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Resumen

El mani (Arachis hypogaea L.) es uno de los cultivos de leguminosas mas importantes del
mundo y Argentina es uno de los principales paises productores del mundo, concentrando su
produccion en la provincia de Cérdoba. El déficit hidrico es uno de los principales estreses
abidticos, por lo que es importante el estudio de su efecto sobre la planta de mani y los
microorganismos rizosféricos, asi como el estudio de moléculas y de mecanismos de
tolerancia involucrados en la adaptacion. De éste modo es posible planificar nuevas estrategias
que favorezcan dicha interaccion en condiciones de déficit hidrico.

En base a la problematica planteada, el objetivo general de esta investigacion fue estudiar los
cambios que se desencadenan en Arachis hypogaea L. asi como en las rizobacterias
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 y Azospirillum brasilense Az 39 frente al déficit hidrico.
Para ello se abord¢ la investigacion de compuestos biologicos producidos por las raices de
mani en condiciones de déficit hidrico; el efecto que este tipo de estrés tiene sobre
componentes celulares de rizobacterias que se asocian a mani para luego determinar el efecto
del déficit hidrico en etapas tempranas y tardias de la asociaciéon microorganismos-mani.

El déficit hidrico moderado (-0,28 MPa) causo6 reduccion en los parametros de crecimiento
de A. hypogaea. L, siendo mas sensible la parte aérea que la raiz. Dicha condicion indujo
estrés oxidativo (manifestado por un incremento en la peroxidacion lipidica), asi como
también cambios fisiolégicos exhibiendo modificaciones en el patréon de exudados radicales.
Mediante técnicas cromatograficas se determiné que en la respuesta al déficit hidrico

estuvieron involucradas diversas moléculas de sefializacion celular, como el acido graso

oleico (18:1A9), los flavonoides naringenina y hesperidina, el aminoacido triptofano, los
acidos organicos lactico y succinico asi como también monoterpenos asi como los
sesquiterpenos farnesol y nerodiol.

El estrés hidrico afectd negativamente el crecimiento de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 y
Azospirillum brasilense Az 39, aunque ambas bacterias lograron adaptarse al efecto que causa
el déficit hidrico. La medida de la polarizacion de fluorescencia luego de aplicar un shock
osmético sobre las bacterias, indic6 que el efecto inmediato del déficit hidrico consiste en
fluidificar la membrana bacteriana. La respuesta a este efecto fue dindmica para ambas cepas,
y se logré mediante la modificaciéon del grado de insaturacion de los acidos grasos asi como en
la composicion de fosfolipidos. De ésta forma, las rizobacterias restauran la fluidez dptima de

la membrana y la viabilidad celular luego del shock.
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Resumen

Respecto a las etapas tempranas de la interaccion 4. hypogaea - rizobacterias, el déficit
hidrico no afecté la movilidad de B. sp. SEMIA 6144 y favorecio a la cepa 4. brasilense Az
39. Ambas rizobacterias mostraron quimiotaxis hacia los exudados radicales de la planta de
mani. El siguiente paso en el proceso de interaccion investigado fue la adhesion de células
bacteriana a las raices y fue mayor en plantas sometidas a déficit hidrico, lo cual result6
importante para mantener la interaccion bajo ésta condicion ambiental adversa. A pesar de
ello, la simbiosis 4. Aypogaea - B. sp. SEMIA 6144 result sensible al estrés, los parametros
de nodulacion y de fijacion biolégica del Nitrégeno, medida mediante el andlisis de
intercambio de gases, fueron reducidos. Aun asi, la inoculacion mitigé los efectos negativos
del déficit hidrico sobre el crecimiento vegetal. La coinoculacion favorecié el desarrollo de las
plantas sometidas a estrés hidrico, aunque sus efectos fueron menores a la inoculacién simple,
bajo las dosis estudiadas. La presencia de A. brasilense Az 39 asi como el déficit hidrico, no
afectaron la eficiencia de la nitrogenasa. Por lo tanto, la reduccion en la tasa de fijacion de
Nitrégeno se debe principalmente a la disminucién en la biomasa nodular y no a un efecto
sobre la actividad enzimética.

Los resultados de éste trabajo de Tesis Doctoral brindan las primeras evidencias de los
cambios fisiologicos y bioquimicos a los que estd sujeta la leguminosa A. hypogaea L asi
como las rizobacterias B. sp. SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39, frente al déficit hidrico. La
adaptacion al estrés permite el establecimiento de la interaccion planta-bacteria, y mitiga los
efectos negativos del estrés hidrico, consiguiendo asi mejor crecimiento de A. hypogaea L en

ambientes donde ocurre dicha condicion ambiental.

XXXI



Abstract

The peanut (Arachis hypogaea L.) is one of the most important legume crops in the world
and Argentina is one of the main producing countries of the world, concentrating its
production in Cérdoba province. The water deficit is one of the main abiotic stresses, so it is
important to study its effect on the peanut plant and the rhizospheric microorganisms, as well
as the study of molecules and mechanisms of tolerance involved in adaptation. In this way it is
possible to plan new strategies that favor such interaction in conditions of water deficit. Based
on the problems raised, the general objective of this research was to study the changes that
occur in Arachis hypogaea L. as well as in the rhizobacteria Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144
and Azospirillum brasilense Az 39 against the water deficit. In order to do this, we
investigated the biological compounds produced by the peanut roots under water deficit, the
effect that this type of stress has on cellular components of these rhizobacteria and then
determine the effect of water deficit in the early and late stages of the microorganism-peanut
association.

The moderate water deficit (-0.28 MPa) caused a reduction in the growth parameters of A.
hypogaea. L, the aerial part being more sensitive than the root. This condition induced
oxidative stress (manifested by an increase in lipid peroxidation), as well as physiological
changes exhibiting changes in the pattern of radical exudates. A number of cell signaling
molecules, such as oleic fatty acid (18: 1A9), flavonoids naringenin and hesperidin, tryptophan
amino acid, organic lactic acid and succinic acid were involved in the response to water
deficit. As well as monoterpenes as well as the sesquiterpenes farnesol and nerodiol.

Water stress negatively affected the growth of Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 and
Azospirillum brasilense Az 39, although both bacteria were able to adapt to the effect that
causes the water deficit. The measurement of the fluorescence polarization after osmotic shock
on the bacteria indicated that the immediate effect of the water deficit is to fluidize the
bacterial membrane. The response to this effect was dynamic for both strains, and was
achieved by modifying the degree of unsaturation of the fatty acids as well as in the
phospholipid composition. In this way, the rhizobacteria restore the optimal fluidity of the
membrane and the cell viability after the shock.

Regarding the early stages of 4. Aypogaea - rhizobacteria interaction, the water deficit did
not affect the mobility of B. sp. SEMIA 6144 and favored the strain A. brasilense Az 39. Both

rhizobacteria showed chemotaxis towards the radical exudates of the peanut plant. The next
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Abstract

step in the interaction process investigated was the adhesion of bacterial cells to the roots and
was higher in plants subject to water deficit, which was important to maintain the interaction
under this adverse environmental condition. In spite of this, the symbiosis 4. hypogaea - B. sp.
SEMIA 6144 was sensitive to stress, the nodulation and biological nitrogen fixation
parameters measured by the gas exchange analysis were reduced. Even so, inoculation
mitigated the negative effects of water deficit on plant growth. The co-inoculation favored the
development of plants subjected to water stress, although their effects were smaller than the
simple inoculation, under the doses studied. The presence of 4. brasilense Az 39 as well as the
water deficit did not affect the efficiency of the nitrogenase. Therefore, the reduction in
Nitrogen fixation rate is mainly due to the decrease in nodular biomass and not to an effect on
enzymatic activity.

The results of this Doctoral Thesis provide the first evidence of the physiological and
biochemical changes to which the legume 4. hypogaea L., as well as the B. sp. SEMIA 6144
and A. brasilense Az 39, against the water deficit. The adaptation to stress allows the
establishment of plant-bacteria interaction, and mitigates the negative effects of water stress,
thus achieving better growth of 4. Aypogaea L., in environments where such an environmental

condition occurs.
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1.1. Contexto general. Importancia de las leguminosas y las rizobacterias

1.1.1. Agricultura sustentable. Conceptos, realidades y perspectivas

Debido al rapido incremento de la poblacion, la cual se prevé que sera de 9,4 mil millones
para el afio 2050, la produccion de alimentos en todo el mundo debera acrecentar
significativamente para satisfacer las necesidades de alimentos en los proximos afios. En este
contexto, la agricultura enfrenta el desafio de cubrir la demanda creciente de alimentos (FAO,
2015).

A nivel mundial, los cultivos de leguminosas han experimentado el mayor aumento de
superficie cultivada en comparacién con otros cultivos. Las leguminosas son una fuente
esencial de proteinas y aminoacidos de origen vegetal para la poblacion de todo el mundo, y se
deben consumir como parte de una dieta saludable para combatir, prevenir y ayudar a
controlar enfermedades; también son una importante fuente de proteina de origen vegetal para
los animales (FAO, 2016). Ademads, en simbiosis con rizobios las leguminosas tienen la
propiedad de fijar el nitrogeno atmosférico (N), lo que puede contribuir a aumentar la
fertilidad del suelo, aportando efectos positivos en el medio ambiente. Tal es la importancia de
las leguminosas que en los dltimos afios se ha incentivado su cultivo como parte de una
produccion de alimentos sostenible orientada a lograr la seguridad alimentaria y la nutricién
(FAO, 2016).

El mani (4rachis hypogaea L.) es uno de los cultivos de leguminosas mas importantes del
mundo y proporciona alimentos de subsistencia directa y otros productos alimenticios
(Celikkol et.al, 2010). Su semilla contiene aproximadamente un 50% de lipidos y un 25% de
proteina de su peso seco (Xiao-gang Li et.al, 2013). Argentina es uno de los principales
exportadores de mani en el mundo junto con China y Estados Unidos, ocupando hoy el primer
lugar en las exportaciones de mani de alta calidad.

En la Republica Argentina, el mani ha sido objeto, a partir de mediados de la década del 70,
de un cambio en el paradigma de su produccion, producto de una serie de factores locales e
internacionales. La consecuencia final ha sido el vuelco de la clasica produccion con destino a

la obtencién de aceite, orientdndose a partir de ese momento a la produccion de mani
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confiteria, segmento del mercado mundial en el que nuestro pais ha alcanzado un liderazgo en
materia de exportaciones.

En la Figura 1.1.A., se observa la distribucion geografica del cultivo de mani en funcién del
area sembrada promedio de las ultimas cinco campafias. En Argentina se destinan
aproximadamente unas 340 mil has para la siembra de mani, distribuidas entre el sur de la
provincia de Cérdoba, este de San Luis, norte de la Pampa y norte de Salta (MINAGRI, 2015).
La provincia de Cérdoba es la principal productora de mani en el pais (Figura 1.1.A.),
constituyéndose esta en una economia regional de importancia destacada para la zona. En
2016, la superficie cultivada en Cordoba llego a las 313 mil has (92% del total nacional) con
una produccion de 859 mil tns, siendo las principales localidades productoras, Gral. Roca, Rio
Cuarto, Juarez Celman, Gral. San Martin, Tercero Arriba, Rio Segundo (Figura 1.1.B.)
(Gastaldi, 2016).

Mapa N°*2- Distribucion especial del cultivo de Mani
Provim i de Cordoba-San L uin 10 Pamps - Canpata 20142019

.
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Figura 1.1. A. Distribucién geogréfica del cultivo de mani en la Republica Argentina
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(SAGPyA). B. Distribucién de los lotes de mani, identificados con imagenes satelitales como

los rendimientos ponderados (Bolsa de Cereales de Cérdoba, 2014).
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Se sabe que la agricultura es vulnerable al cambio climatico, que involucra diferentes
estreses abidticos y es urgente el desarrollo de nuevas estrategias para minimizar los impactos
negativos con el fin de aumentar la productividad de los cultivos. Diversos estudios han
indicado que los microorganismos del suelo pueden ayudar a los cultivos a soportar los
estreses abidticos de manera mas eficiente. Algunas rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR: Plant growth promoting rhizobacteria) pueden colonizar la rizésfera de
muchas especies de plantas y conferir efectos beneficiosos asi como también promover
cambios fisicos o quimicos relacionadas con la defensa de la planta, para lograr asi mayor

tolerancia al estrés abiodtico.

1.1.2. El cultivo de Arachis hypogaea

El mani es uno de los cultivos de leguminosas mas importantes del mundo. Es originario de
Sudamérica, donde el género Arachis estda ampliamente distribuido en Argentina, Bolivia,
Brasil, Paraguay y Uruguay. El Centro Nacional de Informacién Biotecnologica (NCBI)

establece la siguiente clasificacion botanica para esta leguminosa:

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta (Plantas con flores)

Clase: Magnoliopsida (Dicotiledoneas)

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae/Leguminosae

Género: Arachis L.

Especie: Arachis hypogaea L.

Subespecies:

Espaiiol: Arachis hypogaea subsp. fastigiata var. vulgaris
Valencia: Arachis hypogaea subsp. fastigiata var. fastigiata

Virginia: Arachis hypogaea subsp. hypogaea var. hypogae

El mani es una leguminosa perteneciente a la familia de las Fabaceas, presenta un

crecimiento de tipo anual estival (crece de primavera a otofio), requiere temperaturas calidas
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para su crecimiento y desarrollo (Gillier y Silvestre, 1970). La temperatura 6ptima del suelo
para su siembra debe ser igual o mayor a 16°C, y en nuestro pais se logra normalmente en la
segunda quincena del mes de Octubre (Pedelini, 2008). La planta de mani llega a medir de 30
a 50 cm de altura segin las variedades y las condiciones del medio, su tallo principal es
ascendente y presenta ramificaciones, las cuales pueden ser ascendentes, o pueden crecer

sobre el suelo en las formas rastreras (Figura 1.2.), (Gillier y Silvestre, 1970).

Figura 1.2. Caracteristicas boténicas relacionadas a Arachis hypogaea.

El sistema radical esta formado por un pivote central que puede hundirse a mas de 1,30 m en
los suelos cultivados, y por raices laterales que nacen a diversas alturas de este pivote y se
ramifican para constituir una densa cabellera. Las raices laterales presentan pelos radiculares
(Krauss et.al, 1996; Bonadeo et.al, 2003). Los frutos crecen bajo el suelo, dentro de una vaina
lefiosa, redondeada, que llega a medir de 2 a 7 cm, y que contiene de 1 a 5 semillas. Estas son

alargadas o redondeadas, con tegumento muy delgado, su peso puede variar entre 0,3 a 1,5 gr



Introduccion

(Pedelini, 2008). En condiciones normales la semilla de mani requiere de un suelo himedo y
con temperatura adecuada para su germinacion y emergencia. Necesita embeberse con agua en
un 35% o mas de su peso para que se desencadene este proceso. El crecimiento de la raiz es la
actividad dominante durante la etapa de germinacién y emergencia de las plantulas. La
radicula emerge a los 1 o 2 dias de producida la germinacién, la velocidad de avance y la
profundidad del sistema radical final pueden modificarse por factores ambientales y de suelo

(Sinavimo, 2016; Giayetto, 2006)

1.1.3. El agua como factor limitante

Los actuales sistemas de produccion agricola estan sometidos constantemente a factores
causantes de estrés como ataques de plagas, enfermedades, condiciones climéticas extremas
(elevada temperatura, déficit hidrico y salinidad), deterioros de calidad nutricional de los
suelos (Berry et.al, 2006). Estos factores afectan negativamente a la calidad y el rendimiento
de los cultivos. En referencia a la agricultura y su panorama a futuro, una de las problematicas
mundiales, es el aumento tanto en la frecuencia como en la gravedad de los episodios de
sequia y se prevé que las zonas afectadas por ella aumenten en extension. A escala mundial, el
rendimiento potencial de los cultivos se ve reducido por factores ambientales en un 70% y de
este porcentaje, un 45% de la disminucion del rendimiento es debido al déficit hidrico (Revista
Europaexpress, 2013). De hecho, la escasez de agua causante de un estrés hidrico es el
principal obstaculo para el crecimiento y la productividad de las plantas en gran parte de la
superficie de la tierra dando como consecuencia una reduccion de las 4reas sembradas y de la
productividad de los cultivos (Reddy ef.al, 2003; Kramer 1983). Respecto a Argentina, los
modelos climaticos indican que habrd un aumento generalizado de la temperatura media,
principalmente en el norte del pais, con més de 1 °C hacia el periodo 2020-2040. Ello
agravaria las condiciones extremas que junto a las precipitaciones escasas incrementaria el
déficit hidrico (MINAGRI, 2014). Investigaciones realizadas sobre diversas areas geograficas
revelaron que la vulnerabilidad de las plantas al déficit hidrico es dindmica y resulta de la
combinacién de factores biofisicos, de la administracion y del uso del suelo y de las politicas

agricolas (Wilhite, 2000).
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Frente a estos problemas, el campo de la investigacion agropecuaria concibié la necesidad de
pensar en nuevas estrategias que permitan incrementar los rendimientos agricolas. La
microbiologia agricola tiene mucho para aportar a los sistemas agropecuarios, para la
produccién y la sustentabilidad, ya que ofrece alternativas agrondmicas eficientes, limpias y
de bajo costo (Ventimilgia y Torreus Baudrix, 2008). Esto transforma en relevante el estudio
de moléculas y de mecanismos de tolerancia que los cultivos expresen y sobre todo el rol de
los microorganismos para promover su crecimiento y protegerlos de situaciones adversas. De
éste modo es posible ampliar el conocimiento sobre la interaccion planta-bacteria y planificar

nuevas estrategias que favorezcan dicha interaccion en condiciones de déficit hidrico.

1.1.4. Uso de microorganismos para mitigar el estrés hidrico en plantas

La sequia es la causa mas comin de insuficiencia grave de alimentos, especialmente en
paises en desarrollo, y constituye uno de los desencadenantes naturales mas importantes de la
malnutricion y la hambruna. Analizando estas consideraciones podemos resumir que el déficit
hidrico es uno de los principales estreses abidticos, por lo que es importante el estudio de su
efecto sobre la planta de mani y los microorganismos rizosféricos, para buscar estrategias
sustentables que contribuyan a prevenir y/o mitigar dichos efectos.

La rizosfera es un ecosistema complejo que consta de una estrecha zona alrededor de la raiz
de la planta donde existe una gran diversidad de microorganismos. Entre ellos se destacan los
microorganismos PGPR, los cuales son capaces de establecer diferentes procesos de
comunicacion con las raices de las plantas (Figura 1.3.) y que repercuten en beneficio para las
mismas, estimulando su crecimiento (Kloepper y Schroth, 1980; Zhang et.al, 2015). Durante
los ultimos afios se ha incrementado el uso de microorganismos para mejorar el rendimiento
de los cultivos, su sanidad, la tolerancia al estrés y la eficiencia en el uso de insumos
fertilizantes, entre otros (Adesemoye y Kloepper, 2009). El uso de inoculantes en base a
microorganismos PGPR retne a especies de diferentes géneros como por ejemplo
Azorhizobium, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia,
Gluconacetobacter, Mesorhizobium, Pseudomonas, Rhizobium, Sinorhizobium y dentro de los
hongos las micorrizas (Gonzilez et.al, 2004). Algunos microorganismos PGPR pueden

aumentar la resistencia de las plantas a factores desfavorables del medio ambiente como la

10
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sequia, la salinidad y metales pesados (Creus et.al, 2005; Cohen et.al, 2009; Dodd et.al, 2010).
Los suelos de la zona manisera se caracterizan por presentar una poblacion nativa de rizobios
capaces de nodular mani. Aun cuando existen en el suelo bacterias que estan capacitadas para
establecer la simbiosis, estas no siempre son lo suficientemente efectivas ya que pueden estar

limitadas por factores ambientales (Giayetto, 2006).

M

root insects

\_/ Tolerance o abiotic stress (dmught, sak, eic.)

Cunant Opirson in llaesdnology

Figura 1.3. Ejemplos de interacciones en la rizésfera entre las plantas y otros organismos.
Raices de las plantas liberan sefiales quimicas en la rizésfera, tales como flavonoides y b-

cariofileno para mediar en las interacciones con otros organismos (Zhang et.al, 2015).
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1.1.4.1. El género Azospirillum

Las especies del género Azospirillum son las PGPR maés estudiadas por su capacidad de
mejorar el crecimiento y desarrollo asi como el rendimiento de numerosas especies vegetales
cultivables (Dardanelli et.al, 2008b; Star et.al, 2012). Presentan una amplia distribucion
geografica alrededor del mundo y han sido aisladas de la superficie de la raiz de una amplia
variedad de plantas y de su rizosfera, incluyendo cereales, especies forrajeras, cactaceas, entre
otras (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000).

El género Azospirillum esta compuesto por bacterias pertenecientes a la subclase alfa de las
proteobacterias (Okon y Labandera, 1994). Son bacilos anchos ligeramente curvados o rectos,
Gram negativos o Gram variables que miden 0,6-0,7 x 2,1-3,8 um. Poseen granulos de reserva
intracelulares de poly-p-hidroxibutirato. Presentan de uno a seis plasmidos, siendo el
primordial el p-90 involucrado en la biosintesis del acido indol acético (AIA) y en la
adherencia a las raices (Caballero-Mellado er.al, 1999). Hasta el presente se han descripto 19
especies: Azospirillum amazonense, Azospirillum brasilense, Azospirillum canadense,
Azospirillum  doebereinerae, Azospirillum formosense, Azospirillum halopraeferens,
Azospirillum irakense, Azospirillum largimobile, Azospirillum lipoferum, Azospirillum
melinis, Azospirillum oryzae, Azospirillum picis, Azospirillum rugosum, Azospirillum
thiophilum, Azospirillum agricola, Azospirillum fermentarium, Azospirillum formosense,
Azospirillum humicireducens y Azospirillum zeae (Tarrand et.al, 1978; Skerman et.al, 1980;
Magalhies et.al, 1983; Reinhold et.al, 1987, Khammas et.al, 1991; Ben Dekhil at.al, 1997,
Eckert et.al, 2001; Xie y Yokota, 2005; Peng et.al, 2006, Mehnaz et.al, 2007a; Mehnaz at.al,
2007b; Young et.al, 2008; Lin et.al, 2009; Lavrinenko et.al, 2010; Lin et.al, 2012, 2016). Han
sido aisladas de la rizésfera de diferentes suelos y cultivos en todo el mundo, tanto en climas
tropicales como templados (Débereiner y Day, 1976). Son bacterias diazotroficas de vida libre
con capacidad de colonizar los tejidos internos y externos de las raices (Bashan y Harrison,
1990). El pH del suelo juega un importante papel en la presencia de Azospirillum. Las especies
de A. lipoferum y A. brasilense se encuentran en mayor abundancia en suelos con valores de
pH cercanos a la neutralidad, no lograndose su aislamiento en suelos con pH menor a 4,5

(Dobereiner et.al, 1976).
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Poseen un metabolismo aerdbico, pero algunas cepas pueden utilizar nitrato o nitrito como
aceptor final de electrones. Su temperatura 6ptima de crecimiento varia desde 33 a 41° C. Son
fijadores de nitrégeno de vida libre y poseen un metabolismo de carbono y nitrégeno muy
versatil, que les permite una buena adaptacion para establecerse en el competitivo ambiente de
la rizosfera. Presentan movilidad a través de un flagelo polar en cultivos liquidos, y por
numerosos flagelos laterales en medios solidos. Observaciones microscopicas de raices
inoculadas con Azospirillum, revelaron la presencia de dos tipos celulares: una forma celular
altamente mévil y una forma sésil, llamada quistes (Sadasivan y Neyra, 1985).

Uno de los principales mecanismos propuestos en la actualidad para explicar la promocion
del crecimiento vegetal esta relacionado con la capacidad de Azospirillum de producir o
metabolizar compuestos del tipo fitohormonas, tales como la produccion de AIA y en menor
cantidad 4acido indol-3-butirico (AIB) y de citocininas y giberilinas (Okon y Labandera, 1994).
Se han propuesto diferentes vias de sintesis del AIA en Azospirillum, tres vias de sintesis
dependientes de triptéfano (Trp) y una via independiente de Trp (Steenhoudt y Vanderleyden,
2000).

1.1.4.2. El género Bradyrhizobium

En la rizosfera también podemos encontrar otros géneros bacterianos como Pseudomonas,
Bacillus, Paenibacillus, Trichoderma, Azotobacter, Azospirillum, hongos micorriticos y los
rizobios. Bajo éste ultimo término general se agrupan bacterias Gram negativas del suelo
pertenecientes a los géneros de Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium (Gonzalez et.al, 2004). Estos organismos pueden
asociarse con las raices de leguminosas, mediante un didlogo molecular entre planta y rizobio
para dar lugar a la formaciéon de un nuevo 6rgano, el nodulo, que da lugar en su interior al
proceso de fijacion biologica de nitrégeno (FBN), la interaccion mas exitosa desde el punto de
vista agronémico.

El género Bradyrhizobium esta formado por bacterias Gram negativas, aerobias, con forma
de bacilos de 1,2 a 3,0 um de longitud, presentan un flagelo polar o subpolar, son
pleomorficas y no generan esporas. Su crecimiento en medio enriquecido con levadura es

pobre y lento, requieren de 3 a 5 dias para provocar turbidez moderada en medio liquido y
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tienen un tiempo de generaciéon de 6 a § h (Jordan y Allen, 1982). Pueden formar colonias
circulares hasta 1 mm de diametro, opacas, raramente translicidas, blancas, convexas y con
tendencia a tener textura granulosa (Wang et.al, 2007). La formacion de polisacaridos
extracelulares es comun en Bradyrhizobium, al igual que la presencia de granulos de poli-E-
hidroxibutirato (Martinez-Viera., 1986). Son microorganismos de importancia agronémica ya
que tienen la capacidad de establecer simbiosis con leguminosas de alto impacto mundial
como lo es la soja (Bradyrhizobium japonicum, redefinido como Bradyrhizobium
diazoefficiens, Bradyrhizobium elkanii) (Delamuta et.al, 2013) y mani (Bradyrhizobium spp)
(Taurian et.al, 2008).

En base al andlisis polifasico incluyendo caracterizacion fenotipica, han sido descritas tres
especies dentro de éste género. Dentro de los rizobios para mani, recientemente han aparecido
reportes de especies nodulantes como Bradyrhizobium lablabi (Chang et.al, 2011) y
Bradyrhizobium subterraneum (Gronemeyer et.al, 2015). Bradyrhizobium sp. abarca aquellas
cepas que pertenecen a Bradyrhizobium, pero que no forman nédulos en la soja, aunque si en
otras leguminosas. No hay especies definidas alin para este grupo, solamente son conocidas
como Bradyrhizobium sp. y para diferenciarlas se aclara entre paréntesis el género de la
leguminosa hospedera (Becquer et.al, 2004).

La mayoria de los rizobios son sensibles a los factores medioambientales del suelo, los
cuales pueden afectar la persistencia y supervivencia de los inoculantes en el suelo y por lo
tanto limitar la nodulaciéon y la FBN, afectando negativamente la productividad de las
leguminosas (Kulkarni y Nautiyal., 2000). Las membranas de las bacterias juegan un rol
importante para la supervivencia de las células procariotas, ya que es la principal barrera entre
ellas y el medio ambiente y eso ayuda a los microorganismos a adaptarse a las nuevas

condiciones (Ghorbal et.al, 2013).
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1.2. Naturaleza quimica de la membrana bacteriana y su participacion en la respuesta a

cambios en el medio ambiente

1.2.1. Importancia de la membrana citoplasmitica de las bacterias Gram negativas

La membrana citoplasmatica esta formada por una bicapa lamelar de fosfolipidos (PL) y
diferentes proteinas que se intercalan en ella. En esta estructura, los 4cidos grasos (AQG)
componentes de los PL se sitian hacia el interior de la bicapa y los grupos cabeza hacia el
exterior, accesibles para la hidratacion. La bicapa lipidica forma una barrera hidrofébica que
previene el movimiento de moléculas polares y permite la acumulacién y retencién de
metabolitos y proteinas en el interior celular. Los lipidos ademas proporcionan una matriz
adecuada para el funcionamiento de proteinas de membrana involucradas en funciones
bioenergéticas y biosintéticas. La composicion lipidica determina las interacciones y la
dinamica de las moléculas de lipidos, las cuales a su vez definen las propiedades de barrera y
permeabilidad de la membrana e influyen en la topologia, las interacciones y las funciones de
las proteinas de membrana (Denich et.al, 2003).

La membrana tiene multiples funciones celulares importantes: contiene centenares de
proteinas diferentes, diversos transportadores de nutrientes y productos metabélicos, asi como
muchas enzimas que intervienen en el metabolismo energético, en la sintesis de lipidos, en la
exportacion de proteinas, la translocacion de macromoléculas de la pared celular, la
sefializacion transmembrana, la homeostasis y la divisién celular entre otras (Denich et.al,
2003).

En bacterias Gram negativas, los PL predominantes son fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina (CL) y fosfatidilcolina (PC), con variaciones en la
longitud de las cadenas acilos, el grado de insaturacién y conformacion (Denich et.al, 2003).
Los PL estan ubicados con sus cabezas polares orientadas externamente y sus cadenas
lipidicas direccionadas hacia el interior de la bicapa siendo los AG predominantes aquellos de
14 a 20 atomos de carbono. Por lo general las cadenas acilos de mayor longitud incrementan la
estabilidad de la bicapa, promoviendo una estructura mas rigida mientras que, las cadenas mas

cortas contribuyen a la difusion y a una mayor fluidez de la bicapa (Mykytczuka et.al, 2007).
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Los PL, tanto cuantitativamente como cualitativamente, son importantes ya que determinan
las propiedades fisicas de la membrana. Dependiendo del tamafio del grupo cabeza, los PL
tienden a formar membranas del tipo bicapa o no bicapa. Generalmente PE forma membranas
con estructuras de no bicapa, mientras que PC forma membranas con estructuras de bicapa.
Cambios en las relaciones entre estos tipos de lipidos pueden alterar la forma total de la
membrana (Dowhan, 1997).

Los AG que son componentes de los PL pueden ser saturados e insaturados. En los rizobios
los AG saturados mas importantes son palmitico (16:0) y estearico (18:0) y dentro de los
insaturados el mas importante es el acido cis-vaccénico (18:1A11) (Boumahdi et.al, 1999,
Drouin et.al, 2000).

El grado de desorden y de movimiento molecular dentro de una bicapa lipidica es un
parametro que se conoce como fluidez de la membrana (Los y Murata, 2004). Como punto
constante de contacto con el medio ambiente, la flexibilidad en la capacidad de adaptacion de
la membrana citoplasmatica y de sus componentes es determinante para la supervivencia de
las células (Mykytczuk et.al, 2007). Las interacciones lipido-proteina contribuyen a la

estructura y modulacion de la fluidez de la membrana (Dumas et.al, 1999; Fyfe et.al, 2001).

1.2.2. Efectos del déficit hidrico sobre la membrana bacteriana y sus componentes

La fluidez de la membrana es un parametro muy importante en la homeostasis global de las
células, las que se adaptan a los estimulos externos alterando la composicion de los lipidos de
forma que la fluidez de la bicapa permanezca relativamente constante mediante un proceso
denominado “adaptacion homeoviscosa” (Sinesky, 1974; Lindblom y Rilfors, 1989). Diversos
tipos de estreses ambientales, temperatura y estrés osmoético, pueden alterar el orden de
empaquetamiento de la membrana celular bacteriana asi como causar alteraciones en las
propiedades fisicas de células vivas. Bajo condiciones fisioldgicas normales, la mayoria de los
glicerofosofolipidos en la membrana bacteriana son formadores de bicapa, en un estado
lamelar (liquido cristalino) (Denich et.al, 2003). Este es el estado bioldgico activo de la
membrana (Figura 1.4.), en el cual las moléculas lipidicas se funden y las isomerizaciones
trans son capaces de propagarse libremente hacia arriba y debajo de las cadenas acilos (Gruner

et.al, 1985).
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Los cambios en la composicién de la membrana celular mediante la variacién de la cantidad
de PL totales y/o su distribucion, la modificacion del tipo de AG incorporado durante la
sintesis de PL o a través de cambios de la actividad de la fosfolipasa la cual regula la sintesis
de algunos lisofosfolipidos permiten mantener la integridad de la membrana celular asi como
la fluidez en valores Optimos permitiendo asi la mantencion de sus funciones (Denich et.al,
2003).

Si tenemos en cuenta que la membrana bacteriana es la primer barrera de muchos de los
estreses naturales (por ejemplo desecacion, cambios de temperatura, presencia de toxicos
organicos, etc.) comprenderemos que el estudio de las alteraciones que se producen en los
distintos componentes de la membrana en respuesta a estreses ambientales es fundamental
para el entendimiento de la fisiologia bacteriana. Los mecanismos de adaptacion estudiados
hasta el momento y que implican la modificacion de los fosfolipidos pueden incluir: I)
cambios en el grado de insaturacion de los AG, II) formacion de AG ciclopropanos, III)
isomerizacion de cis a trans de los AG insaturados y V) modificacién de los grupos cabeza de
los PL, (Hartig et.al, 2005).

Por ejemplo bajas temperaturas inducen un incremento en la proporcion de AG insaturados,
una disminucion de la longitud de las cadenas acilo y un incremento en la ramificacion de los
AG, todos estos cambios pueden ocurrir por separado o en forma combinada (Russell et.al,
1984). Elevadas concentraciones de sal en el medio también incitan cambios en los AG, lo
cual provoca lo que se conoce rigidificacion de la membrana plasmatica o disminucion en la
fluidez de la misma, la respuesta adaptativa mas conocida en relacion a esto es un marcado
decrecimiento de la relacion I/S (insaturado/saturado), debido a una disminucién de los AG
insaturados (Chihib et.al, 2005).

Al contrario del papel bien definido de los AG componentes de los PL en la respuesta a
estimulos ambientales, existe muy poca informacion sobre la funcidn fisiologica de los grupos
de cabeza, tanto en condiciones normales como de estrés. Estudios realizados por nuestro
grupo de trabajo, en cepas nodulantes de mani como lo son Bradyrhizobium SEMIA 6144 y
TAL1000, la cepa L115 (perteneciente al género Ochrobactrum) asi como también estudios
realizados en la PGPR Azospirillum brasilense Az39, revelaron significativos cambios en los
PL y AG de membrana por efecto de la temperatura de crecimiento y la salinidad, indicando el

rol importante de estos componentes de membrana en la adaptacion al estrés (Medeot et.al,
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2007; Paulucci et.al, 2011, Paulucci et.al, 2015; datos de esta tesis publicados en Cesari et.al,
2016).

