UNIVERSIDAD DE SEVILLA
FACULTAD DE FARMACIA )
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

IMPLICACIONES BASICAS Y
APLICADAS DE LA INTERACCION
TRIPLE RIZOBIO-PGPR-LEGUMINOSA

JANA ESTEVEZ AMADOR
TESIS DOCTORAL
2007







DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA
FACULTAD DE FARMACIA
UNIVERSIDAD DE SEVILLA

Implicaciones basicas y aplicadas de la

interaccion triple rizobio-PGPR-leguminosa

Memoria que presenta la Licenciada en
Farmacia Jana Estévez Amador

para optar al grado de Doctor en
Farmacia por la Universidad de Sevilla

Sevilla, 2007.






DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA
FACULTAD DE FARMACIA
UNIVERSIDAD DE SEVILLA

Implicaciones basicas y aplicadas de la

interaccion triple rizobio-PGPR-leguminosa

Memoria realizada en el Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad
de Farmacia de la Universidad de Sevilla que presenta la Licenciada en Farmacia Jana

Estévez Amador para optar al grado de Doctor en Farmacia.

Los Directores

Fdo.: Marta Susana Dardanelli.

Fdo.: Jana Estévez Amador

Fdo.: Manuel Megias Guijo. Sevilla, 2007.






D. MANUEL MEGIAS GUIJO, CATEDRATICO Y DIRECTOR DEL
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA
DE LA FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNIVERSIDAD DE
SEVILLA

CERTIFICA: Que la Tesis Doctoral titulada “Implicaciones basicas y aplicadas de la
interaccion triple rizobio-PGPR-leguminosa”, presentada por la Licenciada en Farmacia
D®. Jana Estévez Amador para optar al grado de Doctor, ha sido realizada en el
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Sevilla bajo la direccion de los Drs. D*. Marta Susana Dardanelli y D.

Manuel Megias Guijo.

Y para que asi conste, expido el presente certificado en Sevilla, a 24 de Enero de 2007.

Fdo.: Dr. Manuel Megias Guijo.






Parte del trabajo incluido en esta Tesis Doctoral ha dado lugar a los siguientes articulos
cientificos, todos ellos en proceso de escritura y envio, y a dos capitulos de libros ya

publicados:

Estévez, J., Belloguin, R., Ollero, J., Cubo, T., Sousa, C., Espuny, R., Megias, M.
and Dardanelli, M.S. Physiological characterization of rhizobia-PGPR interactions for

bean and soybean inoculants manufacturing. Applied and Environmental Microbiology.

Estévez, J., Soria Diaz, M.E., Fernandez, F., Moron, B., Manyani, H., Gil Serrano,
A., Thomas-QOates, J., van Brussel, A.A.N., Dardanelli, M.S., Sousa, C. and Megias,
M. Nod factor production of Rhizobium tropici CIAT899 is stimulated by sodium ions

and osmotic pressure. Chemistry and Biology.

Estévez, J., Dardanelli, M.S., van Brussel, A.N.N., Medina, C., Megias, M. and
Rodriguez-Navarro, D.N. Benefits of co-inoculation on growth of beans and soybean

under moderately salt conditions. Applied and Environmental Microbiology.

Estévez, J., Balog, C., Moron, B., Manyani, H., Soria Diaz, M.E., Fernandez, F.,
Gil Serrano, A., Thomas-Oates, J., Sousa, C., Dardanelli, M.S., Hensbergen, P., van
Brussel, A.A.N. and Megias, M. Production of R. tropici CIAT899 Nod factors under

abiotic stress conditions in absence of flavonoid. Nature Chemical Biology.

Cubo, T., Dardanelli, M.S., Estévez, J., Belloguin, R., Espuny, R., Sousa, C.,
Megias, M. and Ollero, J. Flavonoid exudated by Glycine max cv. Osumi under abiotic

stress and in presence of PGPRs. Soil Biology and Biochemistry.

Dardanelli, M.S., Fernandez, F., Estévez, J., Rodriguez Carvajal, M.A., Sousa, C.,
Gil Serrano, A. and Megias, M. Flavonoids in legume exudates: modulation by the

presence of salt or PGPR. Molecular Plant-Microbe Interaction.

Megias, M., Dardanelli, M..S., Estévez, J., Rodriguez-Navarro, D.N., Camacho, M.,
Ramos, B., Temprano, F., Sousa, C. and Guitérrez-Maiiero, F.J. 2005. Aplicacion
de bacterias beneficiosas para una agricultura sostenible y respetuosa con el

medioambiente. In press. pp.: 1-15. Recife, Brasil.



Dardanelli, M.S., Fernandez de Cérdoba, F., Estévez, J., Ojeda, J., Merchan, F.,
Sousa, C. and Megias, M. 2006. Produccion de exudados de Phaseolus vulgaris en
condiciones de estrés abidtico. En: Nuevos retos y oportunidades de las leguminosas en

el sector agroalimentario espariol. pp.: 133-139. Cuenca, Espaiia.

Asimismo, se han generado 11 comunicaciones a congresos nacionales y 12 a congresos

internacionales.



A Vicky.
Conseguiste tu suefio de nifia:

ser un angel.






(Por donde empiezo?, ;coOmo se resume en unas hojas todo lo que tienes que
agradecer durante 4 afos?, ;0 deberian ser 9?. {Dios Mio, tengo que agradecer una década
de mi vida en unas escasas lineas!. Me resulta bastante dificil plasmar en papel todos las
buenas experiencias que he vivido durante mi “breve” estancia como doctoranda en la
Facultad de Farmacia (las no tan buenas ya estan en el olvido). Sobre todo porque me
asoma la duda de no haberos correspondido como cada uno os merecéis. No obstante, haré
un gran esfuerzo por recordar e incluir a todos aquellos que merecen de mi agradecimiento
(para que cuando te busques, te encuentres). Aunque sinceramente, no tendré que
esforzarme demasiado. Siempre os llevo en la mente y/o el corazon.

En primer lugar quisiera agradecer a todas las instituciones y/o personalidades que
han hecho posible en un modo u otro mi formacion como Doctora. A los Directores del
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia, D. José Manuel
Ubeda Ontiveros y D. Manuel Megias Guijo, por permitirme realizar la Tesis Doctoral
dentro del mismo. Al Ministerio de Educacion y Ciencia, por la concesion de la Beca
F.P.U. que ha respaldado mi Doctorado durante estos afios. Al Centro de Ciencias
Gendmicas de la Universidad Autonoma de México y al Laboratorio Clusius de la
Universidad de Leiden, en especial a los Drs. Isabel M* Loépez-Lara, Otto Geiger y
Antonius A.N. van Brussel, por permitirme realizar mis estancias doctorales dentro de sus
respectivos Grupos de Investigacion. Igualmente, he de agradecer al Centro I.F.A.P.A. Las
Torres-Tomejil, especialmente a los Drs. Francisco Temprano y Dulce Rodriguez-Navarro,
por acogerme temporalmente en su centro de trabajo.

A mi Director de Tesis Doctoral, “segundo padre” y referente de vocacion y sacrificio
por el trabajo diario. Desde aquel dia en que me convenci6 en la linea 34 del Tussam,
decidi inmiscuirme en el maravilloso mundo de la Ciencia. Ambos apostamos fuerte, el uno
por el otro, y tengo la conviccion de que nos salido bien. De ¢l aprendi a ser fuerte, a
sacrificarme por todo aquello que cuesta, a perfeccionar mi estilo de trabajo, a ser critica, a
tener “un poco de picardia” y a crecer como persona. La lista de mis agradecimientos para
contigo, JEFE, es mucho mas extensa, pero también me ensefaste a ser concisa. Espero,
con el corazon en la mano, haber cumplido todas tus expectativas. Bueno, todas menos una,
aunque recuerda: siempre nos quedara Palma de Mallorca (je). Muchisimas gracias por

todo.



A la Dra. Marta Susana Dardanelli, mi Directora de Tesis, AMIGA, “Angel de la
Guarda”, compaiera de alegrias y penas, grandisima trabajadora y encantadora persona. A
Vicky. Tengo que agradecerte tu enorme apoyo, tanto cientifico como personal. Sabes muy
bien que sin tu ayuda, la historia de esta Tesis Doctoral hubiese tenido otro final bien
distinto. Gracias por tus consejos, tus horas nocturnas y diurnas, tus risas, tus regafiinas
(¢por qué no?), tus “5S minutos” eternos. De ti aprendi a ser fuerte y perfeccionista con mi
trabajo, de manera que prometo no olvidar esas maravillosas cualidades. Gracias, che.

A mi “primera profe”’, mi primer (y continuo) hombro en que apoyarme, mi amiga, mi
compafiera de trabajo, mi Carmela. Te considero una de las personas mas fuertes que jamas
haya conocido, asi que, por favor, no cambies. Admiro tu constancia, tu trabajo, tu esfuerzo
por hacer las cosas bien, tu amor por la familia y los amigos, tu forma de ser tan positiva.
He de agradecerte todos los minutos que me dedicaste al principio de mi incursion en este
peculiar mundo de la Investigacion, porque s€ que no te sobraban y, atn asi, me los
regalaste, jah!, y por todas las “manos que me has echado”. Me ensefiaste mucho mas de lo
que crees. Y por cierto, ya que ti y yo sabemos que en otra vida fuimos hermanas gemelas,
espero que esta conexion tan particular que nos une vaya creciendo con el tiempo. Gracias,
rubia.

Al resto de la “Comunidad del Anillo”, mis compafieros del laboratorio. A “Laura
Maria de los Dolores” (lo siento, no pude evitarlo), por compartir conmigo todos estos afios
de FPUistas y ensefiarme a afrontar la vida de otra manera. Es curioso, a pesar de que
somos la cara y la cruz de la personalidad de un Escorpio, te admiro en muchos aspectos. A
Hamid, por ser tan buena gente (jporque mira que eres buena gente!), por tus consejos, tus
chistes, tu increible facilidad de convertir un momento nefasto en un maravilloso segundo.
Y por recordarme siempre que tengo que afiadir el Cl,Ca (no lo olvidaré). Quiero que sepas
que te estas convirtiendo cada vez mas en un pilar basico de nuestro grupo. Cuidalo. A
“George”, por ofrecer su confianza a esta “pija fascista” (je). Eres uno de los mejores
compaieros de trabajo que se puede tener vayas donde vayas, siempre dispuesto a ayudar, a
contagiar risas, a arrimar el hombro sin pedir nada a cambio. Una excelente persona.
Gracias por estar a mi lado durante todos estos afios. A Fran, por concederme un huequito
dentro de su circulo de confianza. Eres una persona fiel y sincera, y en dias como éstos, es

de agradecer. Gracias nuevamente por los trucos que me has ensefiado, tanto en lo



profesional como en lo personal. A Carolina, por aportar una vision critica en la evolucion
de mi trabajo, ayuddndome en parte a mejorar como investigadora. Gracias por tus
consejos, tu tiempo y tu dedicacion. A Inma, porque, a pesar de habernos tratado poco
tiempo (tiempo, siempre el tiempo...) por solaparse mi salida con tu entrada, he disfrutado
de cualidades tuyas que siempre agradan a cualquier persona. Animo en esta ardua tarea del
Doctorado, y disfrutala, que se pasa volando. A los que se fueron: Clemente (;te llegaste a
ir?), quiza no lo sepas, pero admiro muchisimo la fuerza y el optimismo con que afrontas la
vida y sus dificultades; Maria, te deseo lo mejor en el camino que emprendiste hace ya un
afo, y te felicito por apostar por aquello que realmente deseas, obviando el “que diran”;
Djamila, espero que hayas alcanzado las metas que te propusiste, y que con tanto empefo y
coraje seguro que ya tienes al alcance de la mano.

A los vecinos “Halofilos” y “Palomares”, tanto becarios como profesores, por estar
siempre dispuesto a tender una mano cuando la he necesitado. Muchas gracias por vuestra
colaboracion y simpatia. jQue importante y gratificante es trabajar en armonia!.

A las secretarias, Maria del Mar y Tofii, por sacar tiempo de debajo de las piedras
para arreglar “nuestros papeleos”, siempre con una sonrisa en la cara.

A los compafieros de proyectos, seminarios, reuniones, congresos, cafés, y charlas
varias, de las Facultades de Biologia, Quimica y Las Torres. Gracias a los Drs. Rosario
Espuny, Teresa Cubo, Javier Ollero, Ramoén Belloguin y futuro Dr. Javi “chico” por las
diversas colaboraciones que hemos tenido entre manos. Agradezco muy sinceramente a los
Drs. Antonio Gil, Maru Soria y Dr. “en capilla” Fran Ferndndez por su inestimable ayuda
en el analisis de los factores Nod y flavonoides. Perdon por ser excesivamente “cansina” en
ciertas ocasiones, pero el trabajo lo requeria. Y a todo el personal de Las Torres, doctores y
técnicos (Maria, Marta, Paco, Carmen, Isabel, Manoli, Rocio) por acogerme al inicio de mi
etapa de investigacion y estar siempre dispuestos a ayudarme con los “maravillosos”
ensayos de nodulacion. Tengo que agradecer muy especialmente a la Dra. Dulce
Rodriguez-Navarro por su inestimable colaboracion en la realizacion de numerosos ensayos
alla en Las Torres y en la escritura de comunicaciones diversas. Gracias “Sweety” por la
amistad, ayuda y comprension que me brindaste en numerosas ocasiones sin que fuese

necesario pedirtelo.



A los Drs. Isabel M* Lopez-Lara, Otto Geiger y Ton van Brussel por su célido
acogimiento en mis estancias doctorales en el extranjero. Isabel y Otto me incluyeron en su
Grupo de Investigacion como “a una mas de la familia” y me hicieron madurar como
cientifica, tanto profesional como personalmente. Ellos, junto con todos mis compafieros de
Cuernavaca, Sandra, Ana, Edgardo, Quina, Raul, Yadira, Miguel, Christian, Alhondra, Ivan
y Maritza, me acompafiaron en la magnifica experiencia de descubrir México. En Holanda,
Ton se convirtié en un gran apoyo para mi. Pocas personas he conocido a lo largo de mi
corta vida que sean tan atentos, de corazon, con los demas. Al profesor van Brussel tengo
que agradecerle la oportunidad que me brind6 de trabajar con €l y que dio lugar a gran parte
de los resultados que expongo en esta Tesis, ademas de una magnifica amistad. También he
de agradecer a muchisimas personas del Laboratorio Clusius de Leiden (Clara, Felipe, Ana,
Ton, Joss, Sandra, Gerda, Teun, Ellen, Guido, Ben, Tanya y Esther) por adoptarme como
amiga y compaiera. Cuando se est4 fuera de casa, reconforta saber que tienes gente con la
que siempre puedes contar. Gracias por todo.

A mis amigos y compaiieros de Licenciatura, por interesarse por la marcha de mi
Doctorado y alentarme afio tras afio. Creo que encontraremos pocas ocasiones mas a lo
largo de la vida de tener un grupo de amigos tan unido como el nuestro, y eso se afiora.
Gracias a Tere, Judith, Carmen, Maribel, Ursula, Mario, Ro, Jorge, Alvaro, David, Miguel
y, sobre todo, a Inmita por haber compartido junto a mi estos entrafables afos de
Doctorado animandolos con escapadas de “varios minutos” a la cafeteria. Te he echado
muchisimo de menos.

A mis amigas, por ayudarme en los momentos bajos y compartir los buenos, por
aguantar mis malos ratos y mis negativas para salir, por aconsejarme y animarme. A Alicia,
Auxi, Maribel, Corco, y muy especialmente a Mari, porque estds siempre a mi lado sin
tener que llamarte. Gracias por estos 20 afios de amistad. Gracias a todas.

A mi amigo Antonio “El Tranca”. Estés donde estés, quiero que sepas que intentaré
ser una millonésima parte de lo fuerte que fuiste. Me siento con la obligacion de guardarte
un sitio en los agradecimientos de mi Tesis, por los momentos tan incomprensibles que
tiene esta vida. AuUn asi, muchas gracias por tu amistad, que para mi fue (y sera siempre) un

regalo.



A Sebas, por su inestimable colaboracion informatica en los disefios de posters,
portadas y figuras. Por simplemente dedicarme tiempo y “megas” cuando lo necesiteé.

A mi familia. Ellos son el motor y el fin de todo lo que hago. Con el tiempo las cosas
importantes se van valorando mds, y yo he aprendido a valorarlos a ellos por encima de
todo. Dia a dia, ellos son mi apoyo, mis fuerzas, mis gratificaciones, mi recompensa.
Gracias por todo lo que me ofrecéis, por todo lo que me valorais, por todo lo que nos queda
juntos. Me considero realmente afortunada por teneros conmigo, ahi, en casa. Mi madre, mi
padre, mi hermana Ale, mi Clau, mi abuela, mi “cufiao”. OS QUIERO.

A “mi” Fran. Resulta esperanzador pensar que lo que buscas con tanto anhelo aparece
sin esperartelo. Asi, sin mas. Yo tuve suerte, porque le encontré sin buscarle, y porque
ademas resulto ser la persona que esperaba. Gracias por quererme, entenderme, apoyarme,
respetarme, reprocharme, alentarme, felicitarme, compartirme y esperarme. En definitiva,
gracias por hacerme tan feliz.

