacerlo a niveles significativos en la porciéon aérea (FT ~ 0,1,
Tabla 1), la asociacion soja-B. japonicum E109 resultaria un sistema “natural’ de
fitorremediacion in-situ, sin que ello constituyera el principal objetivo. Esta estrategia de rizo-
remediaciéon de As del suelo y/o aguas cobraria importancia en nuestra regién ya que el
cultivo de soja, que abarca una importante extensién y es comunmente inoculado, es
frecuentemente regado con aguas contaminadas con As que progresivamente se incorpora
al suelo. Si bien los valores de FT As en raiz no mostraron cambios cuando las plantas de
soja se encontraban asociadas a su simbionte, no deberia desestimarse la inoculacion, ya
gue son conocidas sus ventajas y no estaria promoviendo la mayor biodisponibilidad del As
en la rizésfera. Inclusive, la tolerancia de soja a As podria mejorar a campo ya que el grado
de desarrollo alcanzado por las plantas seria mayor, y por consiguiente, su tolerancia y la
biomasa radical capaz de acumular As y con ello la remocién de los suelos.

Resulta importante considerar que el desarrollo de las plantas se vio afectado de manera
significativa ante tratamientos con concentraciones de 25 pM de As, principalmente con
arsenito, alin en plantas inoculadas. Mas aun, para dicha concentraciéon también disminuy6
el numero de nédulos totales y efectivos para ambas especies idnicas, indicando que la
presencia de este metaloide en suelos podria afectar la simbiosis soja-B. japonicum E109, y
con ello podria también verse reducida la eficiencia de los inoculantes utilizados
comunmente. Por lo tanto, la presencia de elevados niveles de As en agua y suelos
impactaria negativamente en términos de produccién para este cultivo.

También surge como una propuesta interesante en base a lo discutido, la biusqueda de

bacterias PGPRs tolerantes a As, compatibles con B. japonicum E109. El hecho de que el
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rizobio se encuentra como endosimbionte disminuiria la competencia por la colonizacion de
la rizésfera, resultando factible una co-inoculacién, combinando de esta forma los beneficios
de FBN con los de rizo-rremediacion.

Finalmente y con el objeto de sustentar y enriquecer los resultados obtenidos en el
presente trabajo, asi como para poder afirmar que la ingesta de granos de soja y sus
derivados no constituyen una fuente de contaminaciéon por As; se plantea como necesaria la
realizacion de experiencias a campo de forma de evaluar el contenido del metaloide en los
granos de plantas que se han desarrollado en suelos contaminados y/o regados con agua

conteniendo altos niveles de As.
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Coneclisiines
5. CONCLUSIONES

@ La germinacion de las semillas de soja se vio afectada de manera significativa con
concentraciones a partir de 25 pM, e inclusive inhibida, en presencia de 50 pM de las
sales de As, siendo mayor el efecto causado por el arsenito en comparacion con el

arseniato.

@ En los primeros estadios del desarrollo las plantulas de soja se vieron afectadas
con concentraciones a partir de 10 uM, efecto que se acentué con el aumento en la

concentracion de As, independientemente del estado i6nico del metaloide.

@  Cuando las plantulas se desarrollaron en hidroponia se observé un mayor efecto
toxico del As sobre la raiz en comparacién con la porcion aérea, resultando mayor la
toxicidad del arsenito que la del arseniato. En estas condiciones, tratamientos con
arsenito 25 uM produjeron una disminucién significativa en la longitud y biomasa de la raiz
y la porcion aérea, reduccion de los niveles de clorofila a y b y carotenos, asi como un

mayor grado de peroxidacion lipidica.

@ Las plantulas de soja crecidas en hidroponia fueron capaces de remover As de

soluciones 5 UM sugiriendo su incorporacion al tejido vegetal.

@ B. japonicum E109 fue capaz de desarrollarse en placas conteniendo 5 mM de
arseniato y hasta 25 pM de arsenito. El crecimiento en medio liquido no mostro
diferencias significativas con arseniato, mientras que para arsenito la velocidad de

crecimiento disminuyo.

@ La movilidad de B. japonicum E109 se redujo en presencia de As. El
comportamiento de swarming fue el que se vio principalmente afectado, ya que disminuyd
a partir de 25y 10 uM de arseniato y arsenito, respectivamente, mientras que el swimming

s6lo disminuyé con tratamientos de arsenito, con concentraciones a partir de 10 uM.

@ La inoculacion con B. japonicum E109 no promovié una mejor tolerancia de

plantas de soja frente a As, ya que, la longitud, la biomasa y los niveles de clorofila y
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carotenos no mostraron diferencias significativas entre plantas no inoculadas e

inoculadas, asi como tampoco redujo la acumulacién de As en los tejidos de las mismas.

@ La nodulaciéon de plantas de soja inoculadas con B. japonicum E109 se redujo
frente a tratamientos con 25 pM de las sales de As. Por lo tanto, la presencia de este

metaloide en suelos, podria afectar la simbiosis soja-B. japonicum E109.