Existen numerosos métodos para monitorear la fluidez de la membrana y el mas utilizado
involucra la medicion de la anisotropia de polarizacion de fluorescencia de 1,6-diphenyl-1,3,5
-hexatriene (DPH). La polarizacion de la fluorescencia cuantifica el grado de despolarizacion
de la luz emitida por la sonda y es una medida del estado de membrana (Mykytczuk et.al,
2007). La relacién de polarizacion de la sonda y la fluidez de la membrana citoplasmatica se
correlacionan inversamente. A medida que la fluidez de la membrana citoplasmatica
bacteriana disminuye, la polarizacion aumenta y vice versa (Litman y Barenholz, 1982). El
DPH es incorporado dentro de las membranas ubiciandose de forma paralela a las cadenas
acilos de la membrana lipidica. Puesto que el DPH no es completamente libre de girar dentro
de las membranas, el grado de interaccion entre el DPH y la membrana lipidica esta
restringido. El método espectroscopico de Fourier transform infrared (FTIR) se emplea para
realizar andlisis cuantitativos de exactitud sobre el estado fisico de la membrana lipidica (Los

y Murata, 2004).
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Figura 1.4. Representacion esquematica de los parametros de la fluidez de membrana. A.
Morfologia de la estructura de las cadenas acilos y de la cabeza polar de los
glicerofosfolipidos; B. Fases de la bicapa lipidica bacteriana: dependiendo de las condiciones
celulares y medioambientales, se puede encontrar en su forma activa como fase liquido-
cristalino o bien como fase laminar gel. ¢) Fluidez y curvatura de la membrana citoplasmatica
bacteriana. Un valor 6ptimo de fluidez es critico para la forma y funcién celular (Mykytczuka

et.al, 2007).
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1.3. Interaccion planta-microorganismo: caracteristicas, eventos y mecanismos

1.3.1.Conceptos generales

La interaccién planta-microorganismo es una interaccion altamente compleja. El microbioma
beneficioso asociado con las raices y tejidos de la planta, incluyendo los microorganismos
PGPR, puede contribuir a mejorar la textura y estructura del suelo, asi como aliviar el estrés de
la planta por una variedad de mecanismos directos tales como la absorcion de micronutrientes,
homeostasis de fitohormonas, fijacién de N, o indirectamente estimulando el sistema de
defensa de las plantas contra los fitopatégenos, promocion de la germinacion, reduccion de la
susceptibilidad a estrés logrando asi mejoramiento en el crecimiento de las plantas y
rendimiento del cultivo (Hayat et.a/, 2010; Marasco et.al, 2013).

Se conoce que las PGPR se aplican a muchas plantas de importancia agronémicas para
obtener efectos beneficiosos, tal como la aplicacion de Azospirillum sp. (Bashan y de-Bashan,
2011). Los principales efectos visuales de inoculaciones con Azospirillum sp. son los cambios
morfoldgicos de raices, como la promocién de elongacion de la raiz, el desarrollo de raices
laterales y adventicias, el alargamiento y ramificacion de los pelos radicales (Creus et.al,
2005). La via por la que Azospirillum sp. mejora del crecimiento de plantas es por la
produccion de fitohormonas por si mismo y por la induccidn de la sintesis de fitohormonas de
los tejidos vegetales (Spaepen et.al, 2009; Bashan y de-Bashan 2011), principalmente AIA y
giberelinas (GAs) (Bottini et.al, 1989) asi como el aumento del numero y la diversidad de los
flavonoides presentes en exudados de plantas (Cassan et.al, 2009).

La interaccién rizobio-leguminosa ha sido ampliamente caracterizada por el intercambio de
sefiales quimicas entre ambas partes que constituye la base de la quimica del complejo didlogo
molecular establecido entre los reinos procariota y eucariota (Figura 1.2.) (Day et.al, 2000).
Existen estudios y opiniones diferentes con respecto a las estrategias agricolas mas eficaces
para inoculacion de mani. Michelena et.al, (1996) informaron que la inoculacion de ciertas
cepas de rizobios dio lugar a mayor rendimiento de semillas con alto contenido de proteinas.
Los suelos en las zonas productoras de mani de la provincia de Cérdoba contienen poblaciones
nativas de rizobios que son capaces de nodular mani, pero no siempre son muy eficaces. Estos

simbiontes nativos estan limitados por factores ambientales, tecnologia de produccion, efectos
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de las micotoxinas producidas por hongos del suelo, y otros factores (Bogino et.al, 2008). Sin
embargo, la interaccidn de los rizobios con otros microorganismos presentes en el suelo o en
el inoculante empleado, pueden concluir en un efecto un tanto positivo como negativo para el
primero, y en consecuencia para la planta inoculada en cuestién. Varios autores han descrito
que algunos microorganismos PGPR son capaces de modular los procesos de nodulaciéon y
FBN cuando son coinoculados con rizobios (Vicario et.al, 2015, Chibeba et.al, 2015).
Ademas, se ha demostrado que la coinoculacion de mani con los géneros bacterianos
Bradyrhizobium y Azospirillum incrementé los valores de la nodulacién asi como los
parametros de crecimiento de la planta de mani (Vicario et.al, 2015).

El éxito de los inoculantes formulados con numerosos microorganismos como practica
alternativa al empleo de inoculantes simples, dependera principalmente de la cooperacion
microbiana entre los integrantes de dicho inoculante y de las condiciones medioambientales

hostiles que tengan que afrontar.

1.3.2. Eventos tempranos de la interaccion planta-microorganismos

1.3.2.1. Seiiales rizosféricas

Las plantas producen una amplia gama de compuestos quimicos y sefiales moleculares que
participan en su sistema de defensa contra organismos nocivos, o bien para potenciar el
desarrollo de otros benéficos. El 20% de los productos de la fotosintesis son liberados al suelo,
aportando la base del establecimiento de la interaccién planta-microorganismo, lo cual
beneficia el crecimiento de la planta, la produccién de fitohormonas, degradacion de
compuestos fitotoxicos y la supresién de compuestos patdgenos (Antoun et.al, 1998).

Los compuestos organicos liberados por la raiz son llamados en su conjunto,
“rizodeposiciones” y presentan una amplia diversidad estructural (Rovira, 1969). Pueden tener
impacto directo en la solubilidad de minerales o indirectamente influenciar la disponibilidad
de ciertos nutrientes por impulsar la actividad de microorganismos del suelo que los
transforman (Neumann, 2007). Todos los compuestos presentes en las rizodeposiciones se
pueden agrupar de acuerdo a diferentes criterios, estableciendo categorias para clasificarlos en:

exudados, secreciones, lisados, gases y mucilagos (Grayston et.al, 1996).
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Durante la germinacion y el crecimiento, las raices producen una variedad importante de
compuestos, donde se incluyen azicares y polisacaridos simples (arabinosa, fructuosa,
glucosa, maltosa, manosa y oligosacaridos), aminoacidos (arginina, asparganina, cisteina y
glutamina), 4cidos organicos (4cido acético, ascorbico, fumarico, oxalico y malico) y
compuestos fenolicos (Marschner, 1995). Dentro de los compuestos exudados con mayores
pesos moleculares encontramos los flavonoides, enzimas, acidos grasos, reguladores del
crecimiento, esteroides, carbohidratos, alcaloides, poliacetilenos, entre otros (Marschner,
1995). Entre los metabolitos secundarios liberados por las plantas, también se encuentran los
terpenos. Su emision se da principalmente desde las hojas, aunque también se produce desde
las raices. Asi, existe una gran diversidad estructural en los exudados de la raiz, que van desde
moléculas relativamente sencillas hasta moléculas mas complejas estructuralmente, como
flavonoides y alcaloides (Oliveros-Bastidas, 2009).

La produccion de rizodeposiciones es un proceso altamente variable y la cantidad y la
calidad estd influenciada por varios factores bidticos y abidticos. La regulacién en la sintesis
de flavonoides y acidos grasos, puede deberse a su rol en la sefializacion durante la simbiosis,
o por la necesidad de incrementar la biosintesis celular (membranas lipidicas) para crear
nuevos componentes estructurales, necesarios para el desarrollo nodular que se establece
durante la simbiosis (Brechenmacher et.a/, 2010; Haag et.al, 2012). Muchos factores abidticos
como intensidad de luz, fotoperiodos, temperatura y estrés hidrico, también determinan los
patrones de exudacién, advirtiéndose en general, que las situaciones de estrés estimulan las
exudaciones (Lynch y Whipps, 1990; Dardanelli et.al, 2010; Cohen et.al, 2015). El estrés
hidrico es uno de los factores que mas inducen la exudacion radical debido al incremento de la
presion osmotica del medio y a la necrosis radical (Curl y Truelove, 1986; Whipps, 1990;
Cohen et.al, 2015). Dichos cambios ambientales pueden comprometer la eficacia de las
comunicaciones rizosféricas, alterando diversas moléculas excretadas tanto por la planta
(quimioatrayentes) como por las rizobacterias (Bais et.al, 2004; Dardanelli et.al, 2010).

En el inicio de la comunicacion con las raices, la movilidad bacteriana puede contribuir a su
éxito (Ames et.al, 1981). Sin embargo, la gran mayoria de los mecanismos a través de los
cuales se producen estos efectos no estan del todo esclarecidos y menos aun en situaciones de
estrés abidtico por lo que se precisan estudios mas exhaustivos en este campo para poder

optimizar y rentabilizar el potencial de estos microorganismos.
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1.3.2.2. Diversidad de compuestos biolégicos presentes en las rizodeposiciones

La tabla 1.1. presenta un resumen de la bibliografia consultada acerca de la diversidad
quimica de las moléculas que componen las rizodeposiciones (Curl y Truelove, 1986; Lopez

de Vittoria y Lovell, 1993; Bertin et.al, 2003; Kamilova et.al, 2006; Faure et.al, 2009). Se

puede observar en ella la abundancia y variedad en la naturaleza de estos componentes.

Tabla 1.1. Composicion quimica de rizodeposiciones de diversas especies vegetales

Clase de compuesto Componentes

Funciones

AZUCARES Glucosa, fructosa, sacarosa, maltosa, Lubricacion, proteccion contra
galactosa, rhamnosa, ribosa, xilosa, toxinas, quimioatrayentes,
arabinosa, rafinosa, desoxirribosa, estimulantes del crecimiento
manitol, oligosacaridos, polisacaridos microbiano (fuentes de C y
energia)
COMPUESTOS Los 20 aminoacidos proteinogénicos, Inhibicion de nematodos,
AMINADOS acido gamma-aminobutirico, estimulantes del crecimiento
cistationa, cistina, cisteinmetionina, microbiano, quimioatrayentes,
homoserina, acido mugénico, ornitina, osmoprotectores, quelantes de
betaina, estachidrina, sider6foros hierro
ACIDOS Acético, acetonico, aconitico, aldénico, Regulacion del crecimiento
ALIFATICOS butirico, citrico, eritronico, férmico, vegetal, estimulantes del
fumadrico, gluconico, glutérico, crecimiento microbiano,
glicolico, isocitrico, lactico, maleico, quimioatrayentes
malico, maldnico, oxalico, oxaloacético,
oxaloglutarico, piscidico, propidnico,
pirGvico, shikimico, succinico, tartarico,
tetronico, valérico
ACIDOS P-hidroxibenzoico, cafeico, p-cumérico, Regulacion del crecimiento
AROMATICOS fertlico, galico, gentisico, vegetal, quimioatrayentes

protocatecuico, sinapico, siringico
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FENOLICOS

Flavonoles, flavonas (luteolina,
biochanina, sorgolactona), flavononas,
antocianinas, flavonoides,

isoflavonoides, acetosiringona.

Regulacién del crecimiento
vegetal, interacciones
alelopaticas, defensa de la
planta, fitoalexinas,
quimioatrayentes, iniciadores de
las interacciones rizobio-
leguminosa, micorrizas
arbusculares y actinorrizas y sus
huéspedes vegetales,
estimulantes del crecimiento

microbiano.

ACIDOS
GRASOS

Linoleico, linolénico, oleico, palmitico,

estearico.

Regulacion del crecimiento

vegetal

ESTEROLES

Colesterol, campestrol, estigmasterol,

sitosterol

Regulacion del crecimiento

vegetal

VITAMINAS
FACTORES DE
CRECIMIEN-
TO

Acido p-aminobenzoico, biotina, colina,
acido
n-metionilnicotinico, niacina,
pantotenato, piridoxina, riboflavina,

tiamina, inositol

Estimulantes del crecimiento

microbiano

ENZIMAS Y
PROTEINAS

Fosfatasas 4cidas, amilasa, proteasas,
invertasa, poligalacturonasa, hidrolasa,

lectinas.

Defensa de la planta,

degradacion de factores Nod
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HORMONAS Auxinas, etileno y su precursor (acido ~ Regulacion del crecimiento

aminociclopropano carboxilico), vegetal

putrescina, jasmonatos, acido salicilico,
giberelinas, citocininas, 4cido
abscisico, acido cianhidrico
IONES Cationes (88%): calcio, sodio, potasio, Regulacion del crecimiento
INORGANICOS amonio, magnesio; aniones (12%): vegetal, adhesion
sulfato, cloruro, fosfato, nitrato microbiana, estimulantes del
crecimiento microbiano

OTROS Adenina, guanina, uridina, citidina, Quorum sensing, defensa de

glucoésidos, saponinas, scopoletinas,
compuestos organicos fosforados, acil-

homoserin-lactonas, xantona,

la planta, regulacion del
crecimiento vegetal,

adhesion microbiana,

estrigolactonas, especies reactivas del estimulantes del crecimiento

oxigeno: radicales oxhidrilo, aniones microbiano

superoxido, H,O,

Cualquier modificacién en la abundancia o en las proporciones de grupos microbianos,
afecta a la planta a través de las transformaciones de la materia organica y mineral (Simmons
et.al, 1996). La presencia de microorganismos estimula la rizodeposicion, especialmente la
fraccién de bajo peso molecular. Ademas de ser fuentes de carbono y nitrégeno para los
microorganismos, las rizodeposiciones también tienen funciones especificas como moléculas
sefializadoras en el didlogo planta-microorganismo. Diversos metabolitos secundarios
producidos por las plantas como los flavonoides, son ejemplos bien conocidos de sustancias
quimioatrayentes de rizobios y estimulantes de la sintesis de factores Nod en la simbiosis
rizobio-leguminosa (Shaw et.al, 2006).

Varios estreses impiden el desarrollo normal de las raices, como toxicidad por aluminio, por
bicarbonato, salinidad, sequia, hipoxia, metabolitos microbianos téxicos, microorganismos

patogenos. En muchos casos, los exudados radicales parecen estar involucrados en dar
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respuestas para aliviar los efectos inhibitorios de estos estreses sobre el crecimiento de las
raices, y por consiguiente sobre el crecimiento de la planta (Neumann, 2007).

El estrés hidrico es uno de los factores que mas inducen la exudacion radical debido al
incremento de la presion osmoética del medio y a la necrosis radical (Curl y Truelove, 1986;
Whipps, 1990). Martin (1977) observd que el numero total de bacterias es mayor en presencia
de estrés salino, debido a que la exudacién radical es mayor durante periodos de estrés. En
suelos secos, la raiz genera mayor exudacion de sustancias mucilaginosas, con funciones
protectoras para los meristemas radicales que penetran el suelo (Vivanco et.al, 2002), ya que
los mucilagos mejoran el contacto entre la raiz y el suelo facilitando la captacion de nutrientes

(Nambiar, 1976; McCully, 1999).

1.3.2.3. Movilidad bacteriana y quimiotaxis hacia exudados radicales

Los microorganismos que presentan movilidad poseen una ventaja ecoldgica ya que son
capaces de encontrar nichos mas favorables o menos peligrosos para colonizar y persistir en
un ambiente determinado. En el inicio de la comunicacion con las raices, la movilidad
bacteriana puede contribuir en su éxito (Ames et.al, 2002). Henrichsen et.al, (1972), han
identificado seis categorias de movilidad bacteriana: swimming (movimiento natatorio),
swarming (bullir), twitching (movimiento pulsante), gliding (movimiento por deslizamiento),
sliding (bacterias que se desplazan sobre los medios) y darting (bacterias expulsadas de la
colonia). Swimming y swarming estdn correlacionados con la presencia de flagelos. Sin
embargo, la gran mayoria de los mecanismos a través de los cuales se producen estos efectos
no estan del todo esclarecidos y menos aln en situaciones de estrés abidtico por lo que
precisan estudios mas exhaustivos en este campo para poder optimizar y rentabilizar el
potencial de los microorganismos (Kearns, 2010).

La movilidad de tipo swarming se define como un movimiento rapido y coordinado de
grupos de células bacterianas a través de una superficie semi-sélida, impulsado por flagelos
laterales (Braeken et.al, 2008; Verstraeten et.al, 2008), y a menudo implica la diferenciacion
en células vegetativas y en células swarmer hiperflageladas (Fraser y Hughes, 1999). Las

células swarmer se organizan en paralelo a lo largo de su eje longitudinal, lo cual le permite
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colonizar rapidamente la totalidad de la superficie del medio agar (Daniels et.al, 2004). Este
tipo de movilidad actualmente no esta bien caracterizada en las bacterias que fijan nitrégeno.

La movilidad tipo swimming es un movimiento bacteriano también impulsado por flagelos
polares, pero a diferencia del swarming, el movimiento es de células individuales que se
mueven en ambientes liquidos (Kearns, 2010).

En el caso de los rizobios, la movilidad permite que las bacterias encuentren a su leguminosa
hospedadora especifica y establezcan simbiosis. El desplazamiento de las bacterias se
encuentra limitado por la disponibilidad de nutrientes y las cepas de rizobios muestran una
mayor movilidad ante la presencia de moléculas exogenas de sefializaciéon (Tambalo et.al,
2011).

La quimiotaxis no solo requiere de moléculas quimio-atrayentes, sino que también es
dependiente de la movilidad de las bacterias. Esto le permite avanzar hacia las raices de las
plantas donde pueden beneficiarse de exudados usandolos como fuente de carbono y energia,
y por lo tanto pueden contribuir a la supervivencia y la colonizacién de la rizésfera. El
mecanismo exacto de como interactia Azospirillum con las raices de las plantas todavia no se
comprende completamente. Las bacterias pertenecientes a éste género, exhiben quimiotaxis
positiva hacia acidos organicos, aminoacidos, azicares, compuestos aromaticos, asi como
hacia los exudados radicales (Borisov et.al, 2007). Ademas se demostré que la migracion

puede ser limitada por la humedad del suelo (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000).
1.3.2.4. Adhesion bacteriana a raices vegetales

La unidn de las rizobacterias a las células vegetales es un evento temprano requerido en las
interacciones planta-microorganismo. La adhesion es también un paso inicial para la
formacion de biopeliculas microbianas en raices de las plantas. En el caso de la simbiosis
establecida entre rizobio-leguminosa, se han propuesto varios mecanismos y moléculas de la
superficie de ambos socios para explicar este proceso (Rodriguez Navarro et.al, 2007). La
base molecular de la adhesién de rizobios todavia no estd clara. Varios investigadores
reportaron que las lectinas de la plantas huésped estan implicadas en dicha uni6én (Smit et.al,

1986).
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La adhesion bacteriana a las raices ocurre en dos etapas. La primera fase de la unién es débil,
reversible, y no especifica, en la que las lectinas de plantas, una proteina bacteriana vinculante
(ricadhesina) y la superficie bacteriana parecen estar involucrados. El segundo paso de union
requiere la sintesis de fibrillas de celulosa bacteriana que pueden causar una union irreversible
de las bacterias a las raices. Glucanos ciclicos, polisacarido capsular, y fibrillas de celulosa
también parecen estar implicados en la unién de Agrobacterium a las células vegetales
(Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). La adhesion de las bacterias Rhizobiaceae a las raices de
sus plantas huésped se considera la primera etapa en el proceso de infeccion que lleva a una
simbiosis fijadora de nitrogeno. Las bacterias nodulantes pueden entrar en las raices de
diferentes maneras: por la formacion del hilo de infeccién ente las células de epidermis
intactas o por "crack entry" (Dardanelli et.al/, 2003). La adhesion de Azospirillum a las raices
de las plantas es esencial para una eficiente asociacién con la planta huésped. Mediante
ensayos in vitro, se ha demostrado que la adhesion es un proceso bifésico, tal como se puede
observar en la figura 1.5. En un primer paso las bacterias se adsorben a las raices como células
aisladas en un paso rapido y reversible. Hay evidencias de la participacion de flagelos polares
en dicha fase de adsorcion, como también la participacion de proteinas de superficie
bacteriana y polisacérido capsular. La fase de adsorcion es seguida por una fase de anclaje, en
la cual se forman agregados bacterianos. Dicho proceso depende de la producciéon de
polisacéridos extracelulares (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000; Rodriguez Navarro et.al,

2007).

LSS S

Figura 1.5. Proceso bifasico de adhesion de A. brasilense a la superficie radical de la planta

(Steenhoudt y Vanderleyden, 2000).
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1.3.3. Simbiosis rizobio - leguminosa y fijacion biolégica del Nitrégeno

La interaccion planta-microrganismo es especifica y cada especie bacteriana se asocia con
una leguminosa para llevar a cabo una simbiosis efectiva. Dos modelos de infeccion han sido
descriptos: uno a través de la entrada por un hilo de infeccion y otro a través de “crack entry”
mediante extensiones intracelulares (Figura 1.6.). El primer tipo de infecciéon ocurre en
leguminosas que forman nédulos indeterminados (Vicia, Trifolium, Pisum y Medicago) y en
algunas leguminosas subtropicales que forman nddulos determinados, tales como Phaseolus,
Glycine, Vigna, Lotus, Macroptilium y Pueraria (Boorged y Rossum, 1997). Podemos
mencionar ejemplos de asociaciones simbioticas (E. meliloti-alfalfa y Rhizobium-poroto)
donde los rizobios infectan la leguminosa por un mecanismo que involucra la formacion de un
hilo de infeccion.

La infeccion por entrada crack ocurre en unas pocas leguminosas subtropicales tales como
Arachis, Sesbania, Neptunia y Stylosanthes. Tal es el caso de la asociacion Bradyrhizobium-
mani, ocurre en la epidermis a través de penetracion intracelular (crack entry) a nivel de la
emergencia de las raices laterales (Boorged y Rossum, 1997; Angelini et.al, 2005).

Los rizobios reconocen compuestos exudados por las raices de las plantas, tales como los
flavonoides, y responden con la produccion de moléculas de la familia
lipoquitooligosacaridos, factores Nod (Gilette y Elkan, 1996). Los factores Nod desencadenan
en la planta numerosas respuestas, esenciales en la invasion y organogénesis del nodulo en las
células epidérmicas de la raiz y de la corteza, donde se inicia la formacién del primordio
nodular. Cuando las bacterias llegan al primordio nodular, son liberadas al citoplasma de las
células vegetales. Alli se diferencian en bacteroides fijadores de nitrégeno. Al conjunto
constituido por uno o varios bacteroides rodeados por una membrana peribacteroidal, se lo
conoce como simbiosoma. Con la aparicién del simbiosoma, el primordio nodular se convierte
en nédulo maduro (Maunoury et.al, 2008). Resumiendo, el establecimiento de la simbiosis
fijadora de N, es el resultado de tres eventos: a) la infeccion intracelular de las células
hospedadoras por el microsimbionte; b) el desarrollo y la organogénesis del nodulo y c) el
proceso de FBN. El primer y segundo evento ocurren simultdneamente mientras que la
fijacion ocurre después de que la organogénesis ha sido completada y solo si la infeccién

bacteriana es la adecuada (Subramanian, 2006).
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root hair entry/ crack entry/
infection thread intercellular
spreading spreading

Figura 1.6. Diferentes estadios de la infeccion a través de hilo radical y a través del
mecanismo crack entry (entrada crack). A. Sistema radicular principal y lateral. B. Pelos
radicales, C. Hilo de infeccion (imagen a la izquierda), crack entry (imagen a la derecha), D.
Infeccion a través del hilo (imagen a la izquierda), infeccion a través de las extensiones
intracelulares (imagen a la derecha), E. Nucleos centrales infectados rodeados por pequefias
células no infectadas (imagen a la izquierda), o con una matriz de células no infectadas

(imagen a la derecha).
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La FBN, consistente en la reduccién de N, a NH," por la enzima nitrogenasa y es después de
la fotosintesis, es la ruta metabolica mas importante para el mantenimiento de la vida en la
biosfera (Broughton et.al, 2003). Los microorganismos fijadores de nitrégeno no constituyen
un grupo taxondémico homogéneo, la inica caracteristica que comparten es la presencia de la
enzima nitrogenasa. Estos organismos pueden realizar la fijacion bioldgica de nitrogeno ya sea
independientemente (a excepcion de las rizobiaceas) o estableciendo relaciones simbidticas
con otros organismos. El sistema rizobiaceas-leguminosas ha sido estudiado ampliamente y en
mayor profundidad. Las rizobiaceas son un grupo muy heterogéneo de bacterias que se han
dividido en cuatro familias: Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae, Hyphomicrobiaceae 'y
Bradyrhizobiaceae. Dentro de estas familias s6lo unos determinados géneros son capaces de
efectuar el proceso de fijacion de nitrogeno: Rhizobium, Ensifer, Meshorizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium vy Allorhizobium. Dichas bacterias son capaces de formar
nddulos en las raices, asi como en otros sitios de la planta, permitiendo que la planta crezca en
un suelo pobre o restringido de nitrogeno, gracias a su actividad de fijar nitrégeno atmosférico
del aire. Sin duda el grupo bacteriano mejor conocido es Rhizobium, el que es capaz de fijar
nitrégeno molecular en asociacidon con leguminosas.

Para llevar a cabo el proceso estas bacterias deben encontrarse en proximidad con plantas de
la familia de las fabaceas e interactuar con las mismas, originando una serie de reacciones en
la planta que desencadenaran la formacion de un érgano mixto nuevo, el nédulo simbiotico, en
el cual se proporciona un entorno controlado, asi como los nutrientes necesarios para que la
bacteria pueda efectuar el proceso de fijacion. El proceso de nodulacion comprende una
secuencia de etapas que comienzan por la quimioatraccion del rizobio hacia la raiz,
iniciandose el contacto fisico entre los dos simbiontes (Caetano-Anollés, 1997). En el mani los
nodulos se desarrollan inicamente en los sitios de emergencia de las raices laterales donde la
epidermis y la corteza de la raiz estan dafiadas (Boogerd y van Rossum, 1997; Uheda et.al,
2001). Posteriormente, la diseminacion bacteriana se produce por los espacios intercelulares
hacia la zona del tejido vegetal con actividad meristematica (Medeot et.al, 2009). Durante el
desarrollo del nddulo, los rizobios se diferencian en bacteroides y permanecen rodeados por
una membrana propia de este nuevo 6rgano, llamada membrana peribacteroidal, de origen

vegetal, para constituir, en conjunto, la unidad de FBN o simbiosoma. Una vez en el nodulo,
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los bacteroides, mediante un complejo enzimatico nitrogenasa, presente en los

microorganismos diazotroficos, catalizan la conversiéon del N, a NH4" (Wemner, 1992).

1.3.4. Interaccion triple rizobios-planta-PGPR

Si bien la simbiosis rizobio-leguminosa es una de las interacciones que mas atencion ha
recibido de toda la rizosfera, existen otras muchas que gozan de gran importancia a distintos
niveles, como lo son la interaccion PGPR-planta. El campo de la aplicacion PGPR es
considerablemente amplio, abarcando diversas metodologias y formas de trabajo en funcion al
objetivo a conseguir. Asi encontramos PGPRs cuyo efecto se manifiesta sobre el crecimiento
de la planta tras afectar la fisiologia de la misma, bien mediante mecanismos hormonales o
bien por la produccién de metabolitos que mejoren la nutricién de la planta (Kloepper et.al,
1988; Lucas-Garcia et.al, 2001). Conjuntamente se encuentran aquellas PGPRs dedicadas a
ejercer un efecto contra plagas, evitando o previniendo los efectos perjudiciales de los
patégenos. De este modo podemos describir un efecto de biocontrol mediado por la
produccion de antibidticos, sideroforos y enzimas, o bien por induccion de una resistencia
sistémica en la planta (ISR), por parte de la bacteria PGPR.

Se conoce que las PGPRs se aplican a semillas de cultivos de importancia agronémica para
obtener efectos beneficiosos, tal como la aplicacién de Azospirillum sp. (Bashan y de-Bashan
2010). Los principales efectos de la inoculacién con Azospirillum sp. son los cambios
morfoldgicos de raices, como la promocién de elongacion de la raiz, el desarrollo de raices
laterales y adventicias, el alargamiento y ramificacion de los pelos radicales (Creus et.al,
2005; Molina-Favero et.al, 2008). La via por la que Azospirillum sp. mejora del crecimiento
de plantas es por la produccion de fitohormonas por si mismo y por la induccién de la sintesis
de fitohormonas de los tejidos vegetales (Spaepen et.al, 2007; Basan y de-Basan. 2010),
principalmente AIA y GAs (Bottini et.al, 1989; 2004; Fulchieri et.al, 1993) asi como el
aumento del numero y la diversidad de los flavonoides presentes en exudados de plantas
(Dardanelli et.al, 2008; Cassan et.al, 2009; Bdri et.al, 2013;).

La interaccion rizobio-leguminosa ha sido ampliamente caracterizada por el intercambio de
sefiales quimicas entre ambas partes que constituye la base de la quimica del complejo dialogo

molecular establecido entre los reinos procariota y eucariota (Day et.al, 2000). Existen
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estudios y opiniones diferentes con respecto a las estrategias agricolas mas eficaces para
inoculaciéon de mani.

El empleo de simbiontes fijadores de N, o bacterias fijadoras de N en vida libre en el
cultivo de leguminosas, ha contribuido sustancialmente a la economia del N, en los sistemas
agricolas (Chibeba et.al, 2015). Sin embargo la interaccion de los rizobios con otros
microorganismos presentes en el suelo o en el inoculante empleado, pueden concluir en un
efecto un tanto positivo como negativo para el primero, y en consecuencia para la planta
inoculada en cuestion. Varios autores han descrito que algunos microorganismos PGPR son
capaces de modular los procesos de nodulacién y FBN cuando son coinoculados con rizobios
(Gray y Smith., 2005).

El uso de una bacteria “helper” durante la interaccion rizobio-leguminosa, se ha estudiado
en diversos sistemas y se ha observado que induce la temprana nodulacién y el incremento en
el nimero de noédulos por planta cuando se coinocula con Ensifer (formalmente
Sinorhizobium) meliloti y Delftia sp. (Han et.al, 2005; Morel et.al, 2011; Ubalde et.al, 2012).
El intercambio de sefiales moleculares entre Ensifer-Delftia durante la interaccion demostro
que la inoculacion doble es mejor que la inoculacion con Emsifer, favoreciendo la induccion
de flavonoides inductores de genes nod, la producciéon de AIA, asi como el incremento en la
secrecion de acidos grasos insaturados de cadena corta, y de acidos organicos. Todas estas
moléculas probablemente estan involucradas en una fluidificacion de la membrana para
preparar la raiz para la colonizacion de rizobios (Morel et.al, 2015).

El éxito de los inoculantes formulados con numerosos microorganismos como practica
alternativa al empleo de inoculantes simples, dependera principalmente de la cooperacion
microbiana entre los integrantes de dicho inoculante y de las condiciones medioambientales

hostiles que tengan que afrontar (Barea er.al, 2005).
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Hipdtesis y Objetivos

2.1. Hipdtesis

“El estrés hidrico afecta el didlogo molecular entre Arachis hypogaea y sus rizobacterias,
induciendo cambios en la producciéon de moléculas por parte de la raiz. El estrés hidrico
también afecta la viabilidad de las rizobacterias Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 y
Azospirillum brasilense Az 39, las cuales se adaptan al estrés mediante modificaciones de la

membrana lipidica.”

2.2. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es estudiar los cambios que ocurren a nivel fisiologicos y
bioquimicos en Arachis hypogaea asi como en las rizobacterias Bradyrhizobium sp. SEMIA
6144 y Azospirillum brasilense Az 39, cuando son sometidas a déficit hidrico, y abordar

posibles estrategias de adaptacion y mejora en la produccion bajo estas condiciones adversas.

2.3. Objetivos especificos

Para poder alcanzar el objetivo general, abordamos los siguientes objetivos especificos:

I. Investigar la produccion de compuestos bioldgicos producidos por las raices de mani
en condiciones de crecimiento bajo déficit hidrico.

Il.  Analizar el efecto del déficit hidrico sobre componentes celulares de rizobacterias que
se asocian a mani.

. Determinar el efecto del déficit hidrico en etapas tempranas y tardias de la asociacién

microorganismos-mani.
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3. Materiales y Métodos
3.1. Metodologia asociada al objetivo I.

3.2. Metodologia asociada al objetivo II.

3.3. Metodologia asociada al objetivo III.
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Materiales y Métodos

3.1. Metodologia asociada al objetivo I
3.1.1. Material vegetal

Se emplearon para los ensayos, semillas de Arachis hypogaea L. variedad Granoleico,
provenientes de Criadero del Carmen (Gral. Cabrera, Cordoba).

Las semillas fueron lavadas tres veces en agua destilada estéril y posteriormente
sumergidas en alcohol etilico 96° durante 30 seg para limpiar la superficie y por su efecto
astringente, aumentar la porosidad y favorecer el ingreso del posterior desinfectante. Luego
se quitd el alcohol y las semillas se lavaron con agua destilada estéril tres veces.
Posteriormente fueron sometidas a desinfeccion utilizando el agente perdxido de hidrogeno
al 15% durante 15 min. Nuevamente se quitd el agente y las semillas fueron lavadas
abundantemente con agua destilada estéril (Vincent, 1970).

Las semillas desinfectadas se transfirieron asépticamente a placas de Petri con Agar-Agua
al 0,8% (p/v) y se incubaron en estufa de cultivo durante tres dias, a 28 °C en oscuridad,

hasta que la radicula alcanzé aproximadamente 2 cm de longitud (Dardanelli et.al, 2009).
3.1.2. Obtencion de rizodeposiciones de 4. hypogaea

Cada semilla pre-germinada se transfirio asépticamente a un sistema hidroponico
consistente de un tubo de vidrio conteniendo un soporte metalico para sostener la semilla y
30 ml de soluciéon nutritiva de Hoagland (Hoagland y Arnon, 1938). Las plantas se
incubaron asépticamente durante 7 dias en cdmara de crecimiento sometidas a un
fotoperiodo de 16 horas de luz a 24 °C alternadas con 8 h de oscuridad a 20 °C, preservando
las raices de la luz, por siete dias (Dardanelli et.al, 2008b).

Para simular la condiciéon de estrés hidrico, se adicion6 a la solucién nutritiva,
Polietilenglicol 6000 (PEG) a distintas concentraciones 10 mM (-0,123 MPa), 15 mM (-
0,28MPa), 20 mM (-0,55 MPa), 30 mM (-0,86 MPa) y 40 mM (-1,07 MPa) para determinar
el potencial osmdtico que genera un cambio significativo en los parametros de crecimiento
de plantulas de mani de siete dias de crecimiento. El potencial osmético (o) se determino

mediante la utilizacién de un osmoémetro (Semi Micro K-7400, Knauer) que mide el
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descenso crioscopico de la muestra. De acuerdo a los resultados obtenidos, se decidid
trabajar con la concentraciéon de PEG 15 mM generando un potencial osmoético de -0,28
MPa.

Al séptimo dia cada planta se retird del tubo y las rizodeposiciones fueron recolectadas
asépticamente y se analizaron en medio TSA para descartar las rizodeposiciones
contaminadas. Una vez obtenidas, se conservaron al resguardo de la luz para proteger a los
componentes fotosensibles, se liofilizaron y se almacenaron a -20 °C hasta su
procesamiento. Las plantas se utilizaron para determinar los parametros de crecimiento en

presencia y ausencia de déficit hidrico.