A El. Gracias por darme todo lo que tengo, que es mucho. Espero nunca olvidarlo.

jAh! Y a Nestlé, por haber “patrocinado” esta Tesis Doctoral. Gracias por las

descargas de serotonina que tan necesarias son en los momentos de flaqueza.






RESUMEN






Resumen

La rizosfera alberga una gran y diversa comunidad de microorganismos
procariotas y eucariotas que interaccionan y compiten entre si y con la raiz de la planta.
De esta forma, la actividad de un determinado miembro de la comunidad afectara al
crecimiento y a la fisiologia de los otros, y como consecuencia, a las propiedades fisicas
y quimicas del suelo (Rainey, 1999). De entre todas estas interacciones, gozan de gran
importancia aquellas que proporcionan N, al ecosistema en que se encuentran,
asegurando asi aportes suficientes del constituyente fundamental de moléculas
esenciales como las proteinas y los acidos nucleicos. Sirva como ejemplo la asociacion
que establecen las leguminosas con el grupo bacteriano conocido como “rizobios”,
considerada la interaccion fijadora de N, mads significativa dentro del area agricola
(Burdman et al., 1998).

Dicha relacion simbidtica establecida entre los rizobios y sus hospedadores es el
resultado de un complejo proceso de intercambio de sefiales entre ambos (Day et al.,
2000). A nivel de la planta, los flavonoides determinaran el rango de simbiontes
compatibles, activando la expresion de unos genes bacterianos especificos (genes nod)
que codifican para la sintesis de una segunda sefial, los factores de nodulacion (también
conocidos como “factores Nod”). Estos seran reconocidos por la planta hospedadora y
desencadenaran una serie de respuestas especificas que culminaran en la formacion de
unas nuevas estructuras denominadas “nodulos”, donde se hallan las formas fijadoras de
nitrégeno, los bacteroides (Mergaert et al., 1997b).

Sin embargo, factores bidticos y abiodticos, como p. €j. la elevada salinidad del
entorno, pueden alterar diversos parametros criticos tanto de la leguminosa como del
rizobio. Estos cambios pueden comprometer la eficacia del didlogo molecular entre
ambos, alterandose consecuentemente el desarrollo de la simbiosis. Por esta razon,
constituiria una ventaja el hecho de poder seleccionar y utilizar bacterias tolerantes a la
sal como inoculantes comerciales, cuyos parametros claves en el proceso de interaccion
con su hospedador no se viesen fuertemente afectados por este estrés. De esta forma, se
podrian optimizar, en la medida de lo posible, aquellas simbiosis influidas
negativamente por el entorno salino en el que se desarrollan, llegando incluso a anular
los efectos negativos inducidos por la sal (Zahran, 1999).

En base a los antecedentes comentados, en este trabajo nos propusimos analizar en
primer lugar los efectos del estrés salino sobre la produccion de los factores de
nodulacién en simbiontes de judia y soja, dos de las leguminosas consideradas cruciales

en el campo de la agricultura y alimentacién mundial. Las cepas nodulantes de soja no
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registraron cambio alguno en el perfil cromatografico de sus factores de nodulacion
como consecuencia del estrés salino, a diferencia de las de judia, donde R. tropici
CIATR899 entre otras, cepa simbionte de judia que muestra una alta tolerancia a diversos
tipos de estrés, mostré cambios significativos en el perfil de sus factores Nod. Por este
motivo, se analizd la expresion de sus genes de nodulacion, responsables de la sintesis y
excrecion de los factores Nod, en condiciones control y de estrés salino, observando una
mayor expresion de los mismos conforme incrementa la concentracion salina del medio,
independientemente de la presencia o no de inductor en el medio de ensayo. Estos
resultados fueron corroborados al analizar la estructura de los factores Nod mediante
técnicas de CCF, HPLC y Espectrometria de Masas, indicando que la salinidad afecta
tanto a la cantidad como a la estructura de los mismos, independientemente del gen
nodD]I. Se observaron diferencias significativas entre las estructuras sintetizadas en la
condicion control y de estrés salino, identificindose 46 moléculas diferentes en esta
ultima, frente a las 29 producidas en la condicion control, con la cual s6lo comparte 15
de ellas. Resultados similares o contrarios a los indicados para R. tropici CIAT899
fueron observados en otras cepas de Rhizobium capaces de nodular judia, indicando la
especificidad del efecto del estrés salino para cada una de las cepas ensayadas.
Asimismo, se discrimind entre el efecto osmotico e i6nico que la sal comun ejerce sobre
el rizobio, mediante el empleo de osmolitos no idnicos, confirmando el componente
16nico como el principal responsable del efecto observado, al mismo tiempo que se
verifico la especificidad de la respuesta por el i6n Na".

Diversos estudios han demostrado que ciertos tipos de estrés abidtico pueden
modificar la estructura de los factores Nod producidos por diferentes especies de
Rhizobium (McKay & Djordjevic, 1993; Mor6n et al., 2005). Sin embargo, ésta es la
primera vez que se describe que la salinidad incrementa la produccion de factores Nod
por parte de los rizobios, independientemente de la presencia de inductor en el medio
empleado para el caso de la cepa R. tropici CIAT899.

Seguidamente, se estudio el efecto de la salinidad sobre el hospedador, puesto que
se conoce que las leguminosas son mas sensibles al estrés salino y/u osmdtico que sus
propios rizobios nodulantes. Sabemos ciertamente que, frente a una situacion de estrés,
las plantas activan ciertos mecanismos que les permitiran una futura adaptacion al
nuevo ambiente (Walker et al., 2003), lo cual conllevard seguramente cambios en la
composicion de sus exudados. Valorando estos antecedentes, se planted el estudio de la

capacidad inductora de las moléculas presentes en el exudado de judia y soja sobre los
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genes de nodulacion de sus simbiontes (R. tropici CIAT899 y R. etli ISP42 para judia, y
E. fredii SMH12 y HH103 para soja), asi como su posterior repercusion sobre la sintesis
de los factores Nod bajo condiciones control y de estrés salino. A pesar de la
heterogeneidad de los resultados obtenidos para cada uno de los rizobios empleados en
este estudio, podriamos resumir varios aspectos comunes a todos ellos: disminucién de
la actividad inductora de los exudados salinos de judia y soja con respecto a los
obtenidos en condicidon control, efecto sumatorio del flavonoide comercial para con los
exudados empleados, ausencia de moléculas inhibitorias en los exudados obtenidos de
ambas plantas y variacion de la capacidad inductora de los mismos con respecto al
tiempo. Estudios paralelos de Espectrometria de Masas confirmaron cambios en la
naturaleza de los flavonoides presentes en los exudados salinos de judia y soja, asi como
una disminucion en el niimero de los mismos, con respecto a los obtenidos en la
condicion control. Este fendmeno podria justificar la disminucion en la capacidad
inductora de los genes nod anteriormente indicada, puesto que, si bien estas
modificaciones pueden consistir en la desapariciéon de un tnico flavonoide, puede que
¢éste ejerciese un efecto sinérgico sobre los restantes, o bien que su actividad inductora
fuese mucho mayor con respecto al resto por la propia cuantia o calidad del flavonoide
(Hartwing & Phillips, 1991).

Puesto que los determinantes moleculares de la simbiosis rizobio-leguminosa,
flavonoides y factores Nod, se ven modificados como consecuencia del estrés salino, es
altamente probable que el propio proceso simbidtico sufra igualmente modificaciones
significativas. En este sentido, son numerosos los trabajos que han caracterizado los
efectos negativos del estrés salino sobre el establecimiento de la simbiosis rizobio-
leguminosa (Tu, 1981; Singleton et al., 1982; Zahran & Sprent, 1986; Zahran, 1999).
Por ese motivo, se llevaron a cabo ensayos de actividad biologica de las cepas E. fredii
SMHI12 y R. tropici CIAT899 en plantas de soja y judia, respectivamente, observando
como el estrés salino provocaba una disminucion en la tasa de nodulacion, reduccion del
desarrollo vegetativo de la planta y retraso en el desarrollo de los nddulos. Sin embargo,
no se observaron diferencias significativas en la actividad biologica de los factores
sintetizados en condiciones de estrés salino con respecto a los sintetizados en la
condicién control, para ambas cepas, en sus hospedadores correspondientes.

Al mismo tiempo se comprobo que los factores sintetizados por la cepa R. tropici
CIATR899 bajo condiciones de estrés salino y 4cido, en ausencia de inductor, resultaron

ser igual de activos que los inducidos, o incluso que los sintetizados bajo condiciones
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control. Esta observacion nos conduce a especular acerca de una posible estrategia
desarrollada por la bacteria para ampliar su rango de hospedador, bajo condiciones de
estrés salino, a plantas que puedan tolerar niveles de sal mas elevados que Phaseolus. Y
es que, a pesar de la existencia de cultivares de judia que toleran niveles altos de NaCl,
como los descritas por Bayuelo-Jiménez et al. (2002), la mayoria de ellas no toleran
valores superiores a 50 mM de NaCl (Saadallah et al., 1998).

Estas modificaciones observadas en la simbiosis rizobio-leguminosa, como
consecuencia del estrés salino, podrian ser paliadas, o incluso suprimidas, gracias al
empleo de ciertas bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs). Se trata de
bacterias que, como su propia definicion indica, promueven el crecimiento de la planta
mediante mecanismos directos o indirectos, bien protegiéndola del ataque de algin
patégeno, bien aumentado la cantidad de nutrientes disponibles, o bien, p. ej.,
protegiéndola de los efectos adversos del estrés abidtico, mecanismo que resulta
interesante para el presente trabajo. En primer lugar se estudid la interaccion a nivel de
crecimiento de las tres PGPRs objeto de estudio (P. fluorescens WCS417r, C.
balustinum Aur9 o A. brasilense Sp7) para con los rizobios seleccionados, con el fin de
comprobar la ausencia de cualquier interaccion negativa, tal y como proponian Cattelan
et al. (1999). Posteriormente se determiné la repercusion que podria tener la presencia
de dichas PGPRs, concretamente C. balustinum Aur9, sobre los exudados de las
leguminosas hospedadoras, en base a los numerosos estudios que indican cambios en las
pautas de exudacion de las leguminosas como consecuencia de la presencia de
rizobacterias en el medio de ensayo (van Brussel et al., 1990; Dakora et al., 1993b;
Shaw et al., 2006). En contra de lo esperado, se observo como la PGPR C. balustinum
Aur9 no sdlo no reverti6 los efectos negativos de la sal sobre la actividad inductora de
los exudados de judia y soja, sino que provocd una nueva disminucidon de la misma.
Estos cambios fueron corroborados mediante estudios por Espectrometria de Masas de
los exudados en cuestion, registrando nuevamente una disminucién en el nimero de
flavonoides presentes, asi como cambios en la naturaleza de los mismos, como
consecuencia de la presencia de C. balustinum Aur9 durante el proceso de exudacion.

Sin embargo, esta disminucion en la cantidad de flavonoides presentes en el
exudado como consecuencia de la presencia de la PGPR, y la consecuente disminucion
en la capacidad inductora de los genes nod, no se vio reflejada en los posteriores
ensayos de actividad biologica. Ciertamente, las plantas de soja inoculadas con su

simbionte E. fredii SMH12 presentaron el mismo desarrollo vegetativo y el mismo
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estado y desarrollo del proceso de nodulacion que aquellas plantas inoculadas con la
mezcla E. fredii SMH12 + C. balustinum Aur9, tanto en condiciones control como de
estrés salino. Se observo este mismo comportamiento para las plantas de judia
inoculadas con la mezcla R. tropici CIAT899 + C. balustinum Aur9 bajo condiciones
control. Por el contrario, bajo condiciones de estrés salino, la PGPR ensayada si mostro
un efecto protector frente a la sal en aquellas plantas de judia que fueron inoculadas con
el inoculo doble R. tropici CIAT899 + C. balustinum Aur9, las cuales presentaban el
mismo desarrollo vegetativo y los mismos pardmetros de nodulacion que las plantas
crecidas en condiciones control. Sin embargo, las plantas inoculadas exclusivamente
con R. tropici CIAT899 si mostraron un evidente retraso en los parametros
anteriormente indicados por efecto del estrés salino. Los resultados mostrados nos
permiten, por lo tanto, presuponer una posible actividad protectora de la PGPR C.
balustinum Aur9 frente al estrés salino en plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa.

No obstante, estos datos se corroboraron a escalas superiores de experimentacion
y a tiempos mas largos, con el fin de confirmar esta ventajosa cualidad de C. balustinum
Aur9 en soportes de ensayo empleados en los estudios de nodulacion de plantas, donde
finalmente se comprobd que los inoculantes dobles son significativamente mas
efectivos que los simples en plantas de soja que en judia, y aun mejor la combinacion E.
fredii SMH12 + C. balustinum Aur9 que E. fredii HH103 + C. balustinum Aur9,
hipotesis corroborada por los estudios de Lucas-Garcia ef al. (2004a). La promocion del
crecimiento por parte de C. balustinum Aur9 en plantas de judia sélo fue efectiva
durante los primeros dias del ensayo, observandose un adelanto del proceso de
nodulacidn, si bien los pardmetros de nodulacion se equipararon en los ultimos dias del
estudio para los tratamientos simples y dobles.

En base a estos resultados, futuros estudios deberian llevarse a cabo para conocer
con certeza los mecanismos empleados por la PGPR C. balustinum Aur9 para promover
el crecimiento en plantas de soja y judia, puesto que Lucas-Garcia et al. (2004a) indican
que la variabilidad de las respuestas observadas dependen en gran medida de la fase del
proceso que esta PGPR es capaz de modificar: infeccion, nodulacion o fijacion de
nitrogeno. Al mismo tiempo, se deberian tener en consideracion los protocolos de
trabajo propuestos por estos mismos autores, para asegurar el efecto sinérgico entre los
rizobios y las PGPRs y evitar los efectos negativos derivados de los fenémenos de

competicion.






Abstract

The rhizosphere harbours a large and diverse community of prokaryotic and
eukaryotic microorganisms that interact and compete with each other and with the plant
root. Activity of any member of this community affects the growth and the physiology
of the others, and also affects the physical and chemical properties of the soil (Rainey
1999). Among all these interactions, those resulting in symbiotics and nonsymbiotic
nitrogen fixation, are considerably important, since they constitute a primary source of
one of the major component of essential molecules such as nucleic acids and proteins.
In this way, the symbiotic relationship between legumes and rhizobia is considered the
most significant symbiotic nitrogen fixation interaction in both supplying food and
improving soil health (Burdman ef al., 1998).

This symbiotic relationships formed between rhizobia and their legume hosts are
the result of a complex signalling network between host and symbiont (Day et al.,
2000). Legume flavonoid compounds will determine the compatible symbionts via
triggering the expression of rhizobial genes required for nodulation (nod genes), which
produce a second signal in bacteria, called Nod factors. These signal molecules will be
recognized by the plant host, resulting in the formation of nodules, within are found the
nitrogen fixing forms, called bacteroides (Mergaert et al., 1997b).

However, biotic and abiotic factors, i.e. increased salinity of soils, can modify
critical parameters of both the legume and the rhizobia. These changes may consist in
marked differences in the molecular dialogue, with consequences as enhancement or
reduction in symbiotic effectiveness. Therefore, optimal performance of the N-fixing
symbiosis will be guaranteed upon preselection of both symbiotic partners for
adaptation to the target environment (Zahran, 1999).

Taking into account these considerations, the first purpose of this work was to
explore the effects of salt stress on the production of Nod factors of common bean and
soybean symbionts, since these two legume crops are considered the most used in the
nourishment all over the world. Soybean rhizobia showed no changes in their Nod
factors production by salt stress, unlike common bean symbionts, which registered
significant changes in their Nod factors chromatographic profile, specially R. tropici
CIATS899.

Expression of R. tropici CIAT899 nodulation genes was also studied both under
control and salt stress conditions, noting that salt enhanced Nod factor production, high
concentrations of sodium giving the highest effects. These results were supported by

additional structural Nod factors analysis by TLC, HPLC and MS techniques, which
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showed an increase in the number of different Nod factors produced in comparison with
the control culture without NaCl, regardless of nodD1 gene regulation activity. Under
salt stress conditions, CIAT899 produced 46 different Nod factors compared to the 29
different Nod factors produced under control conditions. Of all those, only 15 Nod
factors were common for both conditions. Some, but not all, other common bean
rhizobia also showed salt enhanced Nod factor production, suggesting a specie-
specificity of the phenomenon.

We could discriminate as well between the osmotic and the ionic effect of NaCl,
by using non-ionic osmolytes, proving that the effect of NaCl on Nod factor production
was mainly a sodium ion effect, next to a smaller osmotic one.

Several reports have shown that different types of abiotic stress can modify the
Nod factor structure of some rhizobia (McKay & Djordjevic, 1993; Moron et al., 2005).
Nevertheless, this is the first report that describes salt stress as a factor increasing Nod
factor production by common bean rhizobia, regardless the presence of the inductor in
the case of R. tropici CIAT899.

