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En la actualidad, estd ampliamente aceptado el rol de las especies reactivas del oxigeno (EROs),
la participacion de los factores de nodulacién (FN) en la modulacion de la generacion de dichas
especies, asi como también la importancia del sistema antioxidante vegetal y bacteriano en los
procesos de sefializacion durante las primeras etapas de la interaccion entre rizobios y
leguminosas invadidas a través de la formacion de hilos de infeccion (HI). Sin embargo, en
leguminosas infectadas de manera intercelular, sin formacién de HI, la existencia de dichos
procesos no ha sido aun reportada. En estas leguminosas, la colonizacion rizobiana ocurre en
los puntos de emergencia de las raices laterales o adventicias, y los rizobios invaden
directamente las células de la corteza radical. Este tipo de infeccion ocurre en mani (Arachis
hypogaea L.), una especie vegetal de gran importancia agroecondémica para la provincia de
Cordoba. Esta leguminosa es capaz de establecer una asociacion simbiotica fijadora de
nitrogeno con bacterias del género Bradyrhizobium. El objetivo principal de esta tesis fue
elucidar, en la simbiosis mani-Bradyrhizobium sp., la existencia y el requerimiento de un
estallido oxidativo, la participacion de los FN en la modulacion de esta respuesta de defensa, asi
como la importancia del sistema antioxidante de la planta y bacteriano para el establecimiento
de dicha interaccion. La evaluacion de la generacion de EROs permitié demostrar que en las
etapas tempranas de dicha simbiosis se produce un estallido oxidativo independiente de la
actividad de la enzima NADPH oxidasa, el que es requerido para el normal fenotipo simbidtico.
Ademas, la activacion del sistema antioxidante de la planta, en particular, de la actividad de las
enzimas peroxidasas (PX) y catalasa (CAT), modularia el estallido oxidativo, permitiendo asi
el establecimiento de la interaccion. Por otra parte, los FN sintetizados por Bradyrhizobium sp.
participarian no s6lo en la induccion de la cascada de sefializacion simbidtica, sino que ademas
contribuirian a contrarrestar el estallido oxidativo, incrementando la actividad de enzimas del
sistema antioxidante de la planta de mani y, en el caso de las PX, aumentando incluso los
niveles de expresion del gen prxl. Por ultimo, el sistema antioxidante de bradirizobios
simbiontes de mani, particularmente la actividad de las enzimas PX, es importante para
contrarrestar el estallido oxidativo producido durante las etapas tempranas de la interaccion
mani-Bradyrhizobium sp. La comparacion de la informacion obtenida en esta tesis con la
disponible para leguminosas infectadas via HI revela que, en contraste con lo que ocurre en las
leguminosas infectadas de manera intracelular, en mani la respuesta mediada por EROs que se
activa frente al microorganismo esta representada sélo por un pico de incremento de H,O;, y es
independiente de la actividad NADPH oxidasa. Tomados en conjunto, nuestros resultados
proporcionan nuevos conocimientos sobre el mecanismo implicado en el desarrollo de la

interaccion simbidtica que establecen las leguminosas infectadas de manera intercelular.
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There is now compelling evidence about the role of reactive oxygen species (ROS), the
participation of Nod Factors (NF) in the generation modulation of these species as well as the
importance of the antioxidant and bacterial system in signaling processes during the early
stages of the symbiotic interaction between rhizobia and legumes invaded by the formation of
intracellular infection threads (IT). However, the existence of these processes has not been
reported in legumes infected intercellularly, with no formation of IT. In these legumes rhizobia
colonization occurs at emergence points of lateral and adventitious roots, and rhizobia directly
invade the cells of root cortex. This mode of infection is observed in peanut (Arachis hypogaea
L.), a plant species of great economic and agricultural importance in Cordoba. This legume is
capable of establishing a nitrogen-fixing symbiotic association with bacteria of the genus
Bradyrhizobium. The main purpose of this thesis was to determine, in the peanut-
Bradyrhizobium sp. symbiosis, the existence and requirement of oxidative burst, the
participation of NF in the modulation of this defense response, and the importance of the
plant’s antioxidant and bacterial system in the development of the interaction. The evaluation
of ROS generation allowed us to demonstrate that in the early stages of the nitrogen-fixing
symbiosis an oxidative burst is produced, independent of the NADPH-oxidase enzyme activity,
which is required for the normal symbiotic phenotype. In addition, the activation of the plant’s
antioxidant system, in particular the activity of peroxidase (PX) and catalase (CAT) enzymes,

may modulate the oxidative burst, thus enabling the establishment of the interaction.
Furthermore, NF synthesized by Bradyrhizobium sp. not only participate in the induction of the
symbiotic signaling cascade but also contribute to counteract the oxidative burst, increasing the
activity of enzymes of the peanut plant’s antioxidant system and, in the case of PX,
increasing even the expression levels of the gene prx1. Finally, the antioxidant system of
peanut bradirizobios symbionts, particularly the activity of PX enzymes, is important to
counteract the oxidative burst produced during the early stages of peanut-Bradyrhizobium sp.
interaction. A comparison of the results obtained in this thesis with those previously reported in
relation to legumes infected via IT reveals that, in contrast to what occurs in legumes infected
in intercellular manner, in peanut the response mediated by ROS, which is activated against the
microorganism, is represented only by a peak increase in H,0O,, and is independent of NADPH-
oxidase activity. In synthesis, our results provide new knowledge about the mechanism
involved in the development of the symbiotic interaction established by legumes infected in an

intercellular manner.
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Fuentes de nitrogeno para el crecimiento de las plantas

El nitrogeno es uno de los nutrientes mas importantes para el desarrollo, crecimiento y
supervivencia de las plantas ya que es indispensable para la sintesis de biomoléculas tales

como proteinas, acidos nucleicos, hormonas, clorofila, enzimas, entre otros.

En el suelo, el nitrogeno se encuentra en diferentes formas, siendo predominante el
nitrogeno organico (presente en proteinas, acidos nucleicos y aziicares) ya que representa
entre ¢l 85 y el 95% del nitrogeno total. En cambio, el nitrégeno inorganico constituye sélo el
2% del contenido total e incluye las formas utilizables por las plantas como amonio (NH4") o
nitrato (NOj). El contenido de nitrégeno en el suelo varia segln las condiciones de drenaje,
vegetacion, topografia, cantidad de materia organica, textura, y actividad agricola realizada.
Cuando se laborea un suelo, aumenta la aireacion y la tasa de mineralizacion de la materia
organica. Sin embargo, ocurre una pérdida de las fracciones mas finas de los primeros
centimetros del suelo, las cuales son las mas ricas en materia organica. Por otra parte, con la
cosecha del producto agricola aumenta la extraccion del nitrogeno del suelo. Todo esto

ocasiona que el contenido de dicho nutriente disminuya con el manejo intensivo del suelo.

Otra reserva importante de nitrogeno es la atmésfera, ya que constituye alrededor del
78% del aire atmosférico. Sin embargo, en su estado gaseoso dicho nutriente no es
incorporado por las plantas. Esto se debe a que se encuentra formando un gas diatomico (N2)
con un triple enlace entre los dos atomos, que convierte a la molécula en un compuesto

estable relativamente inerte.

La fijacion del N, proceso que lo convierte en una forma quimica asimilable por las
plantas, puede ser llevada a cabo por procesos abidticos (naturales) como la oxidacion que se
produce por los efectos de las radiaciones ultravioleta, descargas eléctricas o por combustion,
mediante sintesis quimica de fertilizantes en la industria, lo cual requiere de presion y
temperatura elevadas, o bien por un proceso biolégico, conocido como Fijacion Bioldgica de
Nitrogeno (FBN). Del total del nitrégeno fijado, el 10% es obtenido mediante fendmenos
naturales, el 25% es aportado por la industria de fertilizantes a través de la reaccion de Haber-
Bosch, mientras que la contribucion de la FBN representa aproximadamente el 65% del

aporte global de este elemento (Baca y col., 2000).
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En términos agrondmicos, la deficiencia del nitrégeno reduce y retrasa el crecimiento
de la planta, disminuyendo el nimero y peso de semillas, lo que se traduce en un menor
rendimiento (Rubio-Wilhelmi y col., 2012). Para subsanar el déficit de nitrégeno y hacer
rentable la actividad agropecuaria, suele recurrirse al suministro de fertilizantes nitrogenados.
Entre los aspectos negativos asociados a su uso, se pueden mencionar altos costos en los
insumos, simplificacién de la estructura de los ecosistemas, alterando drasticamente su
dindmica y sustentabilidad, modificando por lo tanto la biodiversidad, lo que afecta su
fertilidad natural (Lopez-Mosquera y col., 2011). Ademas, el empleo indiscriminado de
fertilizantes nitrogenados (sin considerar las recomendaciones en cuanto a cantidad, tipo y
etapa del cultivo en que se adicionan), puede llevar a la contaminacion de aguas subterraneas,
acidificacion del suelo con la consecuente solubilizacion de metales téxicos y efectos
adversos en el ecosistema. Es relevante, por lo tanto, profundizar el estudio y maximizar el

uso de una fuente alternativa de incorporacion de nitrégeno como lo es la FBN.

Fijacion Bioldgica de Nitrégeno

En la actualidad, el proceso de FBN cobra importancia en la agricultura sustentable,
ya que reduce el alto costo econdémico y ecologico que implica el uso de fertilizantes
nitrogenados, contribuyendo a mantener la estructura y la materia orgénica de los suelos
(Lodeiro y col., 2003). Este proceso constituye una de las vias mas importantes de ingreso del
nitrégeno al ecosistema, ya que posibilita la asimilacion de este elemento por las plantas, las
cuales lo acumulan y transfieren luego por la cadena tréfica a los animales, pudiendo
posteriormente incorporarse al suelo por descomposicion de dichos organismos. La FBN es
llevada a cabo por un grupo de microorganismos procariotas diazotrofos capaces de reducir el
nitrégeno atmosférico a nitrégeno combinado mediante la enzima nitrogenasa, lo que

requiere de un alto consumo de energia en forma de ATP.

La FBN, descubierta por Beijerinck en 1901, es llevada a cabo por microorganismos
con diferentes estilos de vida y metabolismos (Figura 1) (Young, 1992; Raymond y col.,
2004; Wagner, 2011). Entre las bacterias de vida libre pueden encontrarse: anaerdbicas
obligadas o facultativas (e.j. Clostridium pasteurianum, Klebsiella spp., Desulfovibrio sp.),
aerébicas obligadas (e.j. Azotobacter spp., Beijerinckia sp.) y fotosintéticas (bacterias
purpuras sulfurosas y no sulfurosas, y bacterias verdes sulfurosas) (Allan y Graham, 2002).
Dichos microorganismos tienen escaso rendimiento fijador ya que para obtener la energia

necesaria para convertir el nitrogeno a una forma asimilable, requieren metabolizar
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carbohidratos del suelo que son poco abundantes en la biosfera. Si bien la FBN en vida libre
estd ampliamente representada en la naturaleza, la cantidad de nitrégeno incorporado al suelo
por estos microorganismos, y por lo tanto disponible para las plantas, es reducida. Por el
contrario, la FBN que realizan microorganismos cuando establecen asociaciones simbioticas
con otros organismos constituye una via importante mediante la cual el nitrogeno ingresa a
las redes troficas (Baca y col., 2000). La FBN en simbiosis puede ser llevada a cabo por

distintos organismos procariotas (Martinez-Romero y Phillips, 2000):

1. cianobacterias que ocupan tejidos de hepdticas, helechos, cicadas y
dicotiledoneas;
2. actinomicetes representados por Frankia, que forman nodulos en

muchas plantas no leguminosas de varias familias que incluyen a los géneros Alnus y

Purshia;

3. rizobios, bacterias Gram negativas del suelo, capaces de invadir las
raices o tallos de plantas leguminosas, y excepcionalmente de la no leguminosa

Parasponia, induciendo la formacion de estructuras especializadas llamadas nddulos.

Fijacion
Bioldgica de
Nitrogeno
. 1
= Y

. Organismos

Organismos de .
Cane asociados a

vida libre
plantas

m\

| - Cianobacterias-Azolla

- Cianobacterias

. i - Rizobios-Leguminosas
- Bacterias heterotroéficas . i
. i . - Bacterias endéfitas- Cereales
- Bacterias autotroéficas 1 ] . .
¢ { - Frankia-Plantas actinorricicas

Figura 1. Organismos que fijan el nitrégeno en vida libre o en asociacion con otros organismos. Modificado de

Wagner, 2011.
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Fijacion Biologica de Nitréogeno en simbiosis. Interaccion leguminosas-rizobios

La simbiosis entre plantas de la familia de las leguminosas (Fabaceae) y las bacterias
fijadoras de nitrégeno denominadas rizobios parece haber aparecido hace 60 millones de afios
(Sprent y James, 2008; Doyle, 2011). Dicha simbiosis es de gran importancia ecologica ya
que aporta una cuarta parte del nitrégeno fijado anualmente en la tierra (200 millones de
toneladas) (Peoples y col., 2009). En esta interaccion, las leguminosas adquieren nutrientes
nitrogenados mientras que los rizobios obtienen fuentes carbonadas provenientes de la

fotosintesis realizada por la planta huésped.

La interaccion simbidtica rizobios-leguminosas resulta en la formacién de noédulos en
la raiz y excepcionalmente en el tallo como ocurre en Sesbania rostrata (Dreyfus y col.,
1988) y Aeschynomene spp. (Alazard, 1985). Este nuevo Organo, es una estructura
especializada ocupada por bacterias diferenciadas llamadas bacteroides, los que, gracias al
complejo enzimatico nitrogenasa, son capaces de catalizar la reduccion de nitrogeno
atmosférico a amonio, el cual puede ser utilizado por la planta huésped (Broughton y col,
2000). Los nodulos maduros pueden ser indeterminados, los que se diferencian, entre otras
caracteristicas, por su forma alargada y cilindrica, a menudo ramificados, ya que contienen un
meristema apical persistente, o determinados, los que carecen de dicho meristema por lo que
su crecimiento se basa en la expansion y no en la division celular, razon por la que presentan

una morfologia esférica en vez de cilindrica (Crespi y Gélvez, 2000).

Los rizobios constituyen un grupo filogenéticamente diverso, ubicado en el Phyllum
Proteobacteria que, dentro del Dominio Bacteria, es hasta ahora el mas diverso (Rappé y
Giovannoni, 2003). Este Phyllum agrupa a 5 clases designadas como «, f3, y, 6 y €. Dentro de
las a Proteobacterias, los rizobios se ubican en el orden Rhizobiales, que comprende a las
familias Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae, Hyphomicrobiaceae y Bradyrhizobiaceae (Figura
2) (Madigan y col., 2000). Los géneros Rhizobium, Allorhizobium y Sinorhizobium
(actualmente denominado Ensifer, (Willems y col., 2003)) se incluyen en la familia
Rhizobiaceae (Young, 2010), Mesorhizobium y Phyllobacterium en Phyllobacteriaceae,
Azorhizobium se ubica en la familia Hyphomicrobiaceae y el género Bradyrhizobium en la
familia Bradyrhizobiaceae. Ademas, se han descripto cepas simbioticas de varias especies de
leguminosas, pertenecientes a diversos géneros bacterianos, incluyendo Devosia neptuniae
(Rivas y col., 2002), Methylobacterium nodulans (Sy y col., 2001), Ochrobactrum lupini
(Tryjillo y col., 2005), Ochrobactrum cytisi (Zurdo-Pinfieiro y col., 2007) y Shinella
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kummerowiae (Lin 'y col., 2008). Asimismo se han identificado bacterias dentro de la clase 8
Proteobacteria, de los géneros Burkholderia y Wautersia, (anteriormente Ralstonia)
(Vaneechoutte y col., 2004; Lammel y col., 2013), que son capaces de ocupar nodulos de
leguminosas y fijar nitrogeno, (Chen y col., 2001; Moulin y col., 2001; Chen y col., 2003;
Chen y col., 2005; Verstraete y col., 2013). Estudios recientes han demostrado que los f3-
rizobios son predominantes en las leguminosas tropicales de América del Sur (dos Reis y

col., 2010; Gyaneshwar y col. 2011).

Dominio Bacteria

Phylum Proteobacteria
Clase a-proteobacteria

Orden Rhizobiales

Familias: Rhizobiaceae,
Phyllobacteriaceae, Hyphomicrobiaceae y
Bradyrhizobiaceae

Figura 2. Clasificacion taxondmica de rizobios.

Las leguminosas, por su parte, constituyen una familia numerosa y diversa de plantas
dicotiledoneas (Fabaceae) capaces de establecer simbiosis fijadora de nitréogeno con los
rizobios. Esta caracteristica les otorga una mayor competencia para su desarrollo en suelos
deficientes en nitrégeno mineral. Las leguminosas presentan frutos caracteristicos en forma
de vaina en cuyo interior se encuentran las semillas. Esta familia representa el tercer grupo
mas numeroso de las angiospermas y comprende a su vez a las subfamilias Caesalpinoideae,
Mimosoideae y Papilionoideae (Allen y Allen, 1981), que agrupan a 12.000 especies con
capacidad fijadora de nitrégeno. Sin embargo, la asociacién simbiotica es especialmente

frecuente en las subfamilias Papilionoideae y Mimosoideae (Sprent, 2003).
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Etapas del proceso de FBN en simbiosis

El establecimiento de la simbiosis leguminosa-Rhizobium que culmina con la
formacion de nddulos, implica un complejo programa de desarrollo, en el que se pueden

distinguir tres etapas independientes pero estrechamente coordinadas:
1) Intercambio de sefiales quimicas entre la planta y el microorganismo.
2) Infeccion de la planta por parte de la bacteria.
3) Proceso de fijacion de nitrogeno.
1) Intercambio de sefiales quimicas entre la planta y el microorganismo.

La interaccion simbiodtica fijadora de nitrégeno entre los microsimbiontes (rizobios) y
el macrosimbionte (leguminosa), comienza con un complejo didlogo molecular especifico

que involucra sefiales de naturaleza quimica producidas por ambos socios (Figura 3).

Leguniinosas

. — — ™

Flivonoides

Acrivacidn I Activacion casomda

penes nod de sefializacion

que culmina con
Ia Formacion del

Rizohios wodnlo

-
’PO
.5""“”‘i ...j'ul

factores Nod

Figura 3. Dialogo molecular entre el microsimbionte y el macrosimbionte que culmina con la formacion del
nédulo. Los rizobios se multiplican en la rizésfera. Las plantas liberan sustancias quimioticticas como
flavonoides, que atraen a los rizobios. Los rizobios liberan factores Nod en repuesta a la percepcion de dichas
sustancias. Luego estos factores desencadenan una serie de respuestas en las plantas, que culmina con la
formacion de los nédulos. Dentro de estas estructuras los rizobios, diferenciados en bateroides, fijan nitrogeno.
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Entre el 10% y el 30% de los fotosintatos producidos por la planta es translocado a la
raiz y liberado, como exudados radicales, a la rizésfera (Bais y col., 2002). Esta es definida
como la porcion del suelo que estd intimamente asociada a las raices de plantas en

crecimiento, y presenta propiedades fisicas, quimicas y biologicas particulares.

Los exudados radicales estan constituidos por una enorme variedad de compuestos
quimicos entre los que se incluyen carbohidratos, acidos orgénicos, vitaminas, aminoacidos y
derivados fenolicos (Bowen y Rovira, 1999; Bertin y col., 2003). Entre estos tltimos se
encuentran los flavonoides (Figura 4), metabolitos secundarios de bajo peso molecular que no
contienen nitrégeno y que, a diferencia de los metabolitos primarios, no son indispensables
para la supervivencia de la planta. Ellos cumplen diferentes roles en la fisiologia de la planta,
entre los que se destacan su influencia en el transporte de hormonas vegetales (Peer y
Murphy, 2007), en la respuesta de defensa (Treutter, 2005), en la modulacion de los niveles
de las especies reactivas del oxigeno (Taylor y Grotewold, 2005; Bais y col., 2006; Buer y
col., 2010), en la proteccion frente a la radiacion UV (Robson y col.,, 2014) y en la
organogénesis del nédulo (Wasson y col., 2006; Zhang y col., 2009). La estructura base de
los flavonoides es un esqueleto C6-C3-C6, el que puede modificarse mediante la adicion de

grupos funcionales, por lo que constituyen una familia muy diversa de moléculas definidas

para cada especie vegetal, conociéndose 9.000 variantes estructurales (Williams y Grayer,
2004). Recientemente, Kovacik y Klejdus (2014) informaron que el desbalance de nitrogeno
disponible para la planta desencadena una modificacion en la acumulacion de los compuestos

fendlicos, estimulando la produccién de flavonoides especificos.

R

R O

Figura 4. Estructura molecular basica de los flavonoides. Los radicales R indican los posibles sitios de

modificaciones y adiciones de grupos funcionales que varian de acuerdo a la especie vegetal que los produce.
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La sefializacion inicial entre la leguminosa huésped y su simbionte estd mediada por
los flavonoides. La respuesta de los rizobios a dichas moléculas varia de acuerdo a las
concentraciones en que estos compuestos se encuentren. Asi, en concentraciones
nanomolares, los flavonoides inducen quimiotaxis en los rizobios (Aguilar y col., 1988; Kape
y col., 1992; Caetano-Anollés y col., 1992), mientras que en concentraciones micromolares
activan en los rizobios la expresion de los “genes nod” responsables de la sintesis de FN
(Sanchez y col., 1991; Downie, 1998). Ademas, diversos estudios proponen que diferentes
tipos de flavonoides juegan un papel importante en distintas etapas del desarrollo de los
nodulos (Wasson y col., 2006; Subramanian y col., 2007; Zhang y col., 2009). Sin embargo,
estos compuestos no son requeridos para el desarrollo de otros 6rganos como por ejemplo

raices laterales (Wasson y col., 2009).

El término “genes nod” se aplica de forma genérica a un grupo de genes rizobianos
involucrados en la nodulacion (noe, nol y nod) (Downie, 1998). En la mayoria de los rizobios
de crecimiento rapido (géneros Rhizobium y Sinorhizobium), los genes de nodulacion estan
localizados en un plasmido simbidtico (pSym). En los rizobios pertenecientes a los géneros
Bradyrhizobium y Mesorhizobium, los genes nod son cromosomales y se encuentran
agrupados en un fragmento de alrededor de 400 kb, denominado isla simbiética, que podria
ser movil (Sullivan y Ronson, 1998; Géttfert y col., 2001). Mas de 50 genes involucrados en
la biosintesis, modificacion, regulacion, transporte y secrecion de los FN han sido

identificados (Lloret y Martinez Romero, 2005).

Los FN son quitooligosacaridos cortos con sustituciones en los extremos reductores y
no reductores, definidos como lipoquitooligosacaridos de N-acetil-D-glucosamina N-acilados
(Denarié y col., 1996). El proceso de sintesis de este esqueleto comienza con el
reconocimiento de los flavonoides por la proteina bacteriana NodD, miembro de la familia
LysR. Esta interaccion resulta en el cambio conformacional de dicha proteina y su unién a la
caja nod, induciendo de este modo la expresion de los genes nodABC, responsables de la
sintesis del esqueleto basico y comun de los FN rizobianos. El gen nodA codifica para una
acil-transferasa, nodB tiene como producto una desacetilasa, y nodC codifica para una enzima
que posee actividad de B-glucosiltransferasa (Lloret y Martinez Romero, 2005). Los FN
pueden sufrir modificaciones quimicas dando como resultado una diversidad estructural de
dichas moléculas. Estas modificaciones (metilaciones, acetilaciones, sulfataciones y

glucosilaciones) estan generadas por la sumatoria de actividades de genes especificos de cada
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especie rizobiana como nodH (que codifica para una sulfotransferasa que transfiere un grupo
sulfato al extremo reductor) y nodZ (cuyo producto es una fucosil transferasa que afiade
fucosa al extremo reductor), entre otros. Las variaciones en la estructura de los FN establecen
la especificidad de la planta huésped la cual esta determinada por la sefial quimica especifica
que es producida por el rizobio compatible (Lerouge y col., 1990; Carlson y col., 1993;

Staehelin y col., 2000) (Figura 5).

Figura 5. Modelo esquematico de la estructura de los factores Nod. » es el niimero variable de moléculas de N-

acetil-glucosamina. Los radicales R representan los posibles sitios de sustituciones.

2) Infeccion rizobiana de los tejidos vegetales

Se han descripto diversas vias por las cuales los rizobios pueden infectar las raices de

las leguminosas, entre las que se encuentran:

a) Intracelular, mediante hilos de infeccion.

b) Intercelular/Intracelular, mediante “crack entry”.

¢) Intercelular.

En todos los casos, el modo por el cual los rizobios penetran en los tejidos de la planta

estd determinado por el genoma de ésta.

a) Mediante hilos de infeccion.