Figura 3.1. Sistema de tubo empleado para la recoleccion de rizodeposiciones. A. Sistema

completo; B. Planta de A. hypogaea obtenida del sistema.
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3.1.2.1. Solucion Hoagland (Hoagland y Arnon, 1938)

KH,PO4 1M 1 ml
KNO; IM 6 ml
Ca (NOs3), IM 4 ml
MgSO,; IM 2 ml
Micronutrientes stock 1 ml
Solucién de Hierro stock 2 ml
H,0 c.s.p. 1000 ml
3.1.2.2. Solucion stock de micronutrientes 1000X
H;BO; 286 mg
MnCl,.4H,0O 901,3 mg
ZnS04.7H,0O 21,8 mg
CuS04.5H,0 8 mg
NaMo004.2H,O 2,6 mg
H,0 c.s.p. 100 ml

3.1.2.3. Solucion de Hierro al 0,5 %

EDTA.Na 0,7g
SO4Fe.7TH, 0 0,55 g
H,0 c.s.p. 100 ml

3.1.3. Parametros de crecimiento de A. hypogaea

Materiales y Métodos

Longitud del tallo y de la raiz: se cort6 la planta a la altura del nacimiento de la raiz, para

separar la misma de la parte aérea y se midié la longitud de cada fragmento por medio de

una regla métrica.
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Peso humedo del tallo y de raiz: se quitaron los cotiledones y se cort6 la planta a la altura
de la raiz, para separar la misma de la parte aérea y cada fragmento se peso por separado.
Se utilizaron sobres de papel cuadrados de diez centimetros de lado, secados durante cinco
dias en estufa a 60 °C, hasta obtener peso constante. Cada fragmento vegetal se colocd
individualmente dentro de un sobre y se pesé por diferencia; el resultado obtenido fue el
peso humedo.

Peso seco del tallo y de raiz: un fragmento dentro del sobre anteriormente pesado, se
colocd en estufa a 60°C hasta obtener peso constante. Los pesos se expresaron en

miligramos.
3.1.4. Analisis de la composicion molecular de rizodeposiciones

Un volumen de 150 ml de rizodeposiciones obtenidas por tratamiento, almacenadas a -20
°C, se liofilizaron hasta sequedad y se conservaron a resguardo de la luz a -20 °C hasta su
procesamiento.

Acidos grasos (AG): los lipidos fueron extraidos segin lo descripto por Bligh y Dyer
(1959); luego se agregd una solucion 0,1M KCl en 50% de metanol para obtener una fase
inferior cloroférmica y una fase superior acuosa. Generacion de ésteres metilicos de acidos
grasos (FAMEs): las fracciones extraidas en la etapa anteriormente descripta se colocaron
en tubos especiales para metilacion, y se secaron bajo nitroégeno. La metilacion se realizo
con trifluoruro de boro en metanol (F;3BMeOH), de acuerdo a lo indicado por Morrison y
Smith (1964). Para la identificacion de AG, los FAMEs obtenidos, se secaron bajo corriente
de nitrégeno y se resuspendieron en hexano para su andlisis por Cromatografia Gaseosa
(GC), ajustando las condiciones de la separacion segun lo propuesto por Medeot (2009):
una alicuota de 2 pl se inyectd en un Cromatdgrafo de Gases Hewlett Packard 5890 Serie
11, equipado con una columna altamente polar (HP 88).

Flavonoides, auxinas y triptéfano: el analisis de flavonoides, [AA, y Trp se realizo
utilizando cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a un detector de masa (HPLC-
MS). El material liofilizado se disolvi6 en | mi de agua desionizada y alicuotas de 20 pl se
inyectaron en un tandem de ionizaciéon por electrospray HPLC MS. La separacion

cromatografica fue realizada usando un sistema Perkin Elmer Serie 200 HPLC (Wellesley,
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U.S.A.) acoplado a un Applied Biosystems QTRAP LC / MS / MS (Foster City, EE.UU.).
Se empled la columna ODS2 C18 de fase inversa con un tamafio de particula de Smm
(Teknokroma, Barcelona, Espaifia). El flujo fue de 0,3 ml/min. Se emplearon testigos
comerciales para la identificacion de los diversos flavonoides. Se describen los
procedimientos de separacion y deteccion por Dardanelli e.al (2010).

Terpenos: con el fin de identificar los monoterpenos y sesquiterpenos, el material liofilizado
fue diluido en 1 ml de metanol: agua destilada: acido férmico (85: 14: 1, v/ v /v) y 2 ml de
diclorometanol y se dejaron durante la noche en 4 °C. Las muestras fueron eluidas en micro-
columnas oasis y C18. Una alicuota de 100 pl se coloco en insertos con Ing de 1-1-
nhexadecano como patrén interno, y se inyectaron 2 pl en GC-EIMS. El programa de
temperatura del horno fue: temperatura inicial a 45°C durante 1 min, seguido de un aumento
de 2 °C min hasta 130 °C, luego de 130 °C a 250 °C a una velocidad de 20°C/min y se
mantuvo durante 10 min en 250°C. Los terpenos fueron identificados por comparacién con
testigos comerciales. Se describen los procedimientos de separacion y deteccion por Salomén
et.al (2013) y Gil et.al (2012).

Acidos orgénicos: fueron identificados empleando el método descripto por Cawthray (2003)
con modificaciones, utilizando cromatografia liquida de ultra eficiencia acoplado a un detector
de masa (UPLC-MS), WATERS modelo ACQUITY H CLASS (Centro de instrumentacioén
cientifica de la Universidad de Granada, Espaifia). Para la identificacion se emplearon testigos
comerciales. Se emple6é como fase mdvil Metanol, KH,PO,4 y acetonitrilo de grado HPLC
(HiPerSolv) de Merck (Darmstadt, Alemania). Con la finalidad de ajustar el pH de la fase
movil se emplearon H,PO3;  H,SO4 y NaOH de calidad analitica. Todas las soluciones acuosas
se prepararon con agua Milli-Q y fueron desgasadas al vacio y filtrados a filtros de membrana

de 0,2 um.

3.1.5. Analisis de la peroxidacion lipidica como indicador de estrés en A. hypogaea

La determinacion del dafio oxidativo a lipidos (lipoperoxidacion) se realizé mediante el
método descripto por Heath y Packer (1968), midiendo las especies reactivas del acido
tiobarbitirico (TBARS). Este método estd basado en la reaccidon del 4cido tiobarbiturico

(TBA) con el grupo aldehido del malonaldehido (MDA), que es un producto final de la
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lipoperoxidacion. La reaccion TBA con el MDA forma un producto croméforo rosado con un
maximo de absorcién a 532 nm.

El material vegetal (0,5 g) se extrajo con 5 ml de TCA al 20% (p/v) y 1 ml de
butilhidroxitolueno al 4% (p/v). El homogeneizado se centrifugd a 10000 g durante 15 min a 4
°C. Para la reaccidn alicuotas de 0,5 ml de extracto se les afiadid 1,5 ml de reactivo de TBA al
0,5% (p/v), preparado con TCA al 20%. Los tubos se agitaron vigorosamente y se llevaron a
un bafio regulado a 94 °C, durante 30 min en oscuridad para su posterior lectura. A la
absorbancia leida se le resto la obtenida a 600 nm (absorbancia inespecifica). La curva patrén
se prepard del mismo modo utilizando concentraciones conocidas de MDA (0 a 20 uM) y un
blanco con TCA. La peroxidacién de lipidos se expresé en nmol de MDA g ™' PF (peso

fresco).
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3.2. Metodologia asociada al objetivo 11

3.2.1. Microrganismos y condiciones de cultivo

Se emplearon las rizobacterias Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 recomendada para mani
(MIRCEN/FEPAGRO, Brasil) y Azospirillum brasilense Az 39 (Rodriguez Céaceres, 1982),
ambas promotoras de crecimiento vegetal y empleadas en formulaciones comerciales.

B. sp. SEMIA 6144 fue mantenido en medio manitol-extracto de levadura-agar (YEMA)
(Somasegaran y Hoben, 1994) a 28 °C. El pH del medio fue ajustado a 7 antes de esterilizar,
mientras que A4. brasilense Az 39 fue conservado en medio so6lido NFB (Estévez Amador,
2007).

Para la determinacion del crecimiento bacteriano, la viabilidad y los parametros bioquimicos,
la cepa B. sp. SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39 se cultivaron en medios liquidos B
modificado (Van Brussel etal, 1977, Medeot, 2009) y D y D (Dobereiner, 1976),
respectivamente, en un bafio de agua de agitacién horizontal Allied Fisher Scientific a 28° C.
Los medios fueron suplementados con PEG 15 mM para el tratamiento de estrés hidrico. El
crecimiento bacteriano fue seguido midiendo la densidad optica a una longitud de onda de 620
nm (DOgy) para B. sp. SEMIA 6144, y 600 nm (DOgq) en el caso de A. brasilense Az 39. El
recuento de células viables se realizo por triplicado, mediante la técnica de la microgota
(Somasegaran y Hoben, 1994), donde alicuotas de cada dilucion se sembraron en placas con el
medio sélido correspondiente. Los valores del recuento se expresaron como unidades

formadoras de colonias por mililitro de cultivo (LogUFC.ml™).
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3.2.2. Medios de cultivo

3.2.2.1. Medio minimo B (modificado)

Manitol
Ca(NO3),
MgS0,47H,0
KNO;

FeNa EDTA
Oligoelementos
Extracto levadura
Tripteina

H;O cs.p

pH

88
13¢g
0,55¢g
0,55¢g
0,033 g
25¢g
03g
03g
1000 ml
7
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Oligoelementos
H3;BO; 1,269 g
MnSO4 H,O 0,462 g
Na;MoO4 2H,O 0,398 g
ZnSO4 7TH20  0,0974 g
CuSO45H,0 0,0354 g
H,O c.s.p. 1000 ml

Luego de autoclavado el medio, se agregé 1 ml de K,HPO4 1M estéril.

3.2.2.2. Medio de cultivo Dy D

Fructosa
MgSO,

NaCl

CaCl,

Ext. levadura
NH,4Cl1

K>HPO,4
KH,PO4
Microelementos

H>O c.s.p.

6,67 g
0,2¢g
0,1g
0,02 g

1000 ml

Microelementos
FeCl; 10g
H;BO; 28¢g
MnSO, 2,1g
NaMoO4 2g
ZnSOq4 0,24 g
CuSO, 0,025 g
H,O c.s.p. 1000 ml
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3.2.2.3. Medio YEM
Manitol 10g
Ext. levadura lg
K,HPO, 0,5¢g
MgSO,4 2H,0 02¢g
NaCl 0,1g
H>0 c.s.p. 1000 ml
pH 6,8
3.2.2.4. Medio minimo NFB
Ac. Malico Sg Microelementos
KOH 45g .50, "
K:HPO, 0.5¢g ZnSO4 TH;0 12g
(NH4),SO4 0,5g MnSO4 H,O 1,17 g
MgS047H,0 02¢g NaMoO; 2H,0 lg
NaCl 0,1g CuSO,4 5H,0 0,04 g
CaCl, 2H,0 0,02 g Vitaminas
FeEDTA(1,64%) 4¢g Piridoxina 02¢g
Microelementos 2g Biotina 0,1g
H,O0 c.s.p. 1000 ml HO c.s.p. 1000 ml

La solucion de vitaminas se esterilizo mediante filtracion usando un filtro con un tamafio de

poro de 0,45 um y se afiadié al medio una vez frio. Se ajusté el pH del medio a un valor de

6,8. Se esterilizo en autoclave y se agregé 1 ml de solucién de vitaminas.

Todos los medios fueron esterilizados en autoclave a 120° C durante 20 min, después de

ajustar el pH adecuado. Para la preparacion de medios sélidos se adicioné 15 g por litro de

agar al medio liquido correspondiente.
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3.2.3. Cilculo de los parametros de crecimiento microbiano

Velocidad Especifica: se determind la velocidad especifica de crecimiento bacteriano (p)
empleando la ecuacion A, donde Tf y Ti representan tiempos final e inicial, respectivamente,
dentro de la fase exponencial de crecimiento bacteriano.

Tiempo de Generacion: utilizando el valor de p se realizé el calculo del tiempo de
generacion (g), o de duplicacion (expresado en horas) utilizando la ecuacion B.

A. B.

_ InUFC/ml (TF) - In UFC/ml (Ti) In 2
= T - Ti 9="n

Ademas se calculo la biomasa humeda (BH) y la biomasa seca (BS) asi como el contenido de
proteinas totales (Bradford, 1976) de cultivos crecidos en ausencia y en presencia de PEG.
Analisis de células vivas y muertas: Para determinar si el déficit hidrico reduce la viabilidad
o genera mayor muerte celular en las rizobacterias en estudio, se utilizé el kit “LIVE/DEAD®
BacLight Bacterial Viability Kits” segtin la metodologia descripto por Basaglia et.al, (2007).
Esta técnica consiste en la distincion de bacterias que se encuentran vivas con de aquellas que
no lo estan. Consta de dos fluorocromos (SYTO9 e loduro de Propidio), en donde el primero
es capaz de incorporarse a todas las células, mientras que el segundo solo se incorpora a las
células que presentan la membrana dafiada (muertas) y reduce al SYTO9 contenidas en ella,
siendo el unico colorante capaz de florecer en esas células. Esta técnica tiene como principal
utilidad, diferenciar aquellas bacterias que se encuentran vivas (verdes) y metabolicamente
activas, de las que estan vivas y no son capaces de crecer en medios de cultivos ricos, lo cual
hace que el nimero de estas ultimas células no esté presente en técnicas de recuento
convencional. Un volumen de 1 ml de células (estresadas y control) se centrifugaron por 5 min
a 10.000 rpm a temperatura ambiente y se lavaron con solucidn fisioldgica, resuspendiéndose
en 1 ml de dicha solucidén. A una alicuota (10 pl en 90 pl de solucién fisioldgica) se le
incorpord 0,3 ul de la mezcla de tincion SYTO9/Ioduro de Propidio en una proporcion 1:2 (15
min, en oscuridad). El resto de colorante se eliminé por lavado. Finalmente se monté 9 pl en
camara de Neubauer o en portaobjetos y se observd al microscopio de epifluorescencia. Los

filtros que se utilizaron para la seleccidn de longitudes de onda de excitacidn y emision fueron

52



Materiales y Métodos

Nikon B-2A para visualizacién de bacterias vivas (verdes) y Nikon Texas Red Y-2E/C para

visualizacion de bacterias muertas (rojas).

3.2.4. Respuesta de las membranas bacterianas al déficit hidrico

3.2.4.1. Analisis de los componentes lipidicos de la membrana bacteriana

Incorporaciéon de acetato marcado: [1-'*C] acetato de sodio (2.26 GBq mmol”', New
England Nuclear), previamente esterilizado, fue agregado al medio de cultivo a una
concentracion final de 37 kBq ml™, al tiempo cero de cultivo. Las células fueron cosechadas
en fase exponencial tardia mediante centrifugacion y los pellets usados inmediatamente para la
extraccion de lipidos. Los mismos procedimientos y condiciones fueron utilizados para las
muestras no marcadas.

Extracciéon de lipidos: Los lipidos fueron extraidos segun lo descripto por Bligh y Dyer
(1959); luego se agregd una solucion 0,1M KCl en 50% de metanol para obtener una fase
inferior cloroférmica y una fase superior acuosa. La fase inferior, que contiene los lipidos, fue
lavada dos veces con la misma soluciéon de KCl, secada bajo flujo de N, y resuspendida en un
volumen apropiado de cloroformo/metanol 2:1 (v/v).

Separacion y andlisis de fosfolipidos (PL) bacterianos marcados: Alicuotas de los
extractos lipidicos totales fueron analizadas por cromatografia en capa delgada (TLC) usando
como mezcla de solventes cloroformo/metanol/agua 65/25/4 (v/v/v/) para la separaciéon de PL.
Todos los solventes fueron de calidad analitica o HPLC y provistos por Merck. Los lipidos
fueron detectados con ninhidrina y con vapores de iodo e identificados por comparacion con
estdndares purificados provistos por Sigma. Las placas de TLC fueron raspadas y las
fracciones fueron cuantificadas por la radioactividad medida en un contador de centelleo
liquido (Beckman LS 60001 C). Las placas para TLC de silica gel HLF (250 micrometros)
fueron provistas por Analtech.

Analisis de dcidos grasos bacterianos no marcados: Los AG bacterianos metilados a partir
de los extractos lipidicos no marcado segun se describié previamente, se analizaron en un
cromatografo de gases (Hewlett Packard 5890 serie II) equipado con una columna altamente

polar (HP 88) de cianopropilo (longitud 60 m, diametro interior 0,25 mm; espesor de la
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pelicula 0,2 micras) y un detector de ionizacién de llama. Las condiciones del GC fueron las
siguientes: temperatura del inyector de 250 °C, temperatura del detector de 300 °C, y nitrégeno
como gas portador. La temperatura se programo a 120 °C durante 1 min y después se aumento
en 10 °C/min a 175 °C durante 10 min, 5 °C/min a 210 °C durante 5 min y 5 °C/min a 230 °C
durante 5 min. Los picos correspondientes a cada acido graso se identificaron usando una

mezcla de testigos provista por Sigma-Aldrich Chemical Co (Kates, 1973).

3.2.5. Estudio del efecto del déficit hidrico en la membrana bacteriana

3.2.5.1. Analisis biofisico de la membrana bacteriana

La fluidez de la bicapa lipidica de las rizobacterias en estudio, se determindé midiendo la
polarizacion de fluorescencia de la sonda 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) (Invitrogen) que
se inserta en las membranas citoplasmaticas.

Siguiendo los procedimientos descritos por Trevors (2003), las células de B .sp. SEMIA
6144 y A. brasilense Az 39 fueron cultivadas en los medios de cultivo B modificado y medio
D y D, respectivamente. Se ajustd hasta la DOgonm 0,8 a 1, se recogieron las células por
centrifugacion, se lavaron en buffer estéril Tris-HCI 15 mM (pH 7) y se resuspendieron en el
mismo buffer hasta obtener una DO 4gonm de 0,2. Luego, 1 ul de la sonda fluorescente (solucion
madre: 12 mM en tetrahidrofurano) se afiadié a cada alicuota de 3 ml de cultivo resuspendido
para obtener una concentracion final de sonda de 4 M. Los cultivos se incubaron en un
agitador magnético a 200 rpm durante 10 min en la oscuridad a temperatura ambiente para
permitir la incorporacion del DPH en las membranas citoplasmaticas. El cultivo se dividié:
una parte se mantuvo como el control y la otra fraccion fue utilizada para los tratamientos de
shock con PEG 15 mM a diferentes tiempos de exposicion (10, 20, 30 y 60 min). Las alicuotas
se recogieron y se determiné su grado de polarizacion.

Por otra parte, se determino la polarizaciéon de fluorescencia de las rizobacterias crecidas
con o sin PEG 15 mM hasta fase estacionaria. Las mediciones de la polarizacién de
fluorescencia se realizaron en un espectrofluorémetro Hitachi 2500 con un polarizador Glam-
Thomson. La longitud de onda de excitacion para la sonda DPH fue de 358 nm y la longitud

de onda de emisién fue 428 nm. El ancho de rendija para los haces de excitacion y emision
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fueron de 12 y 10 nm, respectivamente. El grado de polarizacién se calcula a partir de la
relacién de polarizacion (P) usando la expresion P = (IVV - IVHG) / (IVV + IVHG), donde
IVV y IVH son las intensidades de los componentes vertical y horizontalmente polarizadas de
la luz emitida después de la excitacion por luz verticalmente polarizada, y G es el factor de

sensibilidad del sistema de deteccion (Lakowicz et.al, 1999).

3.2.5.2. Estudio del efecto del shock osmético sobre la membrana bacteriana

Las células de B. sp. SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39 cultivadas bajo las mismas
condiciones que las utilizadas para las mediciones de la fluidez de membrana se utilizaron
para evaluar el papel de los lipidos de membrana en respuesta al déficit de agua. Para la
cuantificacién de PL, previamente se afiadié 0,5 Ci de acetato de sodio [1-'*C] a 25 ml de
cultivo en el momento de la inoculacién. Se realizé la extraccion de lipidos totales por Bligh y
Dyer (1959), y se identificaron los PL por TLC.

Los cultivo de B. sp. SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39 se dividieron, una parte se
mantuvo como el control y la otra parte fue utilizada para los tratamientos de shock con PEG
15 mM a diferentes tiempos de exposicion (10, 20, 30 y 60 min). Las alicuotas se recogieron y
se determindé su grado de polarizacion. Por otra parte, se determiné la polarizacion de
fluorescencia de las rizobacterias crecidas con o sin PEG 15 mM hasta fase estacionaria. Las
mediciones de la polarizacion de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorémetro
Hitachi 2500 con un polarizador Glam-Thomson. La longitud de onda de excitacién para la
sonda DPH fue de 358 nm y la longitud de onda de emision fue 428 nm.

Luego de conocer el efecto del PEG sobre las membranas de ambas rizobacterias, se
analiz6 la respuesta al shock por PEG a nivel de composicion de AG y PL de membrana,
luego de 60 min de exposicion a PEG. De éste modo es posible evaluar y comparar la
respuesta temprana de las bacterias al déficit hidrico, y con la respuesta observada al

finalizar el crecimiento bajo déficit hidrico (PEG 15 mM).
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3.3. Metodologia asociada al objetivo 111

3.3.1. Estudio del efecto del déficit hidrico sobre las etapas tempranas de la interaccion

planta-microorganismo

3.3.1.1. Ensayo de movilidad

Los protocolos fueron adaptados de Deziel er.al (2001), realizdindose modificaciones
(Vicario et.al, 2015). Las placas de desplazamiento tipo “swarm” con 0,5% (p/v) de agar en
agua (para algunos ensayos se suplementaron con 10 % p/v de medio YEM o LB) fueron
inoculadas en superficie con 5 pl de una suspension bacteriana de DOgyonm 1. Las placas de
“swimming”, con 0,3% (p/v) de agar en agua (suplementada con 10% (p/v) de medio YEM o
LB para algunas determinaciones), fueron inoculadas por picadura. Se incubaron durante 8
dias para el rizobio B. sp. SEMIA 6144 y 7 dias para 4. brasilense Az 39, en estufa a 28 °C.

El desplazamiento por swarming fue examinado a través de la expansion del patron
irregular de anillos caracteristicos de este tipo de movilidad. El swimming fue determinado
cualitativamente examinando la zona circular de turbidez formada por las células bacterianas
que se encuentran migrando lejos del punto de inoculacion.

Con la finalidad de evaluar la accion del estrés hidrico sobre la movilidad de los
microorganismos, se emplearon cultivos crecidos en condiciones controles y en presencia de
PEG 15 mM, en fase estacionaria de crecimiento y ajustados a DOgzonm1, @ fin de sembrar en

las placas de movilidad igual nimero de microorganismos.

3.3.1.2. Ensayo de quimiotaxis bacteriana hacia rizodeposiciones de 4. hypogaea

Para conocer si las bacterias presentan quimiotaxis en respuesta a la presencia de
rizodeposiciones de mani, sobre las placas de movilidad de tipo swarming y de swimming
inoculadas se colocaron discos de papel absorbente embebidos con 8 pl de rizodeposiciones de
mani, concentradas. Las placas fueron incubadas en las mismas condiciones descriptas en la

seccion 3.3.1.1. Se examinod la motilidad cualitativamente a través de la zona de turbidez
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circular generada desde el punto de inoculacién, observando variaciones en halo de

desplazamiento bacteriano en presencia de rizodeposiciones.

3.3.1.3. Determinacion del tamaiio bacteriano de células vegetativas y diferenciadas

Se tomaron muestras de cultivos crecidos bajo condiciones controles y en presencia de PEG
15 mM, asi como también de los halos de movilidad observados en las placas de swarming y
de swimming de las condiciones estudiadas. Los extendidos coloreados por tincion de Gram
fueron observados a través de un microscopio 6ptico Axiophot (Carl Zeiss, Alemania) y la
adquisicion de las imagenes se realizo mediante una camara digital Powershot G67,1
megapixels (Canon INC, Japén) adosada al mismo. El andlisis digital de las imagenes, su
procesamiento y las mediciones morfométricas fue realizado a través del software AxioVision
Release 4.6.3 (Carl Zeiss, Alemania). Las fotografias fueron procesadas y el tamafio

determinado, utilizando el software AXIOVISION 4.1 (Carl Zeiss).

3.3.1.4. Adhesion de rizobacterias a raices de A. hypogaea

Cultivos de B. sp. SEMIA6144 y A. brasilense Az 39 en condicion control y de estrés hidrico
fueron crecidos hasta fase estacionaria. Las células fueron centrifugadas a 10.000 xg. El pellet
obtenido se lavo tres veces con buffer PO4sNa 25 mM, pH 7,5 y se resuspendié en la misma
solucién para dar una concentracion bacteriana de 2x10® UFC/ml para B. sp. SEMIA6144 y de
1x10° UFC/ml para A. brasilense Az 39 (Smit et.al, 1986; Dardanelli et.al, 2003; Albareda
et.al, 2006; Vicario et.al, 2015).

Por otra parte se emplearon 5 raices laterales de 2 cm de longitud de plantas de mani de siete
dias de crecimiento (tratamiento control y de estrés hidrico) y se sumergieron en 1 ml de
suspension bacteriana durante 2 h, en agitacion 10 rpm y temperatura ambiente. Luego las
raices fueron lavadas 10 veces con buffer POsNa 25 mM a fin de remover las bacterias no
adheridas. Para la cuantificacion del nimero de bacterias adheridas, las raices se incubaron en
500 pl de buffer fosfato, se molieron en un mortero estéril y se realizaron diluciones de la
misma. El recuento se llevd a cabo por la técnica de la microgota (Somasegaran y Hoben,

1994), en medio s6lido NFB. Las placas se incubaron a 28 °C por 48 h y se determiné el
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nimero de UFC/ml. El ensayo se realizé por triplicado para cada condicion. Finalmente el
resultado se refirio a mg de peso seco de raiz (UFC/mg peso seco de raices utilizadas). Para
ello, por ensayo realizado, 5 raices laterales de 2 cm de longitud y de igual peso hiimedo que
las utilizadas para el ensayo de adhesion, fueron llevadas a 60 °C en estufa hasta peso

constante (5 dias).
3.3.1.5. Analisis de la produccion de auxinas por parte de las rizobacterias

Volumenes de 25 ml del medio de cultivo para el crecimiento de las rizobacterias, fueron
empleados con y sin la adicion de triptofano (500 mg/ml). Estos fueron inoculados e
incubados a 28 °C, en agitacion (150 rpm) y oscuridad durante 72 h. Transcurrido ese tiempo,
una alicuota de 1,5 ml de cultivo se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 minutos y 1 ml del
sobrenadante se homogeneiz6 con 2 ml de reactivo de Salkoswski (H>SO4: 37,5 ml; FeCl; 0,5
M: 1,88 ml; H,O: 62,5 ml, para un volumen final de 100 ml) e incub6 en oscuridad 25 min.
Luego se realizé la lectura de la absorbancia a 530 nm (Glickmann y Dessaux, 1995). Los
valores de absorbancia obtenidos fueron comparados con la curva de calibracion, de triptofano

o AJA.

3.3.2. Estudio del efecto del déficit hidrico sobre las etapas tardias de la interaccién

planta-microorganismo
3.3.2.1. Interaccion 4. hypogaea - B. sp. SEMIA 6144

Una vez desinfectadas y pregerminadas las semillas segun el apartado 3.1.1, se deposit6 una
semilla por maseta que contenian vermiculita estéril, humedecida con 70 ml de agua destilada
estéril por vaso.

Los tratamientos fueron:

Control sin inocular

Control inoculado B. sp. SEMIA 6144

v

v" Déficit hidrico sin inocular

v

v Déficit hidrico inoculado B. sp. SEMIA 6144
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Para el tratamiento de déficit hidrico, la solucion de riego fue preparada adicionando PEG
15 mM. Los ensayos de inoculacion se llevaron a cabo afiadiendo 1 ml de cultivo de B. sp.
SEMIA 6144 10® UFC/ml por semilla. Cada tratamiento const6 de 12 unidades experimentales
y se realizaron tres repeticiones independientes del ensayo.

El in6culo de B. sp. SEMIA 6144 fue obtenido a partir de cultivos frescos crecidos en
medio YEMA durante 96 h a 28 °C y posteriormente las células crecieron en dicho medio a
28°C hasta alcanzar una densidad Optica equivalente a una suspension bacteriana de
aproximadamente 10% UFC/mi (Dardanelli et.al, 2008; Vicario et.al, 2015).

Las plantas se incubaron durante 33 dias en camara de crecimiento sometidas a un
fotoperiodo de 16 h de luz a 24 °C alternadas con 8 h de oscuridad a 20 °C, preservando las
raices de la luz (Dardanelli et.al, 2008). Los riegos se efectuaron dos veces por semana, a lo
largo de los 33 dias, con 10 ml de agua destilada estéril por vaso. Ademas las plantas
pertenecientes a la condicion de déficit hidrico, al dia 15 fueron sometidas a un pulso de
solucion de PEG 15 mM. Al cabo de 33 dias, las plantas fueros separadas del soporte, lavadas

con agua destilada estéril y utilizadas para diferentes determinaciones.

P R G e Y e
h e,

Figura 3.2. Plantas de A. hypogaea sembradas en sistemas de vasos plasticos en camara de
cultivo de plantas. A. Sistemas empleados en los ensayos de cinética de nodulacién. B. Plantas

de A. hypogaea inoculadas con B. sp. SEMIA 6144.
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3.3.2.2. Interaccion triple A. hypogaea - B. sp. SEMIA 6144 - A. brasilense Az 39

Una vez desinfectadas y pregerminadas las semillas segiin el apartado 2.1., se deposité una
semilla por maseta conteniendo vermiculita estéril, humedecida con 70 ml de agua destilada
estéril por vaso.

Los tratamientos fueron:
v Control sin inocular
v Déficit hidrico sin inocular
v Control coinoculado B. sp. SEMIA 6144 + A. brasilense Az 39
v' Déficit hidrico inoculado B. sp. SEMIA 6144 + A. brasilense Az 39

Para el tratamiento de déficit hidrico, la solucién de riego fue preparada adicionando 15 mM
de PEG. Los ensayos de coinoculacién se llevaron a cabo afiadiendo 1 ml de cultivo de B. sp.
SEMIA 6144 10® UFC/ml y 1 ml de cultivo de 4. brasilense Az 39 10° UFC/ml, por semilla.
Cada tratamiento constd de 12 unidades experimentales y se realizaron tres repeticiones
independientes del ensayo.

Las plantas se incubaron asépticamente durante 33 dias en cdmara de crecimiento sometidas
a un fotoperiodo de 16 h de luz a 24 °C alternadas con 8 h de oscuridad a 20 °C, preservando
las raices de la luz (Dardanelli et.al, 2008). Los riegos se efectuaron dos veces por semana, a
lo largo de los 33 dias, con 10 ml de agua destilada estéril por vaso. Ademas las plantas
pertenecientes a la condicion de déficit hidrico, al dia 15 fueron sometidas a un pulso de
solucion de PEG 15 mM. Al cabo del tiempo de ensayo las plantas fueros separadas del

soporte, lavadas con agua destilada estéril y utilizadas para diferentes determinaciones.
3.3.2.3. Parametros de crecimiento de A. hypogaea

Longitud y peso seco del tallo y de raiz: tal como fue descripto en el apartado 3.1.3.
Numero de nédulos: se determiné el nimero de nodulos presente en raiz principal, raices
laterales, estimandosé el niumero total de nédulos (nimero de nédulos/planta).

Peso seco de nédulos: los nodulos fueron extraidos de cada planta y luego secados en estufa a

60°C dias hasta obtener peso constante, expresado en mg de ndédulos/planta.
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Indice Raiz/Parte aérea (IRPA, Lopez-Gémez, 2007): para obtener el indice IRPA se
realiz6 el siguiente cociente:

IR/PA: Peso seco raiz (mg) / Peso seco aéreo (mg)

Tasa de crecimiento relativo (RGR): el peso seco de la radicula de semillas de tres dias de
germinacion fue considerada como la biomasa inicial.
RGR = (masa final — masa inicial) / masa inicial/ diferencia de tiempo=

g ps/g ps/ dias

-Utilizacion de los recursos para la biomasa radical (df/dt): permite estimar cuanto del total de
los recursos que toma la planta, lo destina a la biomasa radical.

df/dt = RGR. (0 - Br/Bt)

Dénde:é = (biom. debajo del suelo final — biom. debajo del suelo inicial) /biom. debajo del
suelo final total.
Br: biomasa radical

Bt: biomasa total

Analisis de la lipoperoxidacion: el contenido de MDA fue determinado tal como se indic6 en

el apartado 3.1.5.

3.3.2.3. Estudio de la cinética de nodulacion

Para el ensayo de cinética de nodulacion, las plantas fueron obtenidas tal como fue descripto
en el apartado 3.2.2.1 y 3.2.2.2. Se desmontaron dos recipientes por condiciéon y dia de
recuento (5, 7, 9, 11, 15, 18, 22, 25, 30 y 33) cuantificando el nimero de nédulos y
comparando los resultados obtenidos entre las cuatro condiciones de ensayo. Se llevaron a
cabo tres repeticiones independientes del ensayo.

A fin de visualizar los primordios nodulares, las plantas fueron desmontadas durante los dias
de recuento y colocadas en una solucién de hipoclorito de sodio al 5%, durante 20 min, luego

fueron lavadas con agua destilada estéril y se tifieron con azul de metileno al 1%.
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Posteriormente fueron visualizadas al microscopio dptico Axiophot (Carl Zeiss, Argentina

S.A.) (Green y Emerich, 1999).

3.3.2.4. Determinacion de la aptitud simbiédtica o capacidad infectiva

Para la determinacion de la aptitud simbidtica o capacidad infectiva también conocido como
test de Burton, las plantas fueron separadas del soporte y lavadas con agua. Posteriormente se
separaron y contabilizaron los nédulos de la raiz. Se consideraron como positivas aquellas
plantas que presentaron 3 o mas nodulos ubicados dentro de un cilindro imaginario con eje
central en la raiz principal, un didmetro de 2,5 cm y una longitud de 2,5 cm. Los resultados se
expresaron como porcentaje de plantas noduladas y se considerd positivo aquel ensayo que

cuente con un minimo de 80% de plantas positivas (noduladas).

3.3.2.5. Analisis de la fijacion biolégica del nitrégeno bajo déficit hidrico

El ensayo de la determinacion de la actividad fijadora de nitrégeno (N,) se realizé mediante
el analisis de intercambio de gases segun Witty y Minchin (1998), consistente en la medicion
de la evolucion de H, que se produce junto con la reducciéon de N, a NH3 de acuerdo con la
siguiente ecuacion:

N2+ 8H + 8e- + 16 ATP > 2NH; + H, + 16ADP + 16 Pi

Para realizar esta medida se emplea un sensor electroquimico de H,. La medida del H,
producido por los nodulos en una corriente de aire proporciona la actividad nitrogenasa
aparente (ANA), ya que solo dos de los ocho electrones son empleados para la produccion de
H,, mientras que el resto se utiliza para reducir el N, a NHs. Para medir la actividad total de la
nitrogenasa (TNA), se pasa a través de los nédulos una corriente de Ar/O; en una proporcion
80/20%. En este caso todos los electrones son utilizados para la produccion de H,. Para
determinar la tasa de fijacion de N, (NFR) se utiliza la siguiente ecuacion:

NFR= (TNA - ANA) /3
También se puede calcular el coeficiente de alocacion electronica (EAC), el cual nos indica

la eficiencia de la nitrogenasa.
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Los parametros ANA, TNA, NFR y EAC fueron determinados para las plantas sometidas a

los diversos tratamientos planteados.

3.4. Anailisis estadistico

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. Los datos fueron sujetos a analisis de la
varianza (ANOVA) con comparacion de multiples variables, aplicando el test de la menor
diferencia estadistica significativa (p<0,05) LSD Fisher.

En el caso de los ensayos de plantas, los tratamientos se compararon en conjunto:
tratamientos control coinoculados vs tratamientos de estrés coinoculados.

Todos los analisis fueron llevados a cabo utilizando el programa InfoStat (InfoStat7
profesional ver-2007p, Grupo InfoStat, Facultad de Ciencia Agropecuarias, Universidad

Nacional de Cérdoba, Argentina).
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION




4.1. Efecto del déficit hidrico sobre los patrones de crecimiento y de

exudacion radical de A4. hypogaea.