The effect of salinity on the host was also studied, since legumes are described to
be more sensitive to salt stress than their symbionts. Plants are known to activate several
mechanisms to face stress situations, by means of adjustments to the new environmental
conditions that may lead to changes in their exudation pattern (Walker et al., 2003).
Like so, we attempted to study the nod gene induction activity of the exudates of
common bean and soybean plants, in R. tropici CIAT899 and R. etli ISP42 for common
bean and E. fredii SMH12 and HH103 for soybean, under control and salt stress
conditions. Even though the remarkable heterogeneity of the results, some common
aspects can be concluded: decreasing of induction activity of salt exudates versus
control ones, positive effect of the artificial inductor together with the exudates used,
absence of inhibitor molecules in the exudates and oscillations in time of the induction
activity of the exudates. Additional MS studies revealed changes forced by salt stress in
both the structure and the amount of the flavonoids contained in common bean and
soybean exudates. This fact could explain the reduction in the induction capacity of the
salty exudates, because, althought the change can consist in losing only one flavonoid,
it’s possible that this one could be performing a synergism effect over the rest, or even
that its induction capacity is much more higher than the one of the other flavonoids

contained in the exudates (Hartwing & Phillips, 1991).
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As the molecular determinants of the rhizobium-legume symbiosis are modified
by the salt stress, is quite possible that the symbiotic process changes itself. Indeed,
several studies have reported the negative effects of the salt stress in the establishment
of this symbiosis (Tu, 1981; Singleton et al., 1982; Zahran & Sprent, 1986; Zahran,
1999). Hence, biological activity assays of E. fredii SMH12 and R. tropici CIAT899
were carried out on soybean and common bean plants, respectively. Salt stress reduced
the nodulation rate, growth and nodule development of both plants. Nevertheless, no
significant differences were registered in the biological activity assays of the Nod
factors produced under control conditions versus those produced under saline
conditions, for both selected partners.

R. tropici CIAT899’s Nod factors produced under salt or acid stress conditions,
with no inductor added, turned out to be as active as those produced after flavonoid
induction, as well as those produced under control condition. The biological
significance of this observation leads to the hypothesis of a mechanism developed by
the bacterium to enlarge its host range to leguminous plants that are much more
resistant to NaCl. As a matter of fact, although there are common bean cultivars that
tolerate high salt concentrations (Bayuelo-Jiménez et al., 2002), the majority of beans
are already inhibited in their growth at 50 mM NaCl (Saadallah et al., 1998) and die at
concentrations of NaCl required for these new Nod factors to be produced.

All these negative effects of salinity on the rhizobium-legume symbiosis could be
diminished or, even suppressed, by using certain plant growth promoting rhizobacteria.
This group of bacteria can promote plant growth by either direct or indirect mechanisms
like protection against diverse pathogens, increasing nutrient uptake or suppressing
negative effects of abiotic stress, mechanism quite interesting for this work.
Consequently, we performed growth interaction studies among the four rhizobia strains
already used and three PGPRs selected (P. fluorescens WCS417r, C. balustinum Aur9
and A. brasilense Sp7), in order to confirm no negative interaction among them, as
Cattelan er al. (1999) proposed. On the other hand, several studies have reported
changes in the exudates composition of a certain host when rhizobacteria were present
in the assay medium (van Brussel ef al., 1990; Dakora et al., 1993b; Shaw et al., 20006).
For this reason, we characterized the effect of C. balustinum Aur9 in the exudates of
common bean and soybean, showing again a decreasing of the induction capacity of
these exudates, as well as changes in their composition, as a consequence of the PGPR

presence during the exudation process.
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However, this negative effect on the induction activity of the exudates wasn't
correlated with posterior biological activity assays, since plants coinoculated with both
the rhizobium and the PGPR did not show any growth delay in contrast with those
inoculated with the rhizobium alone, both under control and salt stress conditions.
Futhermore, common bean plants coinoculated with R. fropici CIAT899 and C.
balustinum Aur9 under salt stress conditions registered no negative effects, since they
developed as well as those plants grown under control conditions. In contrast, the
nodulation rate, the growth, and the nodule development of plants inoculated under salt
stress condition with the rhizobium alone were seriously affected.

These studies were repeated using different experimental designs in order to
confirm the protective effect of C. balustinum Aur9 against salt stress. Finally,
coinoculation with rhizobia and C. balustinum Aur9 turned out to be much more
effective in improving plant growth than inoculation with the rhizobia alone, specially
in soybean plants coinoculated only with E. fredii SMH12 and C. balustinum Aur9, as
Lucas-Garcia et al. (2004a) already reported. Common bean growth promotion was
only pronounced during the early stages of cultivation, registering an accelerate
nodulation in comparison with plants inoculated with R. tropici CIAT899. However,
nodulation parameters reached the same levels at the end of the kinetic nodulation assay
for both treatments.

Taking into account all these data, future research should be focused in
understanding the detailed mechanisms of plant growth promotion used by C.
balustinum Aur9, given that Lucas-Garcia et al. (2004a) proposed that variable results
can be provoked by coinoculation with PGPR and rhizobia, depending on the phase of
the process the PGPR is able to modify: infection, nodulation or nitrogen fixation. In the
mean time, the work protocols used by these authors should be considered to ensure
synergism effects among the rhizobia and the PGPR, while avoiding the negative effects

derived from competitive interactions.
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Introduccion

1.1. La rizosfera.

El suelo constituye un ambiente heterogéneo con numerosos pardmetros
fluctuantes que pueden afectar al crecimiento y la supervivencia de las bacterias que se
encuentran en el mismo (Paul & Clark, 1988). Igualmente, la porcion del suelo
circundante a la raiz de una planta es de crucial importancia para la salud y nutricion de
la misma (Marschner, 1995). Fue el agronomo aleman L. Hiltner quién, en 1904,
englob6 ambos aspectos en un unico término, la rizosfera, refiriéndose al mismo como
el efecto de las raices de leguminosas sobre el suelo que las rodea, donde se hace
patente una mayor actividad microbiana por la liberacion de materia organica desde las
raices. Sin embargo, este concepto ha ido sufriendo modificaciones a lo largo de los
anos hasta incluir tanto el volumen de suelo influido por la raiz como los tejidos
radicales colonizados por microorganismos presentes en el suelo (Pinton et al., 2001).

La rizosfera alberga una gran y diversa comunidad de microorganismos
procariotas y eucariotas que interaccionan y compiten entre si y con la raiz de la planta.
Aproximadamente, 10°-10'* células/g de suelo pueden encontrarse en el entorno
proximo a una raiz, del cual sélo entre el 7 y el 15% ocupa la superficie radical (Foster
et al., 1983; Pinton et al., 2001). De esta forma, la actividad de un determinado
miembro de la comunidad afectara al crecimiento y a la fisiologia de los otros, y, como
consecuencia, a las propiedades fisicas y quimicas del suelo (Rainey, 1999). Por
consiguiente, la consideracion de la interaccion planta-suelo-microorganismo (Lynch,
1990) sera imprescindible a la hora de estudiar la rizosfera de una determinada planta,
puesto que los cambios que sufra cualquiera de los tres integrantes del conjunto
repercutira en el resto del mismo.

Dentro de este sistema de interacciones triple, la relacion microorganismo-planta
ha recibido gran atencién a lo largo de los ultimos afios. La comunicacion entre ambos
componentes estd basada en la exudacion radical de compuestos organicos que reciben
el nombre de rizodeposiciones (Somers et al., 2004). Su naturaleza quimica es muy
diversa y entre ellos se pueden encontrar azicares sencillos, polisacaridos, aminoécidos,
acidos organicos, dacidos grasos, esteroles, factores de crecimiento, enzimas,
flavonoides, vitaminas, etc. Segun la naturaleza y forma de liberacion, éstos pueden
clasificarse en exudados radicales (compuestos solubles en agua de bajo peso molecular

y que se liberan de forma pasiva, Bowen & Rovira, 1999), secreciones (compuestos de
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alto peso molecular que se liberan al medio de forma activa, Hale et al., 1978); lisados
(compuestos liberados por las células tras procesos de lisis, Whipps, 1990), gases
(dioxido de carbono, etileno y d4cido cianhidrico) y mucilagos (formados
fundamentalmente por polisacaridos capaces de retener gran cantidad de agua formando
mucigeles que protegen ciertas zonas de la raiz, Watt et al., 1993; Traore et al., 2000).

Los factores que influyen en la liberacion de estos compuestos son numerosos, los
cuales afectardn al mismo tiempo a la rizosfera, debido a la estrecha interconexion
planta-suelo-microorganismo. Asi, una determinada especie vegetal serd capaz de
liberar compuestos diferentes en funcion de las caracteristicas del medioambiente que la
rodee. Entre estos factores, se pueden destacar la especie estudiada, la edad y el estado
de desarrollo de la planta, las caracteristicas nutricionales del suelo, la disponibilidad de
agua, el pH y la salinidad del suelo, la temperatura del entorno, la intensidad de luz que
reciba, la concentracion atmosférica de CO; y el tipo de microorganismos presentes en
la rizosfera (Jones et al., 2004).

La liberaciéon de compuestos orgéanicos via exudacion condiciona la comunidad
microbiana propia de la rizosfera de cada planta. De hecho, las rizobacterias responden
en cuanto a su diversidad, composicién y actividad a la abundancia y diversidad de los
exudados vegetales, por lo que, teniendo en cuenta la presion selectiva que la planta
ejerce sobre la comunidad microbiana colindante, ciertos autores han planteado la
existencia de microfloras especificas de cada planta (Lucas-Garcia et al., 2001,
Kowalchuk et al., 2002). Este fenomeno refleja una estrategia adaptativa de los
vegetales, quienes, a cambio de proporcionar materia organica para el crecimiento de las
rizobacterias (coste), reciben determinados nutrientes y/o beneficios varios de éstas
ultimas (beneficio). A la postre, la relacion “coste-beneficio” que implica el proceso de
exudacion sera netamente positiva para la planta (Grayston et al., 1998; Pinton et al.,
2001). La existencia de respuestas por parte de las rizobacterias a la exudacion de la
planta, y de cambios en el proceso de exudacion por la presencia de los
microorganismos sugieren cierto grado de co-evoluciéon entre las plantas y los
microorganismos del suelo (Atkinson & Watson, 2000).

Conjuntamente con la seleccion de microorganismos, los exudados radicales
tienen otras funciones especificas como son la proteccion contra patégenos, reduccion
de la competencia y establecimiento de relaciones simbioticas entre otras (Dakora &
Phillips, 2002). La figura 1.1. muestra un conjunto de las numerosas interacciones que

tienen lugar en la rizosfera y que estdn mediadas por numerosas sefiales quimicas
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sintetizadas por los diferentes organismos y que pueden verse afectadas por diferentes

situaciones.
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Figura 1.1. Modelo de los posibles mecanismos de exudacién e interacciones
rizosféricas activas (Bais et al., 2004). PL: exudacion derivada de plasmodesma,
Ed: exudacion derivada del endoplasma.

Estas interacciones constituyen hoy en dia el objeto de estudio de numerosas
técnicas dedicadas a la caracterizacion de la interaccion planta-suelo-microorganismo,
ya que la modulacion artificial de las mismas puede influir en el crecimiento y
desarrollo de la planta, alterando p. ej. parametros como la dindmica de los nutrientes
requeridos o la susceptibilidad a situaciones de estrés. Muchos de los obstaculos que se
plantean en estos trabajos son puramente metodoldgicos (Morgan & Whipps, 2001). Sin
embargo, la aparicion de nuevas técnicas moleculares estdin incrementando
afortunadamente dia a dia nuestro conocimiento de estos sistemas interactuantes (Barea

et al., 2005; Johnson et al., 2005).
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1.2. Interaccion rizobio-planta.

1.2.1. La fijacion biologica del nitrégeno (N,): FBN.

Gran parte de las interacciones que tienen lugar en la rizosfera constituyen un
punto clave dentro del aspecto econdmico de la agricultura mundial, puesto que son
consideradas piezas claves en la funcion y mantenimiento de muchos ecosistemas
(Abbott & Murphy, 2004). De entre todas las interacciones anteriormente indicadas,
gozan de gran importancia aquellas que proporcionan N, al ecosistema en que se
encuentran, asegurando asi aportes suficientes del constituyente fundamental de
moléculas esenciales como las proteinas y los acidos nucleicos (Madigan et al., 2004).
Ciertamente, una produccion agricola de alta calidad y rica en proteinas depende
fundamentalmente de la disponibilidad del N, (Ladha & Peoples, 1995).

La poblacion mundial de la ultima década, en torno a 6 billones de personas,
consumen una cantidad aproximada de 11 g de N, por persona y dia, valor que equivale
a un total de 24 millones de Tm anuales (Frink et al., 1999). Sin embargo, el nitrogeno
no es un elemento de facil disposicion en la naturaleza. Las formas mas facilmente
asimilables para las plantas y bacterias son amonio (NH4'), nitrato (NOs) y nitrito
(NOy) (Taiz & Zeiger, 1991), las cuales representan so6lo un pequefio porcentaje del
total del nitrogeno terrestre. Dentro de la biosfera, la mayor parte del mismo se
encuentra en forma inorganica, principalmente en forma de di-nitrégeno atmosférico
(N2) (alrededor de 1.015 Tm de gas N», representando el 79,1% de la atmosfera),
aunque también se encuentra en menor proporcion en la litosfera, combinado formando
parte de compuestos bastante estables en las rocas que son inaccesibles para los seres
vivos (Zahran, 1999).

Por estos motivos, el nitrogeno constituye un grave factor limitante de la
produccion agricola mundial, junto con la luz y el agua (Graham & Vance, 2000),
puesto que su asimilacion por la planta depende de una conversion previa del N,
atmosférico a nitrato, nitrito o amonio. Este proceso, denominado "fijacion del
nitrégeno", se lleva a cabo mediante métodos industriales, naturales y bioldgicos (figura

1.2).
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Figura 1.2. Ciclo del nitrogeno.

Artificialmente, se suele recurrir al empleo de abonos nitrogenados elaborados
quimicamente gracias al proceso industrial denominado “reaccién de Haber”, el cual
tiene un elevado coste tanto econdmico como ecologico debido a su enorme potencial
de contaminacion ambiental. Por otro lado, los procesos naturales de la fijacion del
nitrogeno como, por ejemplo, los derivados de la accion de la luz solar sobre el N,
atmosférico, tampoco constituyen una provechosa alternativa, ya que uUnicamente
aportan el 10% del total del nitrégeno fijado.

Sin embargo, la fijacion bioldgica del nitrogeno (FBN), realizada por diferentes
microorganismos, resulta ser una excelente medida en la aportacion de este elemento al
suelo, la cual constituye el 90% del total del nitrégeno fijado. Asimismo, su disfrute
permitird la preservacion y desarrollo de la denominada “agricultura sostenible”,
entendiendo por tal aquella que intenta manejar y conservar de manera mas eficiente los
recursos de los que se dispone, manteniendo un ambiente favorable para la evolucion de
todas las especies (Vance, 1998). De esta forma, los aportes de N, al suelo mediante el

proceso de la FBN favoreceran la implantacion y el perfeccionamiento de practicas
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agricolas econdmicamente viables y medioambientalmente prudentes (Graham &
Vance, 2000).

Las interacciones establecidas entre las plantas y microorganismos fijadores de
nitrégeno, tanto simbidticos como no, se han usado mundialmente durante décadas con
el fin de incrementar la productividad de los cultivos y optimizar la salud del suelo (van
Veen et al., 1997), hasta concentrar hoy en dia aproximadamente el 65% del N, fijado
(180 millones de Tm/afio). De entre todas las interacciones empleadas en este proceso
de FBN, la asociacion que establecen las leguminosas con el grupo bacteriano conocido
como “rizobios” es la mas significativa dentro del area agricola (Burdman et al., 1998).
Esta interaccion microorganismo-planta es efectivamente la que participa en mayor
grado en el aporte de N, a las cosechas (Zahran, 1999), proporcionando entre el 25 y el
35% de las proteinas que se consumen a nivel mundial (Vance et al., 2000). Asimismo,
la asociacion simbidtica entre leguminosas y rizobios en practicas agricolas como, por
ejemplo, la rotacion de cultivos, o el empleo de cultivos mixtos, permite extender los

beneficios de la fijacion del nitrogeno a otras plantas que no sean leguminosas.

1.2.2. La simbiosis rizobio-leguminosa.

La relacion simbidtica establecida entre los rizobios y sus hospedadores es el
resultado de un complejo proceso de intercambio de seiales entre ambos, que da lugar a
la formacidén de unas nuevas estructuras denominadas “nddulos”, donde se hallan las
formas fijadoras de nitrogeno, los bacteroides. En este epigrafe proporcionaremos una
vision global del proceso simbidtico, resumido en la figura 1.3., si bien posteriormente
se desarrollardn con mayor amplitud algunas de las materias que se describen a
continuacion.

La infeccion de las leguminosas conlleva en primer lugar un proceso de
quimiotaxis de la bacteria hacia los distintos compuestos que la planta exuda como
acidos organicos, aminodcidos, azlcares y flavonoides. A continuacion, tendra lugar la
adhesion del rizobio al pelo radical, proceso en el que moléculas como los
lipopolisacaridos (LPS), exopolisacaridos (EPS), polisacaridos capsulares (KPS) y

adhesinas juegan un papel crucial (Smit et al., 1989; Kannenberg et al., 1998).