Este mecanismo de infeccion es el mas estudiado, ya que ocurre en leguminosas de
gran importancia economica y en aquellas que son utilizadas como modelo de estudio de la
interaccion simbiotica rizobios-leguminosas. Entre las leguminosas en las que se desarrolla
este proceso de infeccion se pueden mencionar aquellas de clima templado que producen
nddulos indeterminados (Vicia, Trifolium, Pisum, Lotus, Medicago, entre otras), y las de

clima subtropical que producen nodulos determinados (Phaseolus, Glycine, Vigna, entre
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otras). En la zona de emergencia de los pelos radicales se exudan compuestos flavonoides
que atraen a los rizobios compatibles e inducen en los mismos la sintesis de FN. La
percepcion de dichas moléculas por la leguminosa huésped desencadena una serie de cambios
morfolégicos. Los pelos radicales se curvan formando un bolsillo en el que los rizobios
quedan atrapados. Posteriormente se desarrollan los hilos de infeccion (HI), estructura tubular
formada por la invaginacion de la membrana celular de la célula epitelial del pelo radical, que
actlian como un “canal” por el cual las bacterias viajan desde las células de la epidermis hacia
las células corticales de la planta huésped (Gage, 2004; Downie, 2014). Paralelamente se
activa la division celular en la corteza lo que conduce a la formacién del primordio nodular.
Los HI progresan hacia este primordio y liberan los rizobios en el interior de las células

corticales, en donde se diferencian en bacteroides (Figura 6).
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Figura 6. Infeccion de las raices mediante la formacion de hilo de infeccion. A) Las bacterias entran en contacto
con las raices de la leguminosa. B) Los rizobios se adhieren a pelos radicales de la zona susceptible de la raiz. El
pelo radical se curva y encierra en su interior a las bacterias. Las células corticales retoman la division celular en
respuesta a los factores Nod rizobianos y se forma el primordio nodular. C) La pared celular es degradada
parcialmente, l]a membrana plasmadtica vegetal se invagina formando el hilo de infeccién. D) El hilo de infeccion
crece y se ramifica a medida que se dirige a la corteza radical. Posteriormente, las bacterias son incorporadas al

interior de las células del primordio por endocitosis y comienzan su diferenciacion a bacteroides. Tomado de

Ibariez, 2009.
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En estas leguminosas estan ampliamente descriptas las respuestas que los FN inducen
en la planta y que culminan con la nodulacion. El modelo actual postula que el
establecimiento de la simbiosis requiere de dos programas de desarrollo separados en el
espacio (epidermis y corteza) pero molecularmente coordinados (Ferguson y col., 2010;
Downie, 2014). Los FN son reconocidos por receptores que se encuentran en la membrana
plasmatica vegetal y en la membrana del HI, los cuales son del tipo LysM y LRR, ambos
necesarios para iniciar el proceso de nodulacién (Soto y col., 2009; Ferguson y col., 2010,
Downie, 2014). Los receptores LysM son proteinas compuestas por un dominio quinasa
intracelular, un dominio transmembrana y una porcion extracelular en la que se encuentran
dos o tres dominios LysM. Dichos receptores actiian como un complejo heterodimero
desencadenando las primeras respuesta de la planta frente a la percepcion de los FN (Parniske
y Downie, 2003). El otro receptor que participa en la sefializacion de los FN es del tipo LRR,
el cual presenta repeticiones ricas en leucina y dominios serina / treonina quinasa. Los
receptores LRR participan tanto en la percepcion de los FN como en la transduccion de la
sefial que desencadena estas moléculas bacterianas en las plantas, ya que se requiere de su
activacion para las primeras respuestas detectables en el pelo radical (Endre y col., 2002;
Stracke y col., 2002). La activacion de los receptores LysM es requerida para la activacion

del receptor LRR (Ferguson y col., 2010).

La percepcion de los FN por los receptores previamente descriptos activa dos vias de
respuestas en la planta huésped, una que conduce a la morfogénesis del nodulo y otra
implicada en la infeccion de la leguminosa por parte del rizobio (Downie, 2014). Como
resultado de la unién de los FN al receptor LysM se impulsa su actividad quinasa. Estos
receptores interactiian con las proteinas de membrana remorinas (SYMREMI1 y VAPYRIN)
y flotilinas (FLOT 2 y FLOT 4), las que forman un complejo de sefializacion que permite el
correcto crecimiento del HI. Este crece hacia la base del pelo, pudiendo luego ramificarse a
medida que se acerca a las células de la corteza radical (Stougaard, 2000). La infeccion
rizobiana requiere también de la activacion de una ROP-GTPasa que se une al receptor
LysM. La activacion de dicha GTPasa podria contribuir a la activacion de la enzima NADPH
oxidasa a través de oscilaciones de Ca™, resultando en la produccion de especies reactivas
del oxigeno. Ello provocaria la despolarizacion y desestabilizacion de la membrana del pelo

radical, contribuyendo con la formacion, curvado y crecimiento del HI (Downie, 2014).
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Por otra parte, la percepcion de los FN en las células epidérmicas por los receptores
LysM y LRR desencadena una cascada de sefializacion en la que participa la enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA-reductasa, generando un segundo mensajero ain no identificado,
el que induciria la apertura de canales de Ca™ y K situados en la membrana nuclear de la
célula epidérmica (Ferguson y col., 2010). Ello resulta en oscilaciones de Ca** en la region
perinuclear, que activan una proteina calcio-calmodulina quinasa (CCaMK). La actividad de
dicha quinasa culmina con la fosforilacion del factor transcripcional CYCLOPS, que a su vez
induce la expresion de genes que codifican para nodulinas tempranas, las que participan tanto
en el proceso de infeccion como en la morfogénesis del nédulo (Ferguson y col., 2010;
Oldroyd, 2013; Downie, 2014). La cascada de sefializacion por Ca*? requiere de la activacion
de tres nucleoporinas especificas denominadas NUP85, NUP133 y NENA. El rol de las
mismas aun no se ha establecido aunque se ha propuesto que pueden desempeifiar un papel en
la seleccion de los componentes de la via de sefializacién a la membrana nuclear (Downie,

2014).

La percepcion de los FN en las células epidérmicas se relaciona ademds con un
aumento localizado en la produccion de citoquininas. Estas hormonas constituirian la sefial
mévil que comunica a la corteza radical la percepcion de los FN en la epidermis, iniciando el
proceso mitdtico que da lugar al primordio nodular (Oldroyd y Downie, 2008; Madsen y col.,
2010; Plet y col., 2011; Oldroyd, 2013; Downie, 2014). El receptor de citoquininas en las
células corticales tiene un dominio histidina quinasa y es codificado por MtCRE! (en
Medicago trucantula) y LiHK1 (en Lotus japonicum) (Gonzalez-Rizzo col., 2006; Tirichine y
col., 2007). La percepcion de las citoquininas por el receptor induce la expresion de genes
que codifican para nodulinas tempranas a través de la activacion de factores de transcripcion
tales como NSP1, NSP2 y NIN (Schauser y col., 1999; Borisov y col., 2003; Smit y col.
2005; Oldroyd y Downie 2008), y finalmente al proceso de morfogénesis del nodulo (Figura
7).

E
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Figura 7. Eventos moleculares asociados a las etapas tempranas de la interaccion. Los FN se unen al receptor
LysM, el cual interactaa con flotilinas (F1) y remorinas (Re). La percepcion de FN desencadena dos programas
genéticos que ocurren en paralelo. Por un lado, se reinicia la division de las células de la corteza radical que
consecuentemente lleva a la morfogénesis del nodulo, y en simultaneo tiene lugar el proceso de infeccion

bacteriana.
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Este mecanismo de infeccion bacteriana ocurre en algunas leguminosas subtropicales
(Aeschynomene, Neptunia, Sesbania, Stylosanthes) (D’Haeze y col., 2003). El proceso se
inicia con el ingreso de los rizobios a los tejidos radicales a través de fisuras ocasionadas en
la epidermis como consecuencia de la emergencia de las raices laterales en Stylosanthes
(Chandler y col., 1982) y en Neptunia (Subba Rao y col., 1995), o de las raices adventicias en
Aeschynomene (Alazard y Duhoux, 1990), o de ambas como en Sesbania (Dreyfus y col.,
1984; Duhoux, 1984; Ndoye y col., 1994; Rana y Krishnan, 1995).

En S. rostrata y Neptunia spp., una vez que los rizobios ingresaron a través de fisuras
en la epidermis, se induce en este tejido la muerte celular localizada dando origen a bolsillos
de infeccion que posteriormente van a ser ocupados por los rizobios. Este proceso es inducido
por la percepcion de los FN y requiere de etileno, giberelinas y H,O, (D Haeze y col., 2003;
Lievens y col., 2005; Capoen y col., 2010). Presumiblemente, el bolsillo de infeccioén es un
centro de sefializacion que proporciona una fuente concentrada de FN que permite el
desarrollo de una infeccion controlada (Goormachtig y col., 2004). Luego se desarrollan HI
que se originan en dichos bolsillos cuyo crecimiento progresa primero intercelularmente y
luego intracelularmente, hasta alcanzar las células del primordio nodular (Goormachtig y col.,

2004; Capoen y col., 2010) (Figura 8).
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Figura 8. Infeccion por crack entry de las raices de Sesbania rostrata y Neptunia spp. A) Las bacterias se
adhieren a las raices de la leguminosa. B) Los rizobios penetran intercelularmente a través de discontinuidades
en la epidermis radical originadas por la protrusion de las raices laterales o adventicias. Posteriormente, inducen
la muerte celular localizada, forméandose los bolsillos de infeccion a partir de los cuales se originan hilos de
infeccion intercelulares y, posteriormente, intracelulares que penetran en el primordio nodular. D) Las bacterias

penetran en las células del primordio y comienza su diferenciacion a bacteroides. Tomado de Ibafiez, 2009.

¢) Intercelular.

Este mecanismo de infeccion ha sido escasamente estudiado, y ocurre en los géneros
Arachis (Boogerd y van Rossum, 1997), Mimosa (De Faria y col., 1988), Cytisus (Vega-
Hernandez y col., 2001) y Lupinus (Gonzalez-Sama y col., 2004). Los rizobios se diseminan
a través de los espacios intercelulares hasta alcanzar una célula cortical basal, que se
encuentra en la base del pelo radical, la cual es invadida a través de la pared celular. Su
distribucién en las células corticales ocurre por divisiones reiteradas de la célula vegetal
infectada, sin formacion de HI, dando como resultado nodulos del tipo aeschynomenoide
(Alazar y Duhoux, 1990; Boogerd y van Rossum, 1997; Klitgaard y Lavin, 2005). Este se
caracteriza por la ausencia de células intersticiales no infectadas (Boogerd y van Rossum,
1997). Dentro del nodulo, los rizobios se diferencian en bacteroides contenidos en
simbiosomas de forma esférica (Sen y col., 1986; Bal y col., 1989; Boogerd y van Rossum,
1997) (Figura 9).
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Si bien algunos autores indican que las leguminosas del género Arachis son infectadas
por “crack entry” (Chandler, 1978), otros consideran que el uso de dicho término es
inadecuado ya que el ingreso de los rizobios a las raices de esta leguminosa ocurre entre
células de pelos radicales, ubicados en la base de una raiz lateral, a través de la laminilla
media. En estos sitios, la pared celular posee una organizacion mas laxa, lo que posibilitaria

la infeccion rizobiana (Uheda y col., 2001).

Pocos estudios se han dedicado a dilucidar las sefiales moleculares que intervienen en
el establecimiento de los nddulos en Arachis hypogaea (mani). Angelini y col. en el 2003,
encontraron que los flavonoides sintéticos crisina, luteolina, apigenina y genisteina son
fuertes inductores de los “genes nod” de rizobios que nodulan dicha leguminosa. Ademas,
Taurian y col. (2008) reportaron la estructura de los FN producidos por un aislamiento nativo
obtenido a partir de nddulos de mani. El analisis por HPLC de estas moléculas revel6 que
contienen fucosa, metil fucosa y acetil fucosa como sustituyentes en el extremo reductor. En
el extremo no-reductor, se determiné la presencia de acidos grasos Cis.1, Cie:1, Cis0y Cra0y
grupos N-metilo y carbamilo. Por otra parte, la evaluacion del fenotipo simbidtico de una
mutante de Bradyrhizobium sp., microorganismo simbionte de mani, demostré que los FN
son requeridos en el programa de morfogenésis del nédulo en raices de esta leguminosa
(Ibafiez y Fabra, 2011). Recientemente, Ibafiez y col. (2015) identificaron secuencias
correspondientes al dominio extracelular LysM de dos receptores putativos de FN de mani.
Ademas, analisis filogenéticos indicaron que dichos receptores, nombrados AhNFR1 vy
AhNFP, son homologos de LiNFR1 y LjNFRS (receptores LysM de Lotus japonicum),

respectivamente.
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Figura 9. Infeccion de las raices de Arachis. A) Las bacterias se adhieren a las raices de la leguminosa. B) Los
rizobios penetran intercelularmente en el sitio de unién de dos pelos radicales localizados en Ia base de una raiz
lateral. La diseminacion intercelular de las bacterias se produce a través de la laminilla media, facilitada por la
produccion de enzimas por parte del rizobio y sin la formacién de hilo de infeccion. C) Las bacterias penetran
en la célula basal, que comienza a dividirse para originar el primordio nodular y se desencadena su

diferenciacion a bacteroides. Tomado de Ibafiez, 2009.

3) Proceso de fijacion de nitréogeno

La fijacion de nitrégeno en simbiosis es llevada a cabo por los bacteroides, que se
encuentran en los simbiosomas en el interior de las células del nédulo. El proceso requiere
del complejo enzimatico nitrogenasa. Para que se produzca la reduccion del dinitrogeno a
amoniaco, este complejo interactia con las proteinas ferrodoxina y flavodoxina, que

participan como donadores de electrones y reductores naturales de la nitrogenasa.

El complejo enzimdtico nitrogenasa estd formado por dos componentes, a) una
proteina tetramérica, la dinitrogenasa, compuesta por una subunidad a (codificada por el gen
nifD) y una subunidad f (codificada por el gen nifK), y b) una proteina homodimérica
codificada por nifH, llamada dinitrogenasa reductasa. Las dos proteinas tienen como cofactor
al hierro y, en la enzima dinitrogenasa, el molibdeno integra el cofactor conocido como
FeMo-Co. Es este cofactor el que participa en la reducciéon del nitrégeno. En la naturaleza
existen nitrogenasas alternativas que presentan el elemento vanadio en reemplazo de
molibdeno, o solamente tienen hierro. Se propone que estas nitrogenasas alternativas

™
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participarian en un mecanismo suplementario que posibilita la fijacion cuando hay bajo

contenido de molibdeno en el medio (Merrick, 2005).

La reaccion global catalizada por la nitrogenasa es:

N,+8H +8¢ + 16 Mg-ATP ——— 2 NH;+ H;+ 16 Mg-ADP + 16 Pi

La planta transfiere al interior del bacteroide, a través de la membrana peribacteroidal,
compuestos carbonados oxidables, entre los que se encuentran intermediarios del ciclo del
acido citrico como succinato, malato y fumarato. Estos acidos son utilizados como donadores
de electrones para la produccion de ATP y, tras su conversion en piruvato, como fuente de

electrones para la reduccion del N,.

Los electrones provenientes de la oxidacion del piruvato a acetil-CoA y CO; por la
piruvato flavodoxina oxidorreductasa, reducen a la flavodoxina, y ¢ésta los transfiere a la
dinitrogenasa reductasa. Luego, los electrones son aportados desde la dinitrogenasa reductasa
a la enzima dinitrogenasa, y por cada electron transferido, se hidrolizan 2-3 ATPs.
Posteriormente, y una vez reducida la dinitrogenasa, ésta transfiere los electrones al nitrogeno
para generar amoniaco (NH3), que es el primer producto de la reaccién de fijacion. Sin
embargo, este compuesto es rapidamente protonado, formandose amonio (NH;"), lo que es
favorecido por el pK (9,25) de la reaccion, de tal manera que amonio es la especie

predominante a los valores de pH fisiologicos (Sprent y Sprent, 1990).

En las células del nodulo el amonio es metabolizado a amidas o ureidos, que luego
son exportados via xilema al resto de la planta, donde son utilizados (Figura 10) (Mayz,
1997). Aunque parte del amoniaco es transformado por los bacteroides, €stos cuentan con una
maquinaria pobre en enzimas asimiladoras de amoniaco. Por el contrario, en la planta hay
altos niveles de glutamina sintetasa, por lo que el 70% del nitrogeno fijado por la bacteria es
transportado al citoplasma de la célula vegetal, para luego ser asimilado en forma de

glutamina, ademas de otras amidas y ureidos (Baca y col., 2000).
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Figural0. Intercambio de moléculas entre la planta huésped y el bacteroide en el proceso de FBN.

La siguiente es la secuencia de reacciones involucradas en el proceso de asimilacion

del NH4" mediante el ciclo glutamino sintetasa-glutamato sintasa:

NH," + Glutamato + ATP » Glutamina + ADP+Pi+H"
Glutamato Sintetasa
. - +
Glutamina + a-cetoglutarato + NADPH + H' = » 2 Glutamato+ ADP j

Los rizobios requieren de procesos de oxidacion durante la fijacion de nitrégeno, por
lo que es necesario el oxigeno como fuente de poder reductor, y ATP. Sin embargo el
complejo enzimatico nitrogenasa, responsable directo de la fijacion, demanda un ambiente
estrictamente anaerobio ya que el oxigeno inactiva irreversiblemente a la enzima nitrogenasa
(Kim y Rees, 1994). Esta aparente paradoja ha sido resuelta mediante una variedad de
estrategias que permiten mantener una tension de oxigeno adecuada para el desarrollo de los
microorganismos sin afectar el proceso de fijacion. La delgada barrera de difusion en la
corteza restringe el acceso de oxigeno al tejido central. Ademas, la membrana peribacteroidal
posee propiedades y sistemas de transporte Unicos que le proporcionan al espacio del

simbiosoma caracteristicas especiales para el funcionamiento del bacteroide. Por otra parte,
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en el citoplasma de las células infectadas se ubica una proteina de color rojo denominada
leghemoglobina que interactia con el oxigeno de forma homoéloga a la hemoglobina animal.
Esta proteina solo se encuentra en los nodulos que llevan a cabo la fijacion. Por este motivo,
la presencia de un color rojo en el interior de los nédulos es uno de los parametros utilizados
en la practica para identificar nédulos efectivos. Otros mecanismos que contribuyen a
disminuir la presion de oxigeno se basan en la actividad de oxidasas respiratorias con
diferente afinidad por el O, asi como en el papel “protector” de las mitocondrias, al consumir

el O, en la periferia de las células infectadas (Soto-Urztia y Baca, 2001).

Asociacion simbidtica Arachis hypogaea L.~ rizobios

- El macrosimbionte: Arachis hypogaea L.

Arachis hypogaea L. pertenece a la familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae,
género Arachis, (Figura 11). Esta leguminosa, originaria de América del Sur y actualmente
difundida en todo el mundo, crece en climas célidos y hiimedos, ya que es susceptible a las
bajas temperaturas. Su crecimiento requiere de la extraccion de grandes cantidades de
nutrientes del suelo, por lo que éste debe ser fértil, con alto contenido de calcio, fésforo y
potasio, de estructura suelta, textura arenosa a franco arenosa, bien drenado, pH ligeramente
acido o proximo a 7 y con una temperatura 6ptima de 16°C medidos a 10 cm de profundidad.
En suelos que reunen estas caracteristicas, se logra un buen desarrollo del sistema radical, de
la planta y del fruto (Fernandez y Giayetto, 2006). Esta leguminosa es una planta herbacea,
anual, fibrosa, erecta, ascendente, que llega a medir de 30 a 50 cm de altura. Las hojas son
pinadas con dos pares de foliolos de 4-8 cm de largo, obtusos o ligeramente puntiagudos en el
apice, con margenes enteros. Presenta flores sésiles en un principio y con tallos que nacen
posteriormente en unas cuantas inflorescencias cortas, densas y axilares, con corolas de color
amarillo brillante. La floracion comienza a los 35-40 dias después de la siembra. En la base
de la flor se encuentran los ovarios y, luego de la fecundacion, el pedicelo verdadero se
desarrolla en un tallo o estaquilla de 3-10 cm de longitud que gradualmente empuja el ovario
dentro del suelo. Tan pronto como las flores producen la estaquilla que va al suelo,
desaparecen. Los frutos crecen y maduran bajo el suelo a 3-10 cm de la superficie, dentro de
una vaina (longitud de 1-7 cm) lefiosa, redondeada, abultada en su interior, con bordes
prominentes reticulados y mas o menos deprimidos entre las dos a cinco semillas (color café

amarillento) que poseen. La testa de las semillas es de color rojo claro a oscuro. Los frutos
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maduran y estan listos para la cosecha en un periodo de 8 a 10 semanas (Fernandez y

Giayetto, 2006).

Figura 11. Planta de Mani.

Arachis hypogaea 1.. es la unica especie del género Arachis con relevancia
econdémica, siendo la semilla la parte mas importante, la que es empleada como fuente de

materia prima para las industrias aceiteras y de confiteria (Cholaky y col., 1983).

En nuestro pais se concentra ¢l 100 % de la produccion de mani en las provincias de
La Pampa, San Luis y Cérdoba. El total de superficie sembrada con mani en la campafia
2013/2014 fue de 344.041 hectéareas, de las cuales el 92% se ubica en Cordoba (Camara
Argentina del Mani, 2014). En esta provincia, el mani comenz6 a cultivarse hacia fines del
siglo XIX en los alrededores de la localidad de Rio Segundo, desplazandose gradualmente
hacia el sur (Oliva, Villa Ascasubi) durante las primeras tres décadas del siglo XX. Recién
hacia la década del "50 el nucleo manisero se traslado hacia General Deheza y General
Cabrera. En la actualidad, la siembra de mani se concentra en el centro sur de la provincia. En
la campafia 2013/2014 la participacion relativa de cada departamento de Cordoba en la
produccion de mani fue la siguiente: General Roca el 31%, Rio Cuarto el 28%, Juarez
Celman el 14%, Pte. Roque S. Peiia el 8%, Tercero Arriba el 6% y San Martin el 5% (Bolsa
de Cereales de Cdordoba, 2014). Dado que el mayor porcentaje de la produccion nacional asi
como la totalidad de los procesos de transformacion del grano se concentran en Cordoba, el

cultivo de mani se considera de gran importancia para la microeconomia de esta provincia.
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El sector agroindustrial manisero de la provincia de Coérdoba esta compuesto por
pequeiias y medianas empresas cooperativas, compaiiias de capitales nacionales y algunas de
capitales extranjeros. Son muchos los pueblos rurales de Cérdoba que sostienen sus
economias gracias a la agroindustria manisera como tnica fuente significativa de empleo.
Actualmente la cadena agroindustrial involucra cerca de 12.000 puestos de trabajo en mas de

30 localidades (Camara Argentina del Mani, 2014).

La industria manisera exporta el 95% de su produccion como mani confiteria.
Argentina se ha consolidado como el mayor exportador mundial de mani desplazando a
China y a Estados Unidos. Este alto porcentaje se explica no soélo por el reducido mercado
interno sino también por la excelente calidad del mani argentino, que le permite ingresar a
mercados vedados para otros paises como Vietnam. Ademads, se exporta pasta y manteca de
mani, y unas 60.000 toneladas de aceite de mani y subproductos, tales como harina y pellets.
Desde el 2007, Argentina es el primer exportador mundial de aceite de mani. En 2014 las
exportaciones de mani en grano alcanzaron las 400.232 toneladas. El volumen de esta
exportacion significo el 1.5% del total de las exportaciones argentinas de cereales (Camara
Argentina del Mani, 2014). Las exportaciones argentinas se han realizado a un total de 106
paises, distribuyéndose de la siguiente manera: alrededor del 65% se exporta a la Union
Europea (principalmente Holanda, Alemania, Inglaterra, Espaiia, Italia, Grecia y Francia), y
el resto se reparte entre USA, Canada, México, Emiratos Arabes, Sudafrica, Brasil, Australia,
Chile, Rusia, Argelia, Ucrania, China, India, Jordania, Taiwan, Jap6n, Tailandia y otros

paises (Camara Argentina del Mani, 2014).

En la region manisera de la provincia de Cordoba, la pérdida de productividad de las
tierras agricolas, y la inestabilidad de los rendimientos de los cultivos asociada a dicha
pérdida, ha sido claramente documentada (Bricchi y col., 1996; Cisneros y col., 1998;
Giayetto y col., 1998). Entre los indicadores del deterioro del suelo, se destaca la disminucion
del contenido de materia orgéanica en la capa arable y la consecuente pérdida de estabilidad
estructural de los agregados que se relacionan con la formacién de costras superficiales
(sellado) dificultando el ingreso del agua de lluvia (infiltracion disminuida y pérdidas de agua
por escurrimiento superficial) (Giayetto y col., 1998). Algunos estudios regionales sefialan
contenidos de materia organica del 1% en suelos con uso agricola continuo (mas de 50 afios),
respecto al contenido original de esos mismos suelos (~3,5%) bajo bosque de algarrobo

(Cisneros y col., 1996; Moreno y col., 1996).
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Por lo general, el mani no responde a la aplicacion directa de fertilizantes
nitrogenados excepto en suelos extremadamente pobres en nutrientes. En ensayos realizados
en cuatro localidades del sur de la provincia de Cérdoba no se han encontrado diferencias
significativas en el rendimiento del mani cuando se agrega nitrogeno al suelo en forma de
urea (Stalker, 1997; Bonadeo y Moreno, 2006). Es por ello que a fin de lograr mayor
sustentabilidad del sistema alimentario manisero, e incrementar los rendimientos y la calidad
de sus productos, surge como alternativa la posibilidad de aprovechar mas eficientemente la
capacidad de la planta de mani para establecer simbiosis con microorganismos fijadores de
nitréogeno (Giayetto y col., 1998). La practica de inoculacion, como recurso tecnologico para
alcanzar estos objetivos y reducir la extraccion de nitrogeno del suelo, contribuiria a
mantener el balance nutritivo edafico e incrementaria la calidad y cantidad de produccion. La
respuesta a la inoculacion de mani en suelos de Cérdoba es mas variable que la de otros
cultivos, siendo en algunos casos positiva (Cholaky y col., 1983; Diaz-Zorita y Balifia, 2004)

y en otros neutra (Giayetto y col., 1998, Bogino y col., 2005, y Castro y col., 2006).
- El microsimbionte: Bradyrhizobium sp.