4.1.1. Efecto de diferentes concentraciones de PEG sobre el
crecimiento y morfologia de A. hypogaea.

4.1.2. Efecto del déficit hidrico moderado sobre los parametros de
crecimiento de A. hypogaea a los 7 dias.

4.1.3. Composicion molecular de rizodeposiciones de 4. hypogaea
bajo déficit hidrico.

4.1.4. Efecto del déficit hidrico en las membranas lipidicas de 4.

hipogaea.
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4.1. Efecto del déficit hidrico sobre los parimetros de crecimiento y de exudacién

radical de A. hypogaea

En Argentina, asi como en el mundo entero, el 4rea de siembra con A. hypogaea (mani) se
esta expandiendo anualmente, principalmente debido al interés de los productores por el alto
precio internacional del producto. Muchas de las nuevas areas cultivadas se caracterizan por
ser aridas y semidridas lo cual representa una dificultad ya que la productividad del mani esta
influenciada por la fluctuacion de las precipitaciones (Reddy et.al, 2003; Camara Argentina
del Mani, 2010).

En nuestro pais las precipitaciones son fluctuantes en la época de crecimiento del mani, y
esto afecta a su rendimiento (Pietrarelli, 1980). En la region centro-sur de la provincia de
Cordoba es frecuente la ocurrencia de periodos de estrés hidrico en los meses de enero y
febrero, en coincidencia con el desarrollo reproductivo del mani (Giayetto, 2006).

El déficit de agua es uno de los estreses abidticos mas importantes y es el principal obstaculo
para el crecimiento y la productividad de las plantas en gran parte de la superficie de la tierra
(Kramer, 1983). Una condicién de sequia extendida conduce a un desarrollo interrumpido,
senescencia de las hojas, marchitez, desecacion y muerte (Schulze, 1986). La identificacion de
los componentes fisioldgicos y bioquimicos del sistema de defensa antioxidante, que tiene un
potencial para conferir tolerancia a la sequia, es esencial para la caracterizacion de cultivares
tolerantes a la sequia y para mejorar la tolerancia al estrés en los cultivos (Celikkol et.al,
2010). Frente a este panorama se torna relevante el estudio de moléculas y de mecanismos de
tolerancia que los cultivos expresen y sobre todo el papel que pueden jugar los

microorganismos para promover su crecimiento y protegerlos de situaciones adversas.
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4.1.1. Efecto de diferentes concentraciones de PEG sobre el crecimiento y morfologia de

A. hypogaea. Establecimiento de las condiciones de trabajo posteriores

Con la finalidad de determinar la concentracién de PEG necesaria para generar un potencial
osmotico capaz de afectar visiblemente el crecimiento de la planta y establecer asi un valor de
déficit hidrico moderado para realizar nuestros estudios, se prepararon cinco soluciones sin y
con el agregado de PEG. Las mismas fueron utilizadas en el sistema hidroponico donde

crecieron plantas de mani, generando seis condiciones experimentales:

1. Solucién Hoagland (0,07 MPa).

2. Solucién Hoagland + PEG 10 mM (-0,13 MPa).
3. Solucién Hoagland + PEG 15 mM (-0,28 MPa).
4. Soluciéon Hoagland + PEG 20 mM (-0,55 MPa).
5. Solucién Hoagland + PEG 30 mM (-0,86 MPa).
6. Solucién Hoagland + PEG 40 mM (-1,07 MPa).

Después de 7 dias de crecimiento en sistema hidropoénico, las plantas fueron separadas de la
solucion y se les determind peso seco de la parte aérea (PA) y peso seco de la parte radicular
(PR). La figura 4.1., muestra la variacion de la biomasa seca (BS) total de la planta en funcién
del incremento del potencial osmético de la solucion Hoagland. Estos resultados demuestran
el efecto perjudicial de los diferentes niveles de déficit hidrico, afectando aspectos del
crecimiento de la planta lo cual involucra a la anatomia, morfologia, fisiologia y bioquimica.
Los efectos generales mas evidentes del déficit hidrico son: reduccion en el tamafio de la
planta, area de la hoja y rendimiento del cultivo (Kramer, 1983).

El peso seco total de la planta de mani se redujo significativamente luego de aplicar PEG 15
mM (-0,28 MPa), mientras que la reduccion del crecimiento fue drastico cuando las plantas
fueron sometidas a un déficit hidrico severo (por encima de -0,5 MPa), observandose una

reduccion de més del 50% del peso seco de las mismas.
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Figura 4.1. Relacion entre peso seco (mg) de A. hypogaea. L de 7 dias de crecimiento con
respecto al potencial hidrico (MPa) de la solucion Hoagland. Los puntos indican el peso seco
para los niveles de déficit hidrico seleccionados en el estudio. Condiciones de derecha a
izquierda: Hoagland control y Hoagland con PEG 10 mM, 15 mM, 20 mM, 30 mM y 40 mM.

Los valores representan la media + S.E.M de tres experimentos independientes.

La reduccién del crecimiento implica principalmente la disminucion del tamaiio de la PA tal
como se aprecia en la figura 4.2. El crecimiento de la PR respecto de la PA, se considera como
un aspecto morfologico relacionado con el rendimiento o eficiencia de la planta, y al estar
vinculado al equilibrio en el crecimiento de la misma, cualquier modificacién en él refleja un
cambio en los parametros de crecimiento de ambos érganos vegetales (Munns, 1993).

Las plantas pertenecientes al grupo control presentaron una morfologia normal, mientras que
las plantas estresadas manifestaron cambios morfologicos principalmente en la parte aérea

(Figura 4.2.).
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B c |

Figura 4.2. Plantas de A. hypogaea. L luego de 7 dias de crecimiento bajo difercntes
condiciones de trabajo. A. Hoagland control; Hoagland con PEG: B. 15 mM; C. 20 mM; D.
30 mM; E. 40 mM.

Cuando se empleé 10 mM de PEG se observd un efecto negativo sobre el crecimiento de la
planta, sin embargo estos valores no resultaron estadisticamente significativos a los obtenidos
en el tratamiento control. Al aumentar la concentracion de PEG a 15 mM, las plantas
desarrollaron una raiz de mayor didmetro y mas oscura comparada con las controles. La PA
presenté menor desarrollo y una marchitez moderada comparado con las hojas de las plantas
provenientes del tratamiento control (Figura 4.2., B). En el caso del tratamiento con 20 mM se
observé escaso desarrollo de la PA, mientras que la PR presenté morfologia més gruesa y con
menor numero de raices laterales, comparada al control (Figura 4.2., C). Cuando la
concentracion de PEG fue de 30 mM y 40 mM, las plantas no se desarrollaron (Figura 4.2., D,
E).

Nuestros resultados son acordes con los informados por otros autores (Martinéz, 2003;

Hong-Bo Shao et.al, 2008; Laynez-Garsaball et.al, 2008). En estos trabajos los investigadores
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concluyen que en respuesta al déficit hidrico, el sistema radicular es poco ramificado, la raiz
principal detiene su crecimiento a fin de contribuir a la tolerancia a la sequia. También se
observan curvaturas y engrosamientos de la raiz, pérdida de turgencia, asi como también se
inhibe la expansion foliar, se reduce la elongacion y el nimero de nudos del tallo (Hamed y
Ahmad. 2015).

A partir de la concentracion de PEG 15 mM (-0,28MPa) se obtuvieron valores de peso
humedo y seco estadisticamente menores a los datos obtenidos en el tratamiento control, por
lo que se decidio utilizar dicho potencial como el valor de trabajo capaz de generar un estrés
hidrico moderado en plantas de mani, acorde al que sufre en nuestra zona manisera de la

provincia de Cordoba (Giayetto, 2006).

4.1.2. Efecto del déficit hidrico moderado sobre los pardmetros de crecimiento de A.

hypogaea a los 7 dias de crecimiento

Una vez que se estim6 el valor de potencial de trabajo que causaba un estrés hidrico
moderado sobre plantas de mani, se determino la longitud, el peso humedo y el peso seco de la
PA y PR de las plantas de 7 dias de crecimiento bajo condiciones control y de déficit hidrico
(Figura 4.3.).

Como puede observarse en la grafica 4.3., A, la longitud de la PA de las plantas de mani
crecidas en presencia de PEG se redujo un 36% comparada con la PA de plantas controles,
mientras que la longitud de la PR de las plantas estresadas disminuyeron un 18% comparado
con la PR de las plantas control. Se registraron disminuciones estadisticamente significativas
en el peso huimedo y seco de la PA y PR de las plantas cuando estas crecieron bajo un
potencial osmético de -0,28 MPa (Figura 4.3., B, C), resultados que se visualizan en la figura
4.2. La biomasa de la PA resulté mas afectada que la PR, cuando la planta fue sometida al
estrés hidrico, esto se debe a que las plantas que desarrollaron bajo sequia utilizan mayores

recursos en el desarrollo radical en detrimento del crecimiento de su parte aérea.
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Figura 4.3. Efecto del estrés hidrico (PEG 15 mM) sobre plantas de 4. hypogaea. L de 7 dias
de crecimiento. A: Longitud (cm); B. Peso seco (mg); C: Peso humedo de plantas de A.
hypogaea de la PA y PR bajo diferentes condiciones: Hoagland control y PEG. Los valores
representan la media de tres experimentos independientes = S.E.M con 20 plantas por
tratamiento y experimento. Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa
(p <0,05).
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La inhibicion del crecimiento de la PA, y en menor medida de la PR es un sintoma
generalizado del estrés hidrico, y ha sido reportado para numerosas especies vegetales
sometidas a dicho estrés. Resultados semejantes han sido descriptos cuando se evalud la
resistencia a la sequia inducida por PEG en cultivos hidropénicos de especies forestales
(Rodriguez et.al, 2008), arroz (Garcia et.al, 2005), plantulas de tomate (Dell Amico et.al,
2006) y diversas leguminosas (Hamed y Ahmad, 2015).

4.1.3.Composicion molecular de rizodeposiciones de 4. hypogaea bajo déficit hidrico

Anteriormente se menciono el efecto del potencial osmoético -0,28 MPa generador de un
déficit de agua moderado, sobre los parametros de crecimiento de plantas de mani. Con el
proposito de investigar si se modifica la composicién molecular de los exudados de raices de
mani bajo una condicién de déficit hidrico, se procedié a la identificacion de moléculas
relevantes en la comunicacion rizosféricas tales como acidos grasos (AG), flavonoides,
triptofano, auxina (AIA), acidos organicos (AQO) y terpenos presentes en las rizodeposiciones

de mani (Tabla 1.2).

4.1.3.1. Acidos grasos

En las plantas, los AG modulan una variedad de respuestas a estreses abidticos, como por
ejemplo, los niveles de AG poliinsaturados en membranas de cloroplasto que afectan la fluidez
y determinan la capacidad de las plantas de aclimatarse a ambientes que presentan
temperaturas estresantes (Routaboul et.al, 2000; Iba, 2002). Otros autores han demostrado que
los AG regulan la tolerancia a sal, sequia y metales pesados (Tumlinson y Engelberth, 2008;
Upchurch, 2008).

Los AG de rizodeposiciones provenientes de plantas creciendo bajo condiciones control y de
déficit hidrico durante 7 dias, fueron analizados por cromatografia gaseosa y confirmados por
espectrometria de masa (GC-MS). Como se observa en la tabla 1.2., los AG palmitico (16:0) y
estedrico (18:0) presentaron porcentajes mayoritarios en todos los tratamientos, seguidos por
los AG saturados laurico (12:0) y miristico (14:0). Los AG saturados de cadenas largas, de

mas de 20 atomos de carbono (C), fueron detectados en cantidades minoritarias, al igual que
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la mayoria de los AG insaturados, donde solo el 4cido oleico (18:1A%) mostré niveles
porcentuales mas altos. En rizodeposiciones de plantas crecidas bajo déficit hidrico, se
encontrd una composicion diferente de AG. En éste caso, se produjo una reduccién en el
porcentaje para los AG saturados 18:0,16:0, 14:0 y 12:0, mientras que hubo incrementos en
los porcentajes del AG insaturado 18:1 A9 y de los AG de mas de 20C. Los AG de cadena
corta se hallaron en baja proporcion y su cantidad fue reducida durante el déficit hidrico
(Tabla 1.2.). Se ha informado que los AG 12:0 y 14:0 poseen funciones antifiingicas,
regulando la respuesta de defensa de la planta. Ambos son importantes para la mantencion del
proceso de sefializacion celular que opera durante el proceso de nodulacién por B.
diazoefficiens los cuales han sido hallados también en rizodeposiciones de soja
(Brechenmacher et.al, 2010).

En concordancia con nuestros resultados, los AG 14:0, 16:0, 18:0 y 18:1 fueron hallados en
rizodeposiciones de varias especias vegetales (Bolton et.al, 1992; Fumero, 2011; Morel et.al,
2015). Lucas Garcia et.al, 2001 encontraron valores altos del AG 16:0 en exudados
provenientes de la leguminosa Lupinus a semejanza de lo obtenido en esta Tesis Doctoral

El incremento de 18:1A” en las rizodeposiciones es una sefial que emite la planta frente a esta
condicion de estrés, y puede deberse a que el mismo es uno de los mas abundantes en
membranas vegetales y su acumulacion en raiz podria estar involucrada en la modificacion de
la fluidez necesaria para el ingreso de rizobacterias a la célula vegetal. El AG 18:1A° regula
positivamente las vias metabolicas necesarias para la sintesis de nuevas membranas requeridas
durante el proceso de infeccion tal como lo es la biogénesis de membrana para simbiosomas y
nédulos (Brechenmacher et.al, 2010).

El indice de insaturaciéon de los AG denominado 1/S fue calculado segin Svenningsson et.a/
(1990). Para AG presentes en rizodeposiciones de mani, se obtuvo que dicho indice en
condiciones normales fue de 0,08 mientras que bajo déficit hidrico resulté de 0,12, lo que
implica un incremento de un 30% aproximadamente. Esto sugiere que hubo un aumento en la
proporcion de acidos grasos insaturados en las rizodeposiciones de mani obtenidas bajo estrés

hidrico.
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Tabla 1.2. Composicion quimica de rizodeposiciones de 4. hypogaea. L, creciendo bajo

condiciones control y de déficit hidrico (PEG 15 mM).

Familia Quimica Condicion de crecimiento
Control PEG 15 mM
Acido Latrico (12:0) 2,1 ND
Acido Miristico (14:0) 7,8 a 79a
Acidos Grasos Acido Palmitico (16:0) 40 a 374b
(%) Acido Palmitoleico (16:1) 2,2 ND
Acido Estedarico (18:0) 42 a 36,2b
Acido Oleico (18:1 A9) 51a 9,8 b
NI (> 20C) 09 a 92b
Apigenina 49,1 a 548b
Crisina 27,1 ND
Genisteina 87 a 69,6 b
Daidzeina 8 ND
Flavonoides Naringenina 80,2 a 1029,4 b
(ng/mg RS) Naringina 31,5 ND
Hesperidina 7a 4440b
Luteolina 0,02 a 1,6 b
Morina 1,7 a 15,3b
Aminoacido
(ng/mg RS) Triptéfano ND 39,7
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Hormona AIA ND
0,26
(ng/mg RS)
Acido Malico 323 a 296,5b
Acido Lactico 130 a 721,8b
Acidos Orgéanicos Acido Acético 179,2 a 117,2b
(ng/mg RS) Acido Citrico 84,2 a 43.6b
Acido Succinico 58,2a 673,5b
Ocimene + ND
Carene + ++
Menthatriene + ++
Terpenos Terpinolene ND +
(+/-) Farnesene + ++
Farnesol ND +
Nerodiol ND +
Hymachelene ND +

Acidos grasos (%); flavonoides (ng/mg RS); triptéfano (ng/mg de RS); AIA (ng/mg RS); Acidos
organicos (ng/mg RS); terpenos (presencia, ausencia, +/-); RS: raiz seca; ND: no detectado, NI: no
identificado. Los valores representan la media de + S.E.M de cinco experimentos independientes. Las
letras  indican diferencia estadisticamente significativa (p< 0,05). Los acidos grasos fueron
identificados y cuantificados mediante GC, y corroborados mediante GC-MS, en colaboracion con los
servicios técnicos de la Dra. Monica Hourcade, Rosario, Santa Fe (Argentina). Los flavonoides fueron
analizados mediante HPLC-MS en colaboracion con los servicios de la Dra. Luna, Dpto de Fisiologia
Vegetal, UNRC, Cordoba (Argentina). Los acidos organicos fueron analizados por UPLC en
colaboracion con la Dra. Lluch Pla y los servicios técnicos de la Universidad de Granada, Granada
(Espaiia). El analisis de térpenos se realizé mediante HPPLC, en colaboracion a los servicios técnicos

prestados por la Dra. Piccoli, Mendoza (Argentina)
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4.1.3.2. Flavonoides, auxinas y triptéfano

Las raices pueden liberar una variedad importante de moléculas implicadas en los procesos
de interaccién y comunicacion con los microorganismos de la rizosfera. Los flavonoides son
una clase importante de compuestos polifenolicos producto del metabolismo secundario de las
plantas, donde para leguminosas se destaca su funcion como inductores de los genes nod
presentes en los rizobios, importantes para establecer la simbiosis fijadora de N, asi como
también participan de manera activa en la quimiotixis bacteriana (Winkel-Shirley, 2001;
Morel et.al, 2015).

Rizodeposiciones de mani de 7 dias, fueron analizadas por cromatografia liquida de alta
resolucidon y espectrometria de masa (HPLC-MS) (Tabla 1.2.). En las rizodeposiciones
provenientes de la condicion control, los flavonoides mayoritarios fueron genisteina,
naringenina, apigenina y crisina. Se detectaron niveles mas bajos de naringina, daidzeina,
hesperidina y morina. Cuando se analizaron las rizodeposiciones provenientes de raices bajo
déficit hidrico, se observo incremento en los niveles de naringenina (de 80 hasta 1028 ng/mg
de raiz seca (RS)) y hesperidina (de 7 hasta 44 ng/mg RS) y disminuy6 la concentracion de
apigenina y genisteina en aproximadamente un 90%. Los flavonoides daidzeina y crisina no se
detectaron en esta condicidn.

Basandose en las diferencias estructurales, los flavonoides pueden ser clasificados en
diferentes sub-grupos: chalconas, flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles,
antocianidinas. Todos estos tipos de flavonoides estan relacionados con una ruta biosintetica
en comun (Winkel-Shirley., 2001). La flavonova naringenina, es un precursor de casi todos los
otros flavonoides y es un producto final comun en si (Cohen et.al, 2001). Como se puede
apreciar en la tabla 1, uno de los principales cambios en el estrés hidrico fue la disminucion de
los flavones (apigenina, luteonina, y crisina). El flavonoide daidzeina no fue detectado bajo la
condicién de déficit hidrico. Este es un resultado a destacar ya que se conoce que este
flavonoide es un supresor de genes nod de rizobios de mani (Novak et.al, 2002). También se
detecté un incremento de los flavonones hesperidina y naringenina en las rizodeposiciones de
plantas estresadas. Ambos flavonoides poseen alta capacidad inductora de genes nod,
principalmente en R. leguminosarum (Novak et.al, 2002). La hesperidina es un flavonoide o-

glucosido, que presenta unido a su C7 dos azicares: ramnosa y glucosa. Una caracteristica
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importante de los flavonoides glicosilados es que poseen una actividad inductora de genes nod
mas fuerte que la forma aglicona (Rijke et.al, 2006). En nuestro trabajo la flavonona naringina
(forma glucosilada de la naringenina), no fue detectada en rizodeposiciones proveniente de las
plantas estresadas, mientras que en esta condicion, aumentaron los niveles de su forma
aglicona (naringenina). Los flavonoides pueden ser sintetizados y modificados en respuesta a
factores bidticos y abidticos presentes en la rizosfera (Paiva, 2000). La solubilidad y
movilidad de los flavonoides en un suelo, depende de las modificaciones que estos presenten.
La glicosilacion favorece la solubilidad en agua, y por lo tanto seran mas facilmente utilizados
por los microorganismos, y las exoenzimas (Masaoka et.al, 1993).

Tal como se muestra en la tabla 1.2., en ambas condiciones de crecimiento, naringenina fue
uno de los flavonoides mayoritarios. Nuestro resultado coincide con lo que se ha registrado en
otros reportes, donde se ha observado que naringenina es exudado por las raices de algunas
leguminosas y es precursor de muchos flavonoides importantes (Novak et.al, 2006;
Brechenmacher et.al, 2010).

Existen pocos estudios sobre los cambios en el patron de flavonoides exudados por raices
de mani, bajo estrés abidtico. Dardanelli et.al, (2008), reportaron cambios en los exudados de
raices de soja, cuando ésta era sometida a estrés salino donde los flavonoides daidzeina y
naringenina no fueron detectados. Zhou et.al, (2010), pudieron determinar que ante un estrés
hidrico elevado, la exudacién de flavonoides por parte de las raices de cafia de azicar,
disminuia drasticamente. Otros autores detectaron que el estrés hidrico generado por la
aplicacion de 10-30% PEG, increment6 la produccién de flavonoides por parte de la planta
medicinal Glycyrrhiza inflata Batalin, mientras que niveles superiores de PEG disminuyeron
significativamente la produccion de flavonoides (Ying et.al, 2007). Estos resultados indican
una correlacion entre la magnitud del déficit hidrico aplicado y la disminucién de la
produccion de flavonoides por parte de la planta.

Las raices de las plantas secretan auxinas en baja cantidad, lo cual dificulta su
cuantificacion en los exudados. En condiciones optimas de crecimiento, las rizodeposiciones
de mani presentaron niveles bajos de la auxina AIA (0,26 ng/mg RS). Una correlacion inversa
entre los niveles de Trp y AIA fue detectada para un mismo tratamiento, lo cual sugiere que la
planta excreta Trp (de la raiz a la rizosfera) probablemente utilizada para la produccién de

AIA. El estrés hidrico inhibié la exudacion de AIA, mientras que se regitré 39,7 ng/mg RS de
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su aminoacido precursor Trp (Tabla 1.2.). Ademas de la produccién endogena de AIA por
parte de la planta, existe una produccion exogena asociada a los microorganismos del suelo.
La mayoria del AIA presente en la rizosfera es derivada del Trp secretado por las raices y
convertida en AIA por algunas bacterias de la rizésfera (Kamilova et.al, 2006). Morel et.al
(2015) informaron que para exudados radicales de alfalfa, la fitohormona AIA no fue
detectada en los experimentos sin inocular, pero si en los inoculados, donde no se registr6 Trp.
Este tltimo fue detectado en los estadios tempranos (exudados de plantas de 4 dias de
crecimiento). Similar a nuestros resultados, Nejad et.al (2011), observaron que en plantas de
trigo, el déficit de agua durante su desarrollo disminuye el contenido de AIA en los exudados
radicales. Teniendo en cuenta esta informacidn, nuestros resultados sugieren que bajo
condiciones de déficit hidrico, raices de mani podrian usar como estratégia la exudacion de
Trp como una fuente de precursor para la produccion bacteriana de AIA a fin de promocionar

el crecimiento radical bajo ésta condicion de crecimiento desfavorable.

4.1.3.3. Acidos orgénicos

Dentro de los exudados radicales se encuentran compuestos de bajo peso molecular, como lo
son los AO (Bais et.al, 2001). El perfil de exudados en plantas es muy variable, sin embargo
los acidos citricos, malicos, maldonico, fumarico son los mas frecuentemente encontrados
(Roelofd et.al, 2001). Los acidos organicos estan implicados en una gran variedad de
procesos, actuan como fuente de nutriente (citrico, oxalico, malénico, glutarico), mejora la
toma de nutriente por parte de la planta (succinico, acético), participan en la detoxificacion de
metales pesados (cinamico, formico), inducen el crecimiento de rizobacterias preexistentes en
el suelo y actian como moléculas quimioatrayentes para los microorganismos hacia las raices
de las plantas (malico y fumarico) (Dakora y Phillips, 2002; Bertin et.al, 2003; Sandnes et.al,
2005; Khorassani et.al, 2011).

Los AO se encuentran usualmente presentes en los exudados radicales como parte de una
estrategia de movilizacién de nutrientes presentes en los suelos. Algunos estudios indican que
los AO estan implicados en la movilizacion de Mn, el acido oxalico estd implicado en la
movilizacion de Al, mientras que los 4cidos malico y citrico participan como quelantes de Fe

(Bais er.al, 2001). En nuestro estudio, rizodeposiciones de mani de 7 dias, provenientes de
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plantas sometidas a estrés hidrico, fueron analizadas por cromatografia liquida de ultra
resolucion (UPLC-MS). En las rizodeposiciones provenientes de la condicion control, los AO
mayoritarios fueron malico (323 ng/mg de RS), acético (179 ng/ mg RS), lactico (130 ng/mg
RS) citrico (84 ng/mg RS) y succinico (58 ng/mg RS). Bajo déficit hidrico se increment6 la
exudacion de acidos organicos. Los niveles de acido lactico (722 ng/mg RS) y succinico
(673,5 ng/mg RS) incrementaron mientras que disminuyé la concentracion de acido malico y
citrico (Tabla 1.2.). éstos ultimos se encuentran implicados en la mantencion del balance y
potencial osmético. El acido citrico puede reducir el pH de la rizésfera y movilizar el CaPOq4
del suelo. En nuestros resultados, bajo la condicion de déficit hidrico, se observdé un
importante incremento en la exudacion de acido lactico (524%). Este acido carboxilico se
acumula principalmente en pelos radicales y participa en la nodulacion de soja con B.
Jjaponicum y se acumula principalmente durante estrés salino (Brechenmacher et al., 2010).
Los cambios observados en el perfil de exudacién de los AO pueden ser considerados como
una adaptacion fisiologica al estrés mas que como una respuesta pasiva de las plantas al estrés.

Algunos autores han indicado que por lo general las plantas monocotiledoneas exudan
mayor cantidad de AO cuando crecieron bajo déficit de hierro (Fan et.al, 1997; Carvahais
et.al, 2011). Se ha observado un incremento en la exudacion de acido citrico y malico cuando
las plantas de alfalfa crecen bajo deficiencia de fosforo (Holfland, 1989). Song et.al (2012)
analizaron el cambio en el patrén de AO presentes en exudados radicales de maiz. Al igual
que en los exudados de mani, los principales acidos organicos presentes fueron acido malico,
lactico, acético, citrico, y succinico. A diferencia de nuestros resultados también se encontrd
acido fumarico. La concentracion de acidos organicos en exudados de maiz resulto afectada
por el estrés osmotico (PEG 10% y 30%), siendo el principal acido organico presente bajo esta
condicion el acido malico. De manera similar a lo que sucede en el caso de mani (tabla 1.2),
bajo déficit hidrico se incrementé la exudacion de acido lactico y succinico, mientras que

disminuy¢ la exudacion de acido acético.
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4.1.3.4. Terpenos

Otra de las moléculas de importancia bioldgica son los terpenos producidos por las plantas,
los cuales estan implicados en la defensa contra patégenos asi como al estrés abiotico
(Ormefio et.al, 2006; Salomon et.al, 2013). Los terpenos presentes en las rizodeposiciones de
mani fueron analizadas por GC-MS. Comparados con testigos comerciales, en las
rizodeposiciones provenientes de la condicion control se identificé la presencia de cuatro
terpenos: ocimene, carene, menthatriene y farnesene (Tabla 1.2). Los tres primeros pertenecen
a la clasificacion de los monoterpenos, mientras que farnesene a la de sesquiterpeno.

La aplicacion de estrés hidrico indujo la exudacion de terpenos. En comparacion con las
rizodeposiciones de la condicién control, se observé un incremento en el perfil de
monoterpenos exudados. Dos de ellos, menthatriene y carene, con propiedades antioxidantes y
la aparicion del terpinolene. Bajo esta condicion, no se detectd el monoterpeno ocimene,
mientras que se indujo la exudacion de terpinolene a diferencia de la condicion control.
Respecto a los sesquiterpenos (farnesene, farnesol, nerodiol € hymachelene), el déficit hidrico
indujo la exudacion de hymachelene, nerodiol y farnesol, los cuales no habian sido detectados
en ausencia del factor estresante. Al igual que en la condicidn control, el sesquiterpeno no
ciclico farnesene fue detectado, aunque en mayor proporcion.

La deteccion de terpenos se da principalmente desde las hojas, aunque también se produce
desde las raices. Su produccién esta relacionada con la defensa a patdgenos, el ataque de
herbivoros y al estrés abidtico (Beckett et.al, 2012; Gil et.al, 2012; Piccoli y Bottini, 2013).
Esta tltima accion protectora ocurre a través de su actividad antioxidante, siendo capaces de
secuestrar radicales libres y reducir el dafio oxidativo, induciendo la integridad y estabilidad
de las membranas (Aharoni et.al, 2003; Wei y Shibamoto, 2007; Beckett et.al, 2012). Como
podemos observar en la Tabla 1.2., el estrés hidrico fomentd la exudacion de monoterpenos
principalmente aquellos con actividad antioxidante. Consecuentemente, podemos sefialar que
la presencia de estrés hidrico favorecié6 en mani la exudacion de especies oxigenadas de
sesquiterpenos, tales como farnesol y nerodiol, ambos de propiedades antimicrobianas
(Salomon et.al, 2013).

Los resultados aqui descriptos son de gran importancia, y aportan datos relevantes a la

escasa bibliografia sobre terpenos presentes en exudados radicales de leguminosas, dando

83




Resultados y Discusién

lugar nuevas expectativas respecto a la importancia de los terpenos en las comunicaciones
rizobiales. No existe bibliografia que detalle o caracterice los terpenos presentes en
exudaciones de raices de mani. Similar a nuestros resultados, estudios realizados por Ormefio
et.al (2007) demostraron que el estrés hidrico ejercié un efecto positivo sobre la produccion
de monoterpenos en P. halepensis y C. albidus, ya que los valores registrados para
monoterpenos fueron significativamente mas altos que los obtenidos para las plantas de la
condicién control. Los resultados obtenidos en este estudio también sugieren que los
sesquiterpenos son probablemente reemplazados por monoterpenos cuando se prolonga la
sequia, porque podria impedir ciclacion de los precursores como el farnesil (Hansen y Seufert,
1999).

Algunos autores sostienen que el déficit hidrico afecta la emision de terpenos, en diferentes
maneras. La produccion desde la hoja puede verse reducida, inhibida, no modificada o
favorecida, a diferencia de otros estrés abidticos que han demostrado favorecer
temporariamente la produccion de terpenos (Staudt et.al, 2002; Funk et.al, 2004).

Nuestros resultados indicaron variacion en el perfil de terpenos presentes en rizodeposiciones
de plantas de mani sometidas a déficit hidrico, principalmente el incremento en la exudacion
de algunos terpenos con funciones antioxidantes. Para conocer si existe una correlacién entre
el estrés hidrico y el oxidativo, consideramos de importancia determinar un importante

indicador de estrés en plantas como lo es el malondialdehido (MDA).

4.1.4. Efecto del déficit hidrico en las membranas lipidicas de A. hypogaea

Las membranas lipidicas son vulnerables al dafio celular causado por diversos estreses, y el
grado de dafio generado es cominmente utilizado como una medida de la tolerancia al estrés
(Finean et.al, 1984; Bianucci et.al, 2013). Para conocer si el déficit hidrico causa dafios a nivel
de los lipidos de membrana procedentes de hoja y raiz de plantas de mani, investigamos el

efecto de PEG en la peroxidacion de los lipidos (Figura 4.4.).
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Figura 4.4. Efecto del estrés hidrico en la peroxidacion de los lipidos en hojas y raices de A.
hypogaea. L de 7 dias de crecimiento. Los valores representan la media + S.E.M de tres
experimentos independientes. Letras diferentes indican diferencia estadisticamente

significativa (p<0,05).

La peroxidacion de lipidos determinada como concentraciéon de malonaldehido (MDA) es
mas intensa en hojas de plantulas de mani que en la raiz, donde la concentracién de MDA es
casi nula bajo condiciones Optimas de crecimiento. El déficit hidrico (PEG 15 mM)
incrementd este parametro en un 237% en hoja respecto al control, mientras que en raiz si bien
el contenido de MDA es inferior al encontrado en hoja, aumenté de 0,002 a 0,0054 pumol
MDA g' PF (270%). Estos datos indican que el déficit hidrico genera un estrés en las
plantulas y conduce a un dafio en las membranas lipidicas. El contenido de MDA observado
bajo esta condicion, presenta una tendencia similar a la observada por Palma Martin (2009).
Este autor reporté que para P.vulgaris, la peroxidacion lipidica es superior en hoja que en raiz,
aun asi cuando las plantulas crecieron bajo estrés salino (NaCl 150 mM), aumentos
significativos del contenido de MDA se observaron principalmente en hoja. Similares efectos
se observo para A. hypogaea sometida a estrés salino (30, 210, 240 y 310 mM de NaCl),
registrandose aumentos hasta del 300% en el contenido de MDA en hojas (Jain et.al, 2001).
Bianucci et.al (2013), estudiaron el efecto que genera la presencia de Cd en A. hypogaea.
Estos autores informaron un efecto negativo, produciendo dafios oxidativos los cuales se

observaron a nivel de la peroxidacion lipidica principalmente en hojas. Sin embargo cuando
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inocuaron con Bradyrhizobium sp. se logro reducir el contenido de MDA, indicando un efecto
protector del inéculo frente al estrés por Cd.

Turkan et al (2004) estudiaron la respuesta del sistema antioxidante de P.vulgaris sometido a
estrés hidrico. El contenido de MDA en hojas obtenidas de plantas de P. vulgaris sometidas a
déficit hidrico mediante el agregado de PEG (10%) incrementd un 45% respecto al control y
dicho porcentaje se mantuvo constante entre los 7 y 14 dias de crecimiento.

Como se analizé en el apartado 4.1.3.4., plantas estresadas exudaron mayor cantidad de
terpenos con funciones antioxidantes. Esto podria llegar a ser una medida para paliar el dafio
oxidativo que genera dicho estrés, lo cual vemos reflejado en una medida indirecta como lo es
la peroxidacioén lipidica.

Consideramos importante conocer si la inoculacion de las plantas de mani con rizobacterias
resultaria capaz de mitigar los efectos del déficit hidrico sobre la peroxidacion lipidica. En
base a este supuesto, mas adelante analizaremos el efecto del déficit hidrico en el contenido de

MDA en hoja de plantas crecidas en presencia y ausencia de indculos bacterianos.
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4.2. Efecto del déficit hidrico sobre los parametros fisiologicos y bioquimicos de
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 y Azospirillum brasilense Az 39. Membrana

bacteriana: mecanismos de adaptacion.

Los factores bidticos y abidticos, como ser la deficiencia de agua en los suelos, pueden
alterar los parametros de crecimiento tanto de las leguminosas como de las rizobacterias (ver
Introduccion, apartado 1.1.3. y 1.1.4.). El déficit hidrico es uno de los principales estreses
abidticos, y bajo estas condiciones desfavorables, las bacterias sufren cambios metabdlicos
que permiten una adaptacion final al nuevo entorno existente, o por el contrario, conducen a la
muerte celular.

Con el fin de determinar la influencia que el déficit hidrico moderado produce en el
crecimiento de las cepas estudiadas en esta Tesis Doctoral, Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144
y Azospirillum brasilense Az 39, se investigd la tolerancia al estrés mediante el seguimiento
del crecimiento de dichas bacterias en medio minimo liquido.