10
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Paralelamente, los flavonoides liberados por la planta activan la expresion de unos
genes rizobianos imprescindibles en el proceso de nodulacién, cominmente conocidos

como “genes N0od” y que engloba a los genes nod, nol y noe.
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Figura 1.3. Establecimiento de la simbiosis rizobio-leguminosa.
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Este proceso estd regulado principalmente por proteinas de la familia LysR, las
NodDs (Schell, 1993), encargadas de activar o reprimir el proceso de expresion génica.
Se trata de reguladores transcripcionales que se han de unir a unas regiones del ADN
bacteriano altamente conservadas denominadas “cajas de nodulacion” (“nod box”,
Fisher et al., 1988), situadas en las regiones promotoras de los genes nod. La expresion
de estos genes de nodulacién desencadenard la sintesis de una segunda seial, los
factores de nodulacion (también conocidos como “factores Nod”), que serdn
reconocidos por la planta hospedadora.

Los factores Nod consisten en un esqueleto oligomérico de 2 a 6 unidades de N-
acetil-D-glucosamina aciladas (NAcGlu), unidas por un enlace B—1,4 con ciertas
modificaciones que determinan el rango de hospedador (Spaink, 2000). Actian a
concentraciones muy bajas (nano, pico y femtomolar), induciendo cambios en el flujo
de iones, despolarizaciéon transitoria de la membrana, curvatura y deformacion
caracteristica de los pelos radicales, expresion de genes de la planta denominados
“nodulinas tempranas” y formacion del primordio nodular. La bacteria queda finalmente
atrapada por la curvatura del pelo, e induce la formacion del tubo de infeccion a partir
de tejido vegetal, el cual penetra a través de las células vegetales mientras que la
bacteria comienza a multiplicarse y a penetrar en la zona de la dermis (Downie &
Walker, 1999; D'Haeze & Holsters, 2002; Riely et al., 2004). Simultineamente a la
formacion del cordon de infeccion, se produce la division de las células del cortex que
daran lugar a la aparicion de los primordios nodulares. La localizacion del primordio
nodular en el cortex de la raiz depende del tipo de ndédulo que forma cada planta en
concreto (Newcomb, 1981). En general, en leguminosas de climas templados tales
como el guisante o la alfalfa, el primordio se forma en el cortex interno (Dudley et al.,
1987), dando lugar a los denominados “nodulos indeterminados”, de forma cilindrica y
con un meristemo apical persistente (Newcomb, 1976). La actividad continua del
meristemo asegura el alargamiento del nédulo, ya que constantemente se van afiadiendo
nuevas células en el extremo distal del mismo. Por otro lado, la mayoria de las plantas
tropicales, como la soja y la judia, siguen un modelo de crecimiento determinado,
originandose nddulos de forma esférica (Newcomb et al., 1979). El meristemo se divide
en la zona externa del cortex de la raiz y las bacterias se liberan en las células
meristematicas que se estan dividiendo (Oke & Long, 1999).

Las bacterias que han penetrado hasta capas interiores del tejido del hospedador,

se liberan y quedan envueltas en una membrana de origen vegetal, denominada
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membrana peribacteroidal (PBM, del inglés “peribacteroidal membrane”), la cual
facilita la division y diferenciacion de estas bacterias a unas nuevas estructuras
denominadas bacteroides. Este nuevo organulo formado por la PBM vy el propio
bacteroide es conocido como simbiosoma (Roth et al., 1988), y se trata de la unidad
basica fijadora del nitrogeno en el ndédulo. Las membranas peribacteroidal y bacteroidal
seran las encargadas de controlar el trafico de nutrientes entre la planta y el bacteriode,
como por ejemplo el flujo de carbono reducido en forma de acidos dicarboxilicos de la
planta al bacteroide y de nitrogeno fijado en sentido contrario, el cual serd transportado
posteriormente a otras partes de la planta en forma de amidas o ureidos (Udvardi &
Day, 1997). No obstante, existen muchos otros metabolitos que también son
intercambiables, sobre todo en aquellos casos en que los bacteroides estan implicados
en el ciclo de los aminoacidos (Lodwig et al., 2003; Prell & Poole, 2006).

Los bacteroides reducen el N, a amonio gracias a la acciéon de la enzima
nitrogenasa mediante el proceso altamente energético que sigue la ecuacion propuesta
por Werner (1992): N,+ 8H' + 8¢” + 16ATP —2NH; + H,+ 16ADP + 16P;

El complejo enzimatico de la nitrogenasa estd formado por dos proteinas, y su
sintesis y actividad requieren un preciso mecanismo de control de la disponibilidad de
oxigeno, de modo que éste llega a los bacteroides transportado por una hemoglobina, la
leghemoglobina, la cual representa el componente principal del citoplasma bacteroidal

(Halbleib & Ludden, 2000; Burris, 2001; Brewin, 2002).

1.2.3. Los rizobios y sus hospedadores.

Como ya se ha adelantado en el epigrafe anterior, los rizobios son bacterias que se
encuentran normalmente dentro de cualquier poblacion microbiana que constituya una
rizosfera, y se caracterizan por su exclusiva habilidad de formar unas estructuras
fijadoras de nitrogeno (nodulos) en determinados hospedadores. Actualmente hay
reconocidas unas 57 especies de rizobio, si bien el numero aumenta constantemente
conforme se van caracterizando nuevos aislamientos. Estas 57 especies se agrupan en
12 géneros, concretamente Azorhizobium, Bradyrhizobium, Burkholderia, Capriavidus,
Devosia, Ensifer (sinonimo homotipo de Sinorhizobium), Herbaspirillum,
Mesorhizobium, Methylobacterium, Ochrobactrum, Phyllobacterium y Rhizobium

(Weir, 2006). Antafio, todos los rizobios se agrupaban en una Unica familia, la
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Rhizobiaceae (Jordan, 1984), sin embargo, en la actualidad el nimero ha aumentado
hasta 6: Bradyrhizobiaceae, Burkholderiaceae, Hyphomicrobiaceae,
Methylobacteriaceae, Phyllobacteriaceae y Rhizobiaceae, las cuales se encuadran, a su
vez, en dos ordenes, Burkholderiales y Rhizobiales, pertenecientes a las subdivisiones a
y B de las proteobacterias, respectivamente (Sawada et al., 2003; Kwon et al., 2005).

Con la tinica excepcion del género Parasponia (familia Ulmaceae, Werner, 1992),
todas las plantas hospedadoras de los rizobios son leguminosas (familia Fabaceae), de
las cuales se estima que la mayoria (unas 18.000 especies) establecen simbiosis con los
rizobios (Sprent, 2001). Dicha familia engloba aproximadamente unos 700 géneros,
distribuidos en las 40 tribus que conforman la familia (Broughton et al., 2003).

Las leguminosas son mucho mas ricas en proteinas que cualquier otra familia de
plantas gracias a las copiosas cantidades de nitrogeno que proceden de la relacion
simbidtica que establecen con los rizobios, aportando de esta manera proteinas
esenciales para la alimentacion humana. Ademas, presentan un elevado porcentaje de
carbohidratos solubles (50-70%), fibra (8%), hierro y calcio, y un bajo contenido en
grasas (1-2%), por lo que se las ha considerado siempre como un eficaz instrumento en
la nutricion humana y en la mejora de la salud del suelo (Graham & Vance, 2000; Gray
& Smith, 2005). Ademas del uso tradicional de las leguminosas grano en la
alimentacion humana y animal, hoy en dia existen otras aplicaciones en diversas ramas
de la industria para estos cultivos. Su potencial terapéutico como sustitutivo hormonal
esta en pleno auge (Dixon & Summer, 2003), si bien también se emplean con fines
industriales mucho mas diversos como la fabricacion de pléasticos o harinas (Morris,
1997) o como biocombustibles (Mushrush et al., 2006).

De entre todas las leguminosas, dos especies abarcan los primeros puestos en
produccion de legumbres en distintos paises del mundo: la judia (Phaseolus vulgaris L.)
y la soja (Glycine max L.) (Bai et al., 2003; Broughton et al., 2003).

La judia es la leguminosa mas extensamente cultivada a lo largo del planeta
(Martinez-Romero, 2003), en paises como Brasil, China, India, Ecuador, México y
U.S.A., donde la produccion anual del 2003 varié desde 1,65 tonelada/Ha en U.S.A., a
0,7 tonelada/Ha en Brasil y 0,56 tonelada/Ha en México (http://apps.fao.org), pais en el
que representa la principal fuente proteica para la poblacion (SAGARPA, 2003). Dado
que la carencia de nitrégeno suele darse en suelos desnudos y sin abonar, las
leguminosas noduladas ofrecen una ventaja selectiva en tales condiciones, ya que

pueden crecer bien en zonas donde no lo harian otras plantas. Es por ello que
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leguminosas arbustivas y arboreas se emplean como plantas pioneras en la reforestacion
de zonas aridas y semiaridas (Zahran, 2001; Boumouch et al., 2005), por lo que la
mejora de su capacidad fijadora de nitrégeno es un imperioso objetivo que alcanzar. Se
conoce que la capacidad de fijar nitrégeno es variable entre los distintos genotipos de
judia, oscilando entre el 4 y 59% del nitrogeno atmosférico (Hardarson et al., 1993;
Pefia-Cabriales et al., 1993), de manera que las estrategias de alimentacion que tienen
por objetivo incrementar la fijacion de nitrogeno y la productividad de la judia estan
basados en esta variabilidad. Sin embargo, la productividad alcanzada por cultivos de
judia inoculados con especies seleccionadas de rizobios es desafortunadamente baja en
la mayoria de los ensayos, debido frecuentemente a la alta competitividad frente a los
rizobios nativos. En este sentido, numerosas técnicas agricolas estdn intentando
desarrollar mejoras del rendimiento de los cultivos de judia.

Por otro lado, G. max (soja) esta reconocida como la leguminosa de mayor
contenido proteico, ademas de tener otras muchas propiedades diferentes como
anticancerigena, suplemento dietético y sustitutivo hormonal (Messina et al., 2006;
Escudero & Gonzalez-Sanchez, 2006; Carroll, 2006). Efectivamente, la soja contiene un
elevado porcentaje de proteinas (casi 37%) de alta calidad, con casi todos los
aminoacidos esenciales menos uno, la metionina. A igual peso, la soja contiene el doble
de proteinas que la carne, cuatro veces las proteinas de los huevos y doce veces las
proteinas de la leche. También posee un 18% de grasas no saturadas, vitaminas A, E, F
y grupo B (tiamina, riboflavina y niacina) y minerales como fosforo, calcio, magnesio,
hierro y cobre. Es también una de las fuentes mas ricas en lecitina, imprescindible para
las células vivas, ya que emulsiona el colesterol y ayuda la asimilacion de las vitaminas,
e isoflavonas, lo cual le confiere la calidad de sustitutivo hormonal. En 2004, la soja
constituy6 aproximadamente el 58% de la produccion de aceite mundial, encabezada
por U.S.A. con un 40% y seguida de Brasil y Argentina con un 24 y 18%
respectivamente (SoyStats American Soybean Association,
http://www.soystats.com/2005). En los paises de Europa occidental su produccion y
consumo van en aumento igualmente, sin embargo, no es equiparable al de los paises
orientales, donde constituyen una pieza clave en la alimentaciéon humana desde hace

mas de tres mil afios.

1.2.4. Compuestos inductores de los genes nod: los flavonoides.
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Las leguminosas detectan sefiales bacterianas conocidas como factores Nod, que
son sintetizados en respuesta a moléculas inductoras presentes en los exudados de la
planta. Los mas potentes de estos inductores pertenecen al grupo de los flavonoides
(Schlaman et al., 1998). Sin embargo, existen otras moléculas como las betainas (p. €;j.
trigonelina y estaquidrina), algunos fenoles simples (p. ¢j. vanillina y alcohol coniferil)
(Bassam et al., 1988; Gagnon & Ibrahim, 1998; Kape et al., 1991) y los acidos
aldonicos (p. €j. acido eritronico y tetronico) (Brencic & Winans, 2005) que también
pueden actuar como inductores en determinadas especies de rizobios a concentraciones
mas elevadas que las empleadas por los flavonoides (Gagnon & Ibrahim, 1998).

Los flavonoides estan considerados como un grupo quimicamente muy diverso y
biologicamente muy versatil, que se subdivide en varios grupos incluyendo
antocianidinas, flavonoles, flavonas,  flavanoles, flavanonas, chalconas,
dihidrochalconas, dihidroflavonoles, isoflavonoides y pterocarpenos. Se consideran
moléculas del metabolismo secundario de la planta, y provienen de la condensacion de
4-cumaril-CoA, derivado de la fenilalanina, y tres moléculas de malonil-CoA, por la
accion de la enzima chalcona sintetasa (CHS). Dentro del amplio nimero de las
fitoalexinas fenolicas, los isoflavonoides, fenilpropanoides y fenoles simples son los
grupos mayormente caracterizados (Harborne, 1994), mientras que flavonoides como
aquellos que actuan de mediadores de respuesta defensiva son poco conocidos,
exceptuando la catequinas y las proantocianidinas (Feucht & Treutter, 1999).

Los flavonoides poseen un amplio rango de actividades biologicas. Muchos de
ellos son principios activos de plantas medicinales y sus efectos farmacoldgicos estan
cientificamente probados (Yilmaz & Toledo, 2004), fendmeno que ha provocado el
aumento de estudios sobre ellos en los diez ultimos anos (Parr & Bolwell, 2000).
También son beneficiosos para la propia planta como compuestos fisiolégicamente
activos, agentes protectores frente al estrés, quimiotacticos, y en general, por su papel
altamente significativo en los fendmenos de resistencia de la planta. Pueden incluso
actuar como atrayentes de microorganismos patogénicos como Agrobacterium
tumefaciens o Pseudomonas syringae, ¢ incluso actuar como inductor de sus genes de
virulencia (Mo et al., 1995).

Sin embargo, ha sido su funcién como moléculas de comunicacion entre la planta
y su entorno la que ha cosechado mayor interés a nivel agricola, especialmente en el
proceso simbidtico rizobio-leguminosa, donde son responsables de la induccion de los

genes de nodulacion. En este caso, los flavonoides interaccionan con la proteina NodD,
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principal encargada de regular la transcripcion de los genes nod, para dar lugar a la
posterior sintesis y excrecion de los factores Nod (Hungria & Stacey, 1997; Broughton
et al., 2003; Mathesius, 2003; Kobayashi et al., 2004; Cooper, 2004). La figura 1.4.
muestra la estructura quimica de varios compuestos inductores de los genes de

nodulacion, ademas de incluir otros de funciones diversas.

A. Quercetina B. Luteonina

oH OH
OHwy | 8 OHw | e ! /@
S S ;

0 o
C. 4’-7-dihidroxiflavanona D. 4’-7-dihidroxiflavona

Figura 1.4. Flavonoides que promueven la germinacion de endosporas de
micorrizas arbusculares (AM) (A, C y D), inducen los genes nod (B, C y D) o
estimulan el crecimiento de los rizobios (A) (Dakora, 2003).

Existe cierta correlacion entre el espectro de flavonoides capaces de
interaccionar con una proteina NodD, y la amplitud del rango de hospedador de la
planta. No obstante, dependiendo de la cepa rizobiana considerada, un mismo
compuesto puede actuar como inductor, inhibidor o ser inefectivo en la activacién de los
genes de nodulacion. Por ejemplo, los isoflavonoides son inductores de la expresion de
los genes nod en cepas que nodulan soja (Bradyrhizobium japonicum y Ensifer fredii),
pero antagonistas de estos genes cuando nos referimos a estirpes como Ensifer meliloti
y Rhizobium leguminosarum (Vance, 2002). Igualmente, también se han descritos
moléculas que presentan gran similitud estructural a la de los inductores, pero que
carecen de efecto inductor, pudiendo inhibir competitivamente a los primeros, o, por el
contrario, ejercer un efecto sinérgico sobre los mismos (Treutter, 2006).

La planta sintetiza los flavonoides empleando la benzopirona como precursor de
los mismos, para, posteriormente, almacenarlos como compuestos insolubles en
vacuolas en forma de heter6sidos, unidos a uno o més azucares. Mayoritariamente, el
heterosido es hidrolizado antes de ser excretado por la planta, si bien la forma

conjugada también se encuentra en la rizosfera (Hartwig & Phillips, 1991).
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Generalmente ambas formas tienen actividad inductora de los genes nod, aunque existen
excepciones como es el caso de la luteolina, que es excretada como heterdsido inactivo
e hidrolizada posteriormente convirtiéndose en la forma activa (Phillips, 2000).

En cuanto a la concentracion requerida de las moléculas inductoras para ejercer su
accion, ¢sta depende de la capacidad inductora de los mismos, condicionada en gran
medida por la naturaleza quimica del compuesto. Los flavonoides son sustancias
lipofilicas, poco solubles en agua y, por ello, activos a muy bajas concentraciones,
mientras que las betainas y los acidos aldonicos son compuestos hidrofilicos, por lo que
quedaran inmovilizados por las particulas del suelo, no estando accesibles para ejercer
su accion (Phillips, 2000). Por regla general, se considera a un inductor potente cuando
es activo a concentraciones inferiores a 10° M (van Rhijn & Vanderleyden, 1995). No
obstante, este parametro puede variar en funcion del resto de los compuestos presentes
en ese exudado, ya que los exudados de las leguminosas contienen una mezcla de
inductores débiles y fuertes, inhibidores y compuestos inefectivos (Schultze et al.,
1994), siendo todos ellos responsables del efecto final del mismo.