La capacidad de la planta de mani de nodular fue observada en 1853 por Poiteau. Si
bien algunos estudios sefialan que los nédulos pueden ser el resultado de una interaccidon con
rizobios de crecimiento rapido (Taurian y col., 2006; El-Akhal y col., 2008), tradicionalmente
se asume que la poblacion rizobiana capaz de establecer asociacion simbidtica fijadora de
nitrégeno con esta leguminosa esta representada por bacterias de crecimiento lento del género
Bradyrhizobium (Zhang y col., 1999; Chen y col., 2003; Muiioz y col., 2011).

El género Bradyrhizobium se caracteriza por agrupar bacterias Gram negativas, de
crecimiento lento, con forma bacilar de 0.5-0.9 um de longitud, moviles por un flagelo polar
o subpolar. Son bacterias mesofilas con temperatura 6ptima de crecimiento que oscila entre
28 y 30°C, crecen a pH préximo a la neutralidad y son productoras de alcali en medio
conteniendo extracto de levadura y manitol (YEMA). Las colonias son, en general, circulares,
rara vez traslucidas, blancas y convexas, con un didametro menor a Imm después de 5-7 dias

de crecimiento.

Los microorganismos de este género poseen un amplio rango de estilos de vida:
miembros de la comunidad rizosférica, bacterias endofiticas o bien acuéticas oligotroficas.
Constituyen un grupo con caracteristicas fenotipicas muy diversas, particularmente en los

patrones de enzimas metabolicas, en la variedad de exopolisacaridos y en su capacidad de
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resistencia a antibidticos. Presentan un metabolismo muy variado, siendo algunas cepas
capaces de realizar la desnitrificacion o de disminuir la actividad de la nitrogenasa en
condiciones de vida libre microaerdbicas, y con capacidad de degradar xenobidticos como
2,4-diclorofenoxiacetato (2,4-D) o halobenzoatos (Kurz y LaRue, 1975; So y col., 1994;
Saito y col.,, 1998; Kitagawa y col., 2002; Mesa y col., 2002). Ademas, este clado
monofilético de rizobios incluye algunas cepas con capacidad de fotosintetizar (Fleischman y
Kramer, 1998). En simbiosis, la actividad fotosintética desempeifia un papel clave mediante el
suministro de energia, que puede ser utilizado para la FBN (Fleischman y Kramer, 1998;

Giraud y Fleischman, 2004).

Las bacterias del género Bradyrhizobium son capaces de nodular diversas
leguminosas, asi como también plantas no leguminosas del género Parasponia (Law y col.,
2007). En la actualidad, existen 9 especies reconocidas dentro del género: Bradyrhizobium
Jjaponicum (Jordan, 1982) redefinido como Bradyrhizobium diazoefficiens (Delamuta y col.,
2013), Bradyrhizobium elkanii (Kuykendall y col., 1992), Bradyrhizobium liaoningense (Xu
y col., 1995), Bradyrhizobium yuanmingense (Yao y col., 2002), Bradyrhizobium canariense
(Vinuesa y col., 2005), Bradyrhizobium iriomotense (Islam y col., 2008), Bradyrhizobium
pachyrizi (Ramirez-Bahena y col., 2009) y Bradyrhizobium jicamae (Ramirez-Bahena y col.,
2009).

Los estudios de la diversidad de microsimbiontes de mani aislados de distintas
regiones geograficas indican una elevada heterogeneidad. Recientemente, un estudio
fenotipico y filogenético de aislamientos bacterianos de nédulos de mani obtenidos de plantas
cultivadas en el area manisera de la provincia de Cordoba, reveld que representan variantes
localmente adaptadas de Bradyrhizobium yuanmingense y Bradyrhizobium iriomotense,
cuyos genes simbidticos podrian haber sido adquiridos por eventos de transferencia lateral de
genes. De manera interesante, las secuencias del gen nod4 obtenidas en este trabajo se
relacionan parcialmente con las ya descriptas para estas especies de bradirhizobios, pudiendo

representar nuevos clados nod4 (Mufioz y col., 2011).
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Las especies reactivas del oxigeno en la interaccién planta-microorganismos
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Especies reactivas del oxigeno (EROQOs): Generacién y detoxificacion en plantas.

- Caracteristicas generales de las EROs

El oxigeno molecular es esencial para la existencia de organismos aerdbicos. Sin
embargo, una de las consecuencias inevitables del metabolismo aerdbico, bajo condiciones
fisiologicas normales, es la reduccion parcial, univalente y sucesiva del oxigeno a formas

reactivas, conocidas como EROs (Figura 12) (Michaelis, 1946; Verma y Dubey, 2003). Las
EROs poseen uno o mas electrones no apareados, tales como los radicales hidroxilos (OH) y

el anion superéxido (O;) asi como moléculas sin radicales libres como el peroxido de
hidrégeno (H,0;) (Matamoros y col., 2003). Una caracteristica distintiva de los radicales
libres es su elevada reactividad inespecifica, lo que posibilita que reaccionen rapidamente con
otras moléculas o 4tomos. Por otra parte, el H,O,, si bien no presenta electrones no apareados,
es considerado una ERO por cumplir con la caracteristica distintiva de ser altamente reactivo

debido a la presencia de un enlace O-O.

< c” > c”
O, L_. O, - L_. H,0, L_ *OH L_. H,O
Oxigeno Anif’)lT Pe.l'(')x’i(lo l.zzl(lit“:ll Agua
i superoxido  de hidrogeno hidroxilo

Figura 12. Reduccion univalente del oxigeno. Cuando el oxigeno molecular acepta un electrén de un agente
reductor, el producto primario generado es el O, (anidn superdéxido). La adicion de un electrén conduce a la
formacion del H,O, (peréxido de hidrogeno), el cual se descompone facilmente por fision homolitica, luego de
ganar otro electron para formar "OH (radical hidroxilo). La incorporacion del cuarto electron da como resultado

la formacion de agua.

Las EROs han sido ampliamente estudiadas en plantas como indicadores ubicuos de
estreses bidticos y abidticos o de moléculas sefial en diversos procesos fisiologicos (Mittler y
col., 2011). Estos organismos estan expuestos a un entorno en constante cambio, por lo cual
deben responder rapidamente y de manera eficiente para adaptarse al ambiente (Andrio y

col., 2013). Una de las posibles respuestas de las plantas a las fluctuaciones de las
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condiciones ambientales involucra la generacion y acumulacion de EROs (Apel y Hirt, 2004).
La regulacion estricta de la homeostasis de EROs mediante el equilibrio entre la produccion y
la dismutacion de dichas moléculas establece una linea de base a partir de la cual los
incrementos en los niveles de EROs podrian ser identificados como sefiales en diversos
procesos celulares (Mittler y col., 2004; Tognetti y col., 2012). Efectivamente, las EROs han
sido involucradas en el cierre estomatico (Pei y col., 2000), en la regulacion de la expresion
génica (Neil y col., 2002), en el crecimiento celular (Foreman y col., 2003), en la respuesta
hipersensible que limita y bloquea la penetracion y desarrollo de patégenos (Apel y Hirt,
2004; Zaninotto y col., 2006), en la muerte celular programada (Gechev y Hille, 2005), en el
crecimiento polar del pelo radical (Carol y Dolan, 2006), en la respuesta a estreses abioticos
como salinidad, sequia y metales pesados (Miller y col., 2008), y en las interacciones
establecidas entre las plantas y los microorganismos (Nanda y col., 2010; Scheler y col.,
2014). Los mecanismos que posibilitan esta exhaustiva regulacion de procesos fisiologicos de
las plantas ejercida por las EROs han sido ampliamente estudiados y se ha propuesto que
estas moléculas participarian en el proceso de sulfenilacion (oxidacion de residuos de cisteina
por el H,O, con la formacion de un grupo sulfenico), activando de este modo enzimas,
factores de transcripcion y proteinas involucradas en la sefializacion celular (Poole y col.,

2000; Leonard y Carroll, 2011; Roos y Messens, 2011; Oger y col., 2012).

- Caracteristicas generales del sistema antioxidante

En altas concentraciones, las EROs son toxicas y perturban distintas etapas del
metabolismo, desencadenando un desbalance del estado redox celular conocido como
estallido oxidativo (Implay, 2003). Bajo estas condiciones, las EROs pueden reaccionar con
diferentes componentes celulares (lipidos, proteinas y/o acidos nucleicos) y generar un dafio

oxidativo que puede llevar a la muerte celular (Figura 13) (Sharma y col., 2012).

Mic: Muwiog Vanina Lawra . 28



ls Doctorado-en Cx. Bioldgicasy Rol de las especies activas de oxigeno en la interaccién simbi6tica mani-bradirizobios.

EROs
A altas
concentraciones |

Dafio oxidativo

' ]
} = l _ ADN:
g d"e : . - Proteinas: ~Remocitn de nuclodtidos
- Ruptura de la cadena | - Modificacion aminoacido - Modificaci baiis
‘ i | Sificdeapecifica | omién d:?:e::xin'bosa
- Fragmentacion de la cade : ' !
peptidica
- Alteracion de la carga
eléctrica
- Inactivacién enzimatica
f - Incremento de la
susceptibilidad a proteélisis

Figura 13. Dafio oxidativo a lipidos, proteinas y ADN inducido por EROs. Modificado de Sharma y col., 2012.

La regulacion redox juega un papel importante en el desarrollo de las plantas y en su
adaptacion a diferentes estreses (Foyer y Noctor, 2013). Para ello, las células poseen un
sistema de defensa antioxidante que les permite mantener el estado redox celular en
condiciones fisiologicas y atenuar el dafio causado por el estrés oxidativo (Tabla 1). Este
sistema antioxidante se encuentra distribuido en diferentes compartimentos celulares, tales
como cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas, y actiia de manera coordinada previniendo la
formacion de EROs, reparando el dafio producido por las mismas o desactivandolas (Pang y

Wang, 2008).
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Tabla 1. Principales enzimas y compuestos no enzimaticos del sistema antioxidante, su

localizacion y funcion en las células vegetales.

Antioxidantes Reaccion catalizada Codigo de Localizacion

enzimaticos Enzima subcelular
CAT 2H,0; —» 0O, +2H,0 1.11.1.6 Per., Gli. y Mit.
APX H,0, + AA — 2H,0 + DHA 1.11.1.11  Cit., Per., Clo. y Mit.
GPX H,O0, + DHA — 2H,0 + GSSG 1.11.1.7  Clo., Cit.,, Mit. y ER
SOD 0p- + 0p-+2H — 2H,0, + O, 1.15.1.1  Cit, Clo., Per. y Mit.
MDHAR 2MDHA + NADH— 2AA +NAD" 1.6.5.4 Clo., Mit. y Cit.
DHAR DHA +2GSH —— AA + GSSG 1.8.5.1 Clo., Mit. y Cit.
GR GSSG + NADPH—* 2GSH + NADP®  1.6.4.2 Cit., Clo. y Mit.
Antioxidantes

no enzimaticos

AA Sustrato de APX. Detoxifica H,0, Clo., Cit., Mit., Per.,
Vac., y Apo.
GSH Sustrato de varias PX, GSTs y GR. Detoxifica Clo., Cit., Mit., Per.,
hidroperoxidos Vac., y Apo.
TOCs Protege membranas de la peroxidacion lipidica Membranas
CARs Detoxifica 'O,, precursor de ABA Plastidios
Flavonoides Detoxifica H,O, y OH Vac.

Abreviaciones: 'O,: oxigeno singlete; OH: radical hidroxilo; H,O,: peréxido de hidrogeno; O,: anion
superoxido; CAT: catalasa; APX: ascorbato peroxidasa; GPX: guaiacol peroxidasa; PX: peroxidasas; SOD:
superoxido dismutasa; MDHAR: monodehidroascorbato reductasa; DHAR: dehidroascorbato reductasa; GR:
glutation reductasa, DHA: dehidroascorbato; GSH: glutation; GSSG: glutation oxidado; GSTs: glutation S-
transferasas; MDHA: monodehidroascorbato; AA: acido ascorbico; CARs: carotenoides; TOCs: tocoferoles;
Clo.: cloroplastos; Cit.: citocromo; Mit.: mitocondria; Gli.: glioxisoma; Vac.: vacuola; ER: reticulo
endoplasmico.; Per.: peroxisomas; Apo.: apoplasto; Cit.: citosol; ABA: acido absisico. Modificado a partir de:

Karuppanapandian y col. (2011).

El sistema denominado primario involucra reacciones enzimdticas 0o no enzimaticas.
En estas dltimas participan moléculas pequefias tales como glutation, ascorbato,
fitoquelatinas y flavonoides. Estos antioxidantes interactuan con numerosos componentes

celulares y juegan un papel crucial en la defensa como cofactores enzimaticos, en el
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crecimiento de las plantas y, en la modulacion de la senescencia y muerte celular (De Pinto y

De Gara, 2004).

El sistema enzimatico comprende metaloenzimas como catalasas (CAT), superdxido
dismutasas (SOD) y peroxidasas (PX). SOD juega un papel central en la defensa frente al
estallido oxidativo en todos los organismos aerobicos ya que es la primera enzima
involucrada en el proceso antioxidante, y convierte el O," a H,O, (Scandalios, 1993). Un
incremento en la actividad SOD a menudo se correlaciona con un aumento en la tolerancia de
la planta al estrés abidtico (Sharma y col., 2012). Las enzimas responsables de dismutar el
H,0, son CAT y PX. CAT es la primera enzima descubierta y caracterizada, y es la
responsable de descomponer el H>O, en agua y oxigeno. Diferentes estreses modifican la
actividad de dicha enzima, provocando su incremento o disminucion, dependiendo del agente
estresante, de la duracion de la exposicion y de la intensidad del estrés (Mallick y Mohn,
2000). Esta enzima posee una alta afinidad por el H,O; pero una baja afinidad frente a
peroxidos organicos. En cambio, las enzimas PX ademas de utilizar el H,O, como dador de
electrones para metabolizar diferentes sustratos, pueden reducir diversos peroxidos organicos
generando H;O, en dicho proceso (Sharma y col., 2012). A diferencia de CAT, las PX
requieren de un equivalente celular reducido para completar un ciclo de oxido-reduccién que
le permite detoxificar a la célula de perdxidos (Sharma y col., 2012). Estas enzimas son
ubicuas y estdn involucradas en diversos procesos como el control del crecimiento de la

planta y la tolerancia a estreses bidticos y abidticos (Smirnoff, 1993).

Luego de la accion del sistema antioxidante primario, las estructuras celulares pueden
ser aun susceptibles a la oxidacion, requiriendo de la accién del sistema antioxidante
secundario. Este comprende un conjunto de enzimas y proteinas que previenen la formacion
de EROs como citocromo oxidasa y glutation transferasa y las proteinas quelantes de Fe y Cu
ferritina y transferrina, ademas de aquellas enzimas que reparan el dafio producido por EROs

(lipoliticas, proteoliticas, reparadoras de ADN).
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- Mecanismos de generacion de EROs

Las reacciones que generan O, incluyen la autoxidacion de compuestos de bajo peso
molecular, el transporte de electrones a nivel mitocondrial (Complejo I y II) y la actividad de
enzimas como NADPH oxidasa y xantina oxidasa. Por otra parte, la generacion bioldgica de
H,0, se debe tanto a la dismutacion del O, catalizada principalmente por la enzima SOD, o
de enzimas peroxisomales como glicolato oxidasa y peroxidasas, o apoplasticas como oxalato
aminasa y amino oxidasa. El proceso espontaneo de doble reduccion del oxigeno molecular
constituye otra fuente de H,0, (Figura 14) (Bolwell y Wojtaszek, 1997; Hu y col., 2003;
Walters, 2003; Torres y Dangl, 2005; Nanda, 2010; Sharma y col., 2012).
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Figura 14. Representacion esquematica de la generacion de EROs en las plantas. Modificado de Sharmay col.
(2012).

En las plantas se generan constantemente EROs debido a la fuga inevitable de
electrones al O, desde las cadenas de transporte de electrones que se encuentran asociadas a

mitocondrias, cloroplastos, peroxisomas, membrana plasmatica y reticulo endoplasmatico

(Figura 15) (Sharma y col., 2012).
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Otra fuente importante de generacion de EROs en las plantas es de origen enzimatico
(Figura 15). Una de las principales enzimas involucradas es la NADPH oxidasa (NOX), que
se encuentra en la membrana plasmatica (Appel y Hirt, 2004; Torres y Dangl, 2005; Nanda,
2010). Las NOXs de plantas son homdlogas de la oxidasa del estallido respiratorio (RBOHs),
especificamente de la subunidad catalitica (gp917"*) de RBOHs de los fagocitos de
mamiferos (Keller y col., 1998; Sagi y Fluhr, 2001). El modo de acciéon de este sistema
enzimatico esta dado por la reduccion del oxigeno molecular, para formar anion superéxido
utilizando NADPH como dador de electrones (Torres y Dangl, 2005). Dicho producto de la
reaccion catalizada por la NADPH oxidasa, constituye el sustrato inicial para la sintesis de
otros compuestos activados tales como H,0,, peroxinitrito, 'Oz, OH', entre otros

(Men’shchikova y col., 2008).
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Figura 15. Sitios de produccion de EROs en las plantas. Modificado a partir de Sharma y col. (2012).

Produccion de EROs durante las interacciones plantas-microorganismos

Diversos estudios han permitido establecer que el equilibrio oxidativo juega un papel
importante en las interacciones plantas-microorganismos (Nanda y col., 2010; Torres, 2010;

Puppo y col., 2013). Parte del complejo sistema inmune de la planta es impulsado por una
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generacion y acumulacion de EROs que le permite mediar primero el reconocimiento del
microorganismo, y luego el establecimiento de la respuesta de defensa en la planta (Mittler,

2004).

Durante las interacciones incompatibles planta-patdgeno, las respuestas de defensa de
las plantas se activan y el estallido oxidativo muestra un comportamiento bifasico (Figura
16). Aunque ambas fases involucran sustratos y vias de induccion similares, se regulan de
manera independiente (Levine y col., 1994; Wojtaszek, 1997). Se ha observado que la Fase |
de acumulacion de EROs es una reaccion biologicamente inespecifica y transitoria que por lo
general tiene lugar minutos después del ataque a la planta por el patdgeno, mientras que la
Fase II ocurre mas tardiamente y es sostenida en el tiempo. Esta ultima fase es especifica y
requiere de la accion de los genes avr y Hrp o genes de la respuesta hipersensible y de
patogenicidad, respectivamente, por lo que se correlaciona con la defensa de la planta
huésped frente a una interaccion incompatible (Torres y col., 2010). Por el contrario, en una
interaccion compatible los mecanismos de defensa de la planta son vencidos por el patogeno,

induciendo de este modo la enfermedad, por lo que se observa solo la Fase I (Torres y col.,

20006).
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Figura 16. Representacion esquemdtica de la cinética de produccion y acumulacion de EROs en la interaccion
planta- patégeno. Fl: Fase I; Fll: Fase Il. Modificado de Wojtaszek (1997).
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Importancia de las ERQOs en la simbiosis rizobios-leguminosas.

Si bien durante la colonizacion rizobiana de los tejidos radicales de la leguminosa
huésped no se inducen en la planta las reacciones de defensa que se desencadenan frente a
microorganismos patogenos, se ha observado que en las etapas tempranas de dicha
interaccion simbidtica los rizobios serian primeramente reconocidos como patdogenos,
provocando un estallido oxidativo semejante al descripto para las interacciones patogénicas.
Aparentemente estos microorganismos son capaces de superar la segunda fase de generacion
de EROs lo que les permitiria inactivar la respuesta de defensa de las plantas, inhibiendo las
vias de sefializacion que la activan, lo que posibilita una posterior interaccién simbiotica
exitosa (Herouart y col., 2002; Gechev y Hille, 2005; Pauly y col., 2006; Lohar y col., 2007;
Torres, 2010; Eaton y col., 2011).

Diversos estudios han aportado pruebas convincentes de que las EROs juegan un
papel importante en los procesos de sefializacion durante el establecimiento de la simbiosis
leguminosas-rizobios (Bueno y col., 2001; Santos y col., 2001; Ramu y col., 2002; Pauly y
col., 2006; Cardenas y col., 2008; Oger y col., 2012; Andrio y col., 2013; Puppo y col., 2013;
Downie, 2014). Santos y col. (2001) informaron un incremento en los niveles de O, y H,0O;
en la pared y matriz de los HI, indicando que en los inicios de la simbiosis Medicago sativa-
Sinorhizobium meliloti se produce un estallido oxidativo. Se ha propuesto que uno de los
roles de dicho estallido oxidativo es promover el crecimiento y desarrollo de los HI, ya que
las EROs intervienen en reacciones de oxido-reduccion que favorecen el entrecruzamiento de
las glicoproteinas asociadas a la pared celular de dichas estructuras, permitiendo de ese modo
su elongacion (Gibson y col., 2008). Sin embargo, se ha demostrado que el 90% de los HI
abortan debido justamente a la respuesta de hipersensibilidad desencadenada en el tejido
cortical de la raiz (Vasse y col., 1993). Bueno y col. (2001) demostraron que las primeras 24
horas de dicha interaccion son fundamentales para determinar la respuesta de la planta a las
bacterias compatibles o incompatibles ya que, cuando inocularon plantas de alfalfa con una
cepa mutante de S. meliloti no productora de FN (bacteria incompatible) observaron un
incremento en la produccion de H>O, con respecto a plantas controles sin inocular y a plantas

inoculadas con la cepa salvaje (bacteria compatible).

Evidencia adicional sobre el rol de sefializacion de las EROs durante la interaccién
leguminosas-rizobios ha sido descripta en el sistema simbidtico Medicago truncatula-S.

meliloti. En los estadios tempranos de dicha interaccion (12 horas postinoculacion) se ha
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demostrado un incremento en la produccién de O, en la zona proxima a la punta de la raiz, la
que no se observd cuando se inoculd con una cepa de S.meliloti incapaz de sintetizar FN
(Ramu y col., 2002). Por el contrario, en las etapas mas tempranas de dicha interaccion (30
min postinoculacion) la aplicacion de FN compatibles redujo la tasa de generacion de EROs
en segmentos de raiz de M. truncatula (Shaw y Long, 2003). Ademas, Lohar y col. (2007)
sugirieron que es requerida una reduccion transitoria en la acumulacion de EROs para que, 1
hora después de la inoculacion, ocurra el curvado del pelo radical inducido por los FN
especificos de S. meliloti. Estos resultados aparentemente contradictorios permiten suponer
que se requeriria de distintos niveles de EROs en las distintas etapas de la interaccion
simbidtica M. truncatula-S. meliloti, y que los FN participarian en el proceso de modulacion

del eflujo de dichas moléculas.

Glyanko y col. (2003) confirmaron la importancia del H,O; en las etapas tempranas
de la interaccion Pisum sativum-Rhizobium leguminosarum, dado que en plantas mutantes,
incapaces de reconocer los FN, se produce un incremento en los niveles de H>O; que estaria

asociado a la ausencia de modulacién de la produccion de EROs mediada por los FN.

Cardenas y col. (2008) informaron que en los estadios tempranos (3 min post-
inoculacion) de la interaccion Phaseolus vulgaris-Rhizobium etli, se produce un incremento
transitorio en los niveles de EROs, el que es atribuido a la percepcion de FN especificos.
Estos autores proponen que el aumento en los niveles de EROs es una respuesta caracteristica
de la interacciéon simbidtica que se establece en esta especie de leguminosa y que su
modulacién por los FN permite a los rizobios el ingreso a la planta hospedadora, evitando la

induccion de una respuesta hipersensible.

En las etapas mas tardias del proceso de interaccion simbidtica que ocurre en las
leguminosas del género Medicago, se ha observado un aumento en la produccion de EROs y
una elevada y variable actividad antioxidante en la zona de infeccion de nédulos jovenes,
indicando la produccion de estos radicales durante el desarrollo y vida del noédulo (Becana y
col., 2000; Santos y col., 2001; Muglia y col., 2008). Esta generacion prolongada de O, y
H,0; en la zona de infeccion posibilitaria que, en ausencia de la sefial bacteriana adecuada, la
planta inicie una respuesta sistémica de defensa (Santos y col., 2001). Por otra parte, Oger y
col. (2012) informaron que la produccion de EROs durante la interaccion simbidtica
constituye parte de las cascadas de sefializacion desencadenadas por la percepcion de los FN.

El uso de quimicos y sondas genéticas, junto con el andlisis por espectrometria de masas, les
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permitio a estos autores identificar, en la simbiosis M. truncatula-S. meliloti, alrededor de un
centenar de proteinas modificadas por el proceso de sulfenilacion, ampliamente distribuidas
en los tejidos vegetales en las etapas tempranas de la interaccion (2 dias postinoculacion) y en
los nédulos maduros (4 semanas postinoculacion). Estos resultados sugieren que el proceso
de sulfenilacion, que ocurre como consecuencia de la oxidacion de los residuos Cys por el
H,0, generado durante el establecimiento de la simbiosis, regularia la actividad de las
proteinas que juegan un papel importante en el desarrollo y funcionamiento de la interacciéon

simbidtica.