@ El As provocaria alteraciones sobre el tejido radicular vegetal asi como de los
comportamientos de swimming, y principalmente de swarming, de B. japonicum E109,
interfiriendo de esta manera en la colonizacion e infeccion de las raices de plantas de soja

por el microorganismo.

@ Dado que tratamientos con 25 uM de As, principalmente de arsenito, afectaron la
nodulacion asi como el desarrollo de las plantas de soja; la presencia de As en agua y

suelos, causarian impactos negativos en términos de produccion de dicho cultivo.

@ Los valores de FT As fueron de alrededor de 0,1 en raiz y aproximadamente 1000
veces menores en la porcidn aérea. Por lo tanto, el metaloide fue principalmente
acumulado en raiz y los FT As obtenidos sugeririan que las semillas provenientes de
cultivos de soja regados con aguas contaminadas, no constituirian una potencial entrada

de As a la cadena alimenticia.

@ La inoculacién de soja con B. japonicum E109, no provocé cambios en la
traslocacion del metaloide. Por lo tanto, se sugiere que el metabolismo microbiano no
afectaria la especiacién y la biodisponibilidad del As en la rizésfera de plantas de soja
inoculadas, ni tampoco seria capaz de bio-acumularlo y con ello evitar el efecto deletéreo
del As.

@ Dada la acumulacién de As principalmente en raiz, la asociacion soja-B. japonicum
E109 podria resultar un sistema “natural” de fitorremediacion in-situ. Sin embargo, el
efecto deletéreo del metaloide sobre el desarrollo de las plantas alienta a la basqueda de
nuevas estrategias, como podria ser la co-inoculacién con microorganismso PGPR u otros

capaces de bio-acumular el metaloide, de manera de evitar su efecto toxico.
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CONCLUSION FINAL

La exposicion de soja frente a As no constituiria un riesgo para la salud animal y
humana, ya que en base a nuestros resultados, las plantas de soja presentan una baja
acumulacién del metaloide en sus tejidos y mas adn, una baja traslocacion a la porcion
aérea y con ello a los granos, por lo que no serian una fuente de transferencia del
metaloide a la cadena alimenticia. Sin embargo, altas concentraciones del metal afectaron
tanto el desarrollo de las plantas asi como la interaccién soja-Bradyrhizobium japonicum
E109, por lo que su presencia en suelos podria afectar la producciéon de dicho cultivo.

Dado que el cultivo abarca una importante extension en suelos con As de nuestro pais,
la capacidad de acumular el metaloide en raiz podria resultar en un sistema “natural” de
rizorremediacién in-situ; aunque seria necesaria la realizacion de nuevos estudios, para la
busqueda de estrategias que eviten el efecto deletéreo del metaloide. Una de ellas podria
ser la co-inoculacion con microorganismos bio-acumuladores y/o PGPR que contrarresten

el efecto negativo del As, y de esta forma promover su desarrollo y produccion.
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Anexo

ANEXO: MEDIOS NUTRITIVOS Y SOLUCIONES DE AS

MEDIOS NUTRITIVOS PARA PLANTAS

Solucién Hoagland (1000 ml 1 X)

Macronutrientes

KH,PO, 1M 1ml
KNO; 1M 6 mi
Ca(NOs), 1M 4 ml
MgSO,; 1M 2ml
Micronutrientes Stock 1mi
Solucion Hierro Stock 2mi

Solucién Hoagland modificada / Libre de Nitr6geno (LN) (1000 ml 1 X)

Macronutrientes

KH,PO, 1M 1ml
ClCa 0,44 g
MgSO, 1M 2 ml

Micronutrientes Stock 1ml

Solucién Hierro Stock 2ml

*Solucion Stock de Micronutrientes (100 ml 1 X)

H3:BO3 286 mg
CIMn 4H,0 901,3 mg
ZnS0O, 7H,0 21,84 mg
CuSO, 5H,0 8 mg

Na,MoO, 2H,0 2,66 mg
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MEDIO NUTRITIVO PARA B. japonicum E109

Medio YEM / Yeast Extract Manitol (1000 ml)

Manitol 10g
Extracto de levadura 0,8¢g
KH,PO, 0,49
MgSO, 0,29
CINa 0,1¢g
*Agar 12 ¢

Rojo Congo 0,25% P/V 10 ml
Antibidtico y antifngico:
Vancomicina 4 pg/ml

Ciclohexamida 50 pg/ml

SOLUCIONES STOCK DE AS

Las soluciones stock fueron preparadas a partir de la sal de arseniato de sodio
dibasico heptahidratado (AsHNa,O, 7H,O, SIGMA) vy arsenito de sodio (AsNaO,,
SIGMA) las cuales fueron esterilizadas por filtracion y conservadas en recipientes al
resguardo de la luz a 4 °C. Dichas soluciones madre se utilizaron para suplementar los
medios de crecimiento para plantas y/o bacterias y asi obtener las diferentes

concentraciones finales correspondientes.
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