Si tenemos en cuenta que la membrana bacteriana es la primer barrera de muchos de los
estreses naturales (por ejemplo desecacion, cambios de temperatura, presencia de toxicos
organicos, entre otros) comprenderemos que el estudio de las alteraciones que se producen en
los distintos componentes de la membrana en respuesta a estreses ambientales es fundamental
para el entendimiento de la fisiologia bacteriana. Por tal motivo, si las bacterias se adaptan a
una condicién de crecimiento adversa, se debe a las modificaciones que se han generado en
ella. En esta Tesis Doctoral se estudi6 el comportamiento de la membrana bacteriana frente al
déficit hidrico, analizando su efecto sobre los componentes lipidicos asi como también los

mecanismos involucrados en el proceso de adaptacion.
4.2.1. Efecto del déficit hidrico sobre el crecimiento de las rizobacterias

Tal como se indicé en la introduccion, las rizobacterias son importantes fundamentalmente
por los efectos benéficos que generan sobre el desarrollo vegetal. En el suelo, las rizobacterias

frecuentemente se encuentran con un medio ambiente variable lo que incluye a varios tipos de

estreses, que afectan su crecimiento, la fase inicial de la simbiosis y la FBN (Zahran, 1999).
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En el apartado 4.1., demostramos que el estrés hidrico afecta el crecimiento y la produccion
de moléculas de mani con funcién en el didlogo molecular con microorganismos. A fin de
estudiar si la presencia del déficit hidrico moderado de PEG 15 mM que afecta al mani,
también ejerce cambios sobre rizobacterias empleadas sobre esta leguminosa, realizamos
ensayos de crecimiento bacteriano en presencia y ausencia del factor estresante.

Las rizobacterias empleadas en este estudio fueron: Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144, cepa
de coleccion, recomendada como nodulante de mani, y la PGPR Azospirillum brasilense Az
39. Las figuras 4.5., 4.6., y 4.7., asi como la tabla 1.3., exponen los resultados relacionados a
los parametros de crecimiento B. sp. SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39 en condiciones de
crecimiento control y de déficit hidrico.

Dentro del género Bradyrhizobium, encontramos algunas cepas que son de crecimiento
rapido y otras lento (Paulucci et.al, 2011). Nuestro resultados indican que B. sp. SEMIA 6144
es una bacteria de crecimiento lento, con un tiempo de generacion aproximadamente de 8,8 h,
comenzando la fase estacionaria de crecimiento a las 96 h de cultivo, (Figura 4.5.). El
crecimiento de esta bacteria en presencia de PEG fue afectado negativamente, observandose
una disminucion en la viabilidad a lo largo de la curva de crecimiento, siendo mas notable éste
efecto luego de las 48 h de crecimiento, y con un tiempo de generacion bajo ésta condicion de
12,8 h, un aumento de 4 h respecto a la condicién control. La biomasa seca (BS) del cultivo
crecido en condiciones de estrés y cuantificada al finalizar el crecimiento bacteriano, se redujo
un 42% respecto a la condicion control (Tabla 1.3.). Respecto a la biomasa himeda (BH), en
B. sp. SEMIA 6144 ésta fue abundante debido principalmente a la produccion de
exopolisacaridos (EPS). Sin embargo, cuando éste rizobio crecid en estrés hidrico, su valor

comparado con el ensayo control fue de un 65% menos.
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Figura 4.5. Curva de crecimiento de B. sp. SEMIA 6144 crecida en condiciones de

crecimiento control y de déficit hidrico (PEG 15 mM). Viabilidad expresada en Log UFC.ml".

Los puntos de cada curva representan el valor £+ SEM de tres ensayos independientes.
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Figura 4.6. Curva de crecimiento de A. brasilense Az 39 crecida en condiciones de
crecimiento control y de déficit hidrico (PEG 15 mM). Viabilidad expresada en Log UFC.ml™".

Los puntos de cada curva representan el valor + SEM de tres ensayos independientes.
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Figura 4.7. Evaluacion cualitativa de la viabilidad celular de B. sp. SEMIA 6144 (A, Bl) y 4.
brasilense Az 39 (C, D) mediante el empleo del el kit LIVE/DEAD®. Cultivo en fase

estacionaria de células B. sp SEMIA 6144 creciendo bajo condiciones control (A), y crecidas
en presencia de PEG (B); Cultivo en fase estacionaria de células A. brasilense Az 39 creciendo

bajo condiciones control (C), y crecidas en presencia de PEG (D).

Cuando células cultivadas con y sin PEG hasta fase estacionaria se tifieron utilizando el kit
LIVE/DEAD®, en el caso de B. sp. SEMIA 6144 se visualiz6 cualitativamente que el niimero
de células verdes (vivas) en el cultivo estresado se redujo comparado al control, asi como
también se observo la presencia de mayor cantidad de células rojas (muertas). Esto indica que
la presencia de PEG no soélo induce niveles mas bajos de division celular sino que también
induce un aumento de la muerte celular, lo que sugiere que no todas las células son capaces de

adaptarse a la presencia de PEG (Figura 4.7., A y B).
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Tabla 1.3. Efecto del estrés hidrico sobre los parametros de crecimiento en B. sp. SEMIA
6144 y A. brasilense Az 39. Biomasa humeda (BH); Biomasa seca (BS); Velocidad de

crecimiento (1t); Tiempo de generacion (g); Proteinas totales (PT).

Parametros Microorganismos Condicion de crecimiento
Control PEG 15 mM
BH (mg/ml) B. sp. SEMIA 6144 34,2 11,4
A. brasilense Az 39 3,9 2,6
BS (mg/ml) B. sp. SEMIA 6144 1,9 1,1
A. brasilense Az 39 2,4 1,5
p (UFC/ml. h) B. sp. SEMIA 6144 0,1 0,05
A. brasilense Az 39 0,2 0,15
g(h) B sp. SEMIA 6144 8,8 12,8
A. brasilense Az 39 2,9 3,85
PT (pg/mg biomasa) B. sp. SEMIA 6144 162,6 209,1
A.brasilense Az 39 123 140

A. brasilense Az 39 es una bacteria PGPR de crecimiento rapido alcanzando la fase
estacionaria aproximadamente a las 24 h de crecimiento, con un tiempo de generacion de 2,9
h. La curva de crecimiento para A. brasilense Az 39 demostré un comportamiento diferente
frente a la condicion aplicada comparado con B. sp. SEMIA 6144 (Figura 4.6.). En presencia
de PEG, A. brasilense Az 39 reduce el numero de viables a partir de la fase lag de crecimiento.
Bajo estrés hidrico, la velocidad de crecimiento fue 25% menor que el control y su tiempo de
generacion fue de 3,85 h, lo que representa un 0,95 h mas que la observada en la condicién
control. Por otra parte la BH fue reducida en un 35% y la BS un 38% respecto al control

(Tabla 1.3.).
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Cuando células cultivadas con y sin PEG hasta fase estacionaria se tifieron utilizando el kit
LIVE/DEAD®, se visualizd cualitativamente menor cantidad de células verdes en el cultivo
estresado comparado al control (Figura 4.7, C y D). Esto indica que la presencia de PEG
estaria disminuyendo la tasa de generacion celular. A diferencia de lo observado para B. sp.
SEMIA 6144 en donde se observé mayor presencia de células rojas, aqui no se destaca
visualmente un aumento en la muerte celular, lo que podria sugerir que A4. brasilense Az 39 es
mas tolerante al déficit hidrico respecto a B. sp. SEMIA 6144.

Con estos resultados podemos concluir que ambas rizobacterias son capaces de adaptarse a la
condicion probada, sin embargo los resultados parecen indicar que B. sp. SEMIA 6144 es
menos tolerante al estrés hidrico aplicado, ya que se redujo la velocidad de crecimiento y la
biomasa en mayor medida que A. brasilense Az 39 al finalizar el crecimiento. Los valores de
velocidad de crecimiento obtenidos coinciden con los de los respectivos géneros que se
encuentran en bibliografia. Esta mayor tolerancia al estrés observada en A. brasilense en
comparacion a Bradyrhizobium, también ha sido descripta para el crecimiento bajo
condiciones de salinidad, donde se pudo comprobar que los rizobios simbiontes de mani son
capaces de desarrollarse en condiciones de crecimiento adversas como es la presencia de
concentraciones de NaCl de alrededor de 100 mM (Dardanelli ez.al, 2009). En cambio otras
rizobacterias como las del género Azospirillum, son capaces de tolerar valores de estrés salino
de 200 mM de NaCl (Nabti et.al, 2007). Por otra parte, Abdel-Salam et.al (2010) estudiaron la
tolerancia de 20 cepas rizobiales al déficit hidrico para ello determinaron el crecimiento en
presencia de PEG 15% y al 30% suplementado en medio liquido YEM, por 96 h. De las 20
cepas analizadas, solo 5 resultaron tolerantes al déficit hidrico inducido por un 30% de PEG.
También existe una diferencia si la cepa es de crecimiento rapido o lento. Paulucci et.al (2011)
demostraron que de dos cepas rizobiales nodulantes de mani sometidas a condiciones adversas
de crecimiento (salinidad y alta temperatura), la cepa de crecimiento rapido TAL 1000 es mas

eficiente respecto a la cepa de crecimiento lento B. sp. SEMIA 6144.
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4.2.2. Efecto del déficit hidrico sobre la composicion y metabolismo de lipidos de la

membrana bacteriana

Bajo estrés hidrico las membranas son expuestas a condiciones hiperosméticas, la respuesta
inmediata de los organismos sometidos a esta situacion consiste en modificar la composicion
de la membrana bacteriana a fin de mantener correctamente las funciones de la membrana
plasmatica inalteradas y la homeostasis global de la célula, manteniendo la fluidez de la

membrana en niveles 6ptimos (Ramos et.al, 2001).
4.2.2.1. Analisis de acidos grasos

El mecanismo adaptativo mas importante encontrado hasta el momento en bacterias como
respuesta a una perturbacion del medio es el cambio en la composicion de los AG, (Ramos
et.al, 2001). La tabla 1.4., muestra las variaciones en los AG de ambos microorganismos en
estudio cuando estos fueron cultivados en presencia de PEG 15 mM.

Los AG mas importantes encontrados en ambos microorganismos fueron 18:1A" (cis-
vaccénico), 16:0, 18:0 y 16:1A°. E1 AG mayoritario encontrado en B. sp. SEMIA 6144 fue el
18:1A" que representa un 73,8% del total de AG, seguido por 16:0 (16%), 18:0 (5%) y 16:1
(2,56%). Nuestros resultados son coincidentes con lo informado para el género bacteriano.
Paulucci et.al (2011) estudiaron el efecto de la salinidad y alta temperatura de crecimiento
sobre dos cepas rizobiales nodulantes de mani, como los son TAL 1000 y B. sp SEMIA 6144,
observandose que la composicion de AG de B. sp SEMIA 6144 en condiciones de crecimiento
son semejantes a las aqui informadas. Por otra parte la distribucidon porcentual de AG de B.
sp. SEMIA 6144 aqui reportadas es similar al descripto para B. diazoefficiens (Thige et.al,
2000)

El perfil de AG para A. brasilense Az 39 fue descripto (Tabla 1.4.). E1 AG mayoritario fue el
18:1 (63,6%) seguido del 16:1A° (22,6%). A diferencia de B. sp. SEMIA 6144, se encontraron
los AG saturados 12:0 y 14:0. Estos resultados se asemejan a los informados por Pérez et.al
(2013) quienes al caracterizar tres cepas de Azospirillum, observaron que los AG 18:1, 16:1,

16:0, 18:0, 12:0 y 14:0 estaban presentes en todas las muestras analizadas.
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Tabla 1.4. Efecto del déficit hidrico (PEG 15 mM) sobre la composicion de AG de membrana
de B. sp. SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39.

Condicion de crecimiento

Acido graso (%) Microorganismo Control PEG 15 mM
Saturados
Ac. Estéarico (18:0) B. sp. SEMIA 6144 4,9*+0,8 0,8*+0,3
A. brasilense Az 39 2,1¥+£0,2 54*+ 04
Ac. Palmitico (16:0) B. sp. SEMIA 6144 17,3+£2,9 154+ 1,5
A. brasilense Az 39 8,2*+ 0,4 10,2* £1,9
Ac. Miristico (14:0) B. sp. SEMIA 6144 ND ND
A. brasilense Az 39 0,4+0,2 0,5 £ 0,01
Ac. Laurico (12:0) B. sp. SEMIA 6144 ND ND
A.brasilense A 239 1,5+04 1,3+£0,4
Insaturados
Ac. Cis-vaccénico (18:1A'")  B. sp. SEMIA 6144 732* + 4,5 81,5* +4,3
A. brasilense Az 39 63,6*+ 2,2 59,2* +2.4
Ac. Palmitoleico (16:1) B. sp. SEMIA 6144 2,6%+1,2 1,1*+0,2
A. brasilense Az 39 22,5+2,5 23,8+29
B. sp. SEMIA 6144 1,4+£0,5 1,15+ 0,7
NI A. brasilense Az 39 1,2*+ 04 2,1* £0,8
B. sp. SEMIA 6144 3,5 5,1
/S A. brasilense Az 39 7 4,75

Los AG del extracto lipidico total fueron metilados y resueltos mediante GC. Los resultados estan

expresados como porcentaje del area total de los picos cromatograficos. NI: compuestos no

identificados, ND: compuesto no determinado, U/S: relacién AG insaturados/AG saturados. Los

valores representan la media + S.E.M. de cinco experimentos independientes. Los * indican diferencias

estadisticamente significativas (p< 0,05).
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Resultados similares encontraron Pereyra et.al, (2006) para A. brasilense Cd crecido en
medio liquido NFB. En esta bacteria el AG mayoritario fue el 18:1 (58%), seguido de 16:1
(14%), 16:0 (12%), mientras que el 18:0, 14:0 y 12:0 presentaron porcentajes entre 0.5-2%,
semejantes al perfil de AG que nosotros registramos para 4. brasilense Az 39 (Tabla 1.4.).

Cuando B. sp. SEMIA 6144 crecio en presencia de PEG, el cambio mas importante que
ocurrié a nivel de los AG, fue un incremento en el porcentaje de 18:1A'" (10%),
concomitantemente con una disminucion del AG insaturado 16:1 (58%) y del AG saturado
18:0 (83%) respecto del control (Tabla 1.4.). La respuesta a nivel de los AG de membrana es
diferente segin la condicion de crecimiento aplicada. Paulucci et.al (2011) analizaron la
composicion de AG en cepas rizobiales crecidas bajo salinidad y alta temperatura (37 °C) y a
diferencia de lo que ocurre con el déficit hidrico, ellos informaron una disminucién del AG
18:1A" cuando B. sp. SEMIA 6144 crecié en presencia de NaCl 50 mM o a 37 °C, o en
combinacién de ambas condiciones.

En relacion a A. brasilense Az 39, cuando creci6 en presencia de PEG 15 mM, se observo
una disminucién del AG 18:1 (6,9 %) y un aumento de los AG saturados 18:0 (40%) y 16:0
(20%) respecto a la condicion de crecimiento control (Tabla 1.4.).

Como consecuencia de estas modificaciones frente al estrés aplicado, la relacion I/S aument6
(32,3%) para B. sp. SEMIA 6144, mientras que para A. brasilense Az 39 disminuy6 (32,15%)
respecto a la condicion control (Tabla 1.4.). Esto indica que a nivel de los AG la respuesta de
ambos microorganismos frente al estrés aplicado, resulté diferente, aumentando la sintesis de
AG saturados en el caso de A. brasilense Az 39, e insaturado para el caso de B. sp. SEMIA
6144. Las modificaciones en el grado de insaturaciéon podrian indicar que este mecanismo
seria importante para mantener las propiedades fisicas de la membrana plasmadtica, estos
cambios asegurarian el funcionamiento normal de la célula bacteriana (Suutari y Laakso,
1994). Mecanismos como éste ya han sido informados por otros autores para otros
microorganismos sometidos a diferentes condiciones ambientales, (Russell, 1990; Ramos
et.al, 2000). Nuestros resultados nos indican un cambio a nivel de biosintesis de AG que
probablemente esté relacionado con regulaciones en los mecanismos por los cuales se
sintetizan los AG.

Cambios en el grado de insaturaciéon de los AG como respuesta a variaciones de las

condiciones de crecimiento han sido informados para algunas rizobacterias (Medeot et.al,
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2007; Ghorbal et.al, 2013; Paulucci et.al, 2011, 2015) y pueden ser considerados como una
respuesta adaptativa universal (Suutari y Laakso, 1994). Estas regulaciones, de alguna manera
podrian generar una composicion final de AG tal como la que encontramos en esta cepa bajo
diferentes condiciones, la cual seria apropiada para mantener la fluidez de la membrana en

valores dptimos.

4.2.2.2. Separacion y analisis de fosfolipidos de la membrana bacteriana

Se empled el precursor radioactivo [1-'*C] acetato de sodio, el cual se incorpord en los
lipidos de B. sp. SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39 y se realizaron TLC de PL. El patrén de
PL encontrado fue similar para ambas cepas y coincide con los reportados por otros autores
para especies de rizobios y Azospirillum (Pereyra et.al, 2006; Medeot et.al, 2007; Paulucci
etal, 2011, 2015). En las dos cepas en estudio, el acetato radioactivo fue incorporado
mayormente en los PL y el resto fue recuperado en la fraccion de lipidos neutros (LN). Ambas
cepas sintetizaron fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol (PG),
lisofosfatidiletanolamina (LPE) y cardiolipina (CL) principalmente (Tabla 1.5). La diferencia
mas significativa entre ambas cepas se observo a nivel de PC cuya sintesis fue mayoritaria en
B. sp. SEMIA 6144 y de PE, el cual fue sintetizado en mayor proporcion en A. brasilense Az
39. Como se observa en la misma, los PL mayoritarios en B. sp. SEMIA 6144 son PC, PE y
PG, mientras que CL y LPE son minoritarios.

Estos datos coinciden con los reportados por Medeot et.al (2007) quienes observaron que en
B. sp. SEMIA 6144, el 44% de los PL totales correspondié a PC seguido de PE, PG y CL.
Estos autores ademas sugieren que PC puede estar implicada en la respuesta bacteriana a las
condiciones ambientales. En la tabla 1.5., se observa que en presencia de PEG 15 mM, se
modificé la composicién de PL en B. sp. SEMIA 6144, registrandose un aumento de PC
(21,5%) mientras que PE disminuyd (14%), por otro lado mientras que PG se ha reducido
(55%) y CL increment6 (46%), con respecto a la condicion control. Numerosos estudios ha
reportado en incremento de PC en respuesta a estrés abidtico. De manera similar a nuestros
resultados, se ha informado para algunas cepas rizobianas y para Ochrobactrum sp. L115
expuestas a altas temperaturas (37 °C) y salinidad (NaCl), un incremento en la cantidad de PC

en la membrana bacteriana (Paulucci et.al, 2011; Paulucci et.al, 2015). PE es sustrato para la
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biosintesis de PC, en este caso bajo déficit hidrico hay mayor sintesis de PC a expensas de PE,
asi como el aumento registrado en CL implic6é una reduccion en el porcentaje de PG, puesto
que PG es el sustrato para la biosintesis de CL (Denich et.al, 2003).

En el caso de A. brasilense Az 39, la concentracion de PEG utilizada en este trabajo, produjo
un efecto significativo en el marcado de algunos de los PL (Tabla 1.5.). Se observo un
importante incremento en la biosintesis de PC (51%) y de PG (12%), mientras que disminuyd
la concentracion de PE (67%) y CL (69%). Nuestros resultados indican que bajo crecimiento
en déficit hidrico, hay un incremento en la biosintesis de PL formadores de bicapa (PC y PG)
y disminucion de los no formadores de bicapa (principalmente de PE). Resultados similares
fueron hallados por Pereyra et.al (2006), en un analisis que llevaron a cabo inoculando trigo
con Azospirillum y aplicando estrés hidrico. Ellos observan que los PL mayoritarios en la
condicién control son PC mientras que PE disminuye.

En ambas rizobacterias se observé un incremento en la biosintesis de PC bajo condiciones de
estrés. Este incremento de PC y la disminucién de PE indicarian que estos PL,
principalmente, podrian estar involucrados en la respuesta al estrés hidrico, jugando algun rol
importante en la modificacion del estado fisico de la membrana frente a estos cambios.
Respuestas similares han sido informadas para B. sp. SEMIA 6144 bajo condiciones de
elevadas temperaturas y salinidad, (Medeot et.al, 2007, Paulucci et.al, 2011, 2015; resultados
de esta Tesis Doctoral publicados en Cesari et.al (2016).

PC es uno de los PL mayoritario de las membranas de ambos microorganismos. Este PL
cumple funciones importantes en el crecimiento, en la FBN (participa en la formacion de la
leghemoglobina), en la formacion de ndédulos efectivos, en la movilidad (participa en la
sintesis de flagelina) y en la supervivencia a estrés abidticos. Las bacterias que contienen altos
porcentajes de AG insaturados en la membrana, poseen PC (gran cabeza polar) para
compensar el incremento de volumen que generan los AG insaturados cis, y asi mantener la
estabilidad de la bicapa lipidica. En estrés hidrico se produce un incremento de PC para

compensar la transicién de membrana laminar a una membrana no laminar (Geiger et.al,

2012).
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Tabla 1.5. Efecto del déficit hidrico (PEG 15 mM) sobre la composicion de PL de B. sp.
SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39.

Fosfolipidos Microorganismos Condicién de crecimiento
Control PEG 15 mM
LPE . sp. SEMIA 6144 1*+0,5 0,9* + 0,2
. brasilense Az 39 2,8+ 1,3 1,8+ 0,6
PC . sp. SEMIA 6144 40,75* £ 2,9 51*+ 3,7
. brasilense Az 39 28.5*+ 3,6 55,7 £ 5.6
PG . sp. SEMIA 6144 14,9*+ 1,4 6,7 + 0,6
. brasilense Az 39 16,4* £ 4,5 18,8* + 4,1
PE . sp. SEMIA 6144 26,1* + 0,6 22,7* £ 2,5
. brasilense A 239 35+ 1,5 11,6¥+ 2,1
CL . sp. SEMIA 6144 7,3%£2 13,7+ 2,8
. brasilense A z39 10,6* + 2,8 3,3*+ (0,2
LN . sp. SEMIA 6144 3,3+ 0,7 1,1 £ 0,3
. brasilense A 239 2,7+ 0,4 2,7+ 0,8
NI B. sp. SEMIA 6144 6,6+ 1,8 4,3*+ 1,2
A. brasilense A 739 39*+ 14 6*+t 1.4

Las células fueron cultivadas en los medios correspondientes para ambas condiciones ensayadas,

con [1-"*C] acetato de sodio (37 KBq ml"') y se cosecharon en fase estacionaria. Fosfolipidos:

lisofosfatidiletanolamina (LPE), fosfatidilcolina (PC), fosfatidilglicerol (PG), fosfatidiletanolamina

(PE), cardiolipina (CL), lipidos neutros (LN ), No identificados (NI). Los valores representan la media

+ S.E.M. de tres experimentos independientes. Los * indican diferencias estadisticamente significativas

(p< 0,05).
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Los cambios descriptos en la tabla 1.5., manifiestan una alteracién de la membrana por
efecto del estrés hidrico, basada principalmente en el aumento de PC (PL estabilizador de
bicapa). Debido a que PE puede ser sustrato de PC, parte de la disminucién observada bajo
déficit hidrico para ambos microorganismos, puede corresponderse con el aumento de PC. Sin
embargo, a partir de PE también puede formarse LPE, PL que deriva de la accion de una
fosfolipasa sobre PE, lo que también podria justificar parte de la disminucion de los niveles de
LPE en la membrana. Por lo tanto, podemos sugerir que en ambas bacterias ocurre un
remodelamiento en los lipidos de membrana como respuesta adaptativa para soportar tal

condicion de estrés y mantencion de las propiedades biofisicas de la membrana.

4.2.3. Dindmica de la membrana bacteriana durante la adaptacion al déficit hidrico

Anteriormente hemos descripto la respuesta de la membrana a nivel de lipidos de ambas
rizobacterias al crecimiento bajo estrés hidrico. Para conocer cual es el efecto inmediato que
provoca este estrés sobre la fluidez de la membrana celular de B. sp. SEMIA 6144 y A.
brasilense Az 39, se analizo la misma por medio de espectroscopia de fluorescencia utilizando
la sonda de membrana DPH. Luego se estudié la respuesta temprana de la membrana,

mediante el analisis de la composicién de AG y PL de la bicapa lipidica.

4.2.3.1. Dinamica de la membrana celular de B. sp. SEMIA 6144 bajo déficit hidrico

Luego de 96 h de crecimiento con PEG, la bicapa lipidica de B. sp. SEMIA 6144 presento el
mismo valor de polarizacion de fluorescencia (P) que el observado en condiciones control (P=
0,2). Esta respuesta, indica que la membrana B. sp. SEMIA 6144 se adapté al cambio
osmético del medio, logrando mantener la fluidez 6ptima para su viabilidad. Dicha adaptacién
implicé cambios a nivel de los lipidos, tal como los describimos previamente.

Para conocer la accion inmediata del déficit hidrico mediado por PEG sobre el estado fisico
de la membrana, se estudio el efecto del shock osmético. Los cambios en la polarizacion de la
sonda DPH fueron medidos mediante espectrometria de fluorescencia en colaboracién con la
Dra. Biasutti (Departamento de Quimica, UNRC, Rio Cuarto, Argentina), a los 0, 10, 20, 30 y

60 min luego de aplicacién del shock osmético (PEG 15 mM). Cuando se evalué la fluidez de
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membrana de células crecidas hasta fase exponencial (48 h) se observo que el valor P fue de
0,20 + 0,01 y disminuy¢ a 0,11 + 0,02 después de 20 min de exposiciéon a PEG (Figura 4.8.),
indicando que el PEG tiene un efecto fluidificante en la membrana celular. Sin embargo, a
partir de los 30 min de exposicién a PEG, el valor P retomé a un valor similar al obtenido en
ausencia de PEG (P = 0,19 + 0,02). Estos resultados indican que B. sp. SEMIA 6144 se adapt6
al déficit hidrico y pudo restablecer la fluidez 6ptima, logrando asi mantener la funcionalidad

de la bicapa lipidica bajo el estrés hidrico aplicado.

0,26 -
0,24 -
0,22 A

0,20

0,18
0,16

0,14

Polarizacién de fluorescencia (P)

0,12

0,10 -

0,08 . . 7
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Figura 4.8. Cambios en la polarizacion de la sonda DPH en células B. sp. SEMIA 6144
después de shock osmoético (PEG) a diferentes tiempos. Las células cultivadas en medio B y
fueron cosechadas en la fase exponencial tardia. La polarizaciéon de fluorescencia se midi6 en
una alicuota como la muestra control. El resto del cultivo se trat6 con PEG 15 mM. Las
alicuotas se recogieron a diferentes tiempos (10, 20, 30 y 60 min) para determinar el grado de
polarizacion. Los resultados presentados son la media = SD de tres mediciones

independientes.

El incremento en la presion osmética del medio puede inducir modificaciones estructurales
en la membrana, tal como la transicion lipidica de fase, que puede daifiar la propiedad de

barrera de la membrana, inclusive provocar la muerte celular (Crowe y Crowe, 1992). Similar
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a nuestros resultados, Beney et.al (2007), estudiaron los cambios en la anisotropia de
fluorescencia del DPH en células de B. diazoefficiens luego de shock osmético inducido por la
aplicacion de diferentes concentraciones crecientes de glicerol (-30 MPa). Ellos observaron
que a medida que se incrementaba la concentracion de glicerol en el medio, la disminucién de
la anisotropia era mas pronunciada. Esto indica que hubo un incremento en la movilidad de la
sonda, reflejando un aumento en la fluidez del medioambiente donde se encuentra el DPH
(regiones hidrofobicas). Todos los niveles de shock osmoético estudiados revelaron una
tendencia de incremento en la fluidez de la membrana de B. diazoefficiens crecido a 28 °C.
Estos autores ademas indicaron que el efecto de fluidificacién corresponde o podria estar dado
por cambios en la forma que adopta la membrana. Zhang et.al (2006), demostraron que el
estrés osmotico induce el incremento de la curvatura de la bicapa acrecentando la movilidad
del DPH. Algunos autores reportaron que la bicapa lipidica puede encontrarse en un estado
cristalino (mayor fluidez que la fase gel), luego de una exposicion prolongada a baja
temperatura o a condiciones de agua reducida (Hazel y Williams, 1990).

Se estudio la respuesta temprana de B. sp. SEMIA 6144 al shock osmético, a fin de conocer
cuales son los cambios en la composicion de AG y PL que permitieron restaurar la fluidez
optima cuando las bacterias fueron expuestas a PEG durante 60 min (Figura 4.9., Ay B). La
respuesta temprana fue una disminucion en el porcentaje del AG 18:1A" (82% a 76%) y un
aumento de los AG 16:0 (16% a 19%) y 18:0 (1,2% a 3,8%) (Figura 4.9., A). Por otra parte, el
indice I/S disminuy6 de 4,7 a 3,3. Estos cambios pueden ser los responsables de contrarrestar
el efecto del PEG (incremento de fluidez), ya que los AG saturados favorecen el

empaquetamiento de la membrana celular.
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Figura 4.9. Efecto de diferentes tiempos de exposicion a PEG en la composicion de AG y PL
de B. sp. SEMIA 6144. Las células fueron cultivadas hasta fase exponencial tardia, extraido
los lipidos, y analizados. A. Analisis de 4cidos grasos de B. sp. SEMIA 6144. Ac. Palmitico
(16:0), Ac. Palmitoleico (16:1A9), Ac. Estearico (18:0) y Ac. Cis-vaccénico (18:1A'). B.
Analisis de fosfolipidos: Lisofosfatidiletanolamina (LPE), Fosfatidilcolina (PC),
Fosfatidilglicerol (PG), Fosfatidiletanolamina (PE), Cardiolipina (CL). Los valores
representan la media + S.E.M. de tres experimentos independientes. Los * indican diferencias

estadisticamente significativas (p< 0, 05).

Algunos autores estudiaron el comportamiento de la membrana de E. coli durante la
desecacion. Los principales AG presentes en E. coli en condicién control son 16:0, 16:1 y
18:1. Durante 0,5 a 4 h de desecacion, los AG fueron analizados, observandose un incremento
en la proporcion de los AG saturados y disminucion de los AG insaturados. Los AG de cadena
mas corta que los anteriores mencionados, no fueron modificados (14C). Durante la
desecacidon, asi como en el estrés osmotico, la membrana celular transiciona desde un estado
liquido cristalino a un estado gel donde incrementan las fuerzas de Van der Waals entre las
cadenas acilos de las moléculas lipidicas vecinas. Es decir que ocurre un incremento en el

empaquetamiento de la membrana lipidica (Scheber et.al, 2009).
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Mhamdi et.al (2014), trabajaron con cepas pertenecientes a los géneros FEnsifer
(Sinorhizobium), Mesorhizobium y Rhizobium creciendo a 28 °C, durante 5 dias bajo estrés
osmoético inducido por el agregado de PEG, 30%. Tras el andlisis de los FAMES, ellos
observaron que la proporcion de los AG saturados 16:0 y 18:0 aumentd, mientras que los AG
insaturados 16:1 y 18:1 disminuyeron su proporcidon, como mecanismo para reducir la fluidez
y mantener la integridad de la membrana, similar a los resultados obtenidos cuando
SEMIA6144 fue expuesto por 60 min a déficit hidrico.

En relacién al analisis de PL. de membrana, la respuesta observada en B. sp. SEMIA 6144 a
los 60 min de exposicion a PEG fue un incremento en el porcentaje de PC (30,3% a 40,2%) y
LPE (3,6% a 25,5%) y una disminucion en el porcentaje de PE (31,7% a 7,5%) y CL (15% a
4,5%) (Figura 4.9., B). Después de 96 h de crecimiento con PEG, el indice 1/S aument6 de
3,4 a 5, mientras que como respuesta al shock osmético aplicado durante 60 min, el indice I/S
disminuy6é de 4,7 a 3,3. Estas diferencias sugieren un comportamiento dindmico de la
membrana. En la fase exponencial se encontré mayor cantidad de PL anicénicos (PG y CL).
Sin embargo en respuesta temprana al shock osmético se observo disminucion en el porcentaje
CL (Figura 4.9., B) y un marcado incremento en LPE. El aumento en el porcentaje de PC se
observa tanto en la respuesta temprana (60 min de exposicion PEG, Figura 4.9.) asi como en la
respuesta adaptativa (96 h de crecimiento con PEG, Tabla 1.5.). Puesto que PC deriva de PE,
observamos una disminucion en el contenido de este PL. Sin embargo a partir de PE también
puede formarse LPE, lo que asimismo podria justificar parte de la disminucion de los niveles
de PE en la membrana. LPE es un PL intermediario del metabolismo y el turnover de los PL,
deriva de una actividad fosfolipasa sobre PE y es rapidamente metabolizado debido a su
habilidad de crear inestabilidad en las membranas (Nina et.al, 2013; Fuller et.al, 2001). Este
supuesto puede explicar la presencia de altas concentraciones de LPE en la membrana durante
la respuesta rapida a PEG y podemos sugerir que en las bacterias ocurre un remodelamiento en
los lipidos de membrana como respuesta adaptativa al déficit hidrico moderado.

Estos resultados sugieren que B. sp. SEMIA 6144 responde rapidamente a la presencia de
PEG alterando tanto su composicién de PL como de AG, siendo los mas importantes un
aumento de LPE y PC a expensa de PE y un aumento del grado de insaturacion de los AG. Sin
embargo probablemente a la dificultad de permanecer por mucho tiempo con esa composicién

de lipidos, esta es modificada en el transcurso de la adaptacion al déficit hidrico para alcanzar
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finalmente la composicion que se observa a las 96 h de crecimiento con PEG. Estos cambios
simultaneos en el grupo de cabeza y de la cadena de acilo pueden contrarrestar o anular los
efectos de PEG sobre la fluidez de la membrana citoplasmatica de B. sp. SEMIA 6144 y

mantenerla en valores dptimos que permitan mantener las funciones vital.

4.2.3.2. Dinamica de la membrana celular de A. brasilense Az 39 bajo déficit hidrico

Luego de 24 h de crecimiento con PEG, la bicapa lipidica de A. brasilense Az 39 presentd
el mismo valor de fluidez (P) que el observado en condiciones control (P= 0,2). Estos
resultados sugieren que la membrana A. brasilense Az 39 logré adaptarse al cambio osmotico
del medio. Se conoce, que la perturbacion de la fluidez de la membrana por factores
extrinsecos dispara una respuesta activa que tiende a contrarrestar estos efectos por medio de
cambios quimicos intrinsecos. En E. coli, dos cultivos crecidos a 27 °C y 37 °C presentaron
similar fluidez de la membrana (Beney y Gervais 2001) y las caracteristicas dindmicas de los
lipidos de las bacterias en crecimiento son los mismos, independientemente de la temperatura
de cultivo. Esta caracteristica se describe como la adaptaciéon homeoviscosa (Sinesky, 1974).