Andrio y col. (2013), mediante un analisis transcriptomico realizado en raices de M.
truncatula inoculadas con S.meliloti y tratadas con DPI (difenileneiodonio), un inhibidor de
la produccion de EROs, identificaron, a los 2 dias postinoculacidn, 301 genes cuya expresion
era potencialmente regulada por el contenido de EROs. Entre ellos se encuentra el gen
MtSpk1 que codifica para una proteina quinasa putativa, la cual es inducida por tratamiento
con H,O, o con FN. Estos estudios permitieron identificar por primera vez un gen que
participa en la interaccion simbidtica y que su expresion es regulada por los FN y por las
EROs. Los transcriptos de este gen fueron encontrados en los pelos radicales, en los
primordios de nodulos y en la zona de la infeccion de los ndédulos maduros. El uso de una
sonda fluorescente especifica permitio ademas conocer que la distribucion de los transcriptos

del gen y del H,0O; producido es similar en la zona de infeccion de los nédulos.

En Sesbania rostrata, una leguminosa infectada inicialmente por crack entry pero
luego por HI, se observo un incremento en la produccion y acumulacion de H>O; en la zona
de infeccion de la planta. Dicha ERO esta relacionada a la muerte celular localizada que
culmina con la formacién del bolsillo de infeccion (Den Herder y col., 2007). Ademas, se

observo que el aumento de H,O; es consecuencia de la percepcion de los FN.

Otro rol clave de las EROs en los procesos metabdlicos y de sefializacion durante el
establecimiento de la simbiosis es su participacion en la produccion de especies reactivas del
nitrogeno (ERNs). Las ERNs incluyen principalmente a la molécula gaseosa 6xido nitrico
(ON) y al peroxinitrito que se genera por la reaccion del ON y del anion superéxido (Romero
y col. 2006). En la ultima década, se ha informado una produccion y acumulacion de ON
durante las diferentes etapas del establecimiento de la simbiosis rizobios-leguminosas
(Meilhoc y col., 2011). Dado que se conoce que en las interacciones planta-patogeno existe

una interconexion entre las vias de regulacion de la produccion de EROs y de ERNs (Asai y
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Yoshioka, 2008; Bellin y col., 2013), ésta esta siendo actualmente investigada en la simbiosis
fijadora de nitrogeno. En este sentido, Puppo y col. (2013) propusieron que el peroxinitrito
generado en los nodulos como resultado de la acumulacion de O, y ON, actuaria como
molécula sefial activando los procesos de S-nitrosilacion y nitracion. La modificacion
postraduccional de algunas proteinas como consecuencia de dichos procesos activaria o
inactivaria proteinas requeridas en los diferentes estadios de la interaccion simbiotica. Melo y
col. (2011) describieron la regulacion de la enzima glutamina sintetasa en nodulos de M.
truncatula a través de la nitracion de residuos de tirosina. Ademas, el peroxinitrito inhibe la
generacion de EROs como consecuencia de la S-nitrosilacion de la enzima NADPH oxidasa
(Yun y col., 2011). Por otra parte, Wang y col. (2010) observaron que el H,O, activa una
MAP quinasa que participa en la modulacion de vias de biosintesis de ON en Arabidopsis sp..
Todos estos resultados dan sustento a la hipotesis del posible entrecruzamiento entre las vias
que regulan la generacion de las EROs y de las ERNs. Se ha propuesto ademas que las EROs
son parte del repertorio de sefiales que contribuye al establecimiento de la interaccion
simbidtica en leguminosas que presentan un mecanismo de infeccion mediado por la
formacion de HI. Sin embargo, en procesos de infeccion rizobiana menos caracterizados
como la invasion intercelular, sin formacion de HI, como el que ocurre en la interaccion
mani-Bradyrhizobium sp., no ha sido ain elucidado el rol de las EROs en las etapas

tempranas, y solo se dispone de informacion referida a las etapas tardias de dicha interaccion.

Recientemente Carlier y col. (2013) estudiaron el rol de las EROs en el proceso de
senescencia de nddulos de mani. Para ello analizaron la produccién de dichas moléculas en
tres estadios del desarrollo de la planta de mani: en floracion, en vaina completa y en semilla
completa. El analisis de los resultados obtenidos indicé que, durante el desarrollo del nodulo,
se produce una disminuciéon de su contenido de EROsg sin cambios en los niveles de
peroxidacion lipidica y oxidacion de proteinas. Resultados similares fueron observados por
Maiti y col. (2012) en nédulos de mani. Estos hallazgos indicarian que, a diferencia de lo que
ocurre en leguminosas infectadas via HI (Pauly y col., 2006), la produccion de EROs no

estaria involucrada en la senescencia de dichos nddulos.
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- Rol de la enzima NADPH oxidasa en la simbiosis rizobios-leguminosas

Las EROs generadas como resultado de la activacion del sistema enzimatico NADPH
oxidasa, participan en mecanismos de proteccion de la planta contra agentes patogenos, tal
como la respuesta hipersensible, la resistencia sistémica adquirida e inducida y el
fortalecimiento de la pared celular como barrera mecénica contra la infeccion (Sagi y Fluhr,
2001). Sin embargo, el papel de las EROs producidas por la NADPH oxidasa en las
interacciones mutualistas, y el origen de la acumulacion de dichas especies durante la
infeccion rizobiana y la organogénesis del nodulo, ain no son completamente conocidos.
Debido a que las etapas iniciales de las interacciones entre plantas y microorganismos
patdégenos o simbioticos tienen aspectos en comun (Soto y col., 2006), se puede sugerir la
participacion de la NADPH oxidasa en el mecanismo implicado en la produccion de EROs
durante la interaccion simbidtica entre las leguminosas y los rizobios. En este sentido, Peleg-
Grossman y col. (2007) demostraron que en ausencia de actividad de la enzima NADPH
oxidasa se suprime la produccion de EROs, el curvado del pelo radical y la formacion del HI.
Ademas, Lohar y col. (2007) determinaron que existe correlacion entre la disminucion en la
acumulacion de transcriptos de genes putativos de dicha enzima y la disminucion del eflujo
de superdxido y peroxido, resultados que sustentan la hipotesis de la participacion de la
enzima NADPH oxidasa en la generacion de EROs. En este contexto, se han realizado
recientemente estudios tendientes a identificar y caracterizar la NADPH oxidasa en las
leguminosas (Lohar y col., 2007; Marino y col., 2011; Montiel y col., 2012). De hecho,
varios genes Rbohs han sido identificados en los genomas de dichas plantas (Marino y col.,

2012).

Si bien diversos estudios sugieren que la NADPH oxidasa de plantas desempeiia un
papel similar en las interacciones benéficas y patogénicas generando condiciones hostiles
para ambos tipos de microorganismos, otros estudios han demostrado que la inhibicion de
dicha enzima bloquea el proceso de nodulacion o reduce el rendimiento de la actividad
nitrogenasa. Esto sugiere que la actividad del complejo NADPH oxidasa, a diferencia de lo
que ocurre en la interaccion patogénica, es requerida para el establecimiento de una simbiosis
efectiva (Tavares y col., 2007; Shaw y Long, 2003; Lohar y col., 2007, Peleg-Grossman y
col, 2007, Montiel y col., 2012).
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El rol de la enzima NADPH oxidasa en el establecimiento de la simbiosis fijadora de
nitrogeno ha sido analizado en los ultimos afios, mediante estudios genéticos (Tabla 2). En la
interaccion M. truncatula-S. meliloti se ha encontrado que la expresiéon de un gen que
codifica Rboh (MtRbohA) esta limitada a la zona de fijacion de nitrogeno del nédulo, ain
cuando la actividad del complejo nitrogenasa es sensible a las EROs (Marino y col., 2009).
Por otra parte, la regulacion negativa de la expresion MtRbohA disminuy¢ la actividad de
fijacion de nitrogeno y afectdé la expresion de los genes que codifican las proteinas del
complejo nitrogenasa (Marino y col., 2011; Kiirika y col., 2012). Estos datos indican que la
regulacion del gen MtRbohA desempefia un papel importante en la simbiosis M. truncatula-S.

meliloti.

Montiel y col. (2012) identificaron 9 miembros de la familia de genes Rboh de P.
vulgaris. El transcripto de uno de ellos, PvRbohB, se acumulé abundantemente en tallo, raiz y
nddulos durante la interaccion simbidtica P. vulgaris-R. tropici. En plantas transformadas, en
las cuales la expresion del gen pvrbohB estd regulada negativamente, se observd una
inhibicién en la progresion de los HI, una disminucién en el numero de nddulos y una
reduccion en la fijacion de nitrogeno. Estos resultados indican que el gen que codifica para
esta NADPH oxidasa de poroto es crucial para una colonizacion exitosa y un apropiado

desarrollo de los HI.

Tabla 2. Caracterizacion funcional de genes involucrados en la expresiéon de la enzima

NADPH oxidasa durante la simbiosis fijadora de nitrégeno.

Moléculas Fenotipo
Proteinas Organismos Referencia
redox simbiotico
Disminucion de la )
Medicago ) Marino y col.,
H,0; MtRbohA actividad
truncatula . 2011
mtrogenasa
Medicago Disminucion del Kiirika y col.,
H,0; MtROP9
truncatula numero de nédulos 2012
Disminucion del
Phaseolus nimero de ndédulos  Montiel y col.,
HzOz PvRbohB
vulgaris y de la actividad 2012
nitrogenasa

Modificado a partir de Ribeiro y col., 2014.
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Downie (2014) propone un modelo de induccién de la cascada de sefializacion
simbidtica que se inicia con la percepcion de los FN y culmina con la formacion de nodulos.
Los FN activarian una ROP-GTPasa que a su vez induciria a la enzima NADPH oxidasa,
resultando en la producciéon de EROs y en el eflujo de calcio a través de la membrana
plasmatica de las células de los pelos radicales en crecimiento, lo que seria requerido para el

curvado del pelo radical y la formacion del HI.

Todos estos estudios ponen en evidencia la importancia del sistema NADPH oxidasa
en la interaccidn simbidtica que se establece en leguminosas que son infectadas via HI. Sin
embargo, en leguminosas infectadas de manera intercelular, como mani, ain no se han

realizado estudios en ese sentido.

- Importancia del sistema antioxidante de la leguminosa huésped en la simbiosis

rizobios-leguminosas.

Durante las ultimas dos décadas ha sido analizado el rol del sistema de defensa
antioxidante de la leguminosa huésped en el establecimiento de la simbiosis fijadora de
nitrogeno. La primera evidencia de su importancia fue la existencia de correlacion entre el
contenido de glutatién y ascorbato y la eficiencia en la fijacion de nitrégeno (Groten y col.,
2005; Chang y col., 2009; Marino y col., 2009; Becana y col., 2010). Ademas, la actividad de
las enzimas involucradas en la via glutation-ascorbato también se encontro ligada a la
eficiencia de la FBN (Werner Ribeiro y col., 2014). Frendo y col. (2005) observaron que una
disminucion en la sintesis de glutation y homoglutation inhibié la formacion de nodulos. La
presencia de redoxinas (glutation peroxidasa, peroxiredoxinas, glutaredoxinas y tioredoxinas)
en el interior de los nddulos ha sido asociada con su requerimiento en el desarrollo de dichos
organos (Lee y col., 2005; Groten y col., 2006; Frendo y col., 2013). Por otra parte, se
demostré la importancia de la enzima glutation-S-transferasa (GST) en el correcto

establecimiento de la simbiosis fijadora de nitrogeno (Dalton y col., 2009).

En la interaccion M. sativa-S. meliloti, se observé que el éxito del establecimiento de
la simbiosis dependia, al menos en parte, de un incremento en la actividad del sistema de
defensa antioxidante de la planta huésped (particularmente de las actividades de las enzimas
antioxidantes CAT y lipoxigenasa) (Bueno y col., 2001). Por otra parte Vasiléva y col. (2005)

resaltaron la importancia del incremento en la actividad CAT para la modulacion del estallido

Mic. Muwiog Vanina Lawras % 41



& Doctorado en Cy. Bioldgicay Rol de las especies activas de oxigeno en la interaccién simbi6tica mani-bradirizobios.

oxidativo desencadenado en las etapas tempranas de la interaccion simbidtica P. sativum - R.

leguminosarum.

En S. rostrata se identificé el gen que codifica para una peroxidasa clase III (Srprx1)
el que es inducido transitoriamente durante el proceso de nodulacion (Den Herder y col.,
2007). Ademas, se observé que la expresion de dicho gen depende estrictamente de la
percepcion de los FN y puede ser modulada por la produccion de H,O,. Dado que Srprx1 no
se induce como consecuencia del ataque de patdogenos o del daiio tisular, se propuso que
dicho gen codifica para una peroxidasa especifica del proceso simbiodtico. La hibridacion in
situ permitié la deteccion de transcriptos del gen Srprx1 alrededor de los bolsillos de
infeccion, a lo largo del HI y en los nodulos, lo que sugiere la importancia de la peroxidasa en
el correcto establecimiento de la simbiosis. En la interaccion M. fruncartula-S. meliloti, la
produccion de EROs también estaria acompafiada por la induccién de una peroxidasa
codificada por el gen ripl. La actividad de dicha peroxidasa, podria estar involucrada en el

entrecruzamiento de proteinas de la pared celular (Cook y col., 1995; Ramu y col., 2002).

El rol del sistema de defensa antioxidante en plantas de mani no ha sido aun
completamente estudiado. Bianucci y col. (2008) reportaron que el glutation producido en
dicha planta es requerido para el normal desarrollo de ndédulos. Ademas, recientemente Maiti
y col. (2012), analizaron la actividad de las enzimas CAT, SOD, APX, y GR en nédulos de
mani, encontrando un incremento sélo en ésta ultima, lo que confirma la importancia del

glutation en la interaccion simbiotica en dicha leguminosa.

- Importancia del sistema antioxidante del microsimbionte en la simbiosis rizobios-

leguminosas.

Debido a que, como se describié anteriormente, durante la interaccién rizobios-
leguminosas se produce un estallido oxidativo, la participacion del sistema antioxidante
bacteriano seria requerida para sobrellevar dicha produccion de EROs. Las bacterias cuentan
con un sistema antioxidante que garantiza su sobrevivencia frente al estrés oxidativo que se
puede generar en el ambiente circundante (Lushchak, 2011). Dicho sistema ha sido foco de
estudio en la interaccion rizobios-leguminosas, especialmente en relacion a la actividad de las

enzimas CAT y SOD.
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- Laenzima SOD

S. meliloti posee al menos dos isoenzimas SOD, denominadas SodA y SodB (Hanyu y
col., 2009). Se ha observado que los genes que las codifican son expresados diferencialmente
tanto en vida libre como en simbiosis. La inoculacion de alfalfa con una mutante deficiente
en SodA, resulté en una alteracion en todos los estadios de la simbiosis (Santos y col., 2000).
Por otra parte, Davies y Walker (2007) informaron que la inoculacidon con una mutante SodB
también afecté varias etapas de la interaccion simbidtica en esta leguminosa. Todos estos
hallazgos indicarian que dicha enzima juega un papel importante en la eficiencia de la
nodulacién y de la fijacion de nitrégeno. En cuanto a la importancia de la MnSOD, si bien se
ha identificado la presencia de esta enzima en Bradyrhizobium sp., no hay informacion acerca
de su rol en la respuesta de defensa frente al estrés oxidativo en la interaccion simbidtica

(Santos y col., 1999).

- Laenzima CAT

La cantidad de isoformas y la actividad de las CAT varian entre las distintas especies
rizobianas. Por ejemplo, B. japonicum USDA 110 y R. etli CFN42 poseen solo una catalasa
bifuncional (catalasa-peroxidasa) codificada por karG (Vargas y col., 2003; Panek y O’Brian,
2004). En cambio, S. meliloti presenta las catalasas KatA y KatC, y una catalasa bifuncional,
KatB (Herouart y col., 1996; Sigaud y col., 1999; Jamet y col., 2003; Jamet y col., 2005). Por
otra parte, en el genoma de M. loti se encuentran dos genes que codifican para enzimas
catalasas, una monofuncional, KatE, y otra bifuncional, KatG (Hanyu y col., 2009). Ademas,
en R. leguminosarum bv. phaseoli creciendo en vida libre, se han descripto la actividad de

tres enzimas catalasas diferentes (Crockford, 1995).

Diversos estudios indican que el rol de dicha enzima en el establecimiento de la
simbiosis varia seglin la isoenzima implicada. Asi, por ejemplo, la mutacion en el gen katG
de R. etli no afecté el establecimiento de la simbiosis con P. vulgaris (Vargas y col., 2003).
De igual modo, una mutante de M. loti también en el gen katG no mostrd diferencias con
respecto a la cepa salvaje en la interaccion simbidtica con Lotus japonicum (Hanyu y col.,
2009), mientras que tampoco se alterd la nodulacion en plantas de M. sativa inoculadas con
una mutante de S. meliloti en el gen que codifica para KatA o KatC (Jamet y col., 2005).
Estos resultados indican que KatG y KatA no son esenciales para el fenotipo simbidtico de R.

etli, M. loti y S. meliloti respectivamente. Sin embargo, las doble mutantes de S. meliloti en
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katA/katC o katB/katC indujeron la formacion de un menor nimero de nédulos, con una
disminucion en la capacidad de fijar nitrogeno (Herouart y col., 1996, Jamet y col., 2003).
Por otra parte, una mutante de M. loti en el gen katE form6 nddulos poco eficientes, en

comparacion con la cepa salvaje.

El rol del H,O; en la interaccion rizobio-leguminosa ha sido estudiado mediante el
uso de mutantes de rizobios que sobrexpresan la enzima CAT. Orikasa y col. (2010)
informaron que la inoculacion de P. vulgaris con una cepa de R. leguminosarum bv. phaseoli
superproductora de CAT incremento la fijacion de nitrogeno, lo que podria relacionarse con
un aumento en la actividad nitrogenasa como consecuencia de la disminucion de los niveles
de H,0, en los nédulos. En cambio, en plantas de M. sativa inoculadas con una cepa mutante
de S. meliloti que sobreexpresa KatB se observd una alteracion en la formacion de los HI
seguida de una disminucién en el nimero de nédulos, con la consecuente alteracion de la
capacidad fijadora de nitrogeno. Ello puede atribuirse al rol del H,O, en el entrecruzamiento
de las proteinas de la pared celular vegetal, posibilitando el desarrollo del HI (Jamet y col.,

2007).

- Glutaredoxinas

La inactivacion de SmGRX1, una de las tres glutaredoxinas de S. meliloti, conduce a
una deficiencia en la nodulaciéon. Si bien se observan numerosos simbiosomas en plantas
inoculadas con dicha mutante, el nimero de bacteroides se encuentra disminuido y su
morfologia esta alterada (Benyamina y col., 2013). SmGRX1 ha sido relacionada a la
glutationilacion de proteinas y a la defensa frente a H,O, en bacterias en vida libre. En
conjunto, estas observaciones sugieren que se requiere un control redox estricto y de
modificaciones pos-traduccionales para la diferenciacion a bacteroides. El proceso de S-
glutatidnilacion podria constituir un mecanismo por el cual la funcidon de las proteinas es
modulada como consecuencia de modificaciones pos-traduccionales basada en la unién

reversible de GSH a residuos de cisteina presentes en su estructura.

L nd
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- Glutatién sintetasa

Se ha informado que plantas de P. vulgaris inoculadas con una cepa mutante en el gen
gshB que codifica para una glutation sintetasa presentaron un fenotipo de nodulacion
retardada y una reduccion en el peso seco de la parte aérea, lo que sugiere una disminucion en
la actividad fijadora de nitrogeno (Muglia y col., 2008). Ademas, los nodulos inducidos en
estas plantas presentaron un patroén de senescencia temprana, asociado a un aumento de los
niveles de O,". Por otra parte, Harrison y col. (2005) observaron que la disrupcion en el gen
gshA de S. meliloti, que codifica para la primera enzima de la via de biosintesis del glutation,
afectd marcadamente el proceso de nodulacion, mientras que una mutacion en el gen gshB
redujo el nimero de nodulos y la eficiencia en la fijacion de nitrogeno. Recientemente, Lu y
col. (2014) encontraron una relacion entre la biosintesis del glutation y la eficiencia de la
fijacion de nitrégeno. Estos autores observaron que la actividad glutatiéon sintetasa esta
positivamente regulada por LsrB, un regulador del tipo LysR el cual también controla la
expresion del sensor redox OxyR. Si bien la inactivacion de OxyR no afecto la eficiencia de
la simbiosis (Jamet y col., 2005), una mutante en LsrB indujo nédulos inefectivos en M.
sativa (Luo y col., 2005; Lu y col., 2013). Por otra parte, Tate y col. (2012) encontraron que
cepas mutantes de R. etli deficientes en la actividad glutatién sintetasa presentaron una
eficiencia simbidtica reducida. Estos resultados demuestran la importancia del glutation

bacteriano en el correcto desarrollo de los nodulos.

Tomados en conjunto, estos antecedentes constituyen una evidencia directa del rol
critico del sistema antioxidante bacteriano en la interaccion simbiodtica que se establece en
leguminosas que son infectadas via HI. Si se considera que en el proceso de infeccion que
ocurre de manera intercelular no se forman estas estructuras, es posible suponer que, en la
interaccion con mani, los bradirizobios estan mas expuestos a las EROs producidas en los

tejidos vegetales mientras atraviesan intercelularmente la epidermis radical.
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Hipotesis

e La produccion de EROs en la planta, modulada por los FN, y el sistema antioxidante
bacteriano y vegetal juegan un rol en los procesos de sefializacion que culminan con

una exitosa interaccion mani-Bradyrhizobium sp.

Objetivo general:

e Elucidar el rol de las EROs, la participacion de los factores Nod en la modulacion de
su produccion y la importancia del sistema antioxidante vegetal y bacteriano en la

simbiosis Bradyrhizobium sp.-mani, una leguminosa infectada intercelularmente.

Objetivos especificos:

1. Evaluar la producciéon de EROs y la actividad de enzimas del sistema antioxidante
vegetal durante las etapas tempranas de la interaccion mani- Bradyrhizobium sp.

2. Determinar la participacion de los factores Nod sintetizados por Bradyrhizobium sp
en la modulacion de la produccion de EROs y en la activacion del sistema
antioxidante de mani.

3. Establecer si la produccion de EROs en mani constituye un proceso requerido para la
nodulacion.

4. Determinar el requerimiento del sistema antioxidante de Bradyrhizobium sp en la

interaccion simbiotica con mani.
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Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas utilizadas se describen en la Tabla 3:

Tabla 3. Cepas bacterianas utilizadas.

Cepa Caracteristicas Relevantes  Fuente

Recomendada como

_ Bradyrhizobium sp. SEMIA !

1 “ inoculante para Arachis, IPAGRO, Brasil
’ Amp'

Derivada de Bradyrhizobium
Bradyrhizobium sp. V, sp. 6144 incapaz de producir Ibafiez y Fabra, 2011
FN, Amp’ Km"

Medios de Cultivo

Para el crecimiento de las cepas bacterianas se utilizo el medio YEM (Vincent, 1970)

cuya composicion es la siguiente:
PO,HK, 0,5 g 1"
SO4Mg.7TH,0 0,2 g 1!
NaCl 0,1 g I
Extracto de levadura 1 g I'!
Manitol 10 g I
pH 6,8-7

Para obtener el medio sélido (YEMA) se agregé agar-agar en una concentraciénde 15 g Iy

10 mi I de una solucién de Rojo Congo (2,5 g 1).
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Para la obtencion de los FN se utilizo el medio B™ (Spaink y col., 1992) cuya
composicion es la siguiente:
Glucosa 10 g 1!
Ca(NO3). 4H,0 1,3 g1
KNO; 0,55 g1
MgS04. 7TH0 0,55 g I
Biotina 0,2 mg 1!
Tiamina 5 mg 1"
Micronutrientes 2,5 mg 1!
FeEDTA 2,5mg 1’
KH,PO4 1 mM
pH S5

Solucidon de Micronutrientes

CuS0,. 5H,0 0,035 g I
MnSO4. 4H20 0,6 g I’
ZnS0,. TH,0 0,097 g I'!
H:BO, 1,26 g I”!
NaMoO,. 2H,0 0,4 g 1!