Ya en el apartado 1.1. indicdbamos que existen varios factores que modifican la
naturaleza y cantidad de los compuestos exudados, como por ejemplo las condiciones
medioambientales, nutricionales y de desarrollo de las plantas (Phillips, 1992). En este
sentido, se ha demostrado que la limitacion de nitrégeno produce en Medicago sativa un
incremento en la expresion de los genes implicados en la biosintesis de flavonoides
(Schultze et al., 1994). Ciertamente, se ha postulado que durante la evolucion los
rizobios podrian haber empezado a utilizar este incremento en la produccion de
flavonoides como una sefal para interaccionar con la planta sometida a limitacion de
nitrogeno (Coronado et al., 1995).

Igualmente, la pauta de exudacion de la planta cambia con la adicion de bacterias.
Recourt et al. (1992) informaron que la inoculacion de raices de Viciae sativa subsp.
nigra con Rhizobium leguminosarum bv. viceae originaba un incremento de los niveles
de ARNm de la enzima CHS, fendmeno que no se observaba cuando se inoculaba con
un mutante de la misma cepa deficiente en la nodulacion. Por otro lado, autores como
van Brussel et al. (1990) y Phillips et al. (1994) describieron que la presencia en las
raices de los rizobios R. leguminosarum bv. viciae y Mesorhizobium loti,
respectivamente, ocasionaba un aumento en los niveles de la actividad inductora de los
exudados de sus plantas hospedadoras (efecto Ini, del inglés “increased nod-gene-

inducing activity”). Se ha especulado ampliamente sobre la similitud del efecto Ini y la
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respuesta que la planta desarrolla frente al ataque de un patdégeno, donde los niveles de
fitoalexinas incrementan. El motivo es la existencia de precursores comunes de los
compuestos inductores de los genes nod y las fitoalexinas, lo cual hace presuponer que
el proceso simbidtico rizobio-planta haya podido evolucionar a partir de una relacion
patogénica. Estudios como los realizados por Schmidt et al. (1992) y Phillips et al.
(1994), quienes demostraron la produccién de fitoalexinas tras la inoculacién con E.
meliloti o B. japonicum, apoyan esta teoria.

Existen otras interacciones entre plantas no leguminosas y ciertos
microorganismos rizosféricos donde los flavonoides también constituyen sefiales
importantes en el proceso de comunicacion. Este es el caso de la simbiosis planta-
micorriza arbuscular (AM, del inglés “arbuscular mycorrhizal”), donde parece existir
cierta comunicacion via flavonoides, puesto que en determinadas ocasiones se ha
observado un incremento en la biosintesis de los mismos por parte de la AM en
respuesta a un estimulo de la planta. Desafortunadamente, el papel que los flavonoides

juegan en esta interaccion no esta atn esclarecido del todo (Ponce et al., 2004).

1.2.5. Los factores de nodulacion.

La interaccion rizobio-leguminosa esta caracterizada por el intercambio de sefiales
quimicas entre ambas partes (Day et al., 2000) que constituye la base quimica del
complejo didlogo molecular establecido entre los reinos procariota y eucariota. Mientras
que a nivel de la planta los flavonoides determinaban el rango de simbiontes
compatibles, los principales determinantes de la especificidad bacteriana son los
factores Nod, sefiales que seguidamente iniciardn el programa de nodulaciéon en dicho
hospedador (Mergaert et al., 1997b). Todos los factores de nodulacion caracterizados
hasta la fecha tienen una estructura basica comun consistente en un oligdbmero de 2 a 6
unidades de NAcGlu unidas por un enlace B-1,4, que lleva unido un éacido graso al
nitrogeno del extremo no reductor (Spaink, 2000). Debido a la semejanza estructural de
este oligosacarido con la quitina, polimero B-1,4 de glucosamina tipico de hongos y del
exoesqueleto de insectos, a los factores Nod también se les llama LCOs (del inglés
“lipo-chitin oligosaccharides”).

Esta estructura basica suele ir modificada por distintos radicales de naturaleza

variada. Los grupos que mas comunmente se encuentran modificando el esqueleto
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oligosacaridico son N-metil, O-acetil, y O-carbamoil en el extremo no reductor, y
fucosil, 2-O-Me-fucosil, 4-O-Ac-fucosil, acetil y sulfato en el extremo reductor
(Broughton et al., 2000; Perret et al., 2000). Estas variaciones en la naturaleza del
radical incorporado junto con el tipo de acido graso presente en el extremo no reductor,
y la longitud del esqueleto oligosacaridico, son los determinantes mayores de la
especificidad de hospedador (Daeze & Holsters, 2002). Un ejemplo bien estudiado de
una modificaciéon que determina el rango de hospedador es el grupo sulfato de los
factores de nodulacion de E. meliloti, puesto que cepas mutantes de E. meliloti que
sintetizan factores Nod sin el grupo sulfato ya no son capaces de nodular en alfalfa
(Schultze et al., 1992), del mismo modo que la eliminacion del grupo fucosil en E.
fredii disminuye el rango de hospedador de dicha cepa (Lamrabert et al., 1999).

La figura 1.5. muestra la estructura basica de estos factores Nod, asi como los
radicales mas comunes que pueden llevar incorporados. No obstante, existen ciertos
factores Nod que difieren de la estructura comentada porque presentan otros tipos de
esqueletos moleculares y/o sustituyentes diferentes de los comentados (Bec-Ferté et al.,

1996; Folch-Mallol et al., 1996; Soria-Diaz et al., 2003).

OR3 H:NCO NodU CH,CO NodX
/77 |CHCO NodL NodC SOsH  NodH

¢NO|D CH? CH OH / Fucosa Nod?
g
R;\ /O/ \ 2-0O-metil Noel
}R 6 3-0 sulfato  NoeE
NodS CHs -|.P| Rr RS- o
CHyCONH or 4-0-acetil Noll
Grupo ? CHCONH CHyCONH
acilo NOGC

NodE, NodF y NodA

Figura 1.5. Estructura basica de los factores Nod y sus radicales mas comunes. Las
siglas R1, 2, 3, 4, 5 y 6 indican las posiciones de union de los radicales. Las
enzimas que sintetizan o acoplan cada uno de estos sustituyentes estan indicadas en
color rosa y a la derecha de cada radical en cuestion (Perret et al., 2000).

La figura 1.5. nos muestra igualmente las proteinas encargadas de la sintesis de
cada substituyente, codificadas todas ellas por los genes cominmente conocidos como
genes nod, y que incluyen los genes nod, nol, y noe. Algunas de estas proteinas han sido
objeto de minuciosos y complejos estudios que han permitido dilucidar su funciéon y
posicion dentro de la ruta de biosintesis de los factores Nod (Spaink, 1996; Downie,
1998). Las proteinas NodA, NodB y NodC juegan un papel central en la sintesis del
esqueleto de glucosamina, por su funcién como chitin oligosacarido sintetasa, chitin

oligosacarido desacetilasa, y acil transferasa, respectivamente (Rohrig et al., 1994; John
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et al., 1993; Geremia et al., 1994). Los genes que las codifican, nodABC, se definieron
en un principio como comunes a todos los rizobios, puesto que se pensod que se podian
intercambiar entre especies sin que se alterase las propiedades simbidticas de la bacteria
(Dénarié et al., 1996). Sin embargo, estudios alternativos contradicen esta teoria puesto
que han demostrado que NodA varia en su especificidad por diferentes acidos grasos
(Debellé et al., 1996), mientras que NodC determina la longitud del esqueleto (Kamst et
al., 1995).

Por otro lado podemos describir las enzimas que vienen codificadas por los
denominados “genes de nodulacidon especificos de hospedador” o “hsn”, del inglés
“host-specific nod genes”, y que son las responsables de la sintesis de los distintos
radicales que “decoran” el esqueleto glucosaminico, por lo que serdn necesarios para la
nodulacién en cada planta en concreto (Kondorosi et al., 1984; Sanjuan et al., 1992;
Cardenas et al., 2003). Por ejemplo, los genes NodHPQ de Rhizobium tropici codifican
enzimas encargadas de la sulfatacion de los factores Nod (Folch-Mallol et al., 1996),
mientras que las enzimas codificadas por nodZ sintetizan y/o incorporan grupos fucosil
al esqueleto glucosaminico de los factores Nod de E. fredii HH103 (Lamrabet et al.,
1999). El trabajo publicado por Perret et al. (2000) recopila una detallada informacion
acerca de los distintos genes nod especificos de hospedador. Se ha observado que, en la
mayoria de los rizobios, los genes implicados en la nodulaciéon se localizan en un
plasmido de gran tamafio que recibe el nombre de plasmido simbidtico (pSym). Sin
embargo existen excepciones, como las bacterias del género Bradyrhizobium y en M.
loti, entre otros, en las que estos genes se encuentran en el cromosoma (Hungria, 1994;
Stacey, 1995).

Anteriormente se indicé que el proceso de sintesis de los factores Nod era
especifico de la estructura de los flavonoides liberados por la planta. La especificidad de
este proceso estd mediada por la proteina NodD, la cual es un regulador transcripcional
positivo que pertenece a la familia LysR y que se encuentra en todos los géneros
rizobianos (Spaink et al., 1987; Schlaman et al., 2006). Se han descrito multiples copias
de los genes NodD en numerosas especies rizobianas (Sousa et al., 1993), las cuales han
desarrollado respuestas especificas frente a diferentes grupos de flavonoides. Por este
motivo, se especula que esta divergencia de los genes nodD puede constituir un proceso
evolutivo por parte de la bacteria para adaptar la estructura de sus factores Nod e
interaccionar con multiples hospedadores que secreten flavonoides distintos (Demont et

al., 1994). La regulacion transcripcional de NodD en ciertas especies de rizobios es
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bastante complicada debido a la actuacidon conjunta de uno o mas miembros de la
familia LysR, denominados genes SyrM, los cuales corregulan la sintesis de los factores
Nod aparentemente de forma independiente de los flavonoides (Barnett et al., 1998).
Resulta interesante que estos genes también formen parte del proceso de sintesis de
polisacaridos extracelulares, quienes, al igual que los factores Nod, también estan
considerados como moléculas cruciales en el establecimiento de la simbiosis rizobio-
planta (Etzler et al., 1999).

Adicionalmente, existen otras proteinas codificadas por los genes nod implicadas
en el proceso de regulacion de sintesis de los factores de nodulacion. Asi, en B.
japonicum, las proteinas NodV y NodW, pertenecientes al grupo de proteinas
reguladoras de dos componentes, reconocen el isoflavonoide genisteina (Loh et al.,
1997). La sintesis de factores Nod en B. japonicum también esta regulada por el gen
nolA (Loh et al., 1999), el cual codifica para tres proteinas funcionalmente distintas, y
que probablemente medien en la especificidad hacia determinados genotipos de soja via
regulacion del gen nodD2 (Garcia et al., 1996).

Ademas de los reguladores positivos, también existen los conocidos como
reguladores negativos. En los géneros Ensifer y Rhizobium se ha identificado el gen
represor NOIR, el cual se une a secuencias “diana” situadas en los promotores de los
genes implicados en la sintesis de los factores Nod, impidiendo la transcripcion de los
mismos (Kiss et al., 1998). Igualmente, se han descrito fenomenos de regulacion de la
produccion de factores Nod a nivel postranscripcional, como es el caso del gen nodX,
encargado de acetilar el esqueleto glucosaminico en la posicion R4 (figura 1.5.) y cuya
actividad es dependiente de la temperatura de crecimiento de la bacteria (Olsthoorn et
al., 2000). Poco se conoce acerca de la regulacion del proceso de sintesis de los factores
de nodulacioén en el suelo o en la planta tras los pasos iniciales del proceso de infeccion.
Aunque se ha demostrado que los genes nod esenciales en la sintesis de los factores Nod
son reprimidos en las etapas tardias de la simbiosis, no existe informacion esclarecedora
acerca de los mecanismos implicados en este proceso de regulacion negativa (Schlaman
etal., 1991).

Los factores Nod en la simbiosis rizobio-planta son imprescindibles en la
organogénesis de los nodulos, asi como en muchas respuestas relacionadas con el
proceso de infeccion en la planta (D'Haeze et al., 1998). El mecanismo de
reconocimiento de los factores de nodulacion contiene aun muchas lagunas, aunque

existen numerosos trabajos que comienzan a elucidar el funcionamiento del mismo. En
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este sentido, se esta aceptando ampliamente la teoria de la existencia de dos receptores
de factores Nod, uno altamente especifico que media la entrada de la bacteria en el pelo
radical, y otro menos restrictivo que inicia los procesos siguientes de infeccion y
desarrollo nodular (Ardourel et al., 1994; Riely et al., 2004; Geurts et al., 2005). Todas
estas respuestas mediadas por los factores Nod en su hospedador, junto con la
peculiaridad de cada proceso, seran desarrolladas ampliamente en el epigrafe proximo

de esta Introduccion.

1.2.6. Actividad biologica de los factores Nod.

A la unidn de la bacteria a la superficie del pelo radical le sigue la deformacion y
curvatura de éste, de manera que los rizobios quedan englobados en una especie de
bolsillo. Esta deformacién es consecuencia de la produccion de factores Nod
compatibles por parte de la bacteria, y como respuesta a la sefial quimica excretada por
la planta (de Ruijter et al., 1998; Sieberer et al., 2002).

Para que estas deformaciones sucedan, previamente se han tenido que desarrollar
cambios notables en la fisiologia de los pelos radicales, tales como las continuas y
variadas alteraciones en el flujo id6nico. Aproximadamente al minuto del contacto de los
factores Nod con la raiz, se produce una entrada de iones Ca>" acompafiada de un salida
de iones CI', que sera contrarrestada al mismo tiempo con una rapida salida de iones K"
(Felle et al., 1998, 1999). Seguidamente, se produce una alcalinizacion intra- y
extracelular, cuya duracion en el tiempo nos indicara la via funcional adoptada por la
planta frente a este fenomeno: si es duradera, se generard una respuesta defensiva de la
planta frente a un posible patdogeno, mientras que si es transitoria se iniciara el proceso
simbidtico rizobio-leguminosa. Estos cambios originardn, en su conjunto, una
despolarizacion de la membrana (Ehrhardt et al., 1992).

Pasados 10 minutos del contacto de los factores Nod, a concentraciones hasta pM
o fM, es cuando se empiezan a observar la produccion de pulsos de calcio en la punta
del pelo radical y proximidades del nucleo (Wais et al., 2000). Estas oscilaciones de
calcio, conocidas como “calcio spiking”, disparan una cascada de senalizaciéon mediada
por proteinas G monoméricas y heterotriméricas, implicadas en numerosas respuestas
en la planta como por ejemplo la organizacion del citoesqueleto de actinas (Céardenas et
al., 1998), control del trafico de vesiculas y proteinas entre los organulos y la membrana

plasmatica, y regulacion del crecimiento celular. A diferencia de los procesos anteriores
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de fluctuacién idnica y despolarizacion de la membrana, donde la adicion del esqueleto
de quitina induce efectos similares a los provocados por los factores Nod (Felle et al.,
2000), la fluctuacion en las concentraciones de Ca’" en el interior de las células
epidérmicas es muy especifica desde el punto de vista estructural.

El trabajo publicado por Oldroyd y Downie (2004) recoge una informacion
detallada de estos primeros pasos inducidos por los factores Nod. El conjunto de estas
modificaciones originara alteraciones en la estructura de los pelos radicales, cambios
que actualmente estan considerados como la actividad bioldgica mejor caracterizada tras
la aplicacion de factores Nod purificados. Existen diversos fenomenos de deformacion
de los pelos radicales, como son los fenotipos “Hab” (del inglés “root hair branching”,
Fahraeus, 1957), “Hac” (del inglés “root hair curling”) y formacion del cayado de
pastor (Reli¢ et al., 1993), respuestas que ocurren en presencia de concentraciones
extremadamente bajas, que oscilan entre 10°-10"° M (Dénarié et al., 1992). La figura
1.6. nos muestra la secuencia de deformacion de un pelo radical tras aplicarsele factores

Nod purificados.

Figura 1.6. Instantaneas del proceso de curvatura del pelo radical de Medicago
truncatula tras 0 (panel A), 15 (panel B), 30 (panel C), 45 (panel D) y 60 segundos
(panel E) desde la aplicacion de factores Nod purificados en el sitio indicado con
una flecha (Esseling & Emons, 2004).
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Numerosos ensayos basados en el principio de la deformacion de los pelos
radicales han sido empleados en la evaluacion de la especificidad de los factores Nod
frente a un determinado hospedador (Ardourel et al., 1994; Catoira et al., 2000), en
estudios del crecimiento de la punta radical (Miller et al., 1999, 2000; Sieberer &
Emons, 2000) y la induccién de la polaridad de las células de la raiz (van Brussel et al.,
1992), por lo que estan considerados como el principio inductor de la deformacion de
los pelos radicales dependiente de la bacteria (Emons & Mulder, 2000).