Para determinar como las células de A. brasilense Az 39 perciben la deficiencia de agua a
nivel de la bicapa lipidica, se evalu6 la fluidez de membrana de células en fase exponencial de
crecimiento, luego de la aplicacion de diferentes tiempos de shock osmético (0, 10, 20, 30 y
60 min con PEG 15 mM). A los 0 min, ¢l valor P fue de 0,21 £ 0,02 y disminuy6 a 0,14 = 0,02
después de 20 min de exposicion a PEG (Figura 4.10.), indicando que el PEG tiene un efecto
fluidificante en el nucleo hidrofébico de la membrana celular, similar a lo observado en B. sp
SEMIA 6144. Sin embargo, como se muestra en la figura 3, después de 60 min de exposicion
a PEG, el valor P retom¢é a un valor similar al obtenido en ausencia PEG (P = 0,24 + 0,03).
Estos resultados indican que el efecto de fluidizaciéon generado por PEG fue contrarrestado en

las membranas celulares.
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Figura 4.10. Cambios en la polarizacién de DPH en células 4. brasilense Az 39 después de
shock osmético (PEG) a diferentes tiempos. Las células cultivadas en medio D y D fueron
cosechadas en la fase exponencial tardia. La polarizacion de fluorescencia se midié en una
alicuota como la muestra control. El resto del cultivo se traté con PEG 15 mM. Las alicuotas
se recogieron a diferentes tiempos (10, 20, 30 y 60 min) para determinar el grado de
polarizacion. Los resultados presentados son la media £ SEM de tres mediciones

independientes.

Para determinar los posibles mecanismos implicados en el mantenimiento de la fluidez de
la membrana, también estudiamos la respuesta bacteriana a la presencia de PEG en términos
de la composicion de AG y PL de la membrana (Figura 4.11., A y B).

La modificacion del grado de insaturacion de los AG es uno de los mecanismos mas
importante para el mantenimiento de las propiedades fisicas de las membranas de los rizobios
(Paulucci et.al, 2011). En nuestro trabajo, cuando las bacterias fueron expuestas a PEG
durante 60 min, se observé una disminucién en el porcentaje del AG insaturados 18:1A"
(70,5% a 63,6%) y un aumento del porcentaje de AG saturados 16:0 (6,7% a 9,2%) (Figura
4.11., A). El incremento del AG saturados fue de aproximadamente 30% respecto al control,
lo que resulté en una disminucion de la relacion I/S.

En relacién al analisis de PL. de membrana, se produjo un marcado incremento en el

porcentaje de PC (22,3% a 40,2%) y LPE (5,7% a 12,4%) y una disminucién en el porcentaje
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de PE (34,8% a 5,7%) (Figura 4.11., B) luego de la exposicion a PEG durante 60 min. La
respuesta observada a los 60 min de exposicion a PEG fue similar a la observada cuando 4.

brasilense Az 39 crecié durante 24 h en presencia de PEG.

B Control
80 = Control 45

® PEG 60 min
70 ® PEG 60 min * 40 b

60 35
30
50
S ® 25 *
40
20
30
15
20
10
10 i
LPE PC PG PE CL

wn

Palmitico Palmitoleico Estedrico Cis-vaccenico

Figura 4.11. Efecto de diferentes tiempos de exposicion a PEG en la composicién de acidos
grasos y fosfolipidos de A. brasilense Az 39. Las células fueron cultivadas hasta fase
exponencial tardia y los lipidos fueron extraidos y analizados. A. analisis de AG de A.
brasilense Az 39. Ac. Palmitico (16:0), Ac. Palmitoleico (16:1), Ac. Estearico (18:0) y Ac
Cis-vaccénico (18:1A'"). B. analisis de PL: Lisofosfatidiletanolamina (LPE), Fosfatidilcolina
(PC), Fosfatidilglicerol (PG), Fosfatidiletanolamina (PE), Cardiolipina (CL). Los valores
representan la media £ S.E.M. de tres experimentos independientes. Los * indican diferencias

estadisticamente significativas (p< 0,05).

La respuesta temprana similar a lo que ocurre en B. sp. SEMIA 6144, implic6 un aumento de
LPE, el cual posee como grupo cabeza polar a PE, por lo que podriamos sugerir que la
disminucion observada en la biosintesis de PE podria ser el resultado de que PE este siendo
destinada a la biosintesis del lipido formador de bicapa PC y de LPE. PC es un lipido
formador de bicapa en las membranas. Por otra parte, aunque LPE contiene el grupo cabeza

PE, el cual que debe aumentar el embalaje y por lo tanto las fuerzas de Van der Waals,
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también carece de una cadena acilo, que deberia disminuir la interacciones de Van der Waals.
A pesar de esto, algunos autores indicaron que el incremento de LPE sobrelleva a una ligera
disminucion en la difusion lipidica, la cual podria atribuirse a la formacion de enlaces de
hidrégeno, indicado por los resultados de los andlisis por ATR-FTIR (Reflection Fourier
Transform Infrared Spectroscopy). Estos resultados muestran que cambios simultaneos en el
grupo de cabeza y en las cadenas acilos podrian utilizarse para cambiar fluidez de la
membrana (Kalani ez.al, 2006).

Nuestros resultados muestran que los cambios simultaneos en el grupo cabeza polar y en la
cadena de acilo de los PL estudiados podrian anular los efectos de PEG en la fluidez de la
membrana para esta bacteria, tanto a los 60 min como luego de 24 h de exposicion a PEG.

PC es un PL que tiende a formar estructura de bicapa en la membrana, de modo que
aquellas que contengan una mayor cantidad de PC tienden a estar mas empaquetadas que las
que contienen mayores cantidades de PE (no formador de bicapa). La mantencién de un
equilibrio entre los PL formadores y no formadores de bicapa es crucial en el mantenimiento
de la integridad estructural y funcional de la membrana (Denich er.al, 2003). En la cepa 4.
brasilense Az 39, el aumento de PC con la deficiencia de agua podria ser indicativo de un
importante mecanismo de adaptacion para el mantenimiento de la estructura y funcién de la
membrana bajo condiciones de estrés. Diversos estudios han informado de la participacion de
PC en las respuestas a estrés abiotico, por ejemplo Paulucci et.al (2015) observaron que el
crecimiento de Ochrobactrum L115 a altas temperaturas (37 °C) y salinidad elevada (NaCl

300 mM), provocd un aumento en la sintesis de PC y disminucién de PE.
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microorganismo-A4. hypogaea.

4.3.1. Efecto la inoculacion sobre la composicion de AG de
rizodeposiciones de 4. hypogaea.

4.3.2. Efecto del déficit hidrico sobre la movilidad y quimiotaxis
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4.3.3. Analisis del tamaifio bacteriano.

4.3.4. Efecto del déficit hidrico sobre la adhesion bacteriana a raices
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4.3. Efecto del déficit hidrico en etapas tempranas de la asociacion 4. hypogaea-

microorganismo

En los suelos hay distintos tipos de microorganismos que pueden establecer diversos didlogos
moleculares con las raices de las leguminosas, donde adquieren gran relevancia los que tienen
efectos benéficos. El didlogo molecular entre ambos socios involucra diversos eventos como por
ejemplo la produccién y liberacion de compuestos moleculares de sefializacion desde las raices
relacionados, la movilidad bacteriana, la adhesion, la colonizacion y para el caso de los rizobios
el inicio de la nodulacion (Estévez et.al, 2009; Dardanelli et.al, 2008ab; 2009). Los compuestos
liberados se acumulan en la rizésfera y constituyen las primeras sefiales y mas importantes para
el establecimiento exitoso de la interaccion (Dixon y Paiva, 1995).

El mani tiene la particularidad de ser ampliamente nodulado por rizobios de crecimiento lento
pertenecientes al género Bradyrhizobium sp., aunque también se ha descripto la nodulacion de
mani por cepas de rizobio de crecimiento rapido (Taurian, 2008), permitiéndole a la planta fijar
N,. La contribucion de Azospirillum sobre el crecimiento vegetal por la fijacion del N> no es
significativa y ha sido cuestionada (Fages, 1994).

En la interaccion planta - microorganismo debe ocurrir un didlogo molecular entre los dos
participantes para coordinar los eventos tempranos de la interaccion (Long, 1989). Sin embargo
las condiciones medioambientales afectan a los integrantes asi como a todo el proceso de la
interaccion.

Por este motivo, se establecid como tercer objetivo de esta Tesis Doctoral la determinacion del

efecto del déficit hidrico en etapas tempranas y tardias de la asociacion mani-microorganismos.

4.3.1. Efecto la inoculacion sobre la composicion de AG de rizodeposiciones de A.

hypogaea en presencia y ausencia de PEG 15 mM

La figura 4.12., muestra la composiciéon de AG de las rizodeposiciones de mani inoculadas
con A. brasilense Az 39 (A) y con B. sp. SEMIA 6144 (B), en condiciones control y de estrés
hidrico (PEG 15 mM).

En los tratamientos no inoculados, los AG palmitico (16:0) y estedrico (18:0) presentaron

porcentajes mayoritarios, seguidos por los AG saturados ladrico (12:0) y miristico (14:0). Los
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AG saturados de cadenas largas, de mas de 20 atomos de carbono (C), fueron detectados en
cantidades minoritarias. Dentro de los AG insaturados, solo el &cido oleico (18:1A°%),
identificado por GC-MS) mostré un valor porcentual elevado.

Si bien las rizodeposiciones provenientes de plantas inoculadas fueron filtradas para eliminar
los microorganismos, no podemos asegurar que los AG detectados tengan como fuente de
origen exclusivamente la planta. Brechenmacher et.al/, (2010), analizaron e identificaron
metabolitos extraidos de raices y pelos radiculares de soja inoculadas con B. diazoefficiens
mediante cromatografia gaseosa. Los métodos utilizados en su estudio no permitieron realizar
una distincion entre los metabolitos producidos por el simbionte y los producidos por la planta
huésped.

Rizodeposiciones provenientes de plantas controles e inoculadas con A. brasilense Az 39,
mostraron un descenso de los AG 16:0 y 18:0, y un incremento de los AG 14:0, 16:1, 18:1.
Dicho efecto fue mas pronunciado en rizodeposiciones de plantas estresadas e inoculadas. Por
lo tanto podemos decir, que la disminucién de los AG saturados y el aumento de AG
insaturados (principalmente del 18:1) es un efecto conjunto del estrés hidrico y de la
inoculacion con A. brasilense Az 39.

En respuesta al estrés hidrico y a la inoculacion con B. sp. SEMIA 6144, no se detectaron los
AG 12:0, 14.0 y 16:1, disminuyeron los AG saturados 16:0 y 18:0 ¢ incrementé el AG
insaturados 18:1. Algunos AG no fueron identificados, posiblemente el AG 18:3, y otros son
AG de mas de 20 C (Figura 4.12., B).

El incremento significativo en el porcentaje del AG 18:1 (Figura 4.12.), sugiere que podria
estar implicado como molécula sefial en la interaccion mani-Azospirillum/Bradyrhizobium, y
desempefiaria un rol importante en el estrés hidrico.

A través del andlisis de GC-MS, se pudo determinar que el AG 18:1 presente en
rizodeposiciones inoculadas, es una mezcla de 18:1 A® (68,5 %) yel 18:1 A" (31,5 %). El AG
18:1 A" es aportado por la bacteria, mientras que no podemos corroborar que el AG 18:1 A°
sea exclusivamente de origen vegetal ya que el perfil de AG de A. brasilense Az39y B. sp.
SEMIA 6144 analizado por GC-MS demostré la presencia de 18:1 A°. Para confirmar la
posible actividad desaturasa responsable de estos resultados, se utiliz6 el sustrato acido

estearico (18:0) [1-14C] para ambas cepas en estudio y los FAME obtenidos fueron
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analizados por medio de TLC (Paulucci et.al, 2011). Como resultado se obtuvo que A.
brasilense Az 39 y B. sp. SEMIA 6144 pudieron utilizar el sustrato externo y desaturarlo.

El acido oleico es uno de los AG mas abundantes en membranas vegetales y su acumulacion
en raiz colonizada con Bradyrhizobium podria estar involucrada en la modificacion de la
fluidez necesaria para el ingreso de esta bacteria a la célula vegetal (Brechenmacher et.al,
2010).

Brechenmacher et.al (2010), observaron cambios en los AG producidos por raices y pelos
radicales de soja durante el proceso de infeccién con B. diazoefficiens. Los cambios
registrados fueron principalmente, una acumulacion de los AG de 18 C. El AG linolénico
(18:3) fue el mas abundante luego de la inoculacién con el rizobio. Este AG modula la fluidez
de la membrana necesaria para la colonizacion de las células por la bacteria y regula las vias
metabolicas necesarias para la biosintesis de nuevas membranas requeridas durante el proceso
de infeccion. La acumulacion de linolénico es también una respuesta de defensa de la planta,
ya que el AG 18:3, ha sido sefialado como la molécula que provee el sustrato para la
lipooxigenasa y asi seguir la via de sintesis de acido jasmoénico (Upchurch, 2008).

Los AG son componentes estructurales de los factores Nod secretados por los rizobios en las
primeras etapas de la interaccion con la raiz para el establecimiento de la simbiosis fijadora de
nitrégeno (Taurian et. al, 2008). Los AG 18:1, 16:0, y 16:1, los cuales estuvieron presentes en
las rizodeposiciones de mani obtenidas en presencia de in6culos rizobianos en nuestro ensayo,
fueron identificados como sustituyentes en los esqueletos de los factores Nod de una cepa de
Bradyrhizobium simbionte de soja (D'Haeze y Holsters, 2002), pudiendo ser este su origen y
no la rizodeposicion radical, ya que si bien las rizodeposiciones fueron filtradas, la
metodologia empleada no permite distinguir los AG segiin su procedencia. En otro trabajo,
para una cepa perteneciente al género Rhizobium, los sustituyentes de los Factores Nod fueron
los AG 16:1, 18:2, y 16:0 (Perret et. al, 2000).

Estudios previos han demostrado que moléculas derivadas de AG de 18 C, tales como acido
jasmonico (JA) y metil-jasmonato (MeJA) al ser liberados al medio, tienen la capacidad de
inducir la expresion de genes nod en Rhizobium leguminosarum y en Bradyrhizobium
diazoefficiens (Rosas et.al, 1998). Frente a estos resultados, y al observar que en nuestro

estudio los AG de 18C han sido mayoritarios en todos los tratamientos inoculados, podemos
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conjeturar que la planta de mani podria estar liberandolos al medio y promoviendo la

colonizacion radical por parte de las rizobacterias.
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Figura 4.12. Acidos grasos presentes en rizodeposiciones de mani inoculadas y recolectada a

los 7 dias. A. A. brasilense Az 39. B. B. sp. SEMIA 6144. Barras azules: Control. Barras

rojas: PEG 15 mM. Barras verdes: control e inoculadas. Barras lilas: déficit hidrico (PEG

15 mM) e inoculadas. NI: AG mayores a 20C. Los valores representan la media de + S.E.M de

tres experimentos independientes. Los * indican diferencia estadisticamente significativa (p<

0,05).
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4.3.2. Efecto del estrés déficit hidrico sobre la movilidad y quimiotaxis bacteriana

La movilidad de los microorganismos es crucial al momento de establecer una Optima
colonizacion de la raiz y es exigua la caracterizacion de este evento en bacterias fijadoras de N,
(Tambalo et.al, 2010). La tabla 1.6., resume el efecto del déficit hidrico sobre la movilidad de
tipo swarming (Swa) y swimming (Swi) de B. sp. SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39 medida

como el didmetro del halo de desplazamiento (cm).

Tabla 1.6. Efecto del estrés hidrico sobre la movilidad de tipo swarming y swimming de B. sp.

SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39.

Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144

Condicion de
crecimiento Swa Swa+ YEM Swa+ ER Swi Swi+ YEM Swi+ER

Control 0,7+0,1° 1,4+0,5% 08+0,1*° 1,1+03* 1404 1,7+0,1°
PEG15SmM 08+0,1° 24+0,6 1,0£03° 1,8+04° 19+03° 23+072°

Azospirillum brasilense Az 39

Swa Swa + LB Swa + ER Swi Swi+ LB Swi+ ER

Control 07+0,1*> 06+0,1° 1,1£02* 55+06*° 81+05 6,1+0,6"
PEG15mM 0,9+0,1° 06+0,1° 09+0,1° 61+02° 80+04 6,7+04°

Swa: agar-agua 0,5% p/v; Swa + ER: agar-agua 0,5% p/v + disco con ER (7 dias); Swi: agar-agua
0,3% p/v; Swi + ER: agar-agua 0,5% p/v + disco con ER. ER: exudado radical. Los valores
representan la media + S.E.M de seis experimentos independientes. Letras diferentes indican diferencia

estadisticamente significativa (p< 0,05).
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Figura 4.13. Fotografias de placas de movilidad de: A. B. sp. SEMIA 6144 y B. A. brasilense
Az 39. A: I y II:Swarming en placa de Petri, I: Cepa control, 1I: Cepa estresada (PEG 15
mM). III y IV: swiming en placa de Petri, III: Cepa control, IV: Cepa estresada. V: Swarming
en agar agua 0,5% p/v + 10% p/v de YEM. VI: Izquierda: disco con ER, derecha: colonia
swarm. B: I: Swarming en placa de Petri, II: Placa de quimiotaxis, I1I: Swiming en placa de
Petri, IV: Swimming en agar agua 0,3 % p/v + 10% p/v de LB, V: Quimiotaxis en agar-agua
0,5% p/v, de la cepa estresada, VI: Quimiotéxis en agar-agua 0,3% p/v.

B. sp. SEMIA 6144 es una cepa de crecimiento lento recomendada como inoculante de
mani (Gomes-Germano et.al, 2006). Esta cepa no posee un fenotipo notable de swarming
(Medeot et.al, 2009). En placas de agar-agua 0,5% se observé un pequeiio halo alrededor del
punto de siembra (Figura 4.13., Al y All), mientras que en placas de agar-agua 0,3% para
estudio de Swi, el halo observado fue aproximadamente un 36% superior al swa (Figura 4.13.,

Alll y AIV). Resultados similares para el género Bradyrhizobium, han sido descriptos. Vicario
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et.al (2014), analizaron la movilidad swa y swi de cinco cepas rizobiales, tres de ellas
recomendadas como inoculantes y dos nativas. En todas las cepas analizadas la movilidad de
tipo Swi resulté en promedio un 70% superior al Swa. Por otra parte, Kanbel et.al (2006)
registraron que para B. diazoefficiens el desplazamiento swi resulté mayor que el Swa. En el
caso de Bradyrhizobium se conoce que posee un sistema flagelar doble, un flagelo grueso que
se utiliza para el swimming para alcanzar las raices de las plantas y uno fino utilizado para el
desplazamiento tipo swarming llevado a cabo sobre la superficie radical antes de la formacién
del nédulo.

No se observan diferencias considerables en el swa de la cepa control y la estresada (Figura
4.13., Al y All). Sin embargo, la adiciéon de una fuente de carbono, en este caso manitol
proporcionado por el medio de cultivo YEM, favoreci6 el swa de la cepa estresada en mayor
medida que en el control (Tabla 1.6.). Los resultados indican que B. sp. SEMIA 6144 adquiere
mayor movilidad cuando estd en una condicién de estrés, la cual también es favorecida por la
adicion de medio de cultivo YEM. Resultados similares fueron hallados por Covelli et.al
(2013), quienes observaron que el agregado de manitol favorecié la movilidad de tipo
swarming en B. diazoefficiens, formando halos de desplazamiento de 2-3 cm de didmetro, con
bordes irregulares. Otros autores (Tambalo er.al, 2010) registraron en R. leguminosarum, un
incremento en la produccion de surfactantes contenidos en la zona transparente del halo de
desplazamiento, cuya funcién es facilitar el swarming. Ademas notaron que en presencia de
manitol, el movimiento fue mas rapido que en presencia de glicerol o ausencia de fuente de
carbono, atribuido a la alta produccién de exopolisacéridos generados en manitol (Mandal
et.al, 2007).

El swimming presentd un didmetro de expansion ligeramente superior al swarming. En
nuestro estudio, el halo de desplazamiento de B. sp. SEMIA 6144 fue de 1,1 cm de diametro e
incrementé a 1,74 cm de didmetro en la cepa estresada (Figura 4.13., AIll y AIV). Este
incremento en la movilidad podria estar relacionado con los cambios en la composicion de la
membrana lipidica que B. sp. SEMIA 6144 sufre cuando es estresada (Figura 4.13., A y Tabla
1.6). Resultados similares a los aqui presentados fueron hallados por Nievas et.al
(2012),donde observaron que distintas cepas de rizobios presentaron un halo de “natacién” o

swimming menor al que se observé cuando se adicioné medio rico (TY).
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Cuando en la placa se afiadié un disco embebido con ER de mani, se observo que hubo un
incremento del 12% para el Swa y del 21% para el Swi en la cepa control, mientras que para la
cepa estresada el incremento fue del 20% para el Swa y del 5% para la movilidad de tipo Swi
(Figura 4.13., AVI). Estos resultados indican que la presencia de componentes presentes en los
exudados de raices de mani (de 7 dias de crecimiento) actuian como atrayentes del
microorganismo, y que el mismo utiliza principalmente el movimiento Swi para acercarse a
estos componentes. Este comportamiento también ha sido descripto para cinco cepas
rizobiales nodulantes de mani, tal como lo informa Vicario et.al (2014). Ellos analizaron el
comportamiento de los microorganismos cuando se los enfrent6 a la presencia de exudados de
semillas de mani, indicando un efecto de quimiotéxis positiva hacia éstos principalmente en la
movilidad de tipo Swi, con incrementos desde el 12% al 22%, mientras que en el swa los
valores rondaron el 5% superior al control.

Se ha demostrado que todas las especies de Azospirilum son mdviles debido a la presencia de
un flagelo polar, e inclusive algunas especies presentan flagelacion mixta, tal es el caso de A.
brasilense y A. lipoferum, lo cual le permite tener movilidad tipo swarming (flagelos laterales)
y swimming (flagelo polar) (Borisov et.al, 2007; Kabel et.al, 2006). Cepas de Azospirillum
han demostrado in vitro exhibir una posible quimiotaxis positiva a diferentes atrayentes,
incluyendo azicares, aminoacidos, acidos organicos (Okon et.al, 1980; Reinhold et.al, 1985;
Zhulin y Armitage, 1993) y compuestos aromaticos asi como a exudados radicales y raices
(Borisov et.al, 2009).

En nuestro caso, la movilidad tipo swarming observada para 4. brasilense Az 39 fue en
forma de halos, de bordes rugosos e irregulares, con un diametro de 0,7-0,8 cm (Tabla 1.6).
Cuando el microorganismo fue sometido al estrés hidrico, se observé un leve incremento en el
desplazamiento tipo swarming (Tabla 1.6.). Bashan, (1986), demostr6 que la migracion de
células de A. brasilense hacia las raices de plantulas de trigo ocurre tanto en suelos hiimedos
como en cultivos de arena (condicion arida), indicando la capacidad de dezplazamiento de la
bacteria en condiciones de deficit hidrico.

Cuando el movimiento swimming fue evaluado para A. brasilense Az 39, el halo de
desplazamiento fue de 6-7 cm de didmetro, un valor mayor al que corresponde a la movildad
de tipo swarming (Tabla 1.6). Comparando, A. brasilense Az 39 tiene un swimming superior

al rizobio B. sp. SEMIA 6144.
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Por otra parte, para determinar si la presencia de una fuente de carbono es importante para la
movilidad, el medio agar agua fue suplementado con un 10% de medio de cultivo LB
modificado por el agregado de glucosa (Tabla 1.6.). El aporte de glucosa no increment6 la
movilidad tipo swarming, pero si lo hizo de manera significativa para la movilidad tipo
swimming, tanto la cepa control como la estresada incremetaron la movilidad en un 30 %
(Figura 4.13., BIV). Estos resultados refuerzan lo hallado en trabajos previos realizados en
nuestro laboratorio, en donde se habia observado que una condicién de agar agua 0,3%
suplementada con 10% LB, resultdo optima para la movilidad de A. brasilense Az 39. Sin
embargo otros autores como Schelud Ko ez.a/ (2006), observaron que la adicién de glucosa
disminuy6 la velocidad de swimming de la cepa A4. brasilense Sp 245.

Como se puede observar en la figura 4.13 (II, V, VI) 4. brasilense Az 39 mostr6 leve
quimiotaxis hacia los exudados radicales (ER) de mani. Sin embargo,el incremento en
movilidad y quimiotaxis hacia los ER fue estadisticamente significativo para la cepa A.
brasilense Az 39 estresada con respecto a la condicion control (Figura 4.13., B). Resultados
similares fueron encontrados por Borisov et.al (2007) para A. brasilense Sp245 que
incrementé el halo de movilidad de tipo swarming cuando se afiadié al medio de cultivo
exudados radicales de trigo. En nuestro trabajo observamos diferencias en el swarming cuando
se afiadio el disco con ER de mani, sin embargo otros autores como Schelud Ko et.al (2006),
demostraron que las fitohemaglutininas presentes en exudados de P. vulgaris no afectaron a la

movilidad de la cepa A. brasilense sp. 245.

4.3.3. Analisis del tamaifio bacteriano

A través de microscopia dptica se examiné la morfologia y tamafio celular de B. sp. SEMIA
6144 y A. brasilense Az 39, procedente de diversos tipos de crecimiento (Tabla 1.7, Figura
4.14.). La condicion de estrés hidrico aplicado no modificé la morfologia y el tamafio de B. sp.
SEMIA 6144, mientras que las células de 4. brasilense Az 39 incrementaron su longitud desde
1,6 a 2,15 um cuando crecieron en presencia de PEG (resultados de ésta Tesis Doctoral
publicados en Cesari et.al, 2016) es decir, incrementé significativamente su tamafio (Tabla.
1.7., Figura 4.14., Al, AIl, BI Y BII). El incremento en el tamafio celular también ha sido

observado en Rhizobium sp. NBRI330 cuando crece en presencia de altas concentraciones de
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sal por 24 h (Kulkarni y Nautiyal 2000). Neumann et.a/ (2005) observaron que Pseudomonas
putida cambié su forma y tamafio celular cuando crecid en presencia de compuestos
aromaticos como el fenol y 4-clorofenol. Las células mostraron un incremento en el didmetro
dependiendo del efecto toxico y de la concentracion de los solventes aplicados. El mismo
efecto en el aumento de tamafio celular se reportd para Enterobacter sp. en presencia de n-
butanol. Teniendo en cuenta nuestros resultados y la bibliografia consultada, podemos
concluir que la aplicacion de un estrés abidtico induce un aumento en el tamafio de la celula
bacteriana. Las células mas grandes estan mejor protegidas contra los compuestos organicos
toxicos en relacion a células pequefias sometidas al mismo estresor. Algunos autores han
relacionado el incremento de tamafio celular con el aumento en las cantidades de PC en la
membrana lipidica de las rizobacterias crecidas en estrés hidrico. Medeot et.al (2009),
observaron que mutantes deficientes en la produccion de PC de B. sp. SEMIA 6144,
presentaron menor tamafio que la cepa salvaje. Bajo éste ultimo concepto, nuestros resultados
indicaron que las cepas crecidas en presencia de PEG aumentaron la cantidad de PC en la
membrana bacteriana (Tabla 1.5.).

La diferenciacion de células vegetativas en células swarmer o swimming, involucra cambios
en la morfologia, tales como hiperflagelacion y elongacion celular (Fraser y Huges, 1999). En
este trabajo, pudimos observar un incremento significativo en la elongacién de las células
swimming con respecto a las células vegetativas (Figura 4.14., AV, AVI, BV y BVI).

La movilidad de tipo swarming ocurre a través de grupos multicelulares (Kearns, 2010). Las
células swarmer se encontraron asociadas de diferentes maneras, muchas de ellas agrupadas y
conectadas a lo largo de su eje longitudinal (Figura 4.14., Alll, AIV, BIIIl y BIV). El mismo
comportamiento fue descripto para R. leguminosarum por Tambalo et.al (2010) y para B.
diazoefficiens por Covelli et.al (2013). Al microscopio dptico, pudimos observar como la
diferenciacion de células vegetativas a células swarmer o swimming increment6 el ancho y
largo de células de A4. brasilense Az 39. Las células swarmer estresadas poseen mayor largo
que las procedentes de una condicién sin estrés. En el caso del swimming, las células
estresadas de B. sp. SEMIA 6144 sufrieron una disminucidn significativa de la longitud
celular (um) celular, mientras que para A. brasilense Az 39 se observd una respuesta contraria

(Tabla 1.7).
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Tabla 1.7. Efecto del estrés hidrico sobre la longitud celular (um) de B. sp. SEMIA 6144 y A.

brasilense Az 39, en diferentes condiciones de crecimiento.

Tipo de células Microorganismos Condicion de crecimiento
Control PEG 15 mM

Células vegetativas B. sp. SEMIA 6144 1,5+0,2 1,55+0,3

A. brasilense Az39 1,6 *+ 0,1 2,15*%+ 0,2
Células swarmer B. sp. SEMIA 6144 1.8 £0,5 2+0,5

A. brasilense Az39 2,3*+ 0,5 2,8%*+0,3
Células swimming B. sp. SEMIA 6144 2,5+ 0,35 1,4* £ 0,3

A. brasilense Az39 24*+0,3 2,9% + 0,45

Los valores representan la media + S.E.M de seis experimentos independientes. Los * indican

diferencias estadisticamente significativas (p< 0,05).
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Figura 4.14. Fotografias capturadas empleando un microscopio optico, de células vegetativas
y células swarmer y swimming de: A. B. sp. SEMIA 6144; B. A. brasilense Az 39. I. Células
vegetativas condicion control; II: Células vegetativas crecidas con PEG; III: Células swarmer
condicién control; V: Células swarmer crecidas con PEG; VI: Células swimming condicion
control; VI: Células swimming crecidas con PEG. Las células fueron examinadas bajo
microscopio optico Axiophot (Carl Zeiss). Las imagenes fueron adquiridas con una camara
Canon Powershot G67, 1 PC1089-camara digital (Canon Inc., Japén) y se procesé con el

software AxioVision 4,1 (Carl Zeiss).
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4.3.4.Efecto del déficit hidrico sobre la adhesion bacteriana a raices de 4.hypogaea
4.3.4.1. Adhesion de B. sp. SEMIA 6144 a raices de A. hypogaea

La adhesion de los rizobios a las raices de la planta hospedadora, es el primer paso para la
infeccion y la nodulacién. Varios mecanismos, y diversas moléculas sefiales, procedentes tanto
de las bacterias y como de las plantas, han sido propuestas como mediadoras en este proceso
(Albareda et.al, 2006).

En mani, los rizobios deben inducir divisiones celulares en la corteza de las raices laterales
emergentes y penetrar a través de las separaciones entre las células corticales y epidérmicas
(Dardanelli et.al, 2003) proceso que se denomina entrada crack. Ellos utilizaron las raices de
plantas de mani de 31 dias, para estudiar la adhesién de rizobios. Dardanelli et.al (2003)
caracterizaron la adhesion de B. sp. SEMIA 6144 y TAL 1000 a raices de mani. Los resultados
de los estudios cuantitativos y cualitativos revelaron que la adhesién depende principalmente
de la fase de crecimiento de la bacteria. La adhesion Optima ocurre cuando la bacteria se
encuentra en la fase exponencial tardia o estacionaria. En nuestro caso, utilizamos células de
B. sp. SEMIA 6144 crecidas hasta fase exponencial tardia.

Dos técnicas, el estudio numérico y microscopico, fueron empleadas para analizar la
adhesion de B. sp. SEMIA 6144 a las raices laterales de plantas de mani, crecidas en
condiciones Optimas y de estrés hidrico, empleando una suspension bacteriana de B. sp.
SEMIA 6144 conteniendo 10° UFC/ml (Figura 4.15.). Aproximadamente 10° UFC fueron
adheridas por mg de raiz seca (RS). SEMIA 6144 crecida en condiciones de estrés mostro
menor capacidad de adhesion a las raices jovenes laterales de mani, que la cepa no estresada
cuando la planta fue sometida a estrés (Figura 4.15., A). Un dato estadisticamente significativo
fue que las raices de la planta procedente de la condicion de estrés hidrico presentaron mayor
numero de bacterias adheridas a la superficie, que las raices controles (Figura 4.15., A). Sin
embargo cuando las bacterias crecieron estresadas, no se observan diferencias entre su
adhesion a plantas en control o estrés. Dicho resultado, podria deberse a los cambios en la

composicion de las rizodeposiciones durante el estrés hidrico (Tabla 1.2.).
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A 7 N B. sp. SEMIA 6144 control
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Figura 4.15. Efecto del estrés hidrico (PEG 15 mM) sobre la adhesion de B. sp. SEMIA 6144
a raices laterales de plantas de mani de 7 dias de crecimiento. A. Recuento de células
adheridas a raices de 4. hypogaea, condicion control y estrés hidrico. B. Suspension
bacteriana de la cepa B. sp. SEMIA 6144 marcadas con NBD- PG. C. Bacterias marcadas con
NBD-PG adheridas a la raiz lateral de una planta de mani control de 7 dias. Imagenes tomadas
por camara Canon G10, Microscopio Axiolab (Zeiss). Los valores de la figura A se expresan
como unidades formadoras de colonias adheridas por mg de raiz seca (UFC/mg RS) y
representan la media + S.EM de tres experimentos independientes. Las letras indican

diferencia estadisticamente significativa (p< 0,05).
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La observacion microscopica no tuvo fines cuantitativos, sino que se realizé a fin de
confirmar la presencia de bacterias adheridas a la superficie radica. Las bacterias fueron
marcadas con NBD-PG (Figura 4.15., B y C). A pesar de ser muy utiles en el estudio de la
interaccion temprana entre los rizobios y las raices, los ensayos microscopicos presentan la
desventajas de que requieren el uso de un gran nimero de bacterias (mas de un millén de
células por mililitro) para obtener resultados fiables (Matthysse et.al, 2001). En nuestro
trabajo se empled una suspension bacteriana conteniendo 10® UFC/ml (fase logaritmica). La
fotografia B de la figura 4.16., muestra los microorganismos marcados con NBD-PG, y la
fotografia B evidencia la presencia de pocas bacterias adheridas a la superficie de un segmento

de raiz lateral de mani.

4.3.4.2. Adhesion de A. brasilense Az 39 a raices de A. hypogaea

La unidn de Azospirillum a las raices de la planta huésped es fundamental para lograr una
asociacion a largo plazo, por tres razones: I: Sin una adhesion segura, las bacterias se pueden
separar de la raiz, y el agua del suelos podria lavar las bacterias del rizoplano (Bashan, 1999);
II: Si las bacterias no se adhieren a las células epidérmicas, las sustancias excretadas por la
planta pueden difundirse en la rizosfera y ser consumidos por microorganismos. Ademas parte
de las sustancias excretadas difunde en los espacios intercelulares de la corteza de la raiz lo
que puede ser utilizado por las bacterias adheridas a raiz y III: Los sitios en las raices en donde
no hay células de Azospirillum adheridas, son vulnerables a la agresién de colonizadores no
beneficiosos (Bashan et.al, 2004; 2011).

En este trabajo, para el estudio de la adhesion de A. brasilense Az 39, se eligieron raices de
plantas de mani de 7 dias de crecimiento en condiciones optimas y de déficit hidrico. Se
analizo la adhesion de A. brasilense Az 39 a las raices laterales de plantas de mani, mediante
la técnica del recuento en placa, empleando 10° UFC/ml de 4. brasilense Az 39 (Dardanelli
et.al, 2003). Como se observa en la figura 4.16., aproximadamente 10° UFC se adhirieron por
mg de raiz seca (RS). La cepa 4. brasilense Az 39 procedente de un tratamiento de estrés
disminuy06 su capacidad de adhesidn a las raices jovenes laterales de mani en comparacioén con

la cepa no estresada.