Conservacion de las cepas bacterianas

Las cepas se mantuvieron en placas de medio YEMA a 4° C. Para su almacenamiento
a largo plazo, se tomaron alicuotas de cultivos en fase logaritmica tardia que fueron
suplementadas con glicerol estéril hasta alcanzar una concentracion final del 40% (v/v). Las

suspensiones asi preparadas se conservaron a -20°C.
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Obtencion v analisis de los FN

Para la purificacion de los FN se siguié la metodologia propuesta por Spaink y col.
(1992). Se obtuvieron cultivos en medio YEM de la cepa salvaje Bradyrhizobium sp. SEMIA
6144 o de la cepa isogénica mutante Bradyrhizobium sp. V; en fase exponencial (168 h de
incubacion a 28°C en agitacion). Un ml de dichos cultivos fue inoculado en 10 ml de medio
B y se lo incubd 7 dias a 28°C en agitacion (150 rpm). Luego, 1 ml de este cultivo fue
transferido a 100 ml de medio B y se lo incubo en las mismas condiciones y tiempo.
Finalmente, 100 ml se transfirieron a 1 1 de medio B sin el agregado de flavonoides, o a 3 1
de medio B™ suplementados con el flavonoide genisteina en una concentracion 1 uM, y se los
incubd 4 dias con idénticas condiciones de temperatura y rpm. A ambos cultivos se les agrego
butanol en una concentracion del 30% (v/v) y se los incubo toda la noche manteniendo las
condiciones de incubacion establecidas al inicio de la experiencia. El extracto butandlico
(conteniendo los FN) se llevo a sequedad en rotavapor, y se resuspendié en 5 ml de ACN
60% (v/v). Luego se adicion6 5 ml de ACN 60% (v/v) por cada litro de cultivo. La muestra se
dejo toda la noche en agitacién y se diluyoé con agua bidestilada hasta alcanzar una
concentracion de ACN 20% (v/v). La muestra fue transferida a una columna SPE CI18
previamente tratada con ACN 20% (v/v) y MeOH. Los FN se eluyeron con dos volumenes de
MeOH vy se liofilizaron. Posteriormente se adiciond 1 ml de ACN 50% (v/v) por cada litro de
cultivo, se sonicé durante 15 min y se filtro a través de un microfiltro con un didmetro de
poro de 0,45 p para eliminar impurezas. Un volumen de 0,5 ml fue analizado en un equipo
HPLC PerlKn Elmer series 200 acoplado a un espectrometro de masas LC-MS/MS (QTRAP-

Applied Biosystems). El resto de la muestra se conservé a 4°C hasta su posterior uso.

Esterilizacion superficial v germinacion de semillas de mani

Para la esterilizacion superficial de semillas de mani (variedad Runner, cultivar
Tegua) se utiliz6 la metodologia sugerida por Vincent (1970). Las semillas se sumergieron en
etanol 96° durante 30 seg y en H,O; al 15% (v/v) durante 15 min. Luego, se realizaron 5-6
lavados con agua estéril. Una vez esterilizadas superficialmente, las semillas fueron
colocadas en placas de Petri estériles conteniendo algodon y papel de filtro, y se incubaron en

estufa a 28°C en oscuridad, hasta que la radicula alcanzo una longitud aproximada de 2-3cm.
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Obtencion de raices inoculadas

Las semillas pre-germinadas fueron transferidas a frascos de vidrio que contenian
papel de filtro estéril humedecido con medio Hoagland sin nitrégeno (Hoagland y Arnon,
1950). Se obtuvieron cultivos en medio YEM de la cepa salvaje Bradyrhizobium sp. SEMIA
6144 o de la cepa isogénica mutante Bradyrhizobium sp. V, afectada en la produccion de FN
(Ibafiez y Fabra, 2011) en fase exponencial-tardia (120 h de incubacién) conteniendo 10° ufc
ml". Cincuenta ml de dichos cultivos fueron centrifugados a 5.000 rpm durante 5 min y el
pellet obtenido se resuspendié en el mismo volumen de agua destilada. Un ml de esta
suspension bacteriana o 10 pl de la solucién de FN purificados (10 M) fue inoculado en la
zona de emergencia de las raices laterales de plantas de mani. Las plantas fueron luego
incubadas en cdmara de cultivo con una temperatura de 28°C, un fotoperiodo de 18/6 h
(luz/oscuridad) y 50% de humedad relativa. Controles negativos (plantas no inoculadas)
también fueron incluidos. Se tomaron muestras a los 5, 10, 15, 30, 60 y 240 min pos-
inoculacion (pi), se congelaron en nitrogeno liquido y se conservaron a -80°C hasta su

utilizacion.

Evaluacion de la actividad biologica de los FN de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144

Con el fin de evaluar la actividad biologica de los FN obtenidos, 5 plantas de
mani creciendo en vermiculita estéril se inocularon con 3 ml de una suspension bacteriana de
la cepa Bradyrhizobium sp. V, (10° ufc ml"') y se adicionaron los FN purificados de
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 en una concentracion 10° M. Ademas, se incluyeron
plantas controles sin inocular, plantas inoculadas con una suspension bacteriana de la cepa
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 (10° ufc ml™") y plantas co-inoculadas con las cepas
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 y Bradyrhizobium sp. V,. En todos los tratamientos, las
plantas fueron cosechadas a los 28 dias pi y se determiné numero de nddulos formados,
porcentaje de nodulos rojos y peso seco de la parte aérea. El experimento se repitié dos veces

con un n = 5 cada uno de ellos.
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Cuantificacion de H,0O; en nédulos o raices de plantas de mani

El contenido de H>O, se midi6 siguiendo la metodologia propuesta por Alexieva y

col. (2001).

Cien mg de material vegetal (raiz o nodulos) congelados fueron molidos en un
mortero con nitrogeno liquido, y posteriormente se les afiadié acido tricloroacético (TCA)
0,1% (p/v). El homogeneizado se centrifugé a 10.000 rpm por 30 min, y el sobrenadante fue
trasvasado a un tubo Eppendorf estéril. La mezcla de reaccion consistio en 160 pl de buffer
fosfato 100 mM (pH 6,8), 680 ul de KI 1 M y 160 ul de extracto vegetal. El blanco de la
prueba consistié en TCA 0,1% (p/v) en ausencia del extracto vegetal. Se incubd la mezcla de
reaccion durante 1 h en oscuridad y posteriormente se midio la absorbancia a 390 nm. El
contenido de H,O, fue calculado utilizando una curva estandar obtenida a partir de
determinaciones realizadas con concentraciones conocidas de H,O,. El experimento se repitio

dos veces con un n = 5 cada uno de ellos.

Cuantificacion de O, en raices de plantas de mani

El contenido de O, se midi6 siguiendo la metodologia propuesta por Frahry y

Schopfer (2001).

Las raices de plantas mani fueron inoculadas con 1 ml de cultivo de la cepa salvaje o
de la cepa isogénica mutante en la zona de emergencia de las raices laterales. Controles
negativos (plantas no inoculadas) también fueron incluidos. Se extrajeron 5 raices por tiempo
(0, 5, 10, 15, 30, 60, 240 min pi) y por tratamiento. El conjunto de 5 raices se colocd en un
tubo de ensayo que contenia 1 ml de la mezcla de reacciéon que consistia en buffer citrato de
potasio 10 mM (pH 6), KCl 1 mM, CaCl,0,1 mMy XTT 0,5 mM. La absorbancia se registré
continuamente a una longitud de onda de 470 nm y se transformo en concentracion molar
utilizando el coeficiente de extinciéon molar del O, (2.16x10* L mol” c¢m™) (Sutherland y

Learmonth, 1997). El experimento se repitié dos veces con un n = 5 cada uno de ellos.

o
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Deteccion histoquimica de O, v de H,O,

La localizacién in situ del O, y de H,O; se realizo en las raices de plantas de 5 dias
que fueron inoculadas como se describid6 mas arriba. Controles negativos (plantas no

inoculadas) también fueron incluidos.

La produccion de O, fue visualizada a los 0, 5, 10, 15, 30, 60 y 240 min pi utilizando
nitroblue tetrazolium (NBT) de acuerdo al método de Frahry y Schopfer (2001). Segmentos
de raices frescos fueron incubados por 8 h a 25°C en 3 ml de buffer citrato de sodio 10 mM
(pH 6), conteniendo 1 mM NBT. Cuando el NBT reacciona con el O, se forma un
precipitado insoluble azul oscuro. Las raices tefiidas fueron luego clarificadas con etanol 80%
(v/v) y conservadas en 3 ml de agua-glicerol (1:1). Luego se realizaron cortes transversales
de la raiz a mano alzada, los que fueron observados con un microscopio estereoscopico Stemi
SV6 Carl Zeiss provisto de una camara digital Cannon. El experimento se repitié dos veces
con un n = 3 cada uno de ellos.

El H,O, fue visualizado utilizando 3,3-diaminobenzidine (DAB) como sustrato de
acuerdo al método descripto por Orozco-Cardenas y Ryan (1999). Segmentos de raiz fueron
incubados por 12 h a 25°C en 3 ml de una solucion DAB-HCI (1 mg ml™, pH 3,8). Cuando el
DAB reacciona con el H,O, se forma un precipitado insoluble marrén. Las raices tefiidas
fueron luego clarificadas con etanol 80% (v/v) y conservadas en 3 ml de agua-glicerol (1:1).
Luego se realizaron cortes transversales de la raiz a mano alzada, los que fueron observados
con un microscopio estereoscopico Stemi SV6 Carl Zeiss provisto de una camara digital

Cannon. El experimento se repitié dos veces con un n = 3 cada uno de ellos.

Extraccion de proteinas de raices de plantas de mani

Para medir la actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1) (EC
1.15.1.1), catalasa (CAT; EC 1.11.1.6) y NADPH oxidasa (EC 1.6.3.1), las raices congeladas
fueron homogeneizadas en un mortero con nitrégeno liquido, posteriormente se le afiadié
buffer fosfato de potasio 50 mM (pH 7.4, pH 7,8, o pH 7 para SOD, CAT o NADPH oxidasa
respectivamente) conteniendo EDTA (1, 0,5 o 0,2 mM para SOD, CAT o NADPH oxidasa
respectivamente) 1 % (p/v) de polivinilpolipirrolidona (PVP), y Triton X-100 al 0,5 % (v/v)
(para actividad SOD y CAT) o al 0,1 % (v/v) (para actividad NADPH oxidasa). El

homogeneizado se centrifug6o a 10.000 rpm por 30 min a 4°C, y el sobrenadante fue
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trasvasado a un tubo Eppendorf estéril y utilizado para las posteriores determinaciones de

actividades enzimaticas.

Para medir la actividad de enzimas peroxidasas totales (PX), las raices congeladas
fueron homogeneizadas en un mortero con nitrégeno liquido, posteriormente se le afiadid
buffer acetato de sodio 50 mM (pH 5), conteniendo 1 M de KCl, en relacion 1:10 (mg de raiz
ul de buffer’). El homogeneizado se centrifugé a 10.000 rpm por 30 min a 4°C, y el

sobrenadante constituyo la fraccion de PX.

Determinacion de la actividad de las enzimas SOD, CAT, PX v NADPH oxidasa en

raices de plantas de mani

La actividad SOD se determindé mediante el método propuesto por Beauchamp y
Fridovich (1973). La mezcla de reaccion consistié en buffer fosfato de potasio 50 mM (pH
7,8), conteniendo metionina 0,777 mM, NBT 75 uM, EDTA 0,1 mM, riboflavina 1 mM y 20
ul de extracto de raiz en un volumen final de 1 ml. Se determiné la absorbancia a una
longitud de onda de 560 nm en oscuridad (blanco para cada muestra) y posteriormente se
expusieron a luz U.V. durante 7 min y se midié nuevamente la absorbancia a la misma
longitud de onda. El testigo se obtuvo a partir de diferentes concentraciones de riboflavina.
Una unidad (U) SOD fue definida como Ia cantidad de enzima capaz de inhibir en un 50% la
reducciéon del NBT, y se expreso en U mg proteinas™'. El experimento se repitio tres veces
con un n = 5 cada uno de ellos.

La actividad CAT se determiné midiendo el consumo de H,O; a una longitud de onda
de 240 nm segin el método propuesto por Aebi (1984). La mezcla de reaccion consistié en
buffer fosfato de potasio 50 mM (pH 7), 5 ul de H>O; y un volumen de extracto de raiz
ajustado a 25 pg proteinas ml™' en un volumen final de reaccion de 500 pl. La desaparicion
del H,O; se calcul6 por la ley de Lambert-Beer utilizando su coeficiente de extincion molar a
240 nm (40 mM™ cm™). La actividad de la enzima CAT se expresd en nmol H,0, mg
proteinas” min™'. El experimento se repitié dos veces con un n = 5 cada uno de ellos.

La actividad PX se determind segin el método propuesto por Sosa Alderete y col.
(2009). La mezcla de reaccion consistio en buffer acetato de sodio 0,1 M (pH 5.5), H,0; 0,5
mM, orto-dianisidina 0,63 mM (sustrato reductor) y un volumen de extracto de raiz
conteniendo aproximadamente 25 pg proteinas ml™ en un volumen final de reaccién de 1000
pl. Se determiné el incremento en la absorbancia a una longitud de onda de 470 nm como

resultado de la apariciéon de un producto coloreado [bis(3,3"-dimetoxi-4-amino)azobifenilo]
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originado por la oxidacion de la orto-dianisidina por las peroxidasas en un medio acido y en
presencia de H,O, como sustrato oxidante. La actividad se calculé aplicando la ley de
Lambert-Beer utilizando el coeficiente de extincion molar 11 x 10* M ¢cm™. Una unidad (U)
de PX se definié como la cantidad que cataliza la formacién, en 1 min de reaccién, de 1umol
de producto. La actividad PX se expresé en U mg proteinas™. El experimento se repitié dos
veces con un n = 5 cada uno de ellos.

La actividad NADPH oxidasa se determind midiendo la oxidacion de NADPH a una
longitud de onda de 340 nm. La mezcla de reaccion consistié en buffer acetato de sodio 30
mM (pH 6,5), 50 uM de NADPH, 5 mM de MnCl,, 20 uM de &cido p-cumarico y 20 pl de
extracto de raiz ajustado en un volumen final de reacciéon de 500 pl. La oxidacion del
NADPH se calcul6 por la ley de Lambert-Beer utilizando su coeficiente de extinciéon molar a
340 nm (6,22 mM™' cm™). La actividad de la enzima NADPH oxidasa se expreso en U mg
proteinas™ (Ishida y col., 1987). El experimento se repitié dos veces con un n = 5 cada uno de

ellos.

Cuantificacion de proteinas

El contenido proteico fue determinado por el método de Bradford (1976), utilizando

albumina bovina (1 mg mi™) como estandar.

Evaluacion del estallido oxidativo en la interaccion mani-Bradyrhizobium sp. SEMIA

6144 en presencia de nitrégeno asimilable

Con el fin de evaluar si se produce estallido oxidativo en plantas inoculadas cuando
crecen en presencia de una fuente de nitrégeno asimilable, las raices de 5 plantas de mani de
5 dias creciendo en frascos de vidrio que contenian papel de filtro estéril humedecido con
medio Hoagland sin nitrogeno o con KNOs; 5 mM, fueron inoculadas en la zona de
emergencia de la raiz lateral con 1 ml de cultivo de la cepa Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144
(10° ufc ml"). Ademas, se incluyeron plantas controles sin inocular. En todos los
tratamientos, las plantas fueron cosechadas a los 5 y 10 min pi y se determiné el contenido
H,0, siguiendo la metodologia descripta mas arriba (Alexieva y col., 2001). El experimento

se repitid dos veces con un n = 5 cada uno de ellos.
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Evaluacion del rol de EROs en }a interaccion mani-Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144

Con el fin de evaluar el requerimiento de la produccion de H,O, por la planta en la
interaccion mani-Bradyrhizobium sp., se propuso disminuir los niveles de dicha molécula
mediante la adicion de KI o de la enzima CAT. Con tal fin se determiné en una primera
instancia los niveles 6ptimos de dichos compuestos que inhiben o disminuyen la produccion
de H;0, sin afectar el crecimiento de la planta. Para ello las raices de 5 plantas de mani
fueron inoculadas en la zona de emergencia de la raiz lateral con 1 ml de cultivo de la cepa
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144, adicionando simultdneamente KI 0,5, 1,5, 3 mM o CAT
ex6gena (1000 U ml™"). Ademas, se incluyeron plantas controles sin inocular. A los 10 min
pi, se determino el contenido H,O; siguiendo la metodologia descripta mas arriba (Alexieva y
col., 2001). El experimento se repitié dos veces con un n = 5 cada uno de ellos.

Luego de conocidas las concentraciones de KI o de CAT a adicionar, se realizaron los

siguientes ensayos:

- FEvaluacion de la interaccion simbidtica en presencia de CAT exdgena.

Plantas de mani creciendo en macetas con vermiculita estéril se inocularon con 3 ml
de un cultivo de la cepa Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 (10° ufc ml"), y simultaneamente
se adicion6 1000 Uml™' de la enzima CAT (EC 1.11.1.6, SIGMA). En todos los tratamientos,
las plantas fueron cosechadas a los 28 dias pi y se determiné el niimero de nédulos formados,
el porcentaje de nddulos rojos y el peso seco de la parte aérea. El experimento se repitié dos

veces con un n =5 o 10 cada uno de ellos.
- Evaluacion de la interaccion simbiotica en presencia de KI.

Plantas de mani creciendo en macetas con vermiculita estéril se inocularon con 3 ml
de un cultivo de la cepa Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 (10° ufc ml™"), y simultdneamente
se adicion6 KI 0,5 o 1,5mM. En todos los tratamientos, las plantas fueron cosechadas a los 28
dias pi y se determind el nimero de nédulos formados, el porcentaje de nodulos rojos.
Ademas se evalud la ultraestructura de estos Organos por microscopia electronica y se
determino el peso seco de la parte aérea de las plantas. El experimento se repitid tres veces

con un n = 5 cada uno de ellos.
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- Evaluacion de la ultraestructura de nodulos mediante Microscopia Electronica de

Transmision (TEM)

El 10-20% de los nédulos formados en cada planta se fijaron en glutaraldehido al 2,5
% en buffer S-collidine (0,2 M, pH 7,4) durante 3 h a 4°C y luego se lavaron dos veces con
dicho buffer. Luego se fijaron en tetroxido de osmio al 1% durante 1 h a temperatura
ambiente, se lavaron dos veces en buffer S-collidine y se deshidrataron sumergiéndolos
durante 15 min en concentraciones crecientes de acetona (30%, 50%, 70% y 90%) y 3 veces
en acetona 100% durante 15 min. La preinclusion se realizé en una mezcla 1:1 de resina
epoxi EMbed 812 y acetona 100%, durante toda la noche a temperatura ambiente. La
inclusién se realizé6 en EMbed812 con una incubacién a 56°C, durante 48 h. A través de un
ultramicrétomo manual, utilizando cuchillas de vidrio, se obtuvieron cortes semifinos (+ 0,25
pum) los que fueron tefiidos con azul de toluidina y observados al microscopio optico para la
eleccion de la zona de interés. Posteriormente se realizaron cortes ultrafinos (20-60 nm) con
cuchilla de diamante, los que se colocaron sobre grillas de cobre de 250 mesh y se
contrastaron con acetato de uranilo durante 30 min y con citrato de plomo durante 8 min. La
observacion de la ultraestructura de los nddulos se realizd6 a través de un microscopio
electronico de transmision Elmiskop 101 y la adquisicion de imagenes mediante un
microscopio electronico de transmision JEM 1200 ExIl. En los cortes procesados se
realizaron mediciones morfométricas (drea de los simbiosomas y area de los bacteroides)

utilizando el software AxioVisionRelease 4.6.3.

- Técnica de Microscopia Optica de Alta Resolucion (MOAR)

Se utilizaron los cortes semifinos (+ 0,25 pum) de noédulos de plantas de mani
procesados para microscopia electronica de transmision. Los mismos fueron colocados sobre
un portaobjetos de vidrio y tefiidos con azul de toluidina sobre una platina termostatizada,
para permitir la entrada del colorante al tejido incluido en la resina. Los cortes semifinos
coloreados fueron montados en DPX (medio de montaje para preparaciones de microscopia)
y observados a través de un microscopio optico Axiophot. La adquisicion de las imagenes se
realiz6 mediante una camara digital Powershot G6, 7,1 megapixels adosada al microscopio

optico y el procesamiento de las mismas a través del software AxioVisionRelease 4.6.3. En
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los cortes semifinos procesados se realizaron mediciones morfométricas, que permitieron
. , . . | o
calcular la densidad (nimero de bacteroides area celular’), utilizando el software

AxioVisionRelease 4.6.3.

Evaluacion de la expresion del gen prx/ en plantas de mani inoculadas con

Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 o Bradyrhizobium sp. V,»

- Obtencion de raices de plantas de mani

Se obtuvieron raices de plantas de mani inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA
6144 o con la cepa isogénica mutante Bradyrhizobium sp. V,, siguiendo la metodologia

descripta mas arriba. Se tomaron muestras a los 30, 60 y 240 min pi.

- Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN total se realiz6 a partir de 0,1 g de raices de un pool de 4
plantas usando el kit NucleoSpin RNA Plant II de acuerdo a las especificaciones del
fabricante (Macherey-Nagel). La integridad del ARN obtenido se verifico en geles de
agarosa. La cuantificacion del ARN obtenido y del ADN contaminante presente en las
muestra se realizé utilizando los kits de cuantificacion; Qubit RNA BR Assay Kits y Qubit

DNA BR Assay Kits (Invitrogen) respectivamente.

- Obtencion de cDNA

A partir del ARN obtenido se realizé la sintesis de la primera hebra de ADNc
mediante RT-PCR empleando el kit MMLV reverse transcriptase 1° strandcDNAsynthesis
(EPICENTRE-BIOTECHNOLOGIES) siguiendo las instrucciones del fabricante. El cDNA
obtenido se cuantificé por fluorescencia utilizando el kit QubitssDNAAssay (Molecular

Probes).

- Ensayo de real time PCR (qReal-Time PCR)

Las muestras de ADNc se utilizaron en ensayos de Real-Time PCR empleando
cebadores especificos para el gen prx/ y el kit Brillant SYBR green QPCR master (Agilent

Technologies) en un equipo Stratagene Mx3005P. Como control de contaminacion con ADN

Mic. Muwiog Vanina lawrar  * 57



# Doctorado en Cy. Bioldgicasy Rol de las especies activas de oxigeno en la interaccién simbidtica mani-bradirizobios.

genomico se utilizaron como molde para la amplificaciéon productos de las reacciones de
sintesis de la primera hebra sin el agregado de la Reversa Transcriptasa. La abundancia
relativa de transcriptos del gen prx/ fue calibrada y normalizada a la del gen de ubiquitina
(gen constitutivo), el cual fue amplificado con los cebadores RTUBQf:
5"AAGCCGAAGAAGATCAAGCAC3’ y RTUBQTr:
5'"GGTTAGCCATGAAGGTTCCAG3" (Luo y col., 2005). Los niveles de transcripcion
relativos se calcularon mediante el método 27 “*“' (Livak y Schmittgen, 2001). El
experimento consistié en dos réplicas biolégicas con tres réplicas técnicas con un n = 4 cada

uno de ellos.

Inhibicion de la actividad de peroxidasas bacteriana mediante la adicion de Acido

Salicilhidroxamico (SHAM)

- Determinacion de la viabilidad de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 creciendo en
presencia de SHAM.

Se analizo la viabilidad de la cepa Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 creciendo en
presencia del compuesto inhibidor SHAM. Para ello, se obtuvo en medio YEM un cultivo
bacteriano en fase estacionaria (DOgonm= 1|, 10° ufc ml"). Noventa y cinco ul de este cultivo
fueron inoculados en Erlenmeyer de 50 ml conteniendo 15 ml de medio YEM con el
agregado de SHAM (0,2; 0,5; 1 o 2mM) e incubados a 28°C en agitacion (150 rpm). Se
extrajeron muestras de 1 ml a las 0, 24, 48, 72, 96 y 120 h de crecimiento y se midid la
absorbancia a una longitud de onda de 620 nm. Para determinar la viabilidad se tomaron
muestras de 0,1 ml a las 120 h de crecimiento y se determiné ufc ml™ mediante la técnica de
la microgota (Somasegaran y Hoben, 1994). El experimento se repitio tres veces con un n = 3
cada uno de ellos.

- Determinacion de la actividad PX en Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 creciendo en
presencia de SHAM (0,2mM)

Para la determinacidon de la actividad PX, Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 fue
crecida en 15 ml de medio YEM con o sin el agregado de SHAM 0,2 mM. Dicho volumen de
cultivo bacteriano se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min y se lavé 2 veces con solucion
fisiologica. El pellet se resuspendié en 2 ml de buffer de extraccion (50 mM buffer fostato, 1

mM Na-EDTA pH 7,5), se sonicd (amplitud: 80; tiempo: 2 min; pulso: cada 6 seg) y luego se
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centrifugéd nuevamente (12.000 rpm durante 10 min). El sobrenadante se utilizé para la
determinacion de la actividad de enzimas PX. El contenido proteico fue determinado por el
método descripto mas arriba (Bradford, 1976).

La actividad PX se determiné mediante la técnica propuesta por Sosa Alderete y col.
(2009), descripta mas arriba. El experimento se repitio tres veces con un n = 3 o 5 cada uno

de ellos.

- Cuantificacion de H,O; en raices de mani inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA

6144 creciendo en presencia o ausencia de SHAM.

Se obtuvieron raices de plantas de mani siguiendo la metodologia descripta mas arriba
excepto que en este ensayo se utilizd6 como inoculante Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144
cultivada en presencia o ausencia de SHAM 0,2 mM. Se tomaron muestras a los 5, 10y 15
min pi y el contenido de H;O, se midi6é siguiendo la metodologia descripta mds arriba

(Alexievay col., 2001). El experimento se repitié dos veces con un n = 5 cada uno de ellos.

- Evaluacion del fenotipo simbidtico.

Con el fin de evaluar el proceso simbidtico cuando los niveles de PX de
Bradyrhizobium sp. se encuentran disminuidos, plantas de mani creciendo en macetas con
vermiculita estéril se inocularan con 4 ml de un cultivo de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144
(10° ufc ml™), crecido en presencia o ausencia de SHAM 0,2 mM. Las plantas fueron
cosechadas a los 28 dias pi y se determiné el numero de nédulos formados, el porcentaje de
nddulos rojos y el peso seco de la parte aérea. El experimento se repitié dos veces con un n =

15 cada uno de ellos.