Una de las ultimas respuestas que la planta desarrolla frente a la presencia de
factores Nod es la expresion de genes especificos del proceso simbiotico, denominados
nodulinas tempranas (ENODs, del inglés “early-nodulin genes”, Pichon et al., 1992;
Compaan et al., 2001). La duracion de su expresion oscila aproximadamente entre 1 y
varias horas tras la aplicacion de los factores Nod, dependiendo de la nodulina en
cuestion. El gen enod2 es uno de los mas ampliamente estudiado, junto con el enod40
(Sousa et al., 2001), aislado de una libreria de ADNc de nddulos de guisante (Scheres et
al., 1990), y cuya fusion con genes reporteros como la glucuronidasa ha proporcionado
datos muy valiosos en el estudio de respuestas en la planta dependientes de los factores
Nod (Journet et al., 2001).

El factor Nod induce igualmente la transcripcion de anexina (fosfolipido acidico)
en la periferia del nlcleo de las células corticales. Por lo tanto, se trata del primer
marcador de preinfeccion en las células corticales. Efectivamente, se ha observado que
tras el tratamiento de raices de Vicia con el factor Nod de R. leguminosarum bv. viciae
se induce la formacion del cordon de preinfeccion en esta planta (van Brussel et al.,
1992). También se ha demostrado la induccidon de las nodulinas que codifican para el
cordon de infeccion en presencia del factor Nod purificado de la bacteria huésped
(Journet et al., 1994), los cuales incluso llegan a inducir a concentraciones
relativamente altas la division celular en plantas como alfalfa y judia,
desarrollandonddulos anatémica e histolégicamente semejantes a los que se forman en
presencia de la bacteria productora (Truchet et al., 1991; Lopez-Lara et al., 1995). Sin
embargo, se sigue considerando imprescindible la presencia de la bacteria para la
formacion de un corddn de infeccion de estructura normal (Limpens et al., 2003).

El gran reto cientifico en estos momentos radica en la identificacion de los
receptores de los factores Nod en la planta y la caracterizacion de la cascada de
sefalizacion a través de la cual actian. Una de las lineas de trabajo que est4 arrojando

mayor cantidad de informacion al respecto se basa en el empleo de mutantes de
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determinados genes de la planta que inhiben en proceso de nodulacion en distintos
pasos. De este modo, se han descrito varios receptores de naturaleza kinasa,
pertenecientes a la familia proteica LysM, con un dominio extracelular que
probablemente represente la zona de union del factor Nod (figura 1.7.). Entre ellos
encontramos varios ejemplos como los genes nfrl y nfr5, receptores kinasas de M.
truncatula y Lotus japonicum, respectivamente (Madsen et al., 2003; Radutoiu et al.,
2003), quienes participan en despolarizacion de la membrana, deformacion del pelo
radical e induccion de nodulinas tempranas; los genes lyk3 y lyk4 de M. truncatula,
ortdlogos de sym2 de Pisum sativa (Limpens et al., 2003), los cuales participan en la
reduccion de la nodulaciéon y alteran el establecimiento del cordon de infeccion, y los
genes dmil, dmi2 y dmi3 de M. truncatula (Ané et al., 2004), donde dmi3 ha
demostrado ser una kinasa dependiente de calcio y calmodulina, que fosforila efectores
de forma semejante a las cascadas de sefalizacion de mamiferos (Mitra et al., 2004), y
cuya desregulacion desemboca en una nodulacion espontdnea independiente del rizobio
(Gleason et al., 2006; Tirichine et al., 2006). Asimismo, se ha demostrado que es punto
de encuentro entre las vias de sefalizacion de rizobios y AM, observacion que apoya la
hipodtesis sobre la existencia de vias comunes de sefializacion para ambos tipos de

simbiontes.

Factores Nod Factores Myc
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Figura 1.7. Modelo de sefializacion por factores Nod y factores Myc propuesto por
Riely et al. (2004). 1P3, fosfoinositol trifosfato; PLC, fosfolipasa C; CaM,
calmodulina; P, fosforilacion y LYK3, NFR, DMI1-2-3, receptores de membrana.
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1.3. Interacciones PGPR-planta.

1.3.1. Concepto de 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 igualmente de
gran importancia a distintos niveles (agricola, ecoldgico, econémico), como lo son las
interacciones PGPR-planta.

Se consideran bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, del inglés
“plant-growth promoting rizobacteria”) aquellas bacterias que se desarrollan en el
ecosistema rizosférico y que estimulan el crecimiento de las plantas, término que fue
introducido por Kloepper y Schroth en 1978. Actualmente se considera demostrado que
la planta selecciona en su propio beneficio las bacterias mas proximas a la superficie de
las raices a través de la exudacion radical (Lucas-Garcia et al., 2001), resultado de una
coadaptacion evolutiva (Wiehe & Hoflich, 1995a). Puesto que las bacterias rizosféricas
seleccionadas juegan un papel crucial en el mantenimiento de la salud y el normal
funcionamiento de la planta, se estan desarrollando métodos biotecnologicos
consistentes en el empleo de bacterias aisladas de la rizosfera para conseguir reducir el
empleo de productos quimicos y mantener o mejorar la productividad de un
determinado cultivo (Kuklinsky-Sobral et al., 2004).

Hoy en dia no existe una clasificacion incuestionable establecida para poder
englobar a las PGPR dentro de un grupo u otro. Vessey (2003) y Gray y Smith (2005)
propusieron una clasificacion relativamente logica en base a dos simples términos:
PGPR intracelulares (iPGPR), que agrupa a todas aquellas bacterias que residen dentro
de las células de las plantas y que se localizan en estructuras especializadas como son
los nddulos, y PGPR extracelulares (ePGPR), que son aquellas bacterias que viven fuera
de las células de la planta y no originan estructuras especializadas, pero que igualmente
promueven el crecimiento de la planta mediante mecanismos varios. Al mismo tiempo
las ePGPR pueden ser divididas en tres tipos segun el grado de asociacion con las
raices: bacterias que viven en suelo cercano a la raiz pero no establecen contacto con
ella y utilizan para crecer productos de la exudacidn, bacterias capaces de colonizar la
superficie de la raiz (rizoplano), y bacterias que residen en los tejidos de la raiz,

habitando en los espacios intercelulares de células corticales.
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El campo de aplicacion de las PGPRs es considerablemente amplio, abarcando
diversas metodologias y formas de trabajo en funcion del objetivo a conseguir. Asi, nos
encontramos por un lado PGPRs cuyo efecto se manifiesta sobre el crecimiento de la
planta tras afectar a la fisiologia de la misma, bien mediante mecanismos hormonales o
bien por la produccion de metabolitos que mejoren la nutricion de la planta. En este
campo podemos destacar los trabajos realizados por Kloepper et al. (1988), Glick et al.
(1999), Gutiérrez-Maiiero et al. (2001) y Vazquez et al. (2000).

Conjuntamente, se encuentran aquellas PGPRs dedicadas a ejercer un efecto
protector frente a plagas, evitando o previniendo los efectos perjudiciales causados por
los organismos patogenos. Sobre este aspecto existen dos mecanismos posibles de
accion. En primer lugar podemos describir los conocidos mecanismos de biocontrol,
donde la bacteria ejerce su efecto ocupando el mismo nicho que el agente patdgeno y
desplazandolo, o bien evitando que éste prolifere facilmente en el terreno ocupado por
la planta. Normalmente se trata de un efecto mediado por antibidticos, sider6foros o
enzimas que afectan a la integridad del patogeno (Paulitz & Bélanger, 2001).

Como alternativa a los mecanismos de biocontrol encontramos aquellos que
inducen una resistencia sistémica en la planta (ISR, del inglés “induced Systemic
resistance”, van Loon et al., 1998), consistente en la estimulacion del metabolismo
implicado en procesos de defensa antes de que se produzca contacto con el agente
patdgeno, de manera que la planta adquiere capacidad de resistencia frente a futuros

ataques.

1.3.2. Mecanismos de accion de las PGPRs.

Para poder manipular el sistema rizosférico optimizando los procesos que se
producen en el mismo, es fundamental el conocimiento de los mecanismos de accion a
través de los cuales las PGPRs actuan.

Estos mecanismos se pueden clasificar en dos grupos: directos e indirectos. En
términos generales se consideran mecanismos indirectos aquellos que se basan en
procesos que ocurren fuera de la planta, mientras que los mecanismos de accion directos
son aquellos que se basan en procesos que ocurren en el interior de la misma. No
obstante, la diferenciacion entre ambos es, en ocasiones, dificil de establecer. De esta

forma, se pueden incluir entre los mecanismos indirectos aquellos que resulten de una
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actividad bacteriana que ponga mas nutrientes a disposicion de la planta, o que inhiba a
microorganismos patdégenos para la planta, o simplemente que aporte nitrogeno al
sistema rizosférico mediante la fijaciéon bioldgica del mismo. Por otro lado, los
mecanismos directos abarcaran aquellos mecanismos que alteren los niveles hormonales
de la planta y los que modifican el metabolismo de la planta mejorando su capacidad

adaptativa.

1.3.2.1. Mecanismos directos.

a.- PGPRs que modifican los niveles de reguladores de crecimiento (RCs) de la
planta.

Actualmente sabemos gracias a las potentes técnicas analiticas disponibles que
algunos de los reguladores de crecimiento vegetales (RCs), como las auxinas y el
etileno son de produccion muy habitual entre los microorganismos edaficos
(Dubeikovesky et al., 1993). Otros RC, p. ¢j. las citoquininas, son producidas mucho
menos frecuentemente, y las giberelinas se ha detectado su produccion en dos cepas del
género Bacillus aisladas de la rizosfera de Alnus glutinosa en cantidades mil veces
superiores a las sintetizadas por algunas cepas de Rhizobium en la formacion de nodulos
(Garcia de Salomone et al., 2001; Gutiérrez-Mafiero et al., 1996, 2001). Este
mecanismo de accion es importante no sélo por el hecho de actuar a través del principal
mecanismo de regulacion del crecimiento y diferenciacion celular en plantas, sino
porque se basa en el desarrollo de rutas metabdlicas comunes, lo que implica considerar
aspectos coevolutivos de gran interés.

Ahora bien, las bacterias no s6lo son capaces de modificar los niveles de RCs de
las plantas mediante la produccion de los mismos, sino que ademds existen
microorganismos capaces de degradar los precursores de dichos RCs, como por ejemplo
el acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), precursor directo del etileno,
considerado un RC implicado en respuestas de estrés (Glick, 2004). De este modo,
ciertas PGPRs seran altamente eficaces en la mejora de procesos que implican un estrés
en la planta, como lo es por ejemplo la nodulacion por rizobios en leguminosas

(Schmidt et al., 1999).
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b.- PGPRs inductoras de resistencia sistémica en plantas (ISR).

Determinadas bacterias no patdégenas de plantas son capaces de prevenir
eficazmente el ataque de microorganismos patdégenos mediante la induccidon de una
respuesta altamente especifica en la planta, que hace a ésta resistente al ataque ulterior
del patégeno. A este mecanismo de proteccion se le denomina resistencia sistémica
inducida (ISR), para diferenciarlo de la resistencia sistémica adquirida (SAR, del inglés
“systemic acquired resistance”; Hammerschmidt, 1999) en la que participa un patégeno
que interacciona virulentamente con la planta, sin llegar a producir dafios letales,
induciendo una resistencia sistémica que previene del ataque posterior de un patdgeno.
Sin embargo, no se trata de un mecanismo de defensa comun a todos los vegetales, ya
que existen numerosas plantas que no son capaces de generar esta respuesta.

En el caso de las rizobacterias, la ISR estd mediada por vias de sefializacion en
las que participan el etileno y el tandem etileno-acido jasmonico (Pieterse et al., 2001),
acompanadas de un incremento en la actividad de las enzimas fenilalanina-amino-liasa,
peroxidasas y oxidoreductasas, englobadas en el conjunto de las denominadas proteinas

de resistencia (PRs).

Como resumen, en la tabla I.1. mostramos varios ejemplos de microorganismos

utilizados como PGPRs que emplean mecanismos directos para ejercer su funcion.

Tabla I.1. Mecanismos directos empleados por las PGPRs.

Mecanismo

Fijacion de N, asociada a la raiz
Sintesis de hormonas (auxinas,
citoquininas, giberelinas)
Inhibicién de sintesis de etileno
Solubilizacion de fosforo
Oxidacion de azufre

Aumento del tamafio de la raiz

Aumento del nimero y tamafio de
nédulos (leguminosas)

Aumento del nimero y tamafio de
nédulos (aliso)

Incremento de infeccion por
ectomicorrizas

30

Parametro modificado
Biomasa y contenido en nitrogeno

Biomasa (parte aérea y radical),
ramificacion de raices, floracion

Longitud radical

Biomasa y contenido en fésforo
Biomasa y contenido en azufre
Biomasa y captacion de nutrientes

Biomasa y contenido en nitrogeno

Biomasa y contenido en nitrégeno

Biomasa y contenido en fosforo

Referencia
Dobereiner & De-Polli, 1980

Gutiérrez-Maiiero et al.,
1996; Probanza et al., 1996

Glick et al., 1994

Subba Rao, 1982
Grayston & Germida, 1991
Safronova et al., 2006
Polenko et al., 1987

Molina et al., 1994

Gutiérrez-Maiiero et al.,
1996
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1.3.2.2. Mecanismos indirectos.

a.- PGPRs fijadoras de nitrégeno.

Las interacciones entre microorganismos (entre los que destacan las ePGPRs) y
plantas que no forman estructuras especializadas en las raices pero que act@ian en la
rizosfera aportando nutrientes (entre otros el nitrégeno), juegan un papel importante en
el rendimiento de las cosechas tanto de leguminosas como no leguminosas. El nitrégeno
asimilado por la bacteria sera intercambiado con la planta por carbohidratos, dando
lugar a uno de los procesos metabolicos energéticamente mas “caros” de la biologia
(Simpson & Burris, 1984).

Existen gran cantidad de bacterias, incluidas en un amplio rango de taxones,
capaces de fijar nitrogeno de forma libre (Raymond et al., 2004). Entre los géneros
bacterianos mas importantes podemos citar Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,
Burkholderia y Herbaspirillum, las cuales podrian ser clasificadas como ePGPRs,

mientras que las iPGPRs quedarian exclusivamente circunscritas a los rizobios.

b.- PGPRs productoras de sideroforos.

La carencia de hierro provoca fuertes alteraciones metabolicas debido a su
importante papel como cofactor de numerosos enzimas. De hecho, su absorcion suele
ser problematica, ya que en el suelo suelen predominar las formas oxidadas (Fe’"), que
forman facilmente hidroxidos y 6xidos insolubles quedando fuera del alcance de la
planta. Algunas bacterias rizosféricas producen moléculas capaces de formar complejos
solubles con Fe*, denominados sideroforos, similares a los sintetizados por la propia
planta (Castignetti & Smarrelli, 1986). Entre las bacterias productoras de sider6foros
mas importantes estan las pertenecientes al género Pseudomonas (Vandenbergh &
Gonzalez, 1984; Buysens et al., 1996).

Las bacterias productoras de sideroforos que habitan en la rizosfera son
consideradas en ocasiones como agentes de biocontrol, puesto que no s6lo mejoran la
nutricion de la planta sino que también dificultan el crecimiento de microorganismos
patogenos que carecen de mecanismos adecuados para capturar el hierro acomplejado
con los sider6foros, por lo que sufren un desplazamiento de nicho, mermandose su

capacidad para producir enfermedades (Daniel et al., 1992).
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c.- PGPR solubilizadoras de fosfato.

El fosforo es, después del nitrégeno, el nutriente que mas limita el crecimiento de
las plantas (Vance et al., 2000). La variedad de microorganismos capaces de movilizar
fosfatos es extraordinariamente amplia, abarcando géneros tan dispares como
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium,
Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium, Chryseobacterium y Erwinia (Gyaneshwar
et al., 2002). Las bacterias solubilizan fosfatos mediante la liberacion de acidos
organicos que interaccionan idnicamente con los cationes de las sales fosfatadas
(Kpomblekou & Tabatabai, 1994), o bien mediante la liberacion de fosfatasas,

encargadas de liberar grupos fosfato ligados a la materia organica.

Finalmente, en la tabla 1.2. mostramos varios ejemplos de microorganismos

utilizados como PGPRs que emplean mecanismos indirectos para ejercer su funcion.

Tabla 1.2. Mecanismos indirectos empleados por las PGPRs.

Mecanismo Ejemplo Referencia

Sintesis de sideroforos Pseudomonas putida vs Scher & Baker, 1982
Fusarium

Sintesis de antibidticos Pseudomonas fluorescens vs Cronin et al., 1997

Erwinia carotovora

Produccion de acido cianhidrico Pseudomonas Voisard et al., 1989

Hidrdlisis de moléculas Pseudomonas cepacia, Toyoda & Utsumi, 1991
producidas por agentes patdgenos Pseudomonas solanacearum vs
acido fusarico

Sintesis de enzimas hidroliticas de P. cepacia vs Phytium ultimum  Fridlernder et al., 1993

la pared fungica y Rhizoctonia solani
Competencia por nutrientes Pseudomonas vs P. ultimum Stephens et al., 1993
Induccion de resistencia sistémica  Serratia marcescens Pressetal., 1997

1.3.3. Los rizobios como PGPRs.

Los efectos beneficiosos de la inoculacion de Rhizobium y Bradyrhizobium en
leguminosas en términos de fijacion bioldgica del nitrégeno son bien conocidos
(Werner, 1992). Sin embargo, trabajos adicionales indican que estas bacterias
simbiodticas tienen el potencial de ser usadas como PGPRs en plantas no leguminosas

gracias a la sintesis de ciertas moléculas que influyen en el desarrollo del vegetal, como
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fitohormonas, factores Nod, lumicromo, riboflavina ¢ hidrogeno (Antoun et al., 1998;
Dakora, 2003).