127



Resultados y Discusién

Por otra parte, raices de plantas procedentes de la condicion de estrés hidrico presentaron
mayor nimero de bacterias adheridas a la superficie que las raices controles (Figura 4.16.).
Resultados semejantes se obtuvieron cuando se estudié la adhesion de B. sp. SEMIA 6144 a
raices de mani. En base a nuestros resultados, podemos sugerir que la bacteria A. brasilense
Az 39 presento un alto porcentaje de adhesion a las raices y que aun crecida en déficit hidrico,
la cepa no perdié significativamente su capacidad de adherirse a las raices de mani de 7 dias.
En relacion a esto y en concordancia con nuestro resultados, Albareda er.al (2006), estudiaron
la adhesion de bacterias PGPR a raices de leguminosas bajo condiciones control y de estrés
salino. Para el caso P. vulgaris, ellos observaron que la adhesion de A. brasilense Sp7 fue
mayor en las raices de las plantas sometida a estrés salino respecto a las plantas crecida bajo la

condicidn control.
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Figura 4.16. Efecto del estrés hidrico (PEG 15 mM) sobre la adhesion de A. brasilense Az 39
a raices laterales de plantas de mani de 7 dias de crecimiento. Condicién control y estrés
hidrico. Los valores se expresan como unidades formadoras de colonias adheridas por mg de
raiz seca (UFC/mg RS) y representan la media + S.E.M de tres experimentos independientes

Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa (p< 0,05).
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4.3.5. Cuantificacion de AIA en rizobacterias

A. brasilense Az 39 demostrd ser un buen productor de AIA en comparacion con B. sp.
SEMIA 6144. Como podemos observar en la figura 4.17., la adicion de Trp en el medio de
cultivo es importante para la produccion de dicha fitohormona. 4. brasilense Az 39 produjo
35,2 ug AIA/mg BS a través de la via dependiente de Trp. Cuando el microorganismo creci
bajo estrés hidrico, la produccion de AIA incremento un 11% (39,5 pg AIA/mg BS) con
respecto a la condicion control. Sin embargo, en el caso de B. sp. SEMIA 6144, la adicién de
Trp al medio de cultivo no estimuld la produccion de AIA. En ambas condiciones la
produccion de AIA fue minima.

Resultados similares a los obtenidos en nuestro trabajo, fueron hallados por Aguilar-Piedras
et.al (2008). Ellos observaron que la produccion de AIA en A. brasilense en medio libre de
nitrégeno y de Trp fue de 2 pg/mg BS, mientras que alcanz6 valores de 24 pg/mg BS en un
medio adicionado con fuente de nitrégeno y Trp. Esto indica que, en dicho microorganismo, la
produccion de AIA se lleva a cabo principalmente a través de la via dependiente de Trp.

Cuando analizamos las rizodeposiciones, encontramos que las raices de plantas sometidas a
estrés hidrico liberaron Trp al medio. Nosotros planteamos como una hipotesis que el mismo
pudo haber sido utilizado por la bacteria A. brasilense Az 39 para sintetizar AIA, reflejando un
incremento del peso seco (mg) de las raices de las plantas estresadas. Probablemente, el efecto
benéfico de la inoculacién de mani con la cepa B. sp. SEMIA 6144, no involucre al AIA, ya
que esta cepa no es productora de dicha hormona (Figura 4.17.). Cassan et.al (2009), midieron
la produccion de AIA a través de HPLC de las cepas A. brasilense Az 39 y B. diazoefficiens
E109. Ellos observaron que ambas cepas son capaces de excretar AIA (13,16 pg AIA/ml y
6,62 pg AIA/ml respectivamente). Ambas cepas fueron utilizadas para inocular semillas de
maiz y de soja y las inoculaciones individuales y combinadas promovieron el incremento del
peso seco de plantulas de soja y maiz. En nuestro trabajo la longitud de la raiz no fue
aumentada en plantulas inoculadas, aunque increment6 el peso seco. En lo que respecta a este
punto, Dobbelaere et.al (1999), demostraron que la inhibicién de la longitud de la raiz junto
con el aumento de volumen (raices laterales) y peso seco de raiz son tipicas respuestas a la

produccion bacteriana de AIA.
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Figura 4.17. Efecto del déficit hidrico en la produccion de AIA de A. brasilense Az 39 y B.

sp. SEMIA 6144. Las bacterias fueron cultivadas en los medio de cultivo respectivos con y sin

la adicion de Trp. Los valores representan la media + S.E.M de tres experimentos

independientes.
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4.4. Efecto del déficit hidrico sobre las etapas avanzadas de la interaccion A. hypogaea-

microorganismo

Las respuestas de las plantas al déficit hidrico son complejas y afecta a diversos
componentes. No sélo afecta el potencial agua de las células, induce el cierre de los estomas,
decrece la fotosintesis, la asimilacion de nitratos y varias reacciones enzimaticas anabolicas
(Grant et.al, 2012), sino también induce la generacion de especies reactivas del oxigeno, las
cuales causan la peroxidacion de lipidos y como consecuencias dafios en la membrana,
degradacion de proteinas, inactivacion de enzimas y disrupcion del ADN (Arrese-Igor et.al,
2011). Todos estos efectos, conllevan a la disminucidén del crecimiento vegetal y de los
rendimientos de los cultivos. Una alternativa para mitigar estos efectos negativos consiste en
la aplicacién de biofertilizantes bacterianos sobre el suelo o raices de las plantas, ya que
constituye un método biotecnoldgico que le reporta al vegetal beneficios de manera natural. La
posibilidad de utilizar estos microorganismos para favorecer la nutricion, el desarrollo de las
plantas y la tolerancia a diferentes estreses ambientales, ofrece nuevas alternativas para
incrementar el rendimiento de cultivos de importancia agronémica como el mani, evitando el
uso indiscriminado de fertilizantes quimicos.

Sin embargo, como analizamos en el apartado 4.3., de Resultados y Discusion, el déficit
hidrico moderado comprometié la eficacia del didlogo molecular que se establece entre
A.hypogaea y las rizobacterias en estudio, afectando las etapas tempranas de la interaccion.
Para conocer si a pesar de ello, la inoculacion logra mitigar los efectos que ocasiona el déficit
hidrico moderado sobre el crecimiento de 4. hypogaea, estudiamos el efecto del mismo en las
etapas avanzadas de la interaccion y los parametros de crecimiento de 4. hypogaea luego de

ello.

4.4.1. Efecto de la inoculacién simple y doble en 4. hypogaea

Semillas de mani pre-germinadas, fueron transferidas a vasos con vermiculita estéril y se
sometieron a los diferentes tratamientos. En el caso de la inoculacion simple, cada semilla fue
inoculada con 1ml de cultivo de B. sp. SEMIA 6144, mientras que en el tratamiento

coinoculado, cada semilla fue inoculada con 1 ml de cultivo de B. sp. SEMIA 6144 1 ml de
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cultivo de A. brasilense Az 39. Los tratamientos inoculados y no inoculados fueron sometidos
a déficit hidrico mediante riego con una solucién acuosa conteniendo 15 mM de PEG.

La figura 4.18., muestra los cambios morfoldgicos que presentaron las plantas de mani de 33
dias, sometidas a diferentes tratamientos. Respecto a las plantas sin inocular, tal como se
observa en la figura 4.18., A y B, el estrés hidrico provocd una reduccion del crecimiento de
las mismas, principalmente de la parte aérea. El mantenimiento de la longitud de la raiz
respecto de la parte aérea, se considera como un aspecto morfolégico relacionado con el
rendimiento o eficiencia de la planta, el cual frente a estrés hidrico resulta en una reduccion
del desarrollo aéreo vegetal (Streeter, 2003). El déficit hidrico también afecto6 el desarrollo de
la PA de plantulas de mani de 7 dias, observandose la misma tendencia en plantas de 33 dias

de crecimiento bajo condiciones de déficit hidrico.
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Figura 4.18. Efecto del estrés hidrico (PEG 15 mM) y de la inoculacién y coinoculaciéon en
plantas de A. hypogaea durante 33 dias. A: Plantas control, sin inocular; B: Plantas crecidas
durante déficit hidrico (riego con PEG 15 mM) sin inocular; C: Plantas control inoculadas con
B. sp. SEMIA 6144; D: Plantas inoculadas con B. sp. SEMIA 6144 sometidas a déficit
hidrico; E: Plantas control coinoculadas con B. sp. SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39; F:
Plantas coinoculadas con B. sp. SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39 sometidas a déficit

hidrico.
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De la observacion de la morfologia de las plantas inoculadas con B. sp. SEMIA 6144,
podemos deducir que la inoculacion favorece el desarrollo de las plantas, mitigando el efecto
del estrés hidrico, mediante el mejoramiento del desarrollo aéreo y radical de las plantas
sometidas a estrés (Figura 4.18., C y D). Respecto a la morfologia de las plantas coinoculadas
con B. sp. SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39, podemos observar que la coinoculacion
favorecio el desarrollo de las plantas control como de aquellas sometidas a estrés hidrico, tanto
de la parte aérea como radical (Figura 4.18., E y F).

Se analizaron los pardmetros de crecimiento de longitud (cm) y peso seco (mg) (Figura 4.19.,
Ay B). La longitud de la PA de las plantas de mani crecidas en presencia de PEG 15 mM se
redujo significativamente en un 22,8% comparado con plantas crecidas bajo condiciones
control menos, mientras que la longitud radical de las plantas sometidas a déficit hidrico
increment6 en un 20,3% respecto al control (Figura 4.19., A). Estos datos sugieren que la
conservacion de la raiz en detrimento de su parte aérea es un mecanismo adaptativo de la
planta frente al estrés hidrico. Si bien la longitud radicar resulté incrementada, se observo
disminucién en el volumen radical producto del déficit hidrico. De modo que si analizamos la
medida de 1a biomasa seca (mg) observamos una disminucién en un 56% de la biomasa aérea,
y un 57% menos de biomasa radical (Figura 4.19., B).

Respecto a la inoculacion, en las plantas controles inoculadas con B. sp. SEMIA 6144 se
registraron incrementos significativos de un 23% en la longitud de la PA con respecto a
plantas controles sin inocular. La PR present6 un aumento no significativo (5,6%) respecto al
control no inoculado. El mismo efecto se observo en la biomasa seca, registrandose un
aumento del 56% de la parte aérea. La inoculacién de las plantas de mani con B. sp. SEMIA
6144 logr6 mitigar los efectos del déficit hidrico sobre los pardmetros de crecimiento.
Respecto a la longitud de la PA y PR, las plantas estresadas e inoculadas superaron a las
plantas estresadas sin inocular, alcanzando valores similares a los de una planta control.
También se observaron incrementos estadisticamente significativos en el peso seco de la PA
(54%) y PR (33%) comparadas con plantas estresadas sin inocular (Figura 4.19.).

En relacion a las plantas de mani crecidas en condiciones control y coinoculadas con ambas
rizobacterias se observé un incremento de un 7% en la longitud de la parte aérea con respecto
a plantas controles sin inocular. La PR presenté un aumento significativo en un 30,4%

respecto al control no inoculado. El mismo efecto se observo en la biomasa seca, registrandose
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un aumento en un 11,8% de la PA, y en un 14% de la PR. La coinoculacion de las plantas
mani con ambas cepas, provoco un efecto positivo sobre los parametros de crecimiento en las
plantas sometidas a estrés hidrico, aunque algunos de ellos fueron estadisticamente no
significativos. Respecto a la longitud de la PA (Figura 4.19., A), las plantas estresadas y
coinoculadas superaron a las plantas estresadas sin inocular, registrandose un incremento de
un 8,25%, mientras que no se evidencid aumento en la PR. Respecto al peso seco (Figura
4.19., B), la PA incrementd en un 21% respecto a las plantas estresadas sin inocular. No se
observaron incrementos en €l peso seco de la PR.

Se conoce que la inoculacion de mani con Bradyrhizobium favorece el crecimiento de la
planta, sin embargo nuestros resultados son sumamente importantes y aportan nuevos datos,
indicando que la inoculacion de A. hypogaea con B. sp. SEMIA 6144, beneficia el crecimiento
de las plantas en ambientes sometidos a estrés hidrico moderado revirtiendo el efecto negativo
de la deficiencia de agua. Estudios previos de nuestro grupo de trabajo refuerzan los resultados
hallados. Dardanelli ez.al. (2009), evaluaron el efecto de distintas cepas de Bradyrhizobium
sobre el crecimiento y desarrollo de 4. hypogaea en estreses abidticos (salinidad y sequia).
Ellos demostraron que en condiciones de estrés hidrico (PEG 20 mM), los pesos secos de la
PA y PR (tratamientos inoculado y no inoculados), no mostraron diferencias estadisticamente
significativas. Numerosos autores reportaron el efecto benéfico de la inoculacién de plantas
sometidas a estrés hidrico. Chakraborty ef.al (2013), evaluaron el efecto de la inoculacién de
trigo (7. aestivum L.) creciendo en estrés hidrico (25% PEG). Ellos observaron que la
inoculacién generé mayor desarrollo aéreo con respecto al radical. Streeter, (2003), estudio el
efecto de la aplicacion de estrés hidrico durante cuatro semanas sobre plantas de soja. Similar
a nuestros resultados, el autor destaca la reduccion del 50% de la biomasa seca aérea en las
plantas de soja estresadas respecto a las controles. Sin embargo, contrario a nuestros
resultados, cuando estudio la inoculacién con B. diazoefficiens, no detecto efecto significativo
sobre el desarrollo de las plantas estresadas e inoculadas.

Numerosos autores reportaron un efecto benéfico de la coinoculacién tanto de leguminosas
como de no leguminosas. Entre de los microorganismos identificados para ayudar en el
proceso de asociacion simbidtica rizobio-leguminosa encontramos Azospirillum (Cassan et.al,

2009), Bacillus (Bullied et.al, 2002; Mishra et.al, 2009) y Pseudomonas (Fox et.al, 2011).
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Figura 4.19. Efecto conjunto de la inoculacién y el estrés hidrico sobre plantas de mani de 33
dias. PA: Parte aérea, PR. Parte raiz. A: Longitud (cm) B. Peso seco (mg) de plantas de A.
hypogaea; luego de 33 dias de crecimiento bajo diferentes tratamientos. Los valores
representan la media = S.E.M de tres experimentos diferentes, con ensayos de 25 plantas por

tratamiento. Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
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El uso de una bacteria “helper” durante la interaccion rizobio-leguminosa, se ha estudiado en
alfalfa, y se ha observado que induce la temprana nodulacién y el incremento en el nimero de
nodulos por planta cuando se coinocula con S. meliloti y Delftia sp. (Han et.al, 2005; Morel
et.al, 2011; Ubalde et.al, 2012). El intercambio de sefiales moleculares entre E. meliloti y
Delftia durante la interaccion demostr6 que la inoculacion doble es mejor que la inoculacién
con Ensifer (Sinorhizobium), favoreciendo la induccion de flavonoides inductores de genes
nod, la produccion de AIA, asi como el incremento en la secrecion de AG insaturados de
cadena corta, y de acidos orgénicos. Todas estas moléculas probablemente estan involucradas
en la fluidificacion de la membrana para preparar la raiz para la colonizacién de rizobios
(Morel et.al, 2015).

Vicario et.al (2015) estudiaron la inoculacién y coinoculacién de mani con cepas nativas de
Bradyrhizobium y A. brasilense. Estos autores encontraron que los parametros de peso seco
aéreo, radical, nimero de noddulos y peso seco de nddulos, resultaron generalmente
incrementados en los tratamientos coinoculados. En el caso de otra leguminosa de importancia
econdmica como es la soja, la coinoculacion con A. brasilense y B. japonicum, generdé un
aumento en la biomasa aérea y radical, asi como en el nimero de nédulos y finalmente en el
rendimiento de granos de las plantas tratadas comparadas con las no inoculadas (Chibeba et.al,
2015). En nuestro trabajo, nosotros registramos valores superiores en la mayoria de los
parametros de crecimiento de mani, cuando se realiz6 la inoculacion simple con B. sp. SEMIA
6144 en comparacion con la coinoculacién con B. sp. SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39. Sin
embargo la coinoculacion permitié a la planta desarrollar raices mas largas, lo cual puede
favorecer a la planta creciendo en un ambiente de déficit hidrico.

Diversos reportes bibliograficos han informado acerca de las interacciones de las PGPRs con
los rizobios en leguminosas (Lucas-Gracia et.al, 2004a, 2004b; Askary et.al, 2009; Morel
et.al, 2011; Vicario et.al, 2015; Morel et.al, 2015) aportando datos relevantes para la seleccion
de una adecuada combinacion rizobio-PGPR. Tal es el caso para la combinacién R. trifolli y
Azospirillum, cuya interaccion resulté ser negativa al verse disminuida la tasa de fijacion de
nitrégeno cuando se utilizaba el coinoculante frente al inoculante simple del rizobios. Tilak
et.al (2006) indicaron que las PGPR pueden afectar in situ de forma diferencial el crecimiento
rizobiano, y como consecuencia alterar la competitividad. Al mismo tiempo la inoculacién con

rizobios puede modificar la supervivencia y el establecimiento de las otras PGPR en el suelo,
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por lo que se precisa de un mayor estudio acerca de las interacciones entre estas bacterias que

determinen que efectos pueden ser sinérgicos y cuales antagonicos.

4.4.2. Efecto de la inoculacion sobre el contenido de MDA en plantas sometidas a déficit

hidrico

Se conoce que los radicales libre generan peroxidacion de lipidos de membrana. En el
apartado 4.1.4., se analiz6 el contenido de MDA como un indicador de estrés en hojas y raices
de plantulas de mani sometidas a estrés hidrico. Para dilucidar si la inoculacién con B. sp.
SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39 logra mitigar los efectos nocivos del déficit hidrico sobre
los niveles de peroxidacion de lipidos, se determiné el contenido de MDA en hojas de 4.
hypogaea bajo las condiciones mencionadas (Figura 4.20.). El crecimiento bajo estrés hidrico
aumento lo niveles de peroxidacion lipidica tanto en plantas de 7 como de 30 dias, en
comparacion al control, sin embargo en plantas estresadas el nivel de peroxidacion fue menor
a los 30 dias respecto a los 7 dias. Esto indica que en los estadios tempranos del crecimiento
vegetal, el dafio provocado por el estrés es mayor. Resultados similares se observaron en P.
vulgaris sometido a PEG por 7 y 14 dias (Turkan et.al, 2004).

La inoculacidn simple (B. sp. SEMIA 6144) y la coinoculacién (B. sp. SEMIA 6144 y A.
brasilense Az 39) causé efecto variable en la peroxidacion lipidica. En la figura 4.20., se
observa que la inoculacién (simple y coinoculacion) aumentd la peroxidacion lipidica en hojas
de plantas creciendo bajo la condicion control, respecto a las plantas sin inocular. En plantas
de 7 dias de crecimiento, el contenido de MDA fue de un 48% superior en plantas inoculadas
con B. sp. SEMIA 6144, mientras que la coinoculacién provocoé un aumento de un 60%
respecto a la condicidn control sin inocular. Esto puede estar relacionado con el efecto que
desencadena la interaccion planta microorganismo. Numerosos reportes indican que al inicio
de la interaccion, los rizobios pueden ser reconocidos por la planta como microorganismos
patégenos, por lo cual se desencadenan especies reactivas del oxigeno (ROS). Las ROS estan
implicadas en el dafio oxidativo y la lipoperoxidacion, asi como también forman parte de una
cascada requerida para la iniciacion de los primordios nodulares y en sefiales que contribuyen
a estabilizar la FBN. A los 30 dias, las plantas inoculadas con B. sp. SEMIA 6144 presentaron

menor contenido de MDA tanto en condicion control como bajo déficit hidrico. Este dato
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resulta interesante, ya que podria sugerir un efecto benéfico de la inoculaciéon con B. sp.
SEMIA 6144 a nivel del dafio oxidativo generado por el déficit hidrico. En plantas

coinoculadas no se observo el mismo efecto, ya que el contenido de MDA resultd superior al

encontrado en hojas de plantas inoculadas con B. sp. SEMIA 644.

=S/ Inoc

m B. sp. SEMIA 6144
0,05
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W B. sp. SEMIA 6144 + A, brasilense Az 39

HMDA/ Gpf

Control 7dias Estrés 7 dias  Control 30 dias  Estrés 30 dias

Figura 4.20. Efecto del estrés hidrico y de la inoculacién simple y doble en la peroxidacién de
los lipidos en hojas de 4. hypogaea. L de 7 y 30 dias de crecimiento. Los valores representan
la media + S.E.M. de siete experimentos independientes. S/Inoc: sin inocular. .Letras

diferentes indican diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
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4.4.3. Efecto del déficit hidrico en la cinética de nodulacion de B. sp. SEMIA 6144 en A4.
hypogaea

Para conocer el efecto del déficit hidrico en la simbiosis B. sp. SEMIA 6144-4. hypogaea,
asi como en la interaccion B. sp. SEMIA 6144-A. hypogaea- A. brasilense Az 39, analizamos
la cinética de nodulacién durante 33 dias de crecimiento de las plantas de mani. La figura
4.21., muestra la cinética de nodulaciéon de B. sp. SEMIA 6144 en A. hypogaea cuando la
planta se desarrolla en condiciones controles como en déficit hidrico, asi como cuando se
realiza una coinoculacion con A. brasilense Az 39.

B. sp. SEMIA 6144 mostrdé una curva tipica de cinética de nodulacion, los nodulos se
desarrollaron entre los dias 5 y 7 hasta los 33 dias. Las plantas controles inoculadas con B. sp.
SEMIA 6144 alcanzaron un valor promedio de 58 nédulos/planta luego de los 33 dias. En
presencia de estrés hidrico la curva de cinética de nodulacién presentd en los diferentes
tiempos analizados, principalmente a partir del dia 15, una importante disminucion en el
nimero de nodulos por planta comparado con el control, llegando a alcanzar un valor
promedio de 33 nddulos/planta al final del ensayo, lo que representa un 43% menos respecto
al control. Estos resultados indican que el estrés hidrico afecta la cinética de nodulacion, de
manera tal que el desarrollo de ndédulos/planta es menor (Figura 4.21.). Coincidente con
nuestros resultados, Estévez (2007), estudi6 la cinética de nodulacion de R. tropici en plantas
de P. vulgaris. Los nddulos se desarrollaron desde el dia 5 hasta el dia 28, alcanzando un
valor de 128 nédulos/planta a los 28 dias. Sin embargo en condiciones de estrés salino (25
mM NaCl) la curva de la cinética disminuy6 entre los dias 11 y 28, con una reduccion del
37% en el nimero de nédulo/planta a los 28 dias.

A diferencia de nuestros resultados, Angelini er.al (2005), estudiaron la cinética de
nodulacion de B. sp. SEMIA 6144 y a los 30 dias pos inoculacion, observaron la presencia de
25 nodulos/planta de A. hypogaea crecida a pH 7.

Respecto a la coinoculacion con B. sp. SEMIA 6144 y A. brasilense Az39, se observé que
las plantas controles coinoculadas con ambas cepas alcanzaron un valor promedio de 41
ndédulos/planta luego de los 33 dias pos-inoculacion, menor que el numero de nddulos
alcanzado con la inoculacion simple (Figura 4. 21.). Bajo déficit hidrico se pudo observar en

los diferentes tiempos analizados a lo largo de la curva de cinética de nodulacién, menor
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nimero de nddulos por planta, alcanzando un valor promedio de 22,6 nédulos/planta al final
del ensayo, lo que representa un 49% menos respecto al control coinoculado. Estos resultados
indican que el estrés hidrico afecta la cinética de nodulacién, de manera tal que el desarrollo
de ndédulos/planta es menor al que se observa en condicion Optima de crecimiento, con la dosis
de inoculacion empleada en este ensayo. Por otra parte si lo comparamos con los resultados
obtenidos de la inoculacién simple con B. sp. SEMIA 6144 podemos inferir que la
coinoculacién no acelera la cinética de nodulacioén de B. sp. SEMIA 6144 en plantas de mani
sometidas a déficit hidrico. La inoculacion simple con B. sp. SEMIA 6144 resulté ser més

efectiva que la coinoculacion desde el punto de vista de la cinética.
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Figura 4.21. Estudio de la cinética de nodulaciéon de B. sp. SEMIA 6144 en plantas de A.
hypogaea en ausencia o presencia de estrés hidrico (PEG 15 mM). Se emplearon 20 plantas
por tratamiento. Por dia de anélisis, 2 plantas fueron cosechadas y analizadas por tratamiento.

Los valores representan la media = S.E.M. de tres experimentos diferentes.
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Las etapas iniciales de la nodulacion son més sensibles que el resto de las etapas. En planta
de guisante se ha observado que el estrés salino inhibe el desarrollo de la infeccidn, y el
tamafio y nimero de nddulos es menor (Borucki y Sujkowska, 2008).

Busse y Bottomley. (1989), estudiaron la influencia del déficit hidrico (PEG) en la
nodulacion de alfalfa con E. meliloti y obtuvieron resultados similares a los nuestros. Bajo
estas condiciones la cinética de nodulacion de E. meliloti mostr6é que al dia 7, el 30% de las
plantas no estresadas presentaron nddulos, mientras que las plantas sometidas a estrés hidrico
(-1 MPa), fueron noduladas s6lo un 10% a partir del dia 8. Al décimo dia, el 90% de las
plantas controles estuvieron noduladas, mientras que las plantas estresadas so6lo nodularon el
50%. Un comportamiento similar al descripto se puede observar en la nodulacion de A.
hypogaea con B. sp. SEMIA 6144 (Figura 4. 21.).

Estévez Amador (2007), estudié la combinacion de R. tropici y C. balustinum en la
leguminosa P. vulgaris bajo condiciones de crecimiento control y de estrés salino (NaCl 25
mM) durante 28 dias. Bajo la condicion de inoculacion doble, se registré un mayor numero de
nodulos que cuando las plantas fueron inoculadas con el inéculo simple bajo condiciones de
crecimiento control durante los primeros 18 dias. A partir de este punto, los valores fueron
similares. Bajo condiciones de estrés salino, observaron un leve efecto de promocion por parte
de la PGPR en cuanto al nimero de nodulos contabilizados cuando las plantas fueron
coinoculadas, aunque sin diferencias significativas con respecto plantas inoculadas con
inoculo simple.

Chibeba et.al (2015) estudiaron la coinoculacion de soja con Bradyrhizobium sp. y
Azospirillum sp. Estos autores observaron de manera similar al efecto reportado por Estévez
Amador (2007), que la coinoculacion adelant6 la cinética, obteniéndose al dia 15 del ensayo,
15 nédulos/planta para la condicion de inoculaciéon simple, y 21 nédulos/planta bajo
condiciones de coinoculacion. Sin embargo al finalizar el ensayo, en el dia 30, el nimero de
nodulos/planta fue de 48 para ambos tratamientos, es decir que se equiparo el efecto que ejerce
la PGPR. El efecto benéfico de la inoculacion suele ser mas evidente en el campo, donde las
condiciones limitantes afectan la nodulacion, resultando en un pobre establecimiento de la
simbiosis (Hungria et.al, 2015).

Similar a nuestros resultados, Vicario et.al (2015) observaron que el nimero de nddulos

totales en plantas de mani coinoculadas con Bradyrhizobium y Azospirillum al dia 33, resulto
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similar, sin diferencias significativas, bajo condiciones optimas de crecimiento. Sin embargo

nuestros resultados no reflejan un efecto promotor de la PGPR sobre la cinética de nodulacion.

4.4.4. Efecto del déficit hidrico sobre la morfologia del desarrollo nodular de B. sp.
SEMIA 6144 en A. hypogaea en ausencia y presencia de A. brasilense Az 39

La observacion de las raices y la deteccion de los primordios nodulares se realizaron por
medio de la tincién con Azul de Metileno 1% y bajo la observacion microscopica y de lupa.
En la figura 4. 22., y 4. 23., puede observarse el desarrollo de los primordios nodulares y
nodulos en raices de A. hypogaea creciendo bajo condiciones controles y de déficit hidrico,
previamente inoculada con B. sp. SEMIA 6144, asi como coinoculada con 4. brasilense Az
39, respectivamente.

Respecto a las plantas crecidas en estrés hidrico, se pudo observar a diferencia de las plantas
controles, la aparicion abundante de pelos radicales en la superficie de las raices laterales
jovenes (Figura 4. 22., A, B; Figura 4. 23., A, B). Los primordios se observaron como una
masa circular de coloracién azul ubicados sobre la emergencia de las raices laterales o sobre la
corteza radical. Tal como puede verse en las fotografias obtenidas de la observacién
microscopica (10X, 40X), durante los dias 5-10 pos-inoculacién aparecieron los primeros
primordios nodulares (Figura 4. 22..B,C,D,F; Figura 4. 23., A,B,C,D,E,F). Los nédulos fueron
de observacion macroscopica a partir del dia 15. La morfologia de los noédulos fue semejante

tanto para las plantas controles como las estresadas.
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N

Figura 4.22. Estudio comparativo del desarrollo nodular de la cepa B. sp. SEMIA 6144
inoculada en plantas de 4. hypogaea bajo condiciones de crecimiento control y de déficit
hidrico (PEG 15 mM), fotografiadas a diferentes dias de crecimiento. Tincion Azul de
Metileno 1%. Tratamiento control de 5 (A, C), 7 (D), 10 (F), 15 (H), 18 (J) y 22 (L) dias de
crecimiento. Tratamiento PEG 15 mM de 5 (B), 7 (E), 10 (G), 15 (I), 18 (K) y 22 (M) dias de

crecimiento. Imagenes representativas de un experimento de un total de tres. Aumento 10X.
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Figura 4.23. Estudio comparativo del desarrollo nodular de la cepa B. sp. SEMIA 6144 en
plantas de 4. hypogaea coinoculada con A. brasilense Az 39, bajo condiciones de crecimiento
control y de déficit hidrico (PEG 15 mM). Las imagenes corresponden a fotografias de raices
tefiidas con azul de metileno 1% en diferentes dias de crecimiento. Tratamiento control de 5
(A), 7 (C), 11 (E), 15 (G), 22 (I) dias de crecimiento. Tratamiento PEG 15 mM de 5 (B), 7
(D), 11 (F), 15 (H), 22 (J) dias de crecimiento. Imagenes representativas de un experimento

de un total de tres. Aumento 10X.

La formacién de los nodulos es afectada por las condiciones sub Optimas del suelo, tales
como salinidad, temperaturas extremas, falta de agua, alto o bajo, aplicaciéon de pesticidas,
deficiencia de nutrientes (Zahran, 1999; Hungria y Vargas, 2000).

La figura 4.24., muestra el desarrollo de nédulos en plantas inoculadas con B. sp. SEMIA
6144, de 22 y 33 dias de crecimiento. Se observa un cambio en el patrén de ubicacion de los
nbédulos, en el caso de raices de mani procedente de las plantas inoculadas en condicién

control se observé el desarrollo de noddulos preferentemente en raiz principal (Figura
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424.,A,C). Los nédulos presentes en las plantas estresadas fueron fenotipicamente de
morfologia normal, ubicandose preponderantemente en las raices laterales de la planta (Figura

4.24.B,D)

Figura 4.24. Raices y nodulos de plantas inoculadas de 4. hypogaea de 22 y 33 dias de
crecimiento. A: nodulos en raiz principal y en raices laterales de planta control inoculada con
B. sp. SEMIA 6144, luego de 22 dias de crecimiento; B: nédulos extraidos de raiz de planta
estresada (PEG 15 mM), observados en microscopio Optico, aumento 5X; C: nédulos en raiz
principal y en raices laterales de planta control y D: estrés (PEG 15 mM), inoculada con B. sp.
SEMIA 6144, a los 33 dias de inoculacion.

El desarrollo de nodular en plantas de 22 y 33 dias de crecimiento coinoculadas con B. sp.
SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39 puede observarse en la figura 4. 25. A diferencia de lo
observado en la inoculacién simple, en la coinoculacién no se registré un cambio en el patrén
de ubicacion de los nédulos en las raices. En el caso de raices de mani procedente de las
plantas coinoculadas en condicion de déficit hidrico se observé abundante desarrollo de raices

laterales (Figura 4. 23., D). Los nodulos presentes en las plantas estresadas fueron
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fenotipicamente de morfologia normal, aunque de menor tamafio, ubicandose

preponderantemente en las raices principales de la planta (Figura 4. 25. C, D)

Figura 4.25. Raices y nodulos de plantas coinoculadas de 4. hypogaea de 22 y 33 dias de
crecimiento. A: Nédulos en raiz principal y en raices laterales de planta control coinoculada
con B. sp. SEMIA 6144 y A. brasilense Az 39, luego de 22 dias de crecimiento; B: Nodulos
extraidos de raiz de planta estresada (PEG 15 mM), observados en microscopio dptico,
aumento 5X; C: Morfologia de la raiz principal y laterales de planta control y D: Raiz de
planta crecida en condicion de estrés (PEG 15 mM), coinoculada con B. sp. SEMIA 6144 y A.

brasilense Az 39, a los 33 dias de inoculacion.

4.4.5. Efecto de la inoculacion simple y la coinoculacion sobre los parametros de

nodulacion de A. hypogaea

Luego de 33 dias de ensayo, el 100% de las plantas de mani inoculadas con B. sp. SEMIA
6144 fueron noduladas. Tal como muestra la tabla 1.8., las plantas controles presentaron en
promedio 58,6 nodulos/planta, de los cuales el 65,5% se hallaron en la raiz principal. Es

importante destacar que en promedio 22 nédulos/planta se ubicaron en la zona del cuello de la
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raiz. El déficit hidrico afecto negativamente la interaccion B. sp. SEMIA 6144-A. hypogaea. Si
bien el 95% de las plantas estresadas e inoculadas presentaron nédulos, se observé una
disminucion significativa en el nimero de ndédulos/planta y en la biomasa seca nodular.
Respecto al numero de nodulos/planta hallado fue de 33, lo que representa un 43% menos que
las planta control. Un dato de interés fue que el 63% de los nédulos presentes en las plantas
estresadas se desarrollaron en las raices laterales, a diferencia de las plantas no estresadas.
Como es de esperar la biomasa nodular presente en plantas estresadas se redujo en un 40%
(Tabla 1.8.). El Test de Burton arroj6 resultados positivos en ambas condiciones (control y
estrés hidrico), ya que mas del 80% de las plantas fueron noduladas.

Respecto a las plantas coinoculadas, luego de 33 dias de ensayo, el 100% de las mismas
presentaron nédulos. Tal como muestra la tabla 1.8., plantas controles coinoculadas con ambas
cepas presentaron en promedio 43 nodulos/planta, de los cuales el 60,5% se halld en la raiz
principal. Es importante destacar que en promedio 14,3 nddulos/planta se ubicaron en la zona
del cuello de la raiz. El numero de nodulos totales en plantas crecidas bajo condiciones
control, comparado el nimero de nodulos totales, fue menor en el tratamiento coinoculado
comparado con el tratamiento de inoculacion simple con B. sp. SEMIA 6144 donde se puede
observar que en este Gltimo tratamiento el promedio fue de 58,6 nddulos/planta y a pesar de
esto, s mantuvo el mismo patrén de distribucion espacial de los ndédulos en ambos
tratamientos.

El déficit hidrico afecté negativamente la triple interaccion B. sp. SEMIA 6144-4. hypogaea-
A. brasilense Az 39 en las dosis de inoculacion empleadas. Si bien el 98% de las plantas
estresadas y coinoculadas presentaron nodulos, se observé una disminucion significativa en el
numero de nodulos/planta y en la biomasa seca nodular. Respecto al nimero de nédulos/planta
hallado fue de 22,6, lo que representa un 48,4% menos que las planta control. Un dato de
interés fue que el 81% se hall6 en la raiz principal a diferencia de las plantas no estresadas que
fue del 63%. A diferencia de lo que ocurre en plantas estresadas inoculadas con B. sp. SEMIA
6144 se observa un incremento en el nimero de nédulos presentes en las raices laterales, en el
caso de la coinoculacién solo el 19% de los nodulos se hallo en raices laterales. Como es de
esperar, la biomasa nodular presente en plantas estresadas coinoculadas se redujo en un

43,7%, respecto a la condicidén control (Tabla 1.8.). Dicho porcentaje de reducciéon fue
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semejante al observado en la inoculacion simple, aunque la nodulacion resulté mas efectiva en

este ultimo.