Analisis de datos

El analisis de datos se llevo a cabo utilizando el software InfoStat (Di Rienzo y col.,
2010). Se realizo la prueba estadistica ANOVA vy el test a posteriori de Tukey para calcular
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (nivel de significancia:

0,05).
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Generacion de EROs y rol del sistema _antioxidante vegetal en las etapas tempranas de

la interaccion mani-Bradyrhizobium sp.

Las EROs se consideran moléculas criticas para el optimo establecimiento de la
simbiosis fijadora de nitrogeno, en leguminosas que son infectadas de manera intracelular.
Sin embargo no se dispone de informacion acerca del rol de estas especies parcialmente
reducidas del oxigeno en leguminosas en las que, como ocurre en mani, los rizobios invaden

los tejidos radicales exclusivamente de modo intercelular.

Determinacion de la produccion cuantitativa y cualitativa de H,O, y Oy en las etapas

tempranas de la interaccion mani-Bradyrhizobium sp.

Para evaluar la existencia de un estallido oxidativo en la interaccién mani-
Bradyrhizobium sp., se determind cualitativamente y cuantitativamente la produccion de
H,0, y O7; en raices de plantas de mani inoculadas con la cepa Bradyrhizobium sp. SEMIA

6144 alos 0, 5, 10, 15, 30, 60 y 240 min pi.

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de H,0O; indican que sélo en raices
inoculadas se produjo un incremento en la concentracion de esta ERO a los 10 min pi,
retornando mas tarde (15 min pi) a los valores basales (Tabla 4). La forma oxidada de DAB
(un polimero insoluble de color marrdn), muestra los sitios de acumulacion de H,O,. En este
estudio dicho precipitado se observé en la zona de emergencia de la raiz lateral (lugar de
entrada de los bradirizobios a los tejidos epidérmicos y corticales de la raiz de mani) a los 10
min pi, en concordancia con los resultados cuantitativos (Figura 17). Por el contrario, los
niveles de O, de plantas inoculadas se mantuvieron constantes a lo largo del tiempo, sin
diferir de los obtenidos en plantas sin inocular (Tabla 5). La evaluacion de la produccién de
esta ERO utilizando NBT confirm¢ este resultado, ya que no se observaron diferencias entre

las raices inoculadas y sin inocular (Figura 18).
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Tabla 4. Concentracion de H,O; en raices de mani a diferentes tiempos pos-inoculacion con

Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144,

nmol H,0, g tejido fresco

Plantas inoculadas con

Tiempo (min pi) Plantas sin inocular Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6144
9.83 + 0,87 ° 9.83 + 0,87
5 10,05 + 0,79* 10,49 + 0,95°
10 11,17io,§sa 24,16 £ 1,25
15 926+ 0,56 8,81+ 0,30°
30 8,23 + 0,8:4" 9,70 + 1,04
60 9,38 + 0,89 8.90 + 0,73
240 8,13 + 1,21 9,53 + (,52°

Los datos representan la media + E.E. (n = 5 - 10). pi: pos-inoculacién. Letras diferentes indican

diferencias significativas segun el test de Tukey (p < 0. 05).

Tabla 5. Concentracion de Oy en raices de mani a diferentes tiempos pos-inoculaciéon con
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144.
nmol O; g tejido fresco

Plantas inoculadas con

Tiempo (min pi) Plantas sin inocular Bradyrhizobium sp.

SEMIA 6144

0 2,62+0,18% 2,62+0,18%

2R 2,81+0,15° 2,96+ 0,34 "

10 2,33+0,22° 2,39+0,11°

18 2,97+ 0,16* 2,44+0,11°

30 2,894 0,11° 2,90+ 0,19

60 2,60 + 0,04* 2,55+0,11°

240 2,28 + 0,09‘a 2,88+0,36

Los datos representan la media + E.E. (n = 5). Letras diferentes indican diferencias significativas segin

el test de Tukey (p <0. 05).
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Plantas sin inocular

O min pi 5 min pi 10 min pi 15 min pi 30 min pi 60 min pi 240 min pi

Figura 17. Determinacion cualitativa de H,O, en raices de mani inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144. Cortes transversales de raices de mani. La
flecha indica el precipitado insoluble marron propio de la reaccion DAB-H,0, desde la zona de infeccion hacia la corteza radical. 5X
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Plantas sin Inocular

O min pi 5 min pi 10 min pi 15 min pi 30 min pi 60 min pi 240 min pi

Figura 18. Determinacion cualitativa de O, en raices de mani inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144. Cortes transversales de raices de mani . 5X
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El hallazgo de que en las etapas tempranas de la interaccion mani-Bradyrhizobium sp.
se produce un estallido oxidativo representado por un incremento en los niveles de H,O; es
coincidente con lo reportado en la interaccion Medicago sp.-S. meliloti. Sin embargo, el
aumento de EROs en Medicago ocurre mas tardiamente que en mani (12-48 h pi) e involucra
no solo al H;O, sino también al O;. Ademads, la mayor produccion de estas EROs fue
observada en los HI, estructura involucrada en la entrada rizobiana a los tejidos radicales
(Santos y col., 2001; Ramu y col., 2002; Peleg-Grosman y col., 2009, 2012). La rapida
respuesta detectada en mani en comparacion con Medicago probablemente esté relacionada
con las diferentes vias de entrada que utilizan los rizobios para colonizar los tejidos de ambas
leguminosas (ausencia de infeccion de células epidérmicas con entrada intercelular hasta
alcanzar las células corticales en mani, e invasion de células epidérmicas con formacién de
HI en Medicago). Por otra parte, y dado que el incremento en los niveles de O, ha sido
relacionado con la regulacion del curvado del pelo radical y del crecimiento polar del HI
(Foreman y col., 2003; Gage, 2004), la ausencia de variaciones detectables en dicha ERO en
la interacciébn mani-Bradyrhizobium sp. también podria asociarse a las diferencias en el

mecanismo de infeccion rizobiana entre ambas leguminosas.

- Evaluacion del estallido oxidativo en la interaccion mani-Bradyrhizobium sp. en

presencia de nitrogeno asimilable.

A fin de evaluar si el estallido oxidativo detectado en las etapas tempranas de la
interaccion mani-Bradyrhizobium sp. es consecuencia exclusiva del proceso simbiodtico y no
solo una respuesta a la colonizacion microbiana de la raiz, se propuso determinar la
produccion de H,O, cuando la planta crece en presencia de una fuente de nitré6geno

asimilable (KNO3), ya que bajo estas condiciones no se establece la simbiosis.

Un incremento en la produccion de H,O; a los 10 min pi se detectd solo en aquellas
raices inoculadas y que crecieron en ausencia de KNOs (Tabla 6). Este resultado sugiere que
dicho estallido oxidativo esta relacionado con el establecimiento de la interaccion simbidtica.
Recientemente Gourion y col. (2015) propusieron que el incremento en las EROs durante las
etapas tempranas de la simbiosis que se establece entre leguminosas y rizobios, es
consecuencia de la percepcion de patrones moleculares asociados a microorganismos
(MAMPs) a través de los receptores de reconocimiento de patrones (PPR). Estos son epitopes
especificos ubicados en moléculas esenciales para la vida microbiana, ampliamente

distribuidas entre los microorganismos y ausentes en la planta huésped, como flagelina,
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lipopolisacaridos, entre otros (Soto y col., 2009). Se propone, por lo tanto, que el estallido
oxidativo desencadenado en las etapas tempranas de la interaccion mani-Bradyrhizobium sp.
podria constituir una respuesta de defensa de la planta frente a los rizobios, desencadenada
por el reconocimiento de MAMPs, o bien que el H,O, podria formar parte del repertorio de

moléculas sefial requeridas para el establecimiento de una simbiosis efectiva.

Resulta interesante el aumento significativo en los niveles de H>O;, producido en
raices de plantas que crecieron en presencia de KNOj; con respecto a plantas cultivadas sin
nitrégeno (Tabla 6). Esta elevada produccion de H,O, podria estar asociada con diversos
procesos metabolicos y fisiologicos que se activan en las plantas bajo estas condiciones, tales
como la generacion de ON. Es conocido que el ON inhibe la actividad de la enzima CAT
vegetal, con el consecuente incremento en los niveles de H,O, (Klessig y col., 2000). Stéhr y
Stremlau (2006) informaron un aumento en el ON generado en tejidos vegetales cuando las
plantas crecen en presencia de elevados niveles de nitrogeno asimilable. Segun estos autores,
este incremento de ON desencadenaria en la planta una respuesta hipersensible (mecanismo
asociado a un estallido oxidativo), previniendo de este modo el establecimiento de
asociaciones simbidticas planta-microorganismos. En concordancia con ello, Glyan'ko y col.
(2008) propusieron que los elevados niveles de ON en suelos fertilizados, como consecuencia
de la desnitrificaciéon microbiana, pueden afectar la interaccion rizobios-leguminosas. En
Pisum sativum, se demostré ademas que el agregado de nitrogeno mineral al suelo tiene un
efecto perjudicial sobre la adherencia y penetracion de los rizobios a los tejidos radicales,
debido a que se incrementa la reduccion de nitratos por las células vegetales, con Ia
consecuente generacion de ON (Mitanova y col., 2006). Es por lo tanto probable que la
elevada produccion de H,0O, detectada en plantas de mani que crecieron con KNO; esté
asociada con un aumento en los niveles de ON, activando una respuesta de defensa de la

planta e inhibiendo el proceso simbidtico.
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Tabla 6. Produccion de H,O; en raices de plantas de mani creciendo en presencia o ausencia

de KNOs 5 mM e inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144.

Tratamiento nmol H,0, g~ tejido fresco

Tiempo (min pi)

5 10
Plantas sin inocular y sin 14,20 + 1,40° 15,80 + 1,50°
suplementar con KNO;

Plantas sin inocular y suplementadas 76,60 + 9,90" 78,40 + 7,20°
con KNO;

Plantas inoculadas y sin suplementar 13,70 £ 1,70° 23,83 + 1,66°
con KNQO;

Plantas inoculadas y suplementadas 67,75 +4,50° 74,26 + 4,60°
con KNO;

Los datos representan la media + E.E (n = 5-10). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas segin el test de Tukey (p <0. 05).

- Determinacion de la participacion de la NADPH oxidasa en la generacion de H,0,

en la interaccion mani-Bradyrhizobium sp.

La enzima NADPH oxidasa tiene un rol clave en la activacion del estallido oxidativo
desencadenado en las interacciones planta-patégeno (Marino y col., 2011). Estudios recientes
indican que este complejo enzimatico también parece jugar un papel importante en la
producciéon de EROs durante el proceso simbidtico que se establece entre rizobios y
leguminosas infectadas intracelularmente (Torres, 2010; Marino y col., 2012; Montiel y col.,

2012, Puppo y col., 2013).

En esta tesis se evalud la actividad de la enzima NADPH oxidasa a fin de determinar
si la elevada produccion de H,O, en las raices de mani a los 10 min pi, es consecuencia de
dicha actividad enzimatica. Los resultados obtenidos mostraron que, hasta los 60 min pi, la
actividad de la enzima no difiri6 entre raices inoculadas y sin inocular (Tabla 7). La ausencia
de cambios en la actividad de la enzima NADPH oxidasa en plantas inoculadas, permite
sugerir que el incremento en los niveles de H,0O, determinado en dichas plantas a los 10 min

pi podria deberse a la accion de otras enzimas como por ejemplo amino oxidasas u oxalato
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oxidasas tipo germina que han sido propuestas como productoras de H>O, en apoplasto

(Bolwell y Wojtaszek, 1997; Hu y col., 2003; Walters, 2003).

Es llamativo el incremento observado en la actividad NADPH oxidasa a los 240 min
pi, ya que no se correspondié con un aumento en los niveles de O," (Tabla 5), atin cuando esta
ERO es el producto principal de la actividad enzimatica analizada. Esto puede atribuirse a
que los niveles de O, producidos son inferiores al limite de sensibilidad de las técnicas
empleadas para su cuantificacion. El aumento en la actividad de la enzima NADPH oxidasa
en etapas mds tardias que aquélla en la que ocurre el estallido oxidativo, también ha sido
informado para leguminosas cuya infeccion rizobiana ocurre intracelularmente. En este
sistema, la elevada actividad de la enzima resulta indispensable para una nodulacién exitosa y
una eficiente actividad fijadora de nitrogeno (D Haeze y col., 2003; Peleg-Grossman y col.,
2007; Marino y col., 2011; Montiel y col., 2012, Marino y col., 2012). La importancia de la
enzima NADPH oxidasa a tiempos mas tardios de la interaccion podria asociarse a su
participacion en la regulacion de la division y posterior diferenciacion celular en raices

(Tsukagoshi y col. 2010), procesos que también ocurren durante el desarrollo del nédulo.

Tabla 7. Actividad NADPH oxidasa en raices de mani a diferentes tiempos pos-inoculacion
con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144.
U NADPH oxidasa mg proteinas

Plantas inoculadas con

Tiempo (min pi) Plantas sin inocular Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6144
0 1,73+ 0,17° 1,73 +£0,17*
5 157&019 1,36+ 0,14°
10 1,62+0,11° 1,38 £ 0,14°
-3 1,704 0,19} 1,53 +0,10°
30 1,61 +0,13* 1,98 + 0,23*
60 1,45 +0,13" 1,89 +0,12°
240 1,61 +0,10° 3,04 +0,24"

Los datos representan la media + E.E (n = 7 - 10). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas segun el test de Tukey (p < 0. 05).
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- Rol del sistema antioxidante de mani en la interaccion simbidtica con

Bradyrhizobium sp.

Dado que los niveles de H>O, en raices de mani incrementan a los 10 min pi con
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144, es posible especular que, concomitante con ello, se activa
el sistema antioxidante lo que posibilita el restablecimiento de los valores basales. Para
corroborar esta hipotesis se determinaron las actividades de las enzimas CAT, PX y SOD en

raices de plantas inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144.

Se observo un incremento estadisticamente significativo en la actividad CAT a los 15
y 30 min pi, retornando a los valores basales a los 60 min pi (Tabla 8). Este incremento se
corresponde con la disminucion en la concentracion de H,O, determinada al mismo tiempo
(15 min pi) (Figura 19). Igualmente, la actividad PX aument6 en las raices inoculadas a los
30 y 60 min pi, disminuyendo hasta alcanzar los valores basales a los 240 min pi (Tabla 9).
En la interaccion M. sativa-S. meliloti también se inform6 un incremento en la actividad CAT
alas 4y 8 hpi, la que disminuyé a las 24 h pi, en concordancia con el tiempo al cual los
niveles de EROs se vieron aumentados (Bueno y col., 2001). Estos autores propusieron que el
éxito de esta interaccion simbidtica esta vinculado, al menos en parte, con el aumento en la

defensa antioxidante de la planta durante el periodo de pre-infeccion (0 a 48 h pi).

Tabla 8. Actividad CAT en raices de mani a diferentes tiempos pos-inoculacién con
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144.
nmol H,O, mg proteinas™ min’

Plantas inoculadas con

Tiempo (min pi) Plantas sin inocular Bradyrhizobium sp.

SEMIA 6144

0 0,58 + 0,04* 0,58 £ 0,04*

5 6,77+9,13¢ 0,73+0,11°

10 0,58 + O,OLI: 0,57 + 0,05°

15 0,65 + 0,05 1,48 + 0,20

30 0,59 + 0,05° 2,44 £0,19°

60 0.86 +0,12* 0,98 +0,11"

240 0,53 £ 0,07° 0,71 £ 0,08*

Los datos representan la media + E.E. (n = 7 - 10). Letras diferentes indican diferencias significativas segun el

test de Tukey (p < 0. 05).
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Tabla 9. Actividad PX en raices de mani a diferentes tiempos pos-inoculacion con

Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144.

U PX mg proteinas’
Plantas inoculadas con
Tiempo (min pi) Plantas sin inocular Bradyrhizobium sp.

SEMIA 6144
15 2,54+ 0,77 3,85+ 0,47

3,32+ 0,74 9,73 + 0,90

60 2,76 + 0,56 4,19 £ 0,94°

240 244+ 0,61° 1,99 + 0.25°

Los datos represe_nian la media = E.E. (n = 5 - 10). Letras diferentes indican diferencias sig_niﬁcativas segun el
test de Tukey (p < 0. 05).

~4= (Concentracion de H,O, =@ Actividad CAT

g 30 3 g
E a3 2,5 —E
= =
= 20 2 &
@ S
L 1 1,5 E.
S 10 1.8
g 5 0,5 C,
=

E 0 0 =
0 5 10 15 30 60 240 z

Tiempo (min pi)

Figura 19. Variaciones entre los niveles de actividad CAT y la concentracion de H,O, en raices de mani

inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144. Los datos representan la media + E.E (n = 5-10).

A diferencia de la actividad CAT y PX, la actividad SOD no se modificé luego del
reconocimiento de los bradirizobios por la planta (Tabla 10). Esto es consistente con la
ausencia de cambios en los niveles de O,". Otros autores tampoco detectaron cambios en la
actividad SOD en etapas mas tardias de esta interaccion (Maiti y col., 2012). Sin embargo, en
la simbiosis M. sativa-S. meliloti, Bueno y col. (2001) informaron que la actividad de esta

enzima disminuy6 como consecuencia de la inoculacion.
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Tabla 10. Actividad SOD en raices de mani a diferentes tiempos pos-inoculaciéon con

Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144,
U SOD mg proteinas’

Plantas inoculadas con

Tiempo (min pi) Plantas sin inocular Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6144
0 61,70 + 7,20 61,70 + 7,20
71,65 £ 940 67,23 + 6,01
72,44 + 8,43 67.41 £4,72
30 76,46 + 8,97 69,34 + 9,06
6 78,86 + 10/5B 67.99 + 8,16
240 67,29+ 5,63 67.80 + 6,98

Los datos representan la media + E.E (n =9 - 15).

Si se relacionan los resultados obtenidos en la cuantificacion de EROs con los de la
actividad de enzimas del sistema antioxidante, es posible sugerir que la compatibilidad entre
los simbiontes en la interaccion mani-Bradyrhizobium sp., al igual que en leguminosas
infectadas de manera intracelular, dependeria fundamentalmente de la desintoxicacion del

H,0, a través de la actividad de CAT y PX.

o
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Rol de los FN sintetizados por Bradyrhizobium sp. en la modulacion del estallido

oxidativo v del sistema antioxidante en mani durante las etapas tempranas de la

interaccion.

En Medicago sp., S. rostrata y P. vulgaris, leguminosas que son infectadas
intracelularmente, se ha descripto que la produccion de EROs (H,0, y O;") es modulada por

los FN, a través de la activacion del sistema antioxidante de la planta (Puppo y col., 2013).

Para evaluar el rol de los FN en la modulacion del estallido oxidativo producido en la
interaccion mani-Bradyrhizobium sp. éste se analizd en plantas inoculadas con
Bradyrhizobium sp. V, (cepa mutante no productora de FN) y en plantas tratadas con FN
purificados, a diferentes tiempos pi. Con tal fin se obtuvieron FN de Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6144 y se evalu6 su actividad biologica. La composicion quimica de dichas

moléculas también fue analizada.

- Andlisis de la composicion quimica y actividad biolégica de los FN producidos por

Bradyrhizobium sp SEMIA 6144

Los FN purificados se obtuvieron de un cultivo de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144
creciendo en presencia de genisteina. Se utilizo este flavonoide ya que en un estudio previo se
demostré que, de los analizados, genisteina fue el unico que indujo la produccion de FN
(Taurian y col., 2008). Ademas, se incluyeron cultivos de la cepa Bradyrhizobium sp. V; cuyo
analisis permitio corroborar su fenotipo no productor de FN, ya que sélo se detectaron estas
moléculas en cultivos provenientes de la cepa salvaje. La evaluacion por HPLC de los FN
purificados revelé que contienen metil fucosa, grupos sulfato y N-metilo como sustituyentes
en el extremo reductor. En el extremo no-reductor, se determiné la presencia de grupos N-
metilo y acetilo y del acido graso C22:0 (behénico), lo cual fue interesante ya que, hasta
nuestro conocimiento, no ha sido reportado este acido graso como componente de los

diferentes FN analizados (Figura 20).
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Figura 20. Factor Nod producido por Bradyrhizobium sp SEMIA 6144 (simbionte de mani) en presencia de

genisteina. Referencia: [M'H]': 16n molecular protonado.

Se ha demostrado que la presencia del grupo sulfato en los FN de S. meliloti es
requerida para una exitosa interacciébn con M. sativa, y para la nodulacion de Leucaena
leucocephala por R. tropici (Folch-Mallol y col., 1998). En un estudio previo realizado por
nuestro grupo de investigacion se determind que, a diferencia de SEMIA 6144, los FN
producidos por una cepa nativa de Bradyrhizobium sp. que nodula mani carecen de grupos
sulfato (Taurian y col., 2008). Por lo tanto, es probable que este sustituyente no sea relevante

para el establecimiento de la simbiosis mani- Bradyrhizobium sp.

A fin de corroborar la actividad bioldgica de los FN, se realiz6 un ensayo de
complementacion del fenotipo de la cepa mutante Bradyrhizobium sp. V, con estas
moléculas, para lo cual plantas de mani se inocularon simultdneamente con una suspension
bacteriana y con los FN purificados. Como era de esperar, ya que habia sido demostrado en
estudios previos (Ibafiez y Fabra, 2011), no se observaron nédulos en raices inoculadas con
Bradyrhizobium sp. V. Al igual que lo observado por Ibafiez y Fabra (2011), en estas plantas
se visualizd la formacion de estructuras que corresponden a tejido parenquimdtico
hipertréfico, ubicadas en los sitios de emergencia de las raices laterales (Figura 21 B). Estas
estructuras actuan como depodsitos de almidon y estan relacionadas con la deficiencia de
nitrégeno (Allen y Allen, 1940). En cambio, en plantas inoculadas simultdneamente con esta
cepa y con FN se observd la presencia de nodulos, confirmando que los FN extraidos son
biolégicamente activos (Figura 21 C). El nimero total de nédulos formados asi como la
cantidad de nodulos eficientes (determinado por la visualizacién de su color rojo como

consecuencia de la presencia de leghemoglobina) fueron significativamente menores a los
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observados en plantas inoculadas con la cepa salvaje, lo que podria atribuirse a la

concentracion utilizada y/o estabilidad en el medio de los FN inoculados.

En plantas co-inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 y Bradyrhizobium sp.
V,., el nimero de nodulos formados fue significativamente mayor al de las inoculadas
simultaneamente con la cepa mutante y con FN, pero significativamente menor al observado
en plantas inoculadas s6lo con la cepa salvaje (Tabla 11). Ello podria atribuirse a que la
planta reconoce como patdgeno a la cepa rizobiana no productora de FN, exacerbandose
entonces la respuesta de defensa frente al consorcio microbiano integrado por

Bradyrhizobium sp. V, y Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144.

Figura 21. Evaluacién de la actividad biologica de los FN de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144. Raices de mani
inoculadas con A) Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144, B) con Bradyrhizobium sp. Va2 'y C) con Bradyrhizobium

sp. V, y tratadas con FN. Referencias: nd, nédulo determinado; tp, tejido parenquimético hipertrofico.
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Tabla 11. Peso seco aéreo, numero de nddulos y porcentaje de nodulos rojos de plantas de
mani inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144, co-inoculadas con Bradyrhizobium

sp. SEMIA 6144 y Bradyrhizobium sp. V,, o con Bradyrhizobium sp. V, y FN

Peso seco aéreo N° de % Nodulos
Tratamiento ; |

(g planta™) Noédulos planta Rojos
Plantas sin inocular 0,73 + 0,03" - -
Plantas inoculadas con b

1,20 £ 0,09 122+ 9* 100+ 0*
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144
Plantas - inoculadas. con e s K 5

y 1,08 + 0,05 66+ 3° 72425

Bradyrhizobium sp. FN
Plantas inoculadas con
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 1,04 = 0,04b 93 + 3¢ 96 + 4*
+ Bradyrhizobium sp. V,
Plantas inoculadas con :

0,79 + 0,03* - -

Bradyrhizobium sp. V;

Los datos representan la media + E.E (n = 5). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas segiin el test de Tukey (p <0. 05).

En lo que respecta al peso seco aéreo, no se observaron diferencias significativas entre
los distintos tratamientos (Tabla 11), lo que indicaria que la disminucién del porcentaje de
nodulos efectivos y del numero total de nodulos formados no afecté la produccién de
biomasa. Ademads, los nédulos obtenidos a partir de plantas co-inoculadas y de plantas
inoculadas con Bradyrhizobium sp. V, y tratadas con FN fueron procesados para su
observacion por microscopia electronica, a los efectos de analizar posibles variaciones en su
ultraestructura. Los resultados indican que no existen diferencias significativas en el ntimero
de bacteroides area celular™ (0,14 + 0,05 y 0,13 + 0,04 respectivamente) entre estos nddulos
y los inducidos por Bradyrhizobium sp SEMIA 6144 (0,14 + 0,04), por lo que se puede
inferir que el proceso de diferenciacion de las bacterias en el tejido nodular no estaria

alterado.
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Determinacion de la participacion de los FN en la produccion del estallido oxidativo

durante las etapas tempranas de la interaccion mani-Bradyrhizobium sp

En raices inoculadas con Bradyrhizobium sp. V; se observo un incremento no sélo en
la produccion de H,O; sino también de Oy (171 % y 122 % respectivamente) a los 5 min pi,
alcanzando los niveles basales a los 235 min pi (Tablas 12 y 13). Las determinaciones
histologicas de H,O, y O, realizadas en cortes transversales de estas raices, también
indicaron la produccién de ambas EROs a los 5 min pi y en la zona de emergencia de la raiz

lateral (Figuras 22 y 23).