Por ejemplo, cuando los factores Nod estan presentes en el suelo pueden estimular
la germinacion de la semilla e incrementar asi la productividad del cultivo grano de
leguminosas y no leguminosas. También se ha descrito que incrementan la tasa
fotosintética cuando son pulverizados como spray sobre las hojas de la planta (Dakora,
2003). Otro ejemplo lo constituye el filtrado estéril de R. leguminosarum, el cual
protege con altisima eficacia las plantas de lenteja frente a la infeccion por Fusarium
oxysporum MR84 (Essalmani & Lahlou, 2003). Por estos motivos, el papel de los
rizobios dentro de los sistemas agricolas es claramente mucho mas complejo que la
simple participacion en la fijacion simbidtica del nitrégeno en leguminosas.

Para actuar como PGPRs en plantas no leguminosas, los rizobios deben poder
colonizar estas plantas y sobrevivir en ellas. En este sentido, Gaur et al. (1980)
mostraron en los sistemas de cultivo rotativo de cereales con leguminosas como la
inoculacion del cultivo de maiz precedente (Zea mays L.) con Rhizobium vy
Bradyrhizobium incrementaba significativamente el nimero de nédulos, el peso seco de
la planta y la productividad final del posterior cultivo de frijol chino (Vigna radiata L.)
y cacahuete (Arachis hypogaea L.). Otros autores como Wiehe y Hoflich (1995b) y
Mclnroy y Kloepper (1995) estudiaron asimismo la multiplicacion y la supervivencia de
distintos rizobios en la rizosfera y dentro de las raices de plantas no hospedadoras y no
leguminosas.

Numerosos estudios indican que las plantas no leguminosas reaccionan en
presencia de los rizobios que existen en la rizosfera deformando sus pelos radicales,
bien por accion de la propia bacteria (Plazinski & Rolfe, 1985; Terouchi & Syono,
1990), bien por sus factores Nod (Stachelin et al., 1994a), desarrollando posteriormente
estructuras similares a los nddulos (Trinick & Hadobas, 1995). Este es el caso de varios
aislamientos de Bradyrhizobium sp. que forman nodulos fijadores de nitrogeno en
Parasponia, planta no leguminosa perteneciente a la familia Ulmaceae.

Anteriormente se indicé que las PGPRs pueden afectar directamente al
crecimiento de la planta mediante la sintesis de fitohormonas (Lippmann et al., 1995),
como es el caso de cepas nodulantes y no nodulantes de R. leguminosarum productoras
de acido indol-3-acético (Wang et al., 1982). Noel et al. (1996) observaron bajo
condiciones gnobioticas una promocién directa del crecimiento de semillas jovenes de

canola (Brassica campestris) y lechuga (Lactuca sativa) por accion de R.
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leguminosarum. Conjuntamente, se han caracterizado numerosos rizobios productores
de siderdforos, cualidad que les confiere cierta ventaja de seleccion sobre los demas
microorganismos de la rizosfera (Guerinot, 1991), al mismo tiempo que pueden
promover el crecimiento de la planta gracias a la potenciacion de la toma de hierro por
parte de la misma (Jadhav et al., 1994). A semejanza de otras muchas bacterias PGPR,
se conocen algunas especies rizobianas productoras de solubilizadores de fosfato. De
hecho, en un estudio de campo Chabot et al. (1996) comprobaron que la solubilizacion
del fosfato por cepas de R. leguminosarum bv. phaseoli era el mecanismo mas
importante en la promocion del crecimiento de lechuga y maiz.

Los rizobios pueden incluso ocasionar un efecto sinérgico sobre las micorrizas
arbusculares vesiculares (VAM, del inglés “vesicular-arbuscular mycorrhizal”)
estimulando el crecimiento de la planta e incrementando la acumulacion de fosforo
(Valdés et al., 1993) o, por el contrario, pueden inhibir el crecimiento de algunos
hongos patdgenos para el vegetal, por lo que se les considera en ocasiones como
potenciales agentes de biocontrol (Malajczuk et al., 1984; Ehteshamul-Haque &
Ghaftfar, 1993).

1.4. Interaccion triple rizobio-PGPR-planta.

Las interacciones directas que tienen lugar entre los distintos miembros de una
comunidad microbiana, y en especial de la rizosfera, derivan a menudo en la promocion
de procesos claves que benefician la salud y el crecimiento de la planta (Barea et al.,
2005). De este modo, el empleo de simbiontes fijadores de nitrogeno (Rhizobium y
Frankia spp.) o de bacterias fijadoras de nitrogeno en vida libre (Azotobacter,
Azospirillum, Bacillus, Klebsiella spp., etc.) en el cultivo de leguminosas, ha
contribuido sustancialmente a la economia del N; en los sistemas agricolas (Herridge et
al., 2001; Peoples & Baldock, 2001). Sin embargo, la interaccion de los rizobios con los
otros microorganismos presentes, bien en el suelo, o bien en el propio inoculante
empleado, puede concluir en un efecto tanto positivo como negativo para el primero, y,
consecuentemente, para la planta inoculada en cuestion (Drozdowicz & Ferreira Santos,
1987; Isopi et al., 1995; Gray & Smith, 2005). No obstante, se han ido desarrollado a lo
largo de estos Ultimos afios inoculantes mixtos de rizobios con otros microorganismos

cuyos resultados en la planta han sido netamente beneficiosos (Rodelas et al., 1999;
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Dashti et al., 2000). Ya en 1979, Singh y Subba Rao informaron sobre los efectos
positivos de la inoculacion de Azospirillum brasilense en el ntimero y peso seco de
nodulos, y biomasa de plantas de soja. En este mismo sentido, Burdman et al. (1996)
demostraron cémo la inoculacion de P. vulgaris con A. brasilense promovia la
formacion de pelos radicales e incrementaba el numero de nddulos tras inocular con
Rhizobium. A pesar de la gran importancia de este proceso, la interaccion triple rizobio-
PGPR-planta ha recibido poca atencioén. Por el contrario, no ha ocurrido asi con las
interacciones bacterianas dentro de una misma comunidad, donde han aumentado
considerablemente los estudios acerca de los didlogos establecidos entre los integrantes
de dichas asociaciones.

Las poblaciones bacterianas regulan coordinadamente la expresion de sus genes
mediante la produccion de moléculas senal difusibles, denominadas autoinductores
(figura 1.8.), que disparan la expresion de los genes en respuesta a la densidad de
poblacion bacteriana circundante (Swift et al., 1996). La sintesis de estas moléculas
tiene lugar en determinados estadios del crecimiento bacteriano y en respuesta a
cambios medioambientales que desencadenan una respuesta concreta una vez que se ha
alcanzado una concentracion bacteriana critica (Thorne & Williams, 1999). A este

fendmeno se le conoce como “quorum sensing” (QS).

N-acil homoserin lactonas (A)
IS We:

R N
: H o

Inductores no N-acil homoserin lactonas (B)

VAN AAAAN

COOH
PAME DSF
NH
i o]
" OH
NH, HoN .
Bradioxetina PQS

Figura 1.8. Panel A, estructura béasica de las AHLs y panel B, moléculas
inductoras que actiian por mecanismos de QS, de naturaleza distinta de las AHLs.
PAME, 3-4cido hidroxipalmitico metil éster; DSF, factor difusible de sefializacion
(cis-11-metil-2-acido dodecenoico) y PQS, quinolona sefial de Pseudomonas (2-
heptil-3-hidroxi-4-quinolona).
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El mecanismo de QS mas estudiado corresponde al de los organismos Gram-
negativos y se caracteriza por el empleo de N-acil homoserin lactonas como moléculas
sefial (AHLs, del inglés “acylated homoserine lactones”, Fuqua et al., 1998), las cuales
activaran receptores especificos que funcionan como reguladores transcripcionales.
Existen adicionalmente otras moléculas inductoras que no son AHL, de naturaleza muy
variada, y menos frecuentes que las AHL. La figura 1.8. recoge algunos ejemplos de
éstas.

La mayoria de los microorganismos son productores de mas de un tipo de AHL,
al mismo tiempo que microorganismos diferentes pueden producir la misma AHL
(Hardman et al., 1998). Esta peculiaridad provoca una superposicion en los procesos de
sintesis y reconocimiento de AHLs por distintos organismos, especialmente en
ambientes donde existe una gran diversidad bacteriana, por ejemplo, en la rizosfera,
donde el QS ha demostrado tener un papel crucial como mecanismo coordinador de los
rizobios que van a establecer una simbiosis con su hospedador en cuestion (Gonzélez &
Marketon, 2003; Daniels et al., 2002). La figura 1.9. nos propone diversas estrategias
empleadas por las bacterias, patdogenas o no, para establecer asociaciones compatibles

con sus hospedadores.

Densidad celular

bacteriana / Senalizacion en la planta
/\ &

& L AHL
b

Condiciones
medioambientales

Efectores T4

3,,,__ ,,,,,,, .. Expresion génica

Enzimas regulada por QS

hidroliticas

Adhesion
Polisacaridos
Efectores T3 de superficie

Movilida

Figura 1.9. Coordinacion de la expresion génica durante la colonizacion del
hospedador mediante mecanismos de QS y sistemas reguladores de dos
componentes (2-CR). Las vias activadas conjuntamente por rizobios y agentes
patdgenos estan sefialadas con flechas continuas. Las activadas, bien por el rizobio,
bien por el patogeno, estan seialadas con flechas discontinuas (Soto et al., 2006).
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Afortunadamente el papel de la planta hospedadora va adquiriendo importancia
dentro del proceso de comunicacion por QS de los microorganismos que interaccionan
con ella. En este sentido, se han descrito numerosas sustancias secretadas por la planta,
de estructuras no completamente definidas, que mimetizan a las AHLs bacterianas
alterando su funcion o incluso suplantandolas (Teplitski et al., 2000; Gao et al., 2003).
De igual manera se han caracterizado plantas que secretan enzimas encargadas de
degradar las AHLs, lo cual supone un mecanismo de defensa frente a patdogenos que
actien mediante mecanismos de QS (Chen et al., 2000; Soto et al., 2006). Esta
respuesta denota un claro grado de coevolucion entre la planta y los microorganismos
adyacentes, puesto que la primera ha conseguido adoptar el lenguaje empleado por la
segunda para poder asi interferir en sus actividades.

Teniendo en cuenta estas premisas, el estudio de los mecanismos de QS y su
posterior manipulacion biotecnologica pueden ser una herramienta muy eficaz en un
sector como el agricola que emplea numerosos recursos en intentar evitar el ataque de

patogenos y/o mejorar la capacidad nutritiva de los suelos (Soto et al., 2006).

1.4.1. Coinoculaciones.

El éxito de los inoculantes formulados con numerosos microorganismos
(denominados inoculantes mixtos), como practica alternativa al empleo de inoculantes
simples, dependera principalmente de la cooperacion microbiana entre los integrantes
de dicho inoculante y las condiciones medioambientales hostiles que tengan que
afrontar (Bashan et al., 1995; Barea et al., 2005). Si bien la inoculacioén de las plantas
con rizobacterias suele ocurrir de forma natural, se trata principalmente de una practica
agricola artificial, por lo que las nuevas bacterias que se incorporen al suelo deberan
competir con los microorganismos nativos que ya se encuentren en ¢l como poblacion
autoctona (Holguin & Bassan, 1996). Por ese motivo, las nuevas combinaciones entre
rizobios y leguminosas con otras bacterias de diversas fuentes, como las ya citadas
PGPRs, deberan ser previamente evaluadas para asegurar la efectividad del producto en
vistas a ser utilizado como inoculante comercial.

Varios autores han descrito PGPRs capaces de modular los procesos de
nodulaciéon y FBN cuando son coinoculadas con rizobios. Zhang et al. (1996)

caracterizaron PGPRs perteneciente al género Serratia y Aeromonas que incrementaban
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la nodulacion y la fijacion biologica del N, por B. japonicum a temperaturas
suboptimas. Bashan & Holguin (1997) recopilaron igualmente varios ejemplos de
coinoculacion con Azospirillum y Rhizobium, Azotobacter, Arthrobacter, Enterobacter,
o Klebsiella. En este mismo sentido, y basandose en un estudio sobre la coinoculacion
de la especie fijadora de nitrogeno Phyllobacterium sp. con la bacteria solubilizadora de
fosfato Bacillus licheniformis en plantas de mangle, Rojas et al. (2001) sugirieron por
primera vez que la interaccion entre diversas bacterias rizosféricas deberia ser estimada
a la hora de evaluar los efectos promotores que cada una ejerce por separado.

Asimismo, existen interacciones similares entre hongos y bacterias. Ruiz-Lozano
& Bonfante (2001) sugirieron que la asociacion bacteriana con los hongos AM podria
influir positivamente sobre la captacion de nutrientes por parte de la planta, asi como
incrementar el transporte de los mismos desde la AM. De forma similar, el crecimiento
y la actividad de las bacterias también se ven afectados por las AM y sus exudados
presentes en la rizosfera (Christensen & Jakobsen, 1993; Olsson et al., 1996). Mansfeld-
Giese et al. (2002) informaron acerca de notables diferencias entre la estructura de una
comunidad bacteriana propia de una rizosfera micorrizada y la de una no micorrizada, si
bien fueron pocos los taxones que determinaron como diferentes entre ambas.

De estos ejemplos podria concluirse que existen interacciones entre los hongos y
las bacterias que pueden ser tanto inhibitorias como promotoras, al igual que sucede en
las combinaciones bacteria-bacteria, donde si bien la interaccién entre ambas puede
resultar en un efecto sinérgico de una para con la otra y beneficiar asi, en ultima
instancia, a la planta (Tilak et al., 2006), igualmente cabe la posibilidad de que la
interaccion sea negativa y por lo tanto no se obtenga el efecto deseado (Mrabet et al.,
2006). Por este motivo, autores como Gentili & Jumpponen (2006) resaltan la
importancia de identificar la combinacion compatible de coinoculantes previo a su
utilizacién en el campo.

Ademas de las combinaciones promotoras del crecimiento constituidas por
bacterias y/u hongos, existen otras novedosas aplicaciones de microorganismos que
pueden llegar incluso a aumentar el rango de hospedador mas alla del propio de cada
especie. En este sentido, Kovalskaya et al. (2001) mostraron como el tratamiento de la
colza (Brassica napus bv. napus) con una sustancia artificial promotora del crecimiento
de estructura semejante a las auxinas, o con las bacterias Micrococcus sp. y
Rhodococcus sp. inducian la formacion de paranodulos, que posteriormente eran

colonizados por las especies fijadoras de nitrogeno Azotobacter nigricans y Bacillus sp..
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Como resultado de este proceso de formacion de paranddulos y fijacion de nitrégeno, el
contenido de nitrogeno y proteinas de la planta se increment6 significativamente. Estos
ejemplos apoyan firmemente la posibilidad de una compleja comunidad formada por
AM, bacterias rizosféricas y plantas hospedadoras, cuyas interacciones podran aportar
cuantiosos beneficios en materia de productividad y salud vegetal. De hecho, ya se esta
comenzando a especular el papel de ciertas PGPRs en combinacion con rizobios y/u
hongos como agentes biofertilizantes (Vessey, 2003).

Sin embargo, la gran mayoria de los mecanismos a través de los cuales se
producen estos efectos no estan del todo esclarecidos, por lo que precisan estudios mas
exhaustivos en este campo para poder optimizar y rentabilizar el potencial de estos

microorganismos.

1.5. Factores bioticos y abiodticos que influyen sobre la
interaccion triple rizobio-PGPR-leguminosa.

1.5.1. Factores biéticos.

Las plantas poseen un conjunto de mecanismos para defenderse del ataque de
agentes patdgenos, ya que son consideradas como substratos nutricionales para un
amplio rango de parasitos que incluyen hongos, bacterias, virus, nematodos, insectos y
plantas parasitarias. En todos los casos se requiere, en primer lugar, el reconocimiento
por parte de la planta de una sefial molecular procedente del patdgeno, sintetizada a
partir de la expresion de los genes avr en el caso de las bacterias (genes de resistencia-
avirulencia) (Jones, 2001). Una vez reconocida la sefial, la planta responde mediante la
produccion de acido salicilico (SA), el cual induce a su vez una serie de respuestas
como la produccion de fitoalexinas y proteinas de resistencia (PRs), la modificacion
estructural de la pared como barrera fisica (van Loon et al., 1998, 1999) y el aumento de
la concentracion de agua oxigenada y de las enzimas relacionadas con su eliminacion
(catalasas) o control de su concentracién. Todas estas respuestas constituyen la ya
presentada via SAR.