Tabla 1.8. Parametros de nodulacion de A. hypogaea en condiciones control y de estrés
hidrico (PEG 15 mM) inoculada con B. sp. SEMIA 6144 y coinoculada con B. sp. SEMIA
6144 y A. brasilense Az 39.

N° total de BS de Ne° de N° de
% Plantas nodulos noédulos nodulos RP nédulos RL
Tratamientos noduladas (N°/planta) (mg/planta) (N°/planta) (N°/planta)
Sin Inocular ND ND ND ND ND

Inoculado B. sp. SEMIA 6144

Control 100 58,6+ 12 13,4+7,3 384+ 10 17+10

PEG 15 mM 95 33+16* §+£33* 16,6 £ 8,2 * 2112

Co-Inoculado B. sp. SEMIA 6144 + A. brasilense Az39

Control 100 43 £ 16 6,4+23 24,8+ 8,5 143+3

PEG 15 mM 98 22,6 £ 10* 3,6 +1,6* 18,3 +9* 43+ 1*

Los valores representan la media + S.E.M de tres experimentos diferentes, con ensayos de 10 plantas
por tratamiento. BS: Biomasa seca; RP: Raiz principal; RL: Raiz lateral. Diferencias significativas
(»<0.05) entre los valores esta indicado por un *. Para el caso del Test de Burton se determiné el
numero de nédulos en la zona del cuello de la raiz principal (cuadrado de 2,5 cm x 2,5 cm). ND: no

detectado. BS: biomasa seca. RP: Raiz principal. RL: Raiz lateral.

Posteriormente se compararon los cuatro tratamientos, observando la aparicion de nédulos
sobre la raiz y realizando un recuento de los mismos en un cilindro imaginario con eje central
en la raiz principal, un didmetro de 2,5 cm y una longitud de 2,5 cm. El Test de Burton dio

positivo en ambas condiciones (control y estrés hidrico), ya que mas del 80% de las plantas
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presentaron mas de 3 nodulos en la zona analizada de la raiz principal (19 nédulos en plantas
controles coinoculadas y 13 nddulos en plantas sometidas a estrés hidrico y coinoculadas,
dentro del cilindro imaginario).

La simbiosis mani-rizobio es mds sensible al estrés salino que al estrés osmotico. Se ha
reportado para mani que bajo la condicion de estrés osmotico se han presentado parametros de
nodulacién similares al control. Segun Elshiekh y Wood (1990), la nodulacion y la fijacion de
N, son aparentemente mas sensibles a la sal que el mismo crecimiento vegetal (Dardanelli
et.al, 2009).

El efecto del estrés por NaCl y PEG en la inoculacion de Vicia faba L. con R.
leguminosarum, fue estudiada por Zahran y Sprent (1986). En plantas de 45 dias de
crecimiento observaron la presencia de 100 nédulos/planta (biomasa seca nodular: 60
mg/planta) control inoculada. Ambos estreses redujeron un 50% el numero de nédulos/planta
(biomasa seca nodular: 22 mg/planta). Dardanelli ez.al (2009) también estudiaron el efecto del
PEG 20 mM sobre la simbiosis B. sp. SEMIA 6144-A4. hypogaea (Blanco Manfredi M68) y en
semejanza con nuestros resultados, el estrés hidrico afectd negativamente la simbiosis (38
ndédulos/planta) pero no la inhibié. Respecto a la biomasa seca nodular, los nédulos de las
plantas controles inoculadas representaron 73 mg/planta, mientras que la biomasa seca de los
nédulos procedentes de plantas sometidas al estrés no ionico fue de 37 mg/planta. Estos
valores fueron superiores a los nuestros, por lo que no se debe descartar un efecto del cultivar
seleccionado para realizar los ensayos.

No hay bibliografia precisa disponible en la que se lleven a cabo estudios sobre la
distribucion espacial de los nodulos en plantas coinoculadas con Rizobio-PGPR, a diferencia
de los efectos de la triple interaccion sobre los parametros de nodulacion tanto en plantas
leguminosas como no leguminosas, lo cual se encuentra recientemente documentado. Vicario
et.al (2015) estudiaron el efecto de la coinoculacion de plantas de mani (Granoleico) con
cepas nativas de suelos argentinos asi como con cepas comerciales de Bradyrhizobium en
combinacidon con A. brasilense Az 39. Estos autores observaron que el numero total de
ndédulos contabilizados en plantas inoculadas con B. sp. SEMIA 6144 en ausencia de A.
brasilense Az 39 fue de 80 nddulos/plantas aproximadamente. Ese valor se mantuvo sin
modificaciones cuando la planta de mani fue inoculada con B. sp. SEMIA 6144 en presencia

de A. brasilense Az 39. Similar a nuestros resultados ellos observaron una disminucién en el
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peso seco de los nddulos procedentes de plantas coinoculadas respecto a las procedentes de la
inoculacién simple. Sin embargo, dicho efecto fue diferente cuando la planta de mani fue
inoculada con cepas de Bradyrhizobium incluso algunas nativas de suelos argentinos. En este
ultimo caso la coinoculacién demostrd poseer un efecto benéfico sobre los parametros de
nodulacion y crecimiento de la planta. Esto nos permite sugerir una dependencia del efecto
benéfico de la coinoculacion a nivel de las cepas de rizobios utilizadas.

Chibeba et.al (2015) observaron que el nimero de nddulos en raices de plantas de soja
inoculadas con B. diazoefficiens en presencia de A. brasilense fue un 25% superior que en
ausencia de A. brasilense. Esltévez (2007) observo que las inoculaciones dobles son mas
efectivas en plantas de soja que en plantas de judia. Similar a nuestros resultados, esta ultima
autora observo que para el caso de P. vulgaris, cuando se ensayaron los inoéculos dobles (R.
etli 'y C. balustinum), la tasa de nodulacion disminuyé sorprendentemente mientras que se
incremento la parte aérea de la planta, respecto a la inoculacion simple (R. etli).

En el caso de plantas no leguminosas, tal como el trigo, la coinoculacién (R. meliloti y A.
brasilense) incrementd el rendimiento de granos por planta de manera no significativa
respecto a la inoculacion con R. meliloti, sin embargo, se registraron incrementos en el
contenido de N, K y P en las plantas coinoculadas respecto a las inoculadas con el rizobio
(Askary et.al, 2009).

En nuestro caso, observamos que tanto en condiciones optimas de crecimiento como de
estrés hidrico, la inoculacién simple resultdé mas eficiente desde el punto de vista de la

nodulacién en comparacidn con la coinoculacion.
4.4.6. Calculos de los parametros IRPA, RGR y df/dt

La relacion entre raiz/parte aérea (IRPA) se considera como un indice de equilibrio del
crecimiento de los 6rganos de una planta. Si una condicién produce una mayor variaciéon en el
crecimiento de un organo en relacidn al otro, esto se reflejard en dicho indice (Lopez-Gémez,
2007). Para el mani, en ausencia de in6culo, y como consecuencia del déficit hidrico aplicado,
el indice raiz parte aérea no fue modificado (0,34 y 0,35 respectivamente) debido a que atin en
presencia del factor estresante, ambas partes de la planta experimentaron reducciones

coordinadas de sus pesos secos (Tabla 1.9.). En el caso de las plantas de mani inoculadas
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solamente con B. sp. SEMIA 6144, el IRPA disminuyé entre un 29 a un 23% tanto en plantas
controles como estresadas respectivamente. En los tratamientos coinoculados, el indice IRPA
fue variable tanto en ausencia como en presencia de déficit hidrico. En el caso de las plantas
coinoculadas creciendo en dptimas condiciones, el IRPA fue un 15% superior al de las plantas
sin inocular. Contrariamente, al analizar el efecto de la coinoculaciéon respecto a las plantas
creciendo bajo déficit hidrico, el indice IRPA se redujo un 17% respecto a las estresadas sin
inocular (Tabla 1.9.). Estos resultados indicarian un efecto de los indculos sobre la raiz.

Chibeba et.al (2015), reportaron que para plantas de soja de 32 dias inoculadas con
Bradyrhizobium spp. El indice IRPA fue de 0,32. Igual valor fue obtenido en plantas de soja
coinoculadas con Bradyrhizobium sp. y A. brasilense. Este hecho puede ser explicado debido a
que la coinoculacion produjo de manera proporcionada aumentos en la parte aérea y radical de
las plantas de soja.

La Tasa de crecimiento relativo (RGR) indica la fraccion de crecimiento por unidad de masa,
por dia. La inoculacién con B. sp. SEMIA 6144 produjo un incremento del 85,4% de la RGR
de plantas de condicidn control sin inocular y un 78,6% la RGR de plantas estresadas respecto
a las sin inocular en dicha condicion de 33 dias de crecimiento. Es importante destacar que el
efecto positivo de la inoculacion durante el déficit hidrico también se logra principalmente
durante las etapas tempranas del crecimiento. A los 7 dias el valor de RGR de plantas
inoculadas y creciendo en déficit hidrico fue un 24% superior al de las plantas estresadas sin
inocular (dato no mostrado). El valor de RGR de plantas de 33 dias de crecimiento resulto
menor al de plantulas de 7 dias, esto se debe a que el crecimiento es exponencial durante los
primeros dias de desarrollo.

La inoculacion con B. sp. SEMIA 6144 en presencia de A. brasilense Az 39 provocod un
incremento del 10,2% de la RGR de plantas de condicion control sin inocular y de un 15% de
la RGR de plantas estresadas respecto a las sin inocular en dicha condicién, de 33 dias de
crecimiento. Es importante destacar que el efecto positivo de la coinoculacion durante el
déficit hidrico es inferior a los que se encontraron con la inoculacion simple con B. sp. SEMIA
6144 que gener6 un incremento en la RGR de un 85% respecto a plantas controles sin inocular
y en el caso de las plantas estresadas el incremento fue en un 78%.

Inzé (2014) estudio el efecto de diferentes estresores (manitol, sorbitol, NaCl y H>0O,) sobre

la germinacién y crecimiento de semillas de Arabidopsis Col-0 mannitol, luego de 12 y 22
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dias post aplicacion del estrés. Manitol y sorbitol se aplicaron en concentraciones desde 5 a
300 mM para generar un potencial osmético correspondiente a sorbitol -0,08 to -0,8 MPa. Sus
resultados revelaron que la germinacién es mas sensible a la presencia de NaCl y H,0,,
mientras que el crecimiento resulto ser el parametro mds sensible para los estreses osmaticos.
La PA fue mas afectada que la PR. Para obtener nueva informacion sobre el efecto de estreses
osmoticos sobre el crecimiento, se calculé la RGR. Todos los estresores indujeron una
respuesta dosis dependiente. Manitol tuvo un efecto drastico en pa PA, a partir de la
concentracion 5 mM. En altas concentraciones las plantas fueron muy pequeiias, de coloracion
verde oscuro y compacta. Los efectos negativos del manitol en la RGR de las plantas, se
observaron principalmente en los estadios tempranos de crecimiento (plantas de 8 dias).

Por otro lado, se calculd el parametro df/dt, medida que informa cuanto del total de los
recursos que utiliza la planta, lo destina a la biomasa radical. La tabla 1.9., muestra que la
inoculacion favorecid la distribucion de los recursos hacia el desarrollo radical (condicion
control y de estrés hidrico). Plantas controles e inoculadas destinaron un 113% mas del total
de sus recursos a la biomasa radical respecto a las plantas controles sin inocular, mientras que
las plantas estresadas e¢ inoculadas destinaron un 115% mas al desarrollo radical que lo que
destinaron las plantas estresadas sin inocular. Por otro lado, la coinoculaciéon favorecio la
distribucién de los recursos hacia el desarrollo radical (condicién control y de estrés hidrico).
Plantas controles y coinoculadas destinaron un 13% mas del total de sus recursos a la biomasa
radical respecto a las plantas controles sin inocular, mientras que las plantas estresadas y
coinoculadas destinaron un 24% mas al desarrollo radical que lo que destinaron las plantas
estresadas sin inocular. Tanto la inoculacion simple como la coinoculacion favorecié la
distribucion de los recursos hacia el desarrollo radical, sin embargo esta distribucion fue mas

marcada en el caso de la inoculacion simple.

154



Resultados y Discusién

Tabla 1.9. Efecto del déficit hidrico (PEG 15 mM) y de la inoculaciéon simple y

coinoculacion, sobre los parametros IRPA, RGR y df/dt en plantas de 33 dias de crecimiento.

Parimetros

Tratamientos IRPA RGR (g/g/dia) Df/dt (g/g/dia)
Control Sin Inocular 0,34 1,23 0,80
Control + B. sp. SEMIA 6144 0,24 2,28 1,71
Control + B. sp. SEMIA 6144 + Az 39 0,40 1,37 0,92
PEG 15 mM Sin Inocular 0,35 0,70 0,40
PEG 15 mM + B. sp. SEMIA 6144 0,27 1,25 0,86
PEG 15 mM + B. sp. SEMIA 6144 0,29 0,82 0,53

+ Az 39

A diferencia de nuestros resultados, Dardanelli ez.al (2008), estudiaron el efecto del estrés
salino (NaCl 100 mM) y osmoético (PEG 20 mM) y de la inoculacion con Bradyrhizobium sp.
ATCC10317, Bradyrhizobium sp. TAL1000 y Bradyrhizobium sp. SEMIA6144 en plantas de
A. hypogaea. Ellos observaron que los valores de peso seco de raiz de mani (ya sea inoculado

0 no) no mostraron cambios significativos con respecto a las condiciones de control.

4.4.7. Efecto del déficit hidrico y la presencia de A. brasilense Az 39 sobre la actividad
nitrogenasa de B. sp. SEMIA 6144

Para evaluar la funcionalidad de los nddulos bajo estrés hidrico, se determiné la actividad
nitrogenasa (Figura 4.26.), la cual fue notablemente reducida bajo estrés hidrico, con una
reduccion de mas del 50% de la tasa de fijacion de nitrogeno (NRF) (Figura 4.26., C). La
NRF de las plantas coinoculadas resulté menor que el de las plantas inoculadas con B. sp.
SEMIA 6144 creciendo en dptimas condiciones, lo que puede deberse a la disminucidn en el
nimero de nédulos y por lo tanto de la biomasa de nodulos en plantas coinoculdas. Sin
embargo el efecto del déficit hidrico sobre la NRF fue mas negativo en plantas inoculadas
con B. sp SEMIA 6144 que en plantas coinoculadas. Por otra parte, cuando se evalud la

eficiencia de la nitrogenasa mediante el coeficiente de locacion electrénica (EAC), todos los
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tratamientos presentaron valores 6ptimos de eficiencia (mayores a 0,8), observandose que en
plantas coinoculadas y bajo déficit hidrico presentaron una alta eficiencia de la nitrogenasa,
por lo tanto esto indicaria que el déficit hidrico no afecté la actividad de la enzima
nitrogenasa, sino que la reduccion en la NRF se debe principalmente a la disminucion en la
biomasa nodular y no a un deterioro de la actividad enzimatica. Ademas, estos datos sugieren
que la presencia de A. brasilense Az 39 no afectaria la eficiencia de la nitrogenasa. La
exposicion a estrés hidrico severo reduce la actividad nitrogenasa debido a que disminuye la
tasa de fotosintesis, perdida de leghemoglobina y se rompe la barrera de difusion de oxigeno
(King y Purcell, 2006). Diaz del castillo et.al (1999) estudiaron el efecto del estrés hidrico
mediante el agregado de manitol (potencial osmético desde -0,05 hasta -2 MPa) en la
simbiosis soja - Bradyrhizobium diazoefficiens. Las plantas sometidas a estrés moderado
mostraron una disminucion de la TNA de un 52% respecto al control. Se encontr6 una
correlacion entre la TNA vy el estrés hidrico, donde los valores mas bajos de TNA estan
asociados a valores mas bajos de potencial osmdtico. Resultados similares fueron hallados
por Gil Quinta et.al (2013), donde el analisis protedmico sugiere que el metabolismo del C y
de aminoacidos en las plantas, asi como la sintesis de proteinas y el crecimiento celular son

los procesos mas alterados en los nddulos de soja sometidos a estrés hidrico.
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Figura 4.26. Efecto del déficit hidrico sobre los parametros de fijacion de Nitrédgeno. Actividad

nitrogenasa aparente (ANA), actividad nitrogenasa total (TNA), tasa de fijacion de nitrogeno

(NFR), coeficiente de locacion electronica (EAC). Los valores representan la media + S.E.M de

tres experimentos diferentes. Letras diferentes indican diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05).

Algunos autores han descripto reduccion del 50% en la NRF en plantas de P. vulgaris

inoculadas con Rhizobium tropici y sometidas a estrés salino. Este efecto negativo de la sal

sobre la fijacion de nitrégeno se ha atribuido al efecto negativo sobre la infeccion radical asi

como en la organogénesis y diferenciacion de bacteroides en el interior del nédulo (Zahran,

1999; Lopez-Gomez et.al, 2014). En nuestro trabajo observamos como el déficit hidrico afectod
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negativamente la cinética de nodulacion asi como también al desarrollo de nédulos, tanto en
numero como en biomasa nodular. Nuestros datos mostraron una reduccion de un 58% en la
biomasa nodular de plantas de mani sometidas a déficit hidrico e inoculadas simple y
coinoculadas en comparacion a plantas creciendo en Optimas condiciones. Esto sugiere que la
disminucion en la fijacion de N, (Figura 4.26.) se debe tanto al efecto negativo del estrés sobre
el metabolismo nodular asi como en la formacién del nédulo.

Streeter (2003) evalud el efecto de la sequia en la fijacion de N, en soja inoculada con
Bradyrhizobium diazoefficiens. Similar a nuestros resultados, el estrés disminuy6 la biomasa
nodular en un 57% y se registré disminucion de un 34% en la fijacion de N,. El autor sugiere
que la reduccidén de la actividad nitrogenasa registrado se debe al menor desarrollo de
nédulos bajo la condicion de sequia. Lo mismo sugieren Bianucci et.al (2013) quienes
estudiaron el efecto del estrés por Cd en A. hypogaea inoculada con B. sp. SEMIA 6144. En
ese caso, se registré disminucidon en el numero de nddulos y en la tasa de fijacién de N,
debido al efecto del Cd en la infeccion de la planta por Bradyrhizobium y a su efecto en el
crecimiento y desarrollo de nédulos.

Se ha reportado en P. vulgaris inoculado con Rhizobium tropici, sometido a estrés salino
(NaCl 100 mM) una reduccidon del 52% de la ANA y 44% TFN (Palma Martin, 2009).

A pesar que la biomasa nodular por planta declind significativamente bajo déficit hidrico
(Tabla 1.8.), la relacién masa nodular/biomasa aérea resultdé mayor bajo esta condicion
comparativamente con el control (0,032 y 0,026 respectivamente). Este dato es consistente
con la idea de que ante el déficit hidrico aplicado continua una adecuada capacidad de
fijacién de N,.

La tasa de FBN en leguminosas rdpidamente decrece bajo estrés hidrico debido a la
acumulacién de ureidos tanto en nodulos como en tallo (Vadez et.al, 2000; Charlson et.al,
2009) y disminuye la demanda de N en la PA, la tasa de traspiracion, y el metabolismo
enzimatico (Valentine et.al, 2011). Numerosos reportes han indicado que el estrés hidrico
inhibe la iniciacion de nddulos, el crecimiento, desarrollo y actividad de los mismos (Vadez
et.al, 2000; Streeter, 2003; Valentine et.al, 2011). La disminucion en la tasa de FBN bajo
estrés hidrico esta asociada con la reduccidon en la tasa de fotosintesis en leguminosas

(Ladrera et.al, 2007; Valentine et.al, 2011).
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e La adiciéon de PEG6000 15 mM en el sistema de cultivo hidropdnico, es capaz de inducir
estrés hidrico moderado (-0,28 MPa) en plantas de mani de 7 dias de crecimiento. En los
primeros estadios del desarrollo, Arachis hypogaea solo tolera niveles bajos de déficit hidrico,
ya que si el estrés es moderado-severo (-0,28 MPa) la plantula no desarrolla su parte aérea.

o El déficit hidrico redujo significativamente el contenido de materia seca principalmente en
la parte aérea, aunque también afecto a la raiz.

e En rizodeposiciones obtenidas de raices de mani de 7 dias de crecimiento, se encontrd
amplia diversidad de moléculas implicadas en la interaccion con rizobacterias. Entre estas
moléculas de importancia se detectaron acidos grasos, flavonoides, acidos organicos, auxina,
triptofano y terpenos. El perfil de exudacion se modifico cuando las plantas crecieron bajo
déficit hidrico.

e Los AG obtenidos en presencia de estrés hidrico se diferenciaron de los obtenidos en
condiciones libres del estrés, principalmente se observé incremento del AG 18:1A° en las
rizodeposiciones provenientes de plantas estresadas. Se sugiere que estarian involucrados en la
interaccion suelo-planta en esta condicion.

¢ Los principales flavonoides obtenidos en las rizodeposiciones de plantas de mani de 7 dias
de crecimiento, provenientes del tratamiento control, fueron genisteina, naringenina y
apigenina. El estrés hidrico modifico el patron de flavonoides liberados por la planta de mani,
incrementandose notablemente las flavononas, como lo son naringenina y hesperidina, y
disminuyé los niveles detectados de apigenina y genisteina. Por otra parte, se destaco la
exudacion de Trp por parte de las raices de las plantas de mani sometidas a déficit hidrico
(PEG 15 mM).

e Respecto a los AO, los mayoritarios fueron malico, acético, lactico, citrico y succinico.
Bajo déficit hidrico se incrementaron los niveles de lactico y succinico y disminuy6 la
concentracion de mélico y citrico.

o Las raices de plantulas de Arachis hypogaea de 7 dias de crecimiento, exudaron terpenos
clasificados como monoterpenos y sesquiterpenos. El estrés hidrico favorecid la produccién de
monoterpenos con propiedades antioxidantes e indujo la exudacion de especies oxigenadas de
sesquiterpenos, tal como farnesol y nerodiol ambos con propiedades antioxidantes.

e El estrés hidrico y la interaccion de la planta de mani con las rizobacterias Bradyrhizobium

sp. SEMIA 6144 y Azospirillum brasilense Az 39, generaron cambios en el perfil de AG de las
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rizodeposiciones de mani de 7 dias. La disminucidén de los AG saturados y aumento en los AG
insaturados fue un efecto conjunto del estrés hidrico y de la inoculacion. El incremento
significativo en el porcentaje del AG 18:1, sugiere que éste AG podria estar implicado como
molécula sefial en la interaccion mani-Azospirillum/Bradyrhizobium, y desempeifiaria un rol
importante en el estrés hidrico.

e FEl crecimiento de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 y Azospirillum brasilense Az 39
afectado negativamente por el estrés hidrico, reduciendo sus parametros de crecimiento.
Ambas bacterias se adaptaron al déficit hidrico aplicado, sin embargo los niveles de tolerancia
son distintos. Nuestros resultaros de la viabilidad de las células, indican que B. sp. SEMIA
6144 es menos tolerante al deficit hidrico (PEG 15 mM) respecto a A. brasilense Az 39.

e La composicion de AG de ambas cepas fue modificado por efecto del PEG 15 mM,
generando para las dos cepas es una modificacion del grado de insaturacion de los AG
componentes de los PL, respuesta universal en el mundo viviente para mantener la fluidez de
la membrana y la viabilidad celular.

e La presencia de PEG 15 mM gener6 modificaciones en la biosintesis de PL y AG,
sugiriendo que estos cambios pueden ser respuestas adaptativas al estrés.

e El déficit hidrico afecto la fluidez de la membrana citoplasmatica de células de
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 y Azospirillum brasilense Az 39. El shock osmético
generado por PEG caus6 un efecto fluidificante sobre la membrana celular de ambas bacterias.
La fluidez 6ptima retorné luego de 60 min de exposicion a PEG 15 mM. La respuesta fue
observada a nivel de cambios simultdneos en la biosintesis de PL. y composicion de AG de la
bicapa lipidica. El incremento en los SFA, disminucion de UFA, e incremento en PL
formadores de bicapa tal como PC, fueron las principales modificaciones que permitieron
estabilizar a la membrana citoplasmatica durante el déficit hidrico.

e Respecto a Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144, se observaron diferencias comparando la
respuestas temprana (shock) y tardias (96 h de crecimiento con PEG). Después de 96 h de
crecimiento con PEG, el indice UFA/SFA aument6 de 3,4 a 5, mientras que como respuesta al
shock osmético aplicado durante 60 min, el indice AGI/AGS disminuy6 de 4,7 a 3,3. Estas
diferencias indican un remodelamiento dinamico de la membrana bacteriana, implicando el

turnover de los PL.
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e Respecto a Azospirillum brasilense Az 39, la respuesta al shock osmoético a nivel de
composicion de AG de la membrana fue similar a la observada en células crecidas con PEG
durante 24 h. Sin embargo, similar a lo observado en Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144, se
registraron niveles altos de LPE, los cuales no fueron mantenidos durante en crecimiento con
PEG 15 mM.

¢ En ambas rizobacterias se observd como respuesta temprana (shock) al PEG 15 mM, la
disminucion de PE y el incremento en PC y LPE, ambos PL provienen del metabolismo de PE.
Sin embargo los niveles aumentados de LPE no se mantuvieron en la respuesta tardia
(crecimiento). Esto se debe al turnover de los PL, e implica una actividad fosfolipasa. Estos
resultados indican que la respuesta al efecto que genera el factor estresante sobre la membrana
bacteriana es inmediato a fin de lograr mantener los valores optimos de fluidez, sin embargo
dicha composiciéon de AG y PL no es constante, sino que se remodela a lo largo del
crecimiento bacteriano a través del turnover de PL.

e Respecto a la movilidad, Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 presenté un desplazamiento de
tipo swarming y swimming poco desarrollado. El déficit hidrico favoreci6 la movilidad de tipo
swimming. Azospirillum brasilense Az 39 mostré escasa movilidad de tipo swarming,
mientras que el desplazamiento de tipo swimming fue ampliamente superior a la cepa
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144. En el caso de Azospirillum brasilense Az 39, la condicion
de déficit hidrico favorecié levemente al desplazamiento tipo swarming. La presencia de una
fuente de carbono favorecié la movilidad. Ambas cepas mostraron quimiotéxis hacia los ER
de la planta de mani.

e En relacion al tamafio celular, en general observamos que la diferenciacion de células
vegetativas en células de tipo swarm o swimming modific6 el tamafio celular,
incrementandose la longitud, principalmente en bacterias sometidas a estrés hidrico.

e Respecto a la adhesion de las rizobacterias a las raices de plantulas de mani, mayor
cantidad de células de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 se adhirieron a las raices de plantas
de mani estresadas respecto a las raices provenientes de plantas controles. El mismo resultado
se observd para Azospirillum brasilense Az 39.

e Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 no produjo AIA de manera significativa. Azospirillum
brasilense Az 39 fue productor de AIA por una via dependiente de Trp. En condiciones de

estrés hidrico la produccién de AIA se vio incrementada.
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e La inoculaciéon de semillas pregerminadas de Arachis hypogaea con Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6144 y Azospirillum brasilense Az 39, mitigo6 el efecto del estrés hidrico sobre el
desarrollo aéreo y radical de las plantulas de 7 dias.

e Las plantas de mani inoculadas con Azospirillum brasilense Az 39, obtuvieron una tasa de
crecimiento relativo (RGR) mas elevada y destinaron mayores recursos al desarrollo radical
con respecto a las plantas inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144.

e La inoculacion de semillas pregerminadas de Arachis hypogaea con Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6144, mitigé el efecto del estrés hidrico sobre el desarrollo aéreo y radical de las
plantulas de 33 dias. El desarrollo de biomasa aérea y radical de plantas estresadas inoculadas
supero a la de las plantas estresadas no inoculadas.

o El déficit hidrico aplicado induce un estrés oxidativo manifestado por un aumento en los
niveles de peroxidacion lipidica (medido como contenido de MDA), sobre todo en los estadios
temprano de crecimiento (plantas de 7 dias). Respecto a la inoculacion, al inicio de la
interaccion se incrementaron los niveles de MDA.

o El estrés hidrico afecté negativamente la cinética de nodulacion de Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6144 sobre plantas de Arachis hypogaea. El porcentaje de plantas noduladas resulto
levemente afectado por el estrés hidrico, sin embargo el nimero de noédulos/planta y por
consiguiente la biomasa nodular se redujo respecto al control. A diferencia de las plantas
controles, las plantas estresadas mostraron mayor nimero de nddulos en las raices laterales.

e La coinoculacion de Arachis hypogaea con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 vy
Azospirillum brasilense Az 39, mitig6 el efecto del estrés hidrico, aumentando el desarrollo
aéreo y radical de las plantas de 33 dias.

e El estrés hidrico afectdé negativamente la cinética de nodulacion de Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6144 en presencia de Azospirillum brasilense Az 39 sobre plantas de Arachis
hypogaea. La presencia de Azospirillum brasilense Az 39 no afect6 la capacidad infectiva de
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144, ya que el 98% de las plantas coinoculadas presentaron
nddulos en sus raices. Sin embargo el numero de nédulos/planta y por consiguiente la biomasa
nodular resulté disminuido en comparacion con la inoculacion simple y por el estrés hidrico.

e Respecto a la funcionalidad de los nddulos, la actividad nitrogenasa en condiciones
controles resulté oOptima en cuanto a los valores de NRF obtenidos, sin embargo la

coinoculacion disminuyd la misma. Por otra parte, la actividad nitrogenasa fue notablemente

164



Conclusiones

reducida bajo déficit hidrico. Sin embargo el efecto de este estrés sobre la NRF tuvo un
impacto mas negativo en plantas inoculadas solo con B. sp. SEMIA 6144 que en plantas
coinoculadas. Por otra parte, EAC obtenidos para nodulos de plantas coinoculadas y bajo
déficit hidrico presentaron una alta eficiencia de la nitrogenasa.

e Enrelacion a la fijacion de N, nuestros resultados indicaron que el déficit hidrico no afecto
la actividad de la enzima nitrogenasa, sino que la reduccion en la NRF se debio principalmente
a la disminucion en la biomasa celular. Ademas, la presencia de A. brasilense Az 39 beneficio
la fijacion de N; cuando la planta crecio en condiciones de falta de agua.

o El indice IRPA fue igual tanto para la condicién de crecimiento 6ptima como de estrés
hidrico. Esto indica que las plantas estresadas mantienen un desarrollo equilibrado. Sin
embargo cuando las plantas fueron coinoculadas el indice mostrdé variaciones, aumentando
para la condicién control y disminuyendo para las plantas estresadas. Esto resultados estarian
indicando un efecto de los indculos sobre la raiz.

e La coinoculacion favorecid el desarrollo de las plantas sometidas a estrés hidrico. Esto se
encuentra reflejado en la tasa de crecimiento relativo (RGR), sin embargo podemos inferir que
la inoculacion simple es mas efectiva que la coinoculacién bajo las condiciones ensayadas. El
indice df/dt, reflejé que la coinoculacion indujo la distribucién de los recursos de la planta
hacia el desarrollo radical sobre todo cuando la planta se desarrolla en condiciones de estrés
hidrico.

¢ Mediante la inoculacidon simple con Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 se obtuvieron
mejores resultados sobre los parametros de crecimiento analizados en plantas de Arachis
hypogaea en ausencia o presencia de estrés hidrico, respecto a la coinoculacion, bajo las dosis
aplicadas.

o El déficit hidrico disminuy¢ la tasa de fijacion de N2 (NRF). En plantas coinoculadas, la
NREF resulté menor que el de las plantas inoculadas con B. sp. SEMIA 6144 creciendo en
optimas condiciones (reduccién en nimero y biomasa de nodulos). Sin embargo en plantas
coinoculadas, el déficit hidrico no afectd la NRF. Por otra parte, cuando se evalu la eficiencia
de la nitrogenasa mediante el coeficiente de locacion electronica (EAC), todos los tratamientos
presentaron valores Optimos de eficiencia (mayores a 0,8), observandose que en plantas
coinoculadas y bajo déficit hidrico presentaron una alta eficiencia de la nitrogenasa, estos

datos sugieren que la presencia de A. brasilense Az 39 asi como el déficit hidrico, no
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afectarian la eficiencia de la nitrogenasa. Por lo tanto, la reduccion en la NRF se debe
principalmente a la disminucion en la biomasa nodular y no de la actividad enzimatica.

e La hipdtesis propuesta en nuestro plan de Tesis Doctoral es valida. Los resultados y las
conclusiones detalladas anteriormente nos permiten demostrarla y se encuentran resumidos e

integrados en la figura 4.27.
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Figura 4.27. Esquema integrador de resultados del efecto del estrés hidrico sobre 4. hypogaea
L. y rizobacterias B. sp. SEMIA 6144 y A. brasilense Az39 que fueron crecidas por separado y
en interaccion con la planta, en estrés hidrico (PEG 15 mM). Flechas rojas hacia arriba sefialan
incremento y hacia abajo disminucion de los componentes y pardmetros indicados. Linea de
puntos: interaccién directa. Signo +: estimulacién. P: valor de fluidez. RGR: tasa de
crecimiento relativo. df/dt: destino de los recursos a biomasa radical. B.S: biomasa seca.
IRPA: indice raiz/parte aeres. NRF: tasa de fijacion de Nitrogeno. EAC: coeficiente de

alocacion electronica. MDA malondialdehido.
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Perspectivas

Este trabajo de Tesis Doctoral brinda las primeras evidencias de los cambios fisiologicos y

bioquimicos que permiten la adaptacion de la leguminosa Arachis hypogaea L., asi como las

rizobacterias Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 y Azospirillum brasilense Az 39 a condiciones
de déficit hidrico

La adaptacion de las rizobacterias al estrés permite el establecimiento de la interaccion

planta-bacteria, y mitiga los efecto negativos del estrés hidrico, permitiendo asi mejor

crecimiento de 4. hypogaea en ambientes que sufren dicha condicién ambiental.

De éste trabajo se desprenden miltiples perspectivas:

Estudios de las moléculas de sefializacion presentes en rizodeposiciones en presencia
de indculos bacterianos. Este trabajo se ha comenzado recientemente y podemos
observar cambios en los perfiles de exudacion frente a diferentes condiciones.

Estudiar la regulacion de la sintesis de LPE, fosfolipido involucrado en la respuesta
rapida al estrés en ambas rizobacterias, asi como también profundizar los estudios
respecto a los cambios registrados en la membrana bacteriana a fin de dilucidar la
participacion de la membrana externa e interna en la adaptacion al estrés.

Investigar la aplicacion de bacterias que presenten una membrana adaptada al estrés
hidrico sobre semillas de A. hypogaea, buscando de éste modo disminuir el impacto
negativo que genera el estrés en la cinética de nodulacion y sobre los parametros de
nodulacion.

En nuestro trabajo hemos caracterizado moléculas de exudados de mani producidas en
estrés hidrico, observando aumento en la produccién de naringenina y hesperidina. Por
lo tanto dichas moléculas podrian tener un potencial uso tecnolégico innovador como
podria ser su aplicacion en encapsulados, y su posterior empleo en la induccion de la
promocion de crecimiento bajo situaciones de estrés.

Desarrollar un inoculante basado en microorganismos previamente adaptados y
moléculas sefiales inmovilizados en una matriz de alginato, que mejore la promocion
del crecimiento vegetal bajo condiciones de estrés hidrico, comparado con los

inoculantes tradicionales (Plan Beca Posdoctoral CONICET).
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