Estos resultados difieren de los obtenidos en las raices inoculadas con la cepa salvaje,
ya que en éstas se incrementd solo la produccion de H,O,, y este incremento fue menor,
ocurrio mas tardiamente (10 min pi) y resulté ser menos duradero dado que alcanzé los
valores basales a los 15 min pi (Tablas 4 y 5). Como era de esperar, cuando las plantas fueron
tratadas con FN purificados, se observd un aumento transitorio en la concentraciéon de H,0O, a
los 10 min pi (Tabla 12), al igual que lo que ocurre en las raices inoculadas con la cepa

salvaje (Tabla 4).
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O min pi 5 min pi

10 min pi

15 min pi

30 min pi

60 min pi

240 min pi

Figura 22. Determinacion cualitativa de H,0, en raices de mani inoculadas con Bradyrhizobium sp. cepa salvaje o con la cepa isogénica mutante V,. Cortes
transversales de raices de mani . Las flechas indican el precipitado insoluble marr6n propio de la reaccion DAB-H,0, desde la zona de infeccidn hacia la

corteza radical. 5X
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Plantas sin Inocular

0 min pi 5 min pi 10 min pi 15 min pi 30 min pi 60 min pi 240 min pi

Figura 23. Determinacion cualitativa de O, " en raices de mani inoculadas con Bradyrhizobium sp. cepa salvaje o con la cepa isogénica mutante V,. Cortes
transversales de raices de mani . Las flechas indican el precipitado insoluble azul propio de la reaccion NBT-O,- desde la zona de infeccion hacia la corteza
radical. 5X ‘
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Tabla 12. Concentracion de H,O, en raices de mani a diferentes tiempos pos-inoculacion con
Bradyrhizobium sp. V.

nmol H,O, g tejido fresco

Tiempo (min Plantas sin Plantas inoculadas con Plantas tratadas con FN
pi) inocular Bradyrhizobium sp. V; purificados
0 9,83 +0,87° 9,83 +0,87° ND
5 10,05 + 0,79* 27,24 +1,53° 10,71 « 1,1*
10 11,17 £ 0,58° 31,46 £ 1,10° 26,33 + 2,66
15 9,26 + 0,56" 32,36 + 2,62° ND
30 8,23 +0,84" 29,79 + 1,06° ND
60 9,38+ 0,89" 20,044 1,08 ND
240 8,13 +1,21° 12,82 + 0,67% ND

Los datos representan la media = E.E. (n = 5 - 10). Letras diferentes indican diferencias significativas segin el

test de Tukey (p < 0. 05). Referencias: pi: pos-inoculacién; ND: no determinado.

Tabla 13. Concentracion de O, en raices de mani a diferentes tiempos pos-inoculacién con

Bradyrhizobium sp. V.

nmol O, g tejido fresco
Plantas inoculadas

Tiempo (min pi) Plantas sin inocular  con Bradyrhizobium

sp. Va
0 2,62+0,18° 2,62 +0,18"
2,81 6,25 +0,70°
11,96 + 0,60°

10 2,33 £0,22°

29720167 1346 = 1,02
30 2,80+ 0,11° 7,15+ 1,08°
60 z@a:a&t’i 5,17 + 049"
240 2,28 + 0,09° 3,19 + 0,68°

Los datos representan la media = E.E. (n = 5). Letras diferentes indican diferencias significativas segin el test de

Tukey (p < 0. 05).
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En raices de P. vulgaris, luego de la interaccion con R. etli se produce rapidamente un
estallido oxidativo (30 s pi) (Cardenas y col., 2008). En raices de Medicago sp. inoculadas
con S. meliloti, la produccion de EROs aumenta a medida que transcurre el proceso
simbiodtico. En etapas tempranas de esta interaccion (30 min y 1 h pi), la produccion de H,O,
parece ser inhibida por los FN (Shaw y Long, 2003; Lohar y col., 2008). Sin embargo, mas
tardiamente (8-12 h pi) los niveles de H,O, y O, se incrementan, alcanzado un pico a las 24
h pi (Santos y col., 2001; Ramu y col., 2002; Peleg-Grosman y col., 2009, 2012). Bueno y
col. (2001) informaron que en plantas de M. sativa inoculadas con una cepa mutante de S.
meliloti incapaz de producir FN, se incremento la produccion de H,O» a las 4 h pi, la que
disminuy6 luego de 12 h pi. En base a estos resultados los autores le adjudicaron a los FN un
rol en la modulacion del estallido oxidativo, permitiendo de este modo el correcto

establecimiento y desarrollo de la simbiosis.

En esta tesis se proporcionan evidencias directas de que en las etapas tempranas (10
min pi) de la interaccion mani-Bradyrhizobium sp. se induce un estallido oxidativo que
estaria representado solo por H,O,. Este estallido seria modulado por los FN dado que, en
ausencia de estas moléculas seflal, no so6lo se produce un aumento mas pronunciado y
sostenido en el tiempo en los niveles de H,O,, sino también de O,". Esta respuesta de la
planta frente a la ausencia de sefial de los FN, podria deberse a que la planta reconoce como
patdgenos a los bradirizobios no productores de FN. Se conoce que en plantas de M. sativa
inoculadas con una cepa de S. meliloti no productora de FN, concomitante con el aumento de
la produccién de EROs, se incrementan los niveles de 4cido salicilico (AS), componente
clave en la via de sefializacion que culmina con la respuesta hipersensible frente a varios

patégenos (Bueno y col., 2001).
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- Determinacion de la participacion de la NADPH oxidasa en la generacion de H;O- y

. Oyen plantas de mani inoculadas con Bradyrhizobium sp. V,

En el capitulo 4 se mostraron resultados que indican que el incremento en los niveles
de H,O, determinado en las etapas tempranas de la interaccion mani-Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6144 seria independiente de la actividad NADPH oxidasa. Teniendo en cuenta que
dicha enzima tiene un papel clave en la respuesta de defensa que se activa frente a patdgenos,
se evaluo su rol en el estallido oxidativo que se produce en raices de mani inoculadas con la
cepa mutante. En estas raices se determiné una alta actividad de dicha enzima en todos los
tiempos analizados (5 a 240 min pi) (Tabla 14), lo que sugiere que desempeifia un papel en la
produccion de EROs en ausencia de los FN a diferencia de lo que ocurre en presencia de
estas molécula, donde la generacion de EROs pareceria estar ligada a la accion de oxidasas
ubicadas en apoplasto. El hecho de que la actividad NADPH oxidasa permanezca elevada atn
después de la disminucion de los niveles de EROs podria ser consecuencia de la accion del

sistema antioxidante.

Tabla 14. Actividad NADPH oxidasa en raices de mani a diferentes tiempos pos-inoculacion

con Bradyrhizobium sp. V.

NADPH oxidasa (U mg proteinas’ )
Plantas inoculadas

Tiempo (min pi) Plantas sin inocular  con Bradyrhizobium

sp. V2

0 1,73+ 0,17 1,73+ 0,17°
5 1,57+0,13¢ 2,79 + 0,24
10 1,62+0,11° 3,63 + 0,21
15 L76:+0,1% 3,54 + 0,25°
30 1,61+0,13 3,50 £ 0,26°
60 1,45 tﬁ,ﬁ 3,62 + 0,33
240 1,61+0,10° 3,99 +0,17°

Los datos representan la media + E.E (n = 7 - 10). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas segun el test de Tukey (p < 0. 05).
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- Evaluacion de la participacion de los FN en la modulacion del estallido oxidativo en

la interaccion mani-Bradyrhizobium sp.

Para evaluar si los FN modulan el estallido oxidativo mediante la induccion del
sistema antioxidante de mani, se analizé la actividad de las enzimas CAT, SOD y PX en
plantas inoculadas con la cepa mutante Bradyrhizobium sp. V,. Los resultados obtenidos se

compararon con los de raices tratadas con FN o inoculadas con la cepa salvaje.

En plantas inoculadas con la cepa mutante, la actividad CAT no difirio de la
determinada en plantas sin inocular y se mantuvo constante durante todos los tiempos
ensayados (Tablas 15 y 16). Por el contrario, en raices tratadas con FN la actividad CAT
aumento a los 15 y 30 min pi (Tabla 15) alcanzando valores similares a los determinados

previamente en plantas inoculadas con la cepa salvaje (Tabla 8).

Tabla 15. Actividad CAT en raices de mani a diferentes tiempos pos-inoculacion con

Bradyrhizobium sp. V, o tratadas con FN purificados.

CAT (nmol H,0; mg proteinas” min’ )

Tiempo (min Plantas sin Plantas inoculadas con Plantas tratadas con FN

pi) inocular Bradyrhizobium sp. V, purificados

0 0,58 + 0,04 * 0,58 +0,04° ND

5 0,77+ 0,13" 0,68 + 0,12 ND

10 0,58 +0,04° 0,74 + 0,06 0,58 +0,09°

15 0,65 +0,05° 0sTdeg* 1,26:0,13°

30 0,59 £ 0,05 0,77 £ 0,05° 2,27 £ 0,40°

60 0,86 +0,12*° 0,82 %1 ‘ ND
240 0,53 £0,07* 0,55 ilofo§ ? ND

Los datos representan la media + E.E. (n = 7 - 10). Letras diferentes indican diferencias significativas segln test

de Tukey (p < 0. 05). ND: no determinado.

Al igual que en raices inoculadas con la cepa salvaje (Tabla 10), la actividad SOD en
plantas inoculadas con Bradyrhizobium sp. V, se mantuvo constante a lo largo del tiempo

(Tabla 16).
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Tabla 16. Actividad SOD en raices de mani a diferentes tiempos pos-inoculacién con

Bradyrhizobium sp. V,.

SOD (U mg proteinas™)

Plantas inoculadas

Tiempo (min pi) Plantas sin inocular  con Bradyrhizobium
sp. V2
0 61,70 + 7,20 61,70 £ 7,20
74,99 + 1021 63,33 + 8,99
10 71,65 + 9,40 60,30 £ 6,01
15 72,44 + 8,43 58.36 + 6,47
30 7646 + 8,97 70,83 + 8,50
48 78,86 + 10,53 64.96 + 8,12
240 6729+ 563 57,09 + 5,63

Los datos representan la media + E.E (n =9 - 15).

En raices inoculadas con la mutante, la actividad PX se incrementd desde los 30 hasta
los 240 min pi, presentando un pico a los 60 min pi (Tabla 17), tiempo al cual disminuy¢ la
produccion de H,O; (Figura 24). En raices tratadas con FN la actividad PX present6 el mismo
patron de actividad que en las inoculadas con la cepa salvaje (Tabla 9), aumentando a los 30

y 60 min pi y retornando a los valores basales a los 240 min pi. (Tabla 17).

Tabla 17. Actividad PX en raices de mani a diferentes tiempos pos-inoculaciéon con

Bradyrhizobium sp. V; o tratadas con FN purificados.

PX (U mg proteinas™)

Plantas inoculadas Plantas tratadas

Tiempo (min Plantas sin con con FN
pi) inocular Bradyrhizobium purificados
sp. V2
15 2,54 +0,77° 3,84 + 1,00° 3,76 + 0,8°
30 3,32+ 0,74 9,89 + 0.89" 10,39 +1,92°
60 2,76 + 0,56° 12,86 + 0,67° 487 +1,12°
240 2,44+ 0,61 539 + 0;63° 2,02 + 0,50

Los datos representan la media = E.E. (n = 5 - 10). Letras diferentes indican diferencias significativas segun el

test de Tukey (p < 0. 05).
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Figura 24. Variaciones de los niveles de actividad PX y de la concentraciéon de H,O, en raices de mani

inoculadas con Bradyrhizobium sp. V,. Los datos representan la media + E.E (n = 5-10).

Teniendo en cuenta que la actividad CAT y PX aumento tanto en raices inoculadas
con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 como en las tratadas con FN, es posible sugerir que los
FN participan en la inducciéon de la actividad de estas enzimas, atenuando asi el estallido
oxidativo, lo que posibilitaria el establecimiento de la interaccion simbiotica mani-

Bradyrhizobium sp.

En raices de M. truncatula inoculadas con S. meliloti o tratadas con FN purificados, el
incremento en los niveles de EROs se correspondi6 en tiempo y espacio con la activacion de
la expresion de ripl, un gen que codifica para una nodulina temprana con funcion peroxidasa
(Ramu y col., 2002). La actividad de esta enzima en leguminosas infectadas por HI seria
responsable de los cambios morfoldgicos requeridos para el normal desarrollo de esta
estructura o de la regulacion de su nimero (Cardenas y col., 2008). Por otra parte, la
expresion del gen que codifica la peroxidasa Srprxl en S. rostrata, cuya actividad es
requerida para el correcto desarrollo de los HI, es dependiente de la presencia de FN y
pareciera ser modulada por H>O; (Den Herder y col., 2007). A diferencia de lo que ocurre en
mani, en S. rostrata los rizobios invaden de manera intercelular el tejido epidérmico, con

posterior formacion del HI.
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Con el fin de evaluar si el incremento en la actividad de las enzimas peroxidasas en
raices inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 o con la cepa mutante es
consecuencia de la induccion “de novo” de su sintesis, se propuso analizar mediante qReal-

Time PCR la expresion del gen prx1 en dichas raices.

Los resultados obtenidos indican un incremento en los niveles de expresion del gen
prx1 a los 30 min pi, en las raices inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 (Figura
25), mientras que en las inoculadas con Bradyrhizobium sp. V, se observd un aumento en
todos los tiempos evaluados con un pico a los 60 min pi (Figura 26). Los tiempos en los que
se observaron los mayores niveles de expresion son coincidentes con aquellas obtenidos en la
determinacion de la actividad enzimatica (Tablas 9 y 18), por lo que se puede inferir que el

incremento en la actividad PX es consecuencia de la induccion de su sintesis.

2.4]
21
2,01
1]
1.67
1,41
1

Niveles relativos ARNm de prx1

0 30 60 240
Tiempo (min pi)

Figura 25. Niveles relativos de transcriptos de prx! en raices de plantas de mani inoculadas con
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144. Los valores representan la media de dos réplicas biolégicas con tres réplicas

técnicas en un ensayo con n=4.
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Niveles relativos ARNm de prx1
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Figura 26. Niveles relativos de transcriptos de prx1 en raices de plantas de mani inoculadas con
Bradyrhizobium sp. V,. Los valores representan la media de dos réplicas biolégicas con tres réplicas técnicas en

un ensayo con n=4

A partir de los resultados presentados en este capitulo, se propone que los FN
modulan el estallido oxidativo que se desencadena en las raices de mani frente a su
simbionte, activando el sistema antioxidante de la planta, y atenuando el sistema de

generacion de EROs, lo que contribuye al desarrollo de una simbiosis efectiva.

Mic: Muiog Vanina Lawva »" 85



VI. Resultados y Discusion

Capitulo V.

Objetivo 3




Doctorado en Cy. Biologicas Rol de las especies activas de oxigeno en la interaccién simbiética mani-bradirizobios.

Determinacion_del requerimiento de la produccion de EROs para la nodulacién de

plantas de mani.

Mediante el uso de diferentes compuestos que permiten modificar los niveles de
H,0,, diferentes estudios han demostrado que las EROs son parte del repertorio de sefiales
que contribuyen al establecimiento de una interaccion simbidtica fijadora de nitrogeno
efectiva en leguminosas cuya infeccién por rizobios requiere la formacién de HI, ya sean

éstos epidérmicos o corticales (Puppo y col., 2013).

Para evaluar si la produccion de EROs constituye un requisito para el establecimiento
de una exitosa interaccién mani-Bradyrhizobium sp., se redujeron los niveles de H,O, que se
producen en plantas inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 y se analiz6 su
fenotipo simbidtico. Se utilizaron dos estrategias con el fin de disminuir el contenido de H,O,

en lasraices de dichas plantas:

e Adicién de la enzima CAT
e Adicion de KI. El KI reduce el contenido de H,O, mediante una reaccion de 6xido-
reduccion que origina H,O y Oy, disminuyendo de este modo los niveles de dicha

molécula en el medio (Halliwell y Gutteridge, 1989).

- Evaluacion de la disminucion de los niveles de H;O, con el agregado de Kl o de la

enzima CAT.

La reduccion en los niveles de H,O, en raices de plantas de mani como consecuencia
de la adicion de KI (0,5, 1,5 o 3 mM) o CAT exogena (1.000 U ml™) se evalué a los 10 min
pi, tiempo al cual la inoculacién con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 induce un incremento

significativo en su concentracion (Tabla 4).

Los resultados obtenidos revelaron que el agregado de CAT disminuy6 en un 26,8 %
el contenido de dicha ERO (Tabla 18), mientras que la adicion de KI 0,5, 1,5 o 3 mM lo hizo
de manera dosis dependiente (21,8 %, 41,9 %, y 57,9 % respectivamente). Con la adicion de
esta ultima concentracién de KI, la produccion de H,O; alcanzé los valores obtenidos en

plantas sin inocular (Tabla 19).
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Tabla 18. Produccion de H,0, en raices de mani a los 10 min pos-inoculacion con

Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 en presencia o ausencia de CAT exogena (1.000 U ml™).

Tratamiento Concentracion H,0, -
(nmol H,0, g‘l tejido fresco)
Plantas sin inocular 15,29 + 3,12*
Plantas inoculadas con Bradyrhizobium

sp. SEMIA 6144

32,83 + 5,49°

Plantas inoculadas con Bradyrhizobium
sp. SEMIA 6144 + CAT (1.000 U ™}
Los datos representan la media + E.E. (n = 5 - 10). Letras diferentes indican diferencias significativas segiin el

test de Tukey (p < 0. 05).

24,03 +2.49°

Tabla 19. Produccion de H,O, en raices de mani a los 10 min pos-inoculacién con
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 en presencia o ausencia de KI.
Tratamiento Concentr?ci(’)n H:0,
(nmol H,0, g tejido fresco)
Plantas sin inocular 14,16 + 1,33"
Plantas inoculadas con Bradyrhizobium
sp. SEMIA 6144
Plantas inoculadas con Bradyrhizobium
sp. SEMIA 6144 + KI 0,5 mM

38,16 + 3,50°

2983 + 1,84°

Plantas inoculadas con Bradyrhizobium

sp. SEMIA 6144 + KI 1,5 mM

22,16 £2,16°

Plantas inoculadas con Bradyrhizobium
sp. SEMIA 6144 + KI 3 mM

Los datos repre;entan la media + E.E. (n =5 - 10). Letras diferentes indican diferencias si_gmic_ativas séga el

test de Tukey (p < 0. 05).

16,08 + 2,66"

Dado que ambas estrategias permitieron disminuir los niveles de H,O; en las raices
inoculadas, se evaluo el fenotipo simbiotico de plantas inoculadas y cuya produccion de

EROs fue inhibida mediante las dos metodologias.
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- Evaluacion del fenotipo simbiotico en presencia de KI o CAT.

Se evaluo el fenotipo simbiotico de plantas de mani inoculadas con Bradyrhizobium
sp. SEMIA 6144 y a las que se adicion6 KI (0,5, 1,5 0 3 mM) o CAT (1.000 U ml™"). En
todos los tratamientos, las plantas fueron cosechadas a los 28 dias pi y se determiné el

nimero de nddulos, el porcentaje de nddulos eficientes y el peso seco de la parte aérea.

El agregado de CAT disminuy6 en un 58,8 % la produccién de biomasa de plantas
inoculadas, la que alcanzo6 valores que no difirieron de los de plantas sin inocular, mientras
que el KI (0,5, 1,5 o 3 mM) lo hizo en un 27,6 %, 30,5 % y 70,5% respectivamente (Tablas
20 y 21). Esta ultima concentracion de KI fue descartada para continuar con los ensayos ya

que redujo el peso seco por debajo de los que presentaban las plantas sin inocular.

Con respecto a la nodulacién, la adicion de CAT disminuy6 en un 34 % el numero de
nddulos totales y en un 4,3 % el de noddulos eficientes (Tabla 20). Aun cuando el efecto de KI
1,5 mM sobre la produccion de H,O, fue mas marcado que el de KI 0,5 mM, no hubo
diferencias en la reduccion del nimero de nddulos totales entre ambas concentraciones (Tabla
21), pero si en la cantidad de nddulos rojos formados que sélo se vio disminuido en un 24%
solamente en plantas tratadas con KI 1,5 mM (Tabla 21). Este efecto sobre el niimero de
nddulos eficientes, se correlaciona con la reduccidn en la biomasa producida (Tablas 20 y
21). Llama la atencién que la disminucion del 26,8 % en los niveles de H,0, causada por la
adicion de CAT redunde en una disminucion del 58,8% en la biomasa vegetal, mientras que
el tratamiento con KI 1,5 mM, que disminuy6 atin mas el contenido de H>O; (41,9%), afecte
la produccion de biomasa sélo en un 30,5%, aun cuando el numero de ndédulos formados en
este tratamiento fue sensiblemente menor. Dado que es conocido que la produccion de
oxigeno mediada por la accion de CAT afecta la actividad de la enzima nitrogenasa
(Matamoros y col.,, 2003), es probable que la eficiencia de los nédulos de plantas
provenientes del tratamiento con CAT haya sido mas baja que la de los nodulos de plantas
provenientes del tratamiento con KI 1,5 mM, y que ello explique la marcada reduccion en el

contenido de biomasa de las primeras.
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Tabla 20. Peso seco aéreo, nimero de nodulos y porcentaje de nodulos rojos de plantas de
mani inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 en presencia o ausencia de CAT

exégena (1000 U ml™).

Peso seco aéreo N° de % Nodulos
Tratamiento : i
(g planta’) Noédulos planta” Rojos
Plantas sin inocular 0,39 + 0,03" " -
Plantas sin inocular + CAT 0,41 £ 0,04* - -
Plantas inoculadas con de et
} LU 100 + 0°
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144
Plantas inoculadas con
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 0,40 + 0,08* 74 + 3P 96,70 + 1,40b

+CAT (1000 U ml™)

Los datos representan la media + E.E. (n = 10 - 12). Letras diferentes indican diferencias significativas segun el
test de Tukey (p < 0. 05).

Tabla 21. Peso seco aéreo, numero de nédulos y porcentaje de nddulos rojos de plantas de

mani inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 en presencia o ausencia de KI (0,5,

1,5 03 mM).
° (1]
Peso seco aéreo N° de
Tratamiento 1 | Nédulos
(g planta™) Noédulos planta”
Rojos
Plantas sin inocular 0,60 + 0,04* - -
Plantas sin inocular + KI 0,5 mM 0,58 + 0,03% - -
Plantas sin inocular + KI 1,5 mM 0,524 9,02 - -
Plantas sin inocular + KI 3 mM 0,36 £ 0,03b - -
Plantas inoculadas con Bradyrhizobium
1,05+ 0,11° 86 + 8" 100 + 0°
sp. SEMIA 6144
Plantas inoculadas con Bradyrhizobium q b
0,76 + 0,03 36 +3 100 + 0°
sp. SEMIA 6144 + KI 0,5 Mm
Plantas inoculadas con Bradyrhizobium i ! .
0,73 £ 0,03 343 76 +4

sp. SEMIA 6144 + KI 1,5 Mm
Plantas inoculadas con Bradyrhizobium

sp. SEMIA 6144 + KI 3 mM

0,31 +0,05° i .

Los datos representan la media + E.E. (n = 10 - 15). Letras diferentes indican diferencias significativas segin el
test de Tukey (p < 0. 05).
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A vpartir de los resultados obtenidos, se seleccioné KI 0,5 mM y 1,5 mM para
continuar los estudios. Con el fin de analizar si se altera la ultraestructura de los nodulos
formados cuando se disminuyen los niveles de H»O, producidos en la raiz durante la
interaccidon mani-Bradyrhizobium sp, se realizaron cortes ultrafinos que fueron analizados por
microscopia optica de alta resolucion y por microscopia electronica. En dichos cortes se
observo la presencia de simbiosomas en las células del nodulo y se midieron parametros
como area del bacteroide (um?), area del simbiosoma (pm®) y numero de bacteroides area
celular’'. Solo se encontré un incremento significativo de este Gltimo pardmetro en los

ndédulos de plantas inoculadas y tratadas con KI (0,5 o 1,5 mM) (Tabla 22) (Figuras 27 y 28).

Tabla 22. Area de simbiosomas, 4rea de bacteroides y nimero de bacteroides rea celular” de
nddulos de planta de mani inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 en presencia o

ausencia de KI (0,5 6 1,5 mM).

Niamero de Area del ,
Area del
Tratamiento bacteroides area simbiosoma 5
| 5 bacteroide (um®)
celular’ (pm”)
Bradyrhizobium sp. o o
y’ : 0,14+ 004 4,55 + 0,23" 0,95 + 0,05"
SEMIA 6144
Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6144 + KI 0,5 0,18 +0,05" 3,99 +£0,13* 1,11 £0,08°
mM
Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6144 + KI 1.5 0,20  0,05° saioxt 0,97 + 0,07°

Los datos representan la media + E.E. n = 12-58. Letras diferentes indican diferencias significativas segtn el test

de Tukey (p <0. 05).
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Figura 27. Evaluacién de cortes semifinos (+ 0,25 pm) de nédulos radicales de plantas de mani inducidos por: A) Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144, B)
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 tratada simultaneamente con KI 0,5 mM y C) Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 tratada simultaneamente con KI 1,5 mM.

Microscopia Optica de Alta Resolucion (MOAR). 100X.
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Figura 28. Evaluacién de cortes ultrafinos (20-60 nm) de nodulos radicales de plantas de mani inducidos por: A) Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144, B)
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 tratada simultaneamente con KI 0,5 mM y C) Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 tratada simultaneamente con KI 1,5 mM.
Microscopia Electronica de Transmision (TEM). 8000X.
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Es conocido que en nddulos indeterminados, el proceso de diferenciacion bacteriana

estd bajo el control de péptidos antimicrobianos nodulo especifico ricos en cisteina (NCR)
(Van de Velde y col., 2010). Dado que los péptidos NCR son sensibles al balance redox
(Haag y col., 2012), se ha propuesto que es posible que las EROs podrian regular, a través de
la oxidacion/reduccion de dichos péptidos, el proceso de diferenciacion bacteriana (Puppo y
col., 2013). En este sentido, una doble mutante de S. meliloti que no expresa los genes
katB/katC mostré un fenotipo aberrante durante la simbiosis, con una disminucion en el
nimero de nddulos y la ausencia de diferenciacion a bacteroides (Jamet y col., 2007), lo que
indicaria la necesidad de un equilibrio en el balance redox para el proceso de diferenciacion
bacteriana. En nodulos determinados, como los de mani, no hay evidencias de que los
péptidos NCR estén implicados en la diferenciacion bacteriana a bacteroides. Sin embargo, y
dado que en esta tesis se demostrd que la disminucion de los niveles de H,O, incrementé la
densidad de bacteroides, es posible proponer que un equilibrio en el balance rédox es también

requerido para el normal desarrollo de nédulos en mani.

Se ha informado que un incremento en la densidad de bacteroides se asocia con una
disminucion de la eficiencia de la FBN (Sen y Weaver, 1984). Ello explicaria el menor peso
seco aéreo determinado en las plantas inoculadas y tratadas con KI. Una de las posibles
causas por las que el proceso de fijacion esté disminuido cuando el nimero de bacteroides
esta elevado es que, bajo estas condiciones, aumenta la tasa respiratoria en el interior del
nddulo y como consecuencia se produce un incremento en la generacion de EROs las cuales
inhiben la actividad de la enzima nitrogenasa. Teniendo esto en consideracion, fue de interés
medir la concentracion de H;O0, en el tejido nodular de plantas inoculadas con
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 en presencia o ausencia de KI. Los resultados indican que
no existen diferencias significativas entre los niveles de H,O; de los nddulos provenientes de
plantas tratadas y controles (Tabla 23). Se infiere por lo tanto que la disminucién en el peso
seco en plantas inoculadas y tratadas con KI es consecuencia de la reduccion en el nimero y
porcentaje de nodulos eficientes, producto de la inhibicion del estallido oxidativo (Tabla 21).
La ausencia de cambios en la concentracién de dicha ERO, en nodulos provenientes de
plantas tratadas con KI, aiin cuando el numero de bacteroides en dichos nddulos es elevado,

podria ser consecuencia de la accion del sistema antioxidante de la planta y/6 de la bacteria.
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Tabla 23. Produccién de H,0, en nodulos de plantas de mani inoculadas con Bradyrhizobium

sp. SEMIA 6144 en presencia o ausencia de KI (0,5 6 1,5 mM).

Tratamiento nmol H,O, g™ tejido fresco
Plantas inoculadas con Bradyrhizobium sp. 57.82+3.17
SEMIA 6144
Plantas inoculadas con Bradyrhizobium sp. 50,18 £ 2,47
SEMIA 6144 + KI 0,5 mM
Plantas inoculadas con Bradyrhizobium sp. 4937 + 3.44

SEMIA 6144 + KI 1.5 mM

Los datos representan la media + E.E (n = 12).

El rol del HyO, durante la interaccion Medicago sp.-rizobios fue analizado por Jamet
y col. (2003) disminuyendo los niveles de H,0O, en los HI mediante el uso de una mutante de
S. meliloti que sobreexpresa el gen katB. Puesto que la reduccion en la concentracion de
dicha ERO resulté en la formacion de HI aberrantes, estos autores concluyeron que la
produccion de H,O, es crucial para el establecimiento de esta simbiosis. La supresion o
reduccion en la generacion de EROs mediante el uso del inhibidor de la enzima NADPH
oxidasa DPI o por la adicién de enzimas antioxidantes, también le permiti6 a otros
investigadores proponer que se requiere del estallido oxidativo durante las etapas tempranas
de la interaccion simbiotica en M. truncatula y en S. rostrata, para su correcto desarrollo

(D’Haeze y col., 2003, Peleg-Grossman y col., 2007).

Recientemente Android y col. (2012) identificaron alrededor de trescientos genes
potencialmente regulados por H,0O, durante el establecimiento de la interaccion M.
truncatula-S.meliloti. La expresion del gen MtSpkl, que codifica para una quinasa putativa
implicada en las etapas tempranas de la simbiosis, es inducida tanto por H,O, como por los
FN. Por otra parte, Oger y col. (2012) informaron que mds de un centenar de proteinas
sulfeniladas (modificadas por la reduccién de los residuos cys por H,O») estan involucradas
en el correcto desarrollo y posterior funcionamiento de los ndédulos en M. fruncatula, y
propusieron que el H,O, participa en la regulacién a nivel transcripcional y pos-traduccional

de proteinas involucradas en dicha interaccion simbidtica.
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Los resultados presentados en este capitulo demuestran claramente que la supresion
del incremento de H,O, que se produce en plantas de mani inoculadas con Bradyrhizobium
sp. afecta negativamente el desarrollo de nédulos con la consecuente disminucion en la
producciéon de biomasa. Ello permite sugerir que, al igual que en la interaccion Medicago-
rizobios, el incremento en los niveles de H,O; en las etapas tempranas de la interaccion mani-
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 constituye un requisito para el adecuado desarrollo de
dicha simbiosis. Dado que las EROs cumplen un rol crucial en la sefializacion en
leguminosas que son infectadas de manera intracelular, se propone que dichas moléculas

también participan en la cascada de sefializacion que culmina con la nodulacién en mani.
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Evaluacion del rol del sistema antioxidante bacteriano en la interaccion mani-

Bradyrhizobium sp.

Como consecuencia del estallido oxidativo que se produce en la interaccion de las
leguminosas Medicago sp. y P. vulgaris con los rizobios especificos, el sistema antioxidante
bacteriano es activado, contribuyendo de este modo al éxito del establecimiento de la

simbiosis con su planta hospedadora (Puppo y col., 2013).

Con el fin de evaluar si el sistema antioxidante bacteriano cumple un rol importante
durante la interaccion mani-Bradyrhizobium sp., se inhibié la actividad de enzimas
peroxidasas de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 mediante la adicién de Acido
Salicilhidroxamico (SHAM) al medio de cultivo bacteriano y se analizd posteriormente su
fenotipo simbidtico. EIl SHAM es un potente inhibidor especifico e irreversible de enzimas
con actividad peroxidasa (Kawano y Muto, 2000; Houshmandfar y col., 2011; Gao y col.,
2013).

- Evaluacion de la inhibicion de la actividad de enzimas peroxidasas de

Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 con el agregado de SHAM.

Con el objetivo de determinar la concentracion de SHAM a ser utilizada en los
ensayos propuestos, se evalud el efecto del agregado al medio de cultivo de 0,2, 0,5, 1 0 2
mM de dicho compuesto sobre el crecimiento y la viabilidad de Bradyrhizobium sp. SEMIA
6144. Los resultados obtenidos indicaron que la adicion de SHAM 0,2 mM no afect6 ninguno
de los parametros analizados, mientras que las concentraciones 1 y 2 mM redujeron
significativamente el crecimiento (Figura 29) y la viabilidad (Tabla 24) de manera dosis
dependiente. Si bien la DO de los cultivos se vio disminuida en presencia de SHAM 0,5 mM,
el numero de células viables no se modificé (Tabla 23), lo que podria atribuirse a una menor

produccion de exopolisacaridos en dichas condiciones de cultivo.
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Figura 29. Crecimiento de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 en medio YEM suplementado con 0,2, 0,5, 1 0 2
mM de SHAM. Los datos representan la media + E.E (n =7 - 9). *: p< 0,05

Tabla 24. Viabilidad de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 cultivada en medio YEM con

diferentes concentraciones de Acido Salicilhidroxamico (SHAM) a las 120 h de crecimiento.

Concentracion de Acido Salicilhidroxamico (SHAM)
0 mM 0,2 mM 0,5 mM 1 mM 2 mM
Log UFC mI"' 9,70 +£0,06° 9,64+0,04* 968+0,03*° 8,33+0,02 6,38 +0,02°¢

Los datos representan la media + E.E (n = 9). Letras diferentes indican diferencias significativas segun el test de

Tukey (p <0. 05).

A partir de estos resultados se decidio utilizar la concentracion 0,2 mM de SHAM, ya
que no afecta el crecimiento ni la viabilidad de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144. Como era
de esperar, la actividad PX de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 incubadas en la presencia de
0,2 mM de SHAM durante 120 h se vio reducida en un 77 % (Figura 30).
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Figura 30. Determinacion de la actividad PX de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 creciendo en
presencia o ausencia de SHAM 0,2 mM. Los datos representan la media + E.E (n = 10). Letras diferentes

indican diferencias estadisticamente significativas segln el test de Tukey (p< 0,05).

- Evaluacion de la importancia del sistema antioxidante de Bradyrhizobium sp.

SEMIA 6144 para el establecimiento de la interaccion simbiotica.

En raices de mani inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 se comprobo la
produccion de un estallido oxidativo, el que podria afectar la viabilidad del microsimbionte, y
por consiguiente, el desarrollo de la simbiosis. Por lo tanto, es posible que el éxito de dicha
interacciéon se vincule con la participacion del sistema antioxidante bacteriano en la
atenuacion de dicho estallido. Para corroborar esta hipdtesis se evalud, en primer lugar si la
disminucion de la actividad PX de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 por la adicion al medio
de cultivo de SHAM 0,2 mM afecta la generacion del estallido oxidativo en raices de mani

inoculadas, determinando los niveles de H,0, en dicho 6rgano.

En estas condiciones, la producciéon de H,O; se incrementd en todos los tiempos
analizados (Tabla 25). Estos resultados sugieren que el sistema antioxidante de
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 participa en la modulacion de la respuesta de defensa de la

planta hospedadora.
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Tabla 25. Produccion de H,O; en raices de mani a los 5, 10 y 15 min pos-inoculaciéon con
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 creciendo en presencia o ausencia de SHAM 0,2 mM.
Concentracion de H,0;

(nmol H,0, g'l tejido fresco)

Tratamiento 5 min pi 10 min pi 15 min pi
Plantas sin inocular 15,43 + 221" 14,41 +1,51° 15,10+ 1,12°
Plantas inoculadas con Bradyrhizobium a b

sp. SEMIA 6144 14,89 + 2,05 37,68 + 1,39 15,12 £ 0,71

Plantas inoculadas con Bradyrhizobium b g b
+ 2
sp. SEMIA 6144 + SHAM 0.2 mM 33,71 +£3.80 51,27+2,78 31,61 +2,63

Los datos representan la media + E.E. (n = 7 - 10). Letras diferentes indican diferencias significativas segun el

test de Tukey (p < 0. 05). pi: pos-inoculacion.

A los efectos de determinar la importancia del sistema antioxidante bacteriano
en el establecimiento de la interaccidn mani-Bradyrhizobium sp., se evalud el fenotipo
simbiotico de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 cuando crece en presencia de SHAM. La
produccion de biomasa de dichas plantas fue significativamente mayor al de plantas sin
inocular, pero significativamente menor que la de plantas inoculadas con la bacteria cultivada
en condiciones controles. Por otra parte, el nimero total de noédulos formados asi como la
cantidad de nodulos eficientes fue significativamente menor al observado en plantas
inoculadas con cultivos controles de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144. Este efecto se

correlaciona con la menor produccion de biomasa (Tabla 26).
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Tabla 26. Peso seco aéreo, numero de nddulos y porcentaje de nédulos rojos de plantas de

mani inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 creciendo en presencia o ausencia de

SHAM 0,2 mM.
) Peso seco aéreo N° de % Nodulos
Tratamiento : ,

(g planta™) Nodulos planta Rojos
Plantas sin inocular 0.62+0.03 - =
Plantas inoculadas con b

1,01 £ 0,01 96 + 4a 100 + 0%
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144
Plantas inoculadas oo
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 0,74 +0,02° 38 +3° 76 + 1,40°

+ SHAM 0,2 mM

Los datos representan la media + E.E. (n = 22 - 30). Letras diferentes indican diferencias significativas segun el
test de Tukey (p < 0. 05).

Es conocido que el sistema antioxidante de S. meliloti, R. etli, R. tropici, B. japonicum
y M. loti cumple un rol importante durante el establecimiento de la simbiosis fijadora de
nitrégeno con sus respectivas leguminosas hospedadoras (Santos y col., 2000; Riccillo y col.,
2000; Jamet y col., 2003; Del Carmen Vargas y col., 2003; Harrison y col., 2005; Panek y
col., 2005; Dombrecht y col., 2005; Muglia y col., 2008; Saeki y col., 2011). En S. meliloti y
M. loti la disrupcion del gen sodA4 y de los genes katA/katC' y katE, que codifican para las
enzimas superoxido dismutasa y catalasa respectivamente, condujo a un fenotipo simbidtico
alterado, con la formacion de HI aberrantes, retraso en la nodulacion, reduccion de la
actividad nitrogenasa e inhibicion de la diferenciacion a bacteroides (Santos y col., 2000;
Jamet y col., 2003; Hanyu y col., 2009; Saeki y col., 2011). Por otra parte, la mutacion en el
gen katG de M. loti inhibi6 la formacion de nodulos en su leguminosa huésped, mientras que
el desarrollo de dichas estructuras no se vio afectada en mutantes de R. etli y B. japonicum
(Panek y col., 2004; Dombrecht y col., 2005). Sin embargo, una doble mutante de R. etli
peroxidasa/catalasa” mostrd una reduccion del 40% en la capacidad de fijacion de nitrégeno

(Dombrecht y col., 2005).

Dado que la expresion de estos genes durante la infeccion fue asociada a una
respuesta de las bacterias al O," y H>O, producidos por la planta hospedadora (Ampe y col.,
2003, Puppo y col., 2013), y que su represion influye negativamente sobre la interaccion

fijadora de nitrégeno, se adjudicé un rol esencial al sistema antioxidante bacteriano en el
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correcto establecimiento y desarrollo de la simbiosis que se establece entre rizobios y

leguminosas infectadas de manera intracelular.

A partir de los resultados presentados en este capitulo se puede inferir que, al igual
que para los microsimbiontes de leguminosas infectadas de manera intracelular, la
participacion del sistema antioxidante de bradirizobios simbiontes de mani, es importante

para el establecimiento de una interaccion simbiética efectiva.
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Los rizobios, bacterias Gram negativas del suelo, son capaces de establecer una
interaccion simbidtica con plantas leguminosas, y excepcionalmente con la no leguminosa
Parasponia. Dicha interaccién conduce a la formaciéon de un nuevo 6rgano, el nddulo,
estructura en la cual se lleva a cabo el proceso de fijacion de nitrégeno. El establecimiento de
la simbiosis implica un complejo didlogo molecular entre la planta hospedadora y el
microsimbionte. Las plantas liberan a la rizésfera flavonoides que son reconocidos por los
rizobios, lo que resulta en la activacion de la expresion de los genes nod, que codifican para
proteinas involucradas en sintesis de los FN. La percepcion de los FN por la planta huésped
desencadena dos programas morfogenéticos que se desarrollan en paralelo. La activacion de
una cascada de sefializacion induce, por un lado, la division de las células de la corteza
radical con la consecuente formacion del nodulo, y en simultineo se activan eventos
vinculados al proceso de infeccion y al establecimiento de la interaccion fijadora de
nitrégeno. En leguminosas invadidas por HI, las EROs tienen un rol critico en dicha cascada
de sefializacion. En estas plantas, se activa una respuesta bifasica a la inoculacion,
representada por incrementos en los niveles de O,” y H,O,, estando el incremento mas tardio
asociado al desarrollo de los HI. Este aumento en los niveles de EROs es dependiente, en
gran parte, de la actividad de la enzima NADPH oxidasa. Ademas, los FN modulan esta
respuesta de la planta mediante la activacion de su sistema antioxidante, contribuyendo asi al

desarrollo de la simbiosis.

A pesar de que el rol de las EROs ha sido ampliamente estudiado en leguminosas
infectadas de manera intracelular, hasta el momento no hay informacion disponible en
leguminosas en las que el proceso de infeccion ocurre intercelularmente, como es el caso de
mani. El objetivo principal de esta tesis fue elucidar, en la simbiosis mani-Bradyrhizobium
sp, la existencia y el requerimiento de un estallido oxidativo, la participacion de los FN en la
modulacion de esta respuesta de defensa, asi como la importancia del sistema antioxidante de

la planta y bacteriano frente a dicha respuesta.

En este trabajo de tesis demostramos por primera vez que en las etapas tempranas de
la interaccion simbiotica fijadora de nitrogeno mani-Bradyrhizobium sp. se produce un
estallido oxidativo independiente de la actividad NADPH oxidasa, el cual es requerido para el
desarrollo efectivo de dicha interaccion. Ademas, y en concordancia con la ausencia de HI en
el proceso de invasion bacteriana que ocurre en mani, se observé una respuesta monofasica

de la planta frente al microsimbionte, representada por un unico pico en los niveles de H,0,
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producidos. El sistema antioxidante de la planta, particularmente la actividad de las enzimas
PX y CAT, es activado para contrarrestar dicho estallido oxidativo, permitiendo de esta

manera el establecimiento de la simbiosis.
Por lo tanto, se concluye que:

e Existe un estallido oxidativo, representado por un incremento en los niveles de
H,O,, en las etapas tempranas de la interaccion mani-Bradyrhizobium sp.
Dicho estallido oxidativo se produce en el lugar de emergencia de las raices

laterales, coincidiendo con la zona en la que se inicia la infeccion bacteriana.

e FEl estallido oxidativo se produce s6lo cuando se establece la interaccion
simbidtica entre ambos organismos, ya que no se observa en raices que son
colonizadas por la bacteria en condiciones en que la interaccion se encontraria
inhibida.

e La ausencia de cambios en las actividades de las enzimas NADPH oxidasa y
SOD en plantas inoculadas, permite sugerir que el incremento en los niveles
de H,0O, determinado en dichas plantas podria deberse a la accion de otras
enzimas como amino oxidasas u oxalato oxidasas.

e La actividad de las enzimas CAT y PX de la planta se incrementa,
contrarrestando de este modo el estallido oxidativo en la interaccion mani-
Bradyrhizobium sp.

e El incremento en los niveles de H,O, en raices de mani en las etapas
tempranas de la interaccion con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 constituye

un requisito para el normal desarrollo de nédulos radicales en esta leguminosa.

En este trabajo de tesis también se demostré que los FN de Bradyrhizobium sp.
modulan este estallido oxidativo, incrementando la actividad de enzimas del sistema
antioxidante de la planta de mani y, en el caso de las peroxidasas, aumentando incluso los
niveles de expresion del gen prxl. Los FN participan entonces no sélo en la induccion de la
cascada de sefializacion simbidtica, sino que ademas contribuyen a contrarrestar la respuesta

de defensa de la planta de mani, posibilitando el establecimiento de una simbiosis efectiva.
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Por lo tanto, se concluye que:

e Los FN de bradirizobios simbiontes de mani modulan el estallido oxidativo
que se produce en las etapas tempranas de dicha interaccion, a través del
incremento de la actividad CAT y PX y de la sintesis de esta dltima, y
atenuando el sistema de generacion de O, (como consecuencia de la
inhibicién de la actividad de la NADPH oxidasa). Ello resulta relevante para el

establecimiento de la relacion simbidtica mani-Bradyrhizobium sp.

Por otra parte, evidencias directas obtenidas por otros autores indican que el sistema
antioxidante bacteriano también tiene un rol clave en el establecimiento de una interaccion
efectiva en leguminosas que son infectadas via HI, protegiendo a la bacteria frente a la
elevada produccion de EROs. Teniendo en cuenta que en el proceso de infeccion que ocurre
en mani no se forman estas estructuras, es posible suponer que los bradirizobios simbiontes
de dicha leguminosa estdn mas expuestos a la respuesta de defensa de la planta mientras
infectan los tejidos vegetales de manera intercelular. En este sentido, hemos demostrado en

esta tesis que:

e El sistema antioxidante de bradirizobios simbiontes de mani, particularmente
la actividad de las enzimas peroxidasas, es importante para contrarrestar el
estallido oxidativo producido durante las etapas tempranas de la interaccion

mani-Bradyrhizobium sp.

Nuestros resultados proporcionan nuevos conocimientos sobre el mecanismo
implicado en el desarrollo de la interaccion simbidtica que establecen las leguminosas
infectadas de manera intercelular. La comparacion de esta informacion con la disponible para
leguminosas infectadas via HI revela que existen diferencias y semejanzas en la respuesta

mediada por EROs que se activa en ambos grupos de leguminosas frente al microsimbionte:

a) Como resultado del establecimiento de la interaccion simbidtica mani-
Bradyrhizobium sp. se desencadenaria una respuesta que culmina con la
activacion del sistema de generacion de EROs, produciéndose un estallido
oxidativo. En contraste con lo que ocurre en las leguminosas infectadas de
manera intracelular, en mani esta respuesta esta representada solo por un pico

de incremento de H,O, y es independiente de la actividad NADPH oxidasa.
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b) Al igual que en leguminosas infectadas por HI, la compatibilidad entre los
simbiontes en la interaccion mani-Bradyrhizobium sp. depende
fundamentalmente de la desintoxicacion del H,O, a través de la actividad de
CAT y PX de la planta, la cual es modulada por los FN.

c) Por otra parte, y similar a lo descripto para rizobios especificos de
leguminosas invadidas intracelularmente, las enzimas antioxidantes del
microsimbionte de mani también actuarian contrarrestando la respuesta de
defensa de la planta, contribuyendo de esta manera a la creacion de
condiciones favorables para el correcto desarrollo de la interaccidbn mani-
Bradyrhizobium sp.

d) Por ultimo, y en coincidencia con lo que ocurre en leguminosas infectadas
intracelularmente, €l aumento en los niveles de H,O, constituye un requisito

para el adecuado establecimiento de la interaccion mani-Bradyrhizobium sp.

El conjunto de resultados obtenidos en esta tesis permite plantear un modelo que
explica la participacion de las EROs en la interaccion simbiodtica mani-Bradyrhizobium sp. Se
propone entonces que cuando se establece la interaccion mani-Bradyrhizobium sp., la planta
percibiria patrones moleculares asociados al microorganismo (MAMPs) a través de los
receptores de reconocimiento de patrones (PPR) produciéndose un estallido oxidativo como
resultado de la activacion del sistema de generacion de H,O», sin participacion de la enzima
NADPH oxidasa. Es probable que, al igual que en leguminosas en las que se desarrollan HI,
dicha ERO también participe en la regulacion a nivel transcripcional o pos-traduccional de
proteinas involucradas en el desarrollo de la interaccion simbidtica en estudio 6 bien actue
como factor mitogénico en la activacion de la division de células corticales que culmina con
la formacion de nddulos. Por otra parte, los FN liberados por Bradyrhizobium sp. se unirian a
los receptores LysM identificados recientemente en nuestro laboratorio (Ibafiez y col., 2015).
La percepcion de dichas moléculas activaria al sistema antioxidante de la planta modulando
de esta manera el incremento en los niveles de H,O,. Ademas, también se activarian las
enzimas antioxidantes del microsimbionte a fin de contrarrestar la respuesta de defensa de la
planta, contribuyendo de esta manera a la creacion de condiciones favorables para el

establecimiento de una simbiosis efectiva (Figura 31).
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Figura 31. Modelo propuesto del rol de EROs, la participacion de los FN en su produccion y la importancia del
sistema antioxidante de la planta y bacteriano en la simbiosis mani-Bradyrhizobium sp. Referencias: MAMPS:
patrones moleculares asociados al microorganismo, PRR: receptores de reconocimiento de patrones, FN: Factor

Nod, AHNFP/AHNFRI1: receptores LysM, NOXs: NADPH oxidasas.
- Perspectivas futuras

Como suele suceder, muchos de los resultados descritos a lo largo de los capitulos de
esta tesis dejan abiertas preguntas que requieren de futuros estudios para ser resueltas, entre

las cuales podemos mencionar:

e /Cuadl es el rol que cumple el H,O;, producido en las etapas tempranas de la
interaccion mani-Bradyrhizobium sp.? (Actia como molécula sefial
induciendo la expresion de nodulinas tempranas o interviene como factor
mitogénico activando la division celular de las células de la corteza radical?

e Es requerida la actividad de la enzima NADPH oxidasa en etapas mas
avanzadas de la simbiosis en estudio?

e ;Cual/les es/son la/s enzima/s responsable/s de la generacion del H,O; durante

las etapas tempranas de la interaccion mani-Bradyrhizobium sp.?
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e En ausencia de la sefial inducida por los FN ;se asocia la respuesta de la planta
con la via de sefializacion frente a patogenos?
e /El ON juega un papel en el establecimiento de la simbiosis mani-

Bradyrhizobium sp.?
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