Curiosamente, la mayoria de los microorganismos que interaccionan
simbidticamente con las plantas son capaces de activar los mecanismos defensivos de

ésta. Sirva como ejemplo la relacion rizobio-leguminosa, donde inicialmente la planta
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reconoce al rizobio como un agente patdégeno y se dispara una respuesta mediada por
SA (Gianinazzi-Pearson et al., 1996; Soto et al., 2006). Esta respuesta esta asociada al
fracaso del establecimiento de la simbiosis (rizobios incompatibles), salvo que la sefal
se bloquee en los estados iniciales de la interaccion (rizobios compatibles), lo cual
conduce a la formacion de nodulos. Por ello, el éxito del establecimiento de la simbiosis
entre los rizobios y la leguminosa requiere que las bacterias no induzcan una reaccion
de defensa de la planta. Igualmente se conoce que las PGPRs son capaces de inducir la
via ISR mediante mecanismos atn desconocidos, pero en los que aparecen claramente
implicadas moléculas de su metabolismo secundario como siderdéforos y el propio acido
salicilico (Ramamoorthy et al., 2001), y que en ocasiones se solapan con las vias

inducidas por los agentes patogenos (figura 1.10.).

Asociaciones no patogénicas Interacciones patogénicas
N A
) f ) ) \‘ e Infeccion por ™
Rizobacterias no patogénicas microorganismos Invasivas (ataque de
LSD1 | insecto...)
4| |7 ACD2
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b LSD4 %
Respuesta por JA LSD5 B Respuesta sistémica
Lso7 STl o)
CPR1 =y
ETRL —» CIm3
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Respuesta Sintesis de SA Sintesis de JAy etileno
por etileno
ISR5 —l-l /\‘
ISR SAR Actividad oxidasa
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Moléculas de PR inducidas Induccién de PRs no Tioninas Inhibidores de la
defensa por SA (PR1, resistencia al inducibles defensivas proteinasa
desconocidas PR2, PR5...) movimiento y

replicacion del virus

Figura 1.10. Modelo de vias de sefializacion sistémicas inducidas en plantas por rizobacterias
patogénicas y no patogénicas. ACD, aceleracion de la muerte celular; CIM, inmunidad
constitutiva; CPR, expresion constitutiva de los genes PR; ETR, gen mediador en la respuesta
respuesta al etileno; ISR, resistencia sistémica inducida; JA, acido jasmonico; JAR, gen
mediador en la respuesta por acido jasmonico; LSD, genes implicados en la reparacion de
dafios del ADN celular; NPR, inhibidor de los genes PR; PR, proteinas de respuesta defensiva;
SA, acido salicilico; SAR, resistencia sistémica adquirida (Persello-Cartieaux et al., 2003).
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Las enfermedades, las plagas y las malas hierbas son factores reductores del
rendimiento de los cultivos, disminuyendo unas veces la densidad de plantas, otras la
absorcion y traslocacion de agua y nutrientes, la absorcion de radiacion solar o la tasa de
asimilacion. Paralelamente, las plantas deben afrontar otras situaciones adversas en sus
propias zonas de cultivo, tales como los fendmenos de compatibilidad con aquellos
rizobios que se encuentran de forma natural en la rizosfera y que, a pesar de ser
generalmente inefectivos en simbiosis, son altamente competitivos dada su alta
adaptacion al medioambiente. Se define como “competitividad” aquella habilidad de
una determinada especie para infectar una leguminosa hospedadora y formar ndédulos en
presencia de otras cepas, de manera que aquellas especies que dominan
mayoritariamente el nimero de nddulos formados son consideradas mas competitivas
que las otras. De este modo, trabajos como el realizado por Shamseldin & Werner
(2004), quienes seleccionaron cepas altamente competitivas para judia en un
medioambiente tan restrictivo como es el caluroso suelo de Egipcio, aseguraran en
mayor medida el éxito del inoculante.

Teniendo en cuenta estas premisas, el éxito del proceso de nodulacion dependera
no soélo de una alta eficacia del proceso de fijacion del nitrogeno por parte del
inoculante, sino también de que éste sea capaz de inhibir la respuesta de rechazo inicial
de la planta, y que al mismo tiempo sea un inoculante altamente competitivo con

respecto a los rizobios nativos (Segovia et al., 1991).

1.5.2. Factores abioticos.

1.5.2.1. Salinidad.

Las tierras afectadas por el estrés salino se distribuyen practicamente por todas las
regiones climaticas, desde los humedos tropicos hasta las regiones polares, y a distintas
altitudes, desde el nivel del mar hasta sistemas montafnosos de 5.000 metros de altitud.
A pesar de tratarse de areas no bien definidas, se estima que aproximadamente un tercio
de los casi 160 millones de hectareas de tierra cultivable en el mundo estan afectados
por la sal (figura 1.11.), lo cual convierte a la salinidad en una de las restricciones
mayores para la produccion de alimentos (Zahran, 1999). Asi por ejemplo, en la India

constituye el mayor problema de toxicidad, donde la combinacion de suelos afectados
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por sal y la baja calidad de los mismos limita seriamente la productividad agricola en

un pais con pocos recursos alimenticios (Greenland, 1984).

Figura 1.11. Distribucion de suelos salinos en el mundo, indicados con color rojo
(Singh & Chatrath, 2001).

La sal comun esta reconocida como un compuesto inorgénico que ejerce sobre las
células un estrés tanto idnico como osmotico, debido a la fuerza idnica que origina en
toda solucion acuosa y a su alta capacidad de retencion de agua. Frente a esta situacion,
la planta desarrolla respuestas defensivas que no siempre son suficientes para superar
esta condicion adversa. Bartels y Sunkar (2005) recopilan gran cantidad de informacion
acerca de todas las vias que se disparan en la planta frente a un estrés por sal y sequia.

Las leguminosas han sido consideradas tradicionalmente como una familia poco
tolerante a la sal, si bien es cierto que existe gran variabilidad dentro de las distintas
especies de dicha familia (Zahran, 1991, 1999). Existen muchos factores tales como las
condiciones climdticas, las propiedades del suelo y el cultivar seleccionado (Cordovilla
et al., 1995) que limitan la habilidad de las distintas leguminosas para crecer en
condiciones salinas. Por ejemplo, especies como P. vulgaris, Viciae faba y G. max son
mas tolerantes a la sal que P. sativa (Cordovilla et al., 1995).

Al mismo tiempo, las leguminosas son mds sensibles al estrés salino que sus
simbiontes rizobianos (Zahran & Sprent, 1986; El-Shinnawi et al., 1989; Velagaleti et
al., 1990), por lo que se estan desarrollando varias estrategias encaminadas a la
obtencion de cultivares mas tolerantes a la sal que permitan mejorar la productividad de
estos cultivos en condiciones adversas, como por ejemplo la utilizaciéon de plantas

transgénicas altamente tolerantes a la sal (Yamaguchi & Blumwald, 2005).
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Si bien los simbiontes de las leguminosas suelen ser mas tolerantes a la sal que
sus hospedadores, ellos también muestran una marcada variacién en cuanto a su
tolerancia frente al estrés salino. Yelton et al. (1983) informaron acerca de ciertas cepas
de rizobios cuyo crecimiento disminuia significativamente bajo concentraciones salinas
superiores a 100 mM de NaCl, mientras que Priefer et al. (2001) aislaron estirpes de
nodulos de P. vulgaris en Marruecos que toleraban hasta 680 mM de NaCl. Como
patron general, las bacterias de crecimiento rapido suelen ser mas tolerantes a la sal que
las de crecimiento lento (El-Sheikh & Wood, 1990), si bien existen numerosas
excepciones.

El rango de tolerancia de una estirpe bacteriana vendra determinado
principalmente por la capacidad de respuesta que esta bacteria adopte frente al estrés
salino, donde podemos distinguir dos tipos diferentes de respuesta. Existe un primer
grupo de bacterias capaces de incrementar su concentracion salina interna hasta
equipararla con la exterior (familia Halobacteriaceae), y un segundo grupo mas
numeroso que contrarresta la subida de la concentracion salina externa con la sintesis de
moléculas de bajo peso molecular, denominados solutos compatibles, que ajustaran el
valor de presion osmotica interna sin que se afecte la fisiologia de la célula (Brown &
Simpson, 1972).

Los efectos del estrés salino sobre los procesos de nodulacion y fijacion de
nitrogeno también han sido objeto de amplio estudio (EI-Shinnawi et al., 1989; Subba-
Rao et al., 1990; Moawad & Beck, 1991; Nair et al., 1993; Delgado et al., 1994; Igual
et al., 1997 y Tejera et al., 2005). Tu (1981) observd que los pelos radicales de plantas
de soja no mostraban ningin tipo de deformaciéon cuando eran inoculadas con B.
japonicum en presencia de 170 mM de NaCl, y que la nodulaciéon se inhibia por
completo a 210 mM de NaCl. Muchos otros autores han observado fenomenos similares
bajo estas condiciones de estrés, de forma que, por regla general, se confirma que la sal
inhibe los primeros estadios de la simbiosis rizobio-leguminosa. Otro parametro que
también sufre una reduccion por efecto del estrés salino es la tasa de fijacion de
nitrogeno, bien por una disminucion en el nimero de nddulos (Bekki et al., 1987), o por
una bajada en los niveles de hemoglobina de los mismos que conlleve a una menor tasa
respiratoria (Delgado et al., 1994), o por una disminucion de la actividad nitrogenasa
(Tejera et al., 2004).

Teniendo en cuenta estas premisas, el éxito de la simbiosis rizobio-leguminosa

estara claramente condicionado por la eleccion conjunta y adecuada de un simbionte y
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un hospedador, ambos tolerantes a la sal (Zahran, 1991; Saadallah et al., 2001b). En
este sentido se estan desarrollando numerosos proyectos de busqueda, caracterizacion y

cruzamiento de estirpes y cultivares tolerantes a la sal, como el descrito por Drevon et

al. (2001).

1.5.2.2. Acidez del suelo.

Junto con la salinidad, la acidez del suelo constituye uno de los principales
problemas para la produccion agricola mundial, puesto que, al igual que la sal,
disminuye significativamente la productividad del cultivo (Bordeleau & Prevost, 1994;
Graham, 1992). Los valores bajos de pH afectan a todos los estadios de la simbiosis
rizobio-leguminosa, incluyendo la supervivencia de la bacteria en el suelo, infeccion de
los pelos radicales, iniciacion del nddulo y fijacion de nitrogeno (Graham et al., 1982;
Wood et al., 1984). Esta disminucion de la nodulacion es especialmente manifiesta en
leguminosas crecidas a valores de pH inferiores a 5, debido a la incapacidad del in6culo
rizobiano de sobrevivir bajo estas condiciones tan adversas (Graham et al., 1982; Carter
et al., 1994). Sin embargo, existen ciertas excepciones como el trabajo recientemente
publicado por Mordn et al. (2005), quienes indican que la capacidad de nodulacion de R
tropici CIAT899, cepa altamente tolerante a numerosos tipos de estrés, no disminuye

bajo condiciones de pH 4,5 con respecto a las plantas inoculadas a pH 7,0.

1.5.2.3. Temperaturas extremas.

Las plantas no disponen de mecanismos de regulacion térmica, por lo que deben
adoptar las temperaturas de su entorno. Si éstas no fluctian dentro del rango de
temperaturas Optimas para su crecimiento (Weis & Bery, 1988), tanto por exceso como
por defecto, la planta entra en una situacion de estrés que afecta a su desarrollo y que
puede llegar a tener importantes implicaciones en la agricultura.

Las altas temperaturas en las regiones tropicales constituyen un gran
inconveniente en el cultivo de leguminosas, puesto que dificultan el establecimiento de
la simbiosis de rizobios inoculados o de los ya presentes en el suelo, especialmente
durante el verano (Michiels et al., 1994). Por regla general, la nodulacion optima tiene
lugar a temperaturas por debajo de 30 °C. Sirva como ejemplo la temperatura 6ptima de
nodulacion de P. vulgaris, la cual oscila entre 25 y 30 °C, anulandose la capacidad de

formar nodulos a temperaturas por encima de 33 °C (Piha & Munns, 1987). No
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obstante, existen excepciones puntuales como los rizobios aislados por Surange et al.
(1997) y Kulkarni y Nautiyal (2000) de raices de leguminosas tropicales, que resultaron
ser tolerantes a temperaturas tan elevadas como 50 °C.

Igualmente se dificulta el proceso de simbiosis a temperaturas por debajo de las
Optimas, tal y como informan Flower et al. (2001) y Ercoli et al. (2004), donde la
supervivencia de la planta dependerd de la rapidez del descenso de las temperaturas asi

como de la tenencia o no de mecanismos protectores contra el frio (Pearce, 1999).

1.5.2.4. Disponibilidad limitada de N en el suelo.

La capacidad de fijacion de nitrogeno por las plantas noduladas estd condicionada
por la concentracion de nitrégeno mineral del suelo en al menos dos vertientes. En
primer lugar, el proceso de nodulacion parece estar promovido por valores
relativamente bajos de nitrogeno mineral en el suelo; mientras que en segundo lugar, las
concentraciones demasiado elevadas del mismo disminuyen la nodulacién (Eaglesham,
1989). Asi, Danso et al. (1990) indicaron como la fijacion de N, en plantas de soja se
reducia significativamente bajo concentraciones elevadas de nitrogeno mineral en el
suelo (83 mg de N por cada kg de suelo).

La formacion de los nodulos durante el proceso simbiotico rizobio-leguminosa
esta considerado como un complejo proceso de multiples pasos, lo cual predispone a la
existencia de numerosas teorias acerca de la inhibicion de la fijacion del N, por altos
niveles de nitrégeno. Por una parte se estima que el efecto inhibitorio del nitrato sobre
el proceso de fijacion se debe a una competicion directa entre las enzimas nitrato
reductasa y nitrogenasa por el poder reductor (Straub et al., 1997), mientras que otros
autores como Becana y Sprent (1987) sostienen que el nitrito, como intermediario de la

nitratro reductasa, inhibe la funcion de la nitrogenasa o de la leghemoglobina.

1.5.3. Aplicaciones de la interaccion triple rizobio-PGPR-leguminosa
en la mejora de los efectos negativos causados por el estrés
ambiental.

En los epigrafes anteriores se desarrollaron numerosos ejemplos de interacciones

triples constituidas por rizobio-PGPR-leguminosa cuyo principal objetivo era
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incrementar la productividad del cultivo, gracias a la mejora de parametros como p. €j.
la tasa de fijacion de nitr6geno o la ingesta de nutrientes; o bien mediante la
disminucion de los efectos negativos originados por un estrés medioambiental, bidtico o
abidtico. En este sentido, numerosos autores han descrito los efectos positivos de
diversos inoculantes sobre plantas crecidas en condiciones no favorables, a pesar de que
en la mayoria de los casos el mecanismo de acciéon de dichas bacterias no esta
esclarecido del todo.

Ciertamente, existen relativamente pocos mecanismos que han demostrado
inequivocamente ser inductores de una respuesta frente al estrés abidtico en plantas
tratadas con PGPRs. Algunos de ellos incluyen la disminucién en la produccion de
etileno por causas del estrés, via enzima ACC desaminasa (Glick et al., 1998), ¢
incremento en la expresion del gen ERD15 de la planta, quien ha sido descrito como
inducido por el estrés por sequia (Kiyosue et al., 1994). No obstante, es cierto que las
PGPRs encontradas en asociacion con plantas que crecen de forma continua bajo
condiciones de estrés ambiental, han debido desarrollar diversos mecanismos que le
permitan afrontar esta situacion adversa tanto para ella como para su hospedador.

Mayak et al. (2004a, 2004b), han propuesto la utilizacion de la PGPR
Achromobacter piechaudii como agente paliativo de los efectos del estrés salino en
plantas de tomate y pimiento. Igualmente se han caracterizado microorganismos
promotores del crecimiento vegetal en suelos afectados por el estrés 4dcido, como es el
caso de la interaccion del hongo Penicillum radicum con plantas de algodon (Wakelin
& Ryder, 2004). Otros autores, como Bai et al. (2003) describieron el efecto promotor
de varias cepas de Bacillus sobre la nodulacion de B. japonicum en plantas de soja a
temperaturas por debajo de las optimas, resaltando el gran potencial como PGPB
(bacterias promotoras del crecimiento vegetal) que tiene ciertas bacterias endofiticas
como las del género Bacillus (Hallmann et al., 1997).

Aln mas numerosos son los trabajos realizados en los ltimos afios para paliar los
efectos del estrés biotico, en términos de empleo de agentes de biocontrol, donde la
mayoria han empleado un unico agente de biocontrol para combatir el patégeno. Sin
embargo, estos inoculantes simples no suelen ser eficientes en todos los tipos de suelo
probados ni en todos los ecosistemas seleccionados (Raupach & Kloepper, 1998), por lo
que salen a relucir ciertas deficiencias en el producto como son la colonizacion
inadecuada, la tolerancia limitada a los cambios medioambientales y las fluctuaciones

en la produccion de metabolitos antifungicos (Weller & Thomashow, 1994; Dowling &
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O’Gara, 1994). Teniendo en cuenta estas premisas, se han empleado alternativamente
combinaciones adecuadas de dos o mas agentes de biocontrol para reducir de forma mas
eficiente el dafo causado por el patdgeno Sirvan como ejemplos los trabajos realizados
por Pierson & Weller (1994), Duffy et al. (1996), Leibinger et al. (1997), Schisler et al.
(1997), Raupach & Kloepper (1998) y Singh et al. (1999), quienes emplearon tanto
combinaciones de bacterias con hongos como bacterias con bacterias.

En base a estos estudios, podemos resaltar el importante papel que los inoculantes
anteriormente descritos juegan dentro del concepto de una agricultura sostenible, puesto
que gracias a ellos podremos disminuir en un futuro cercano la aplicacion descontrolada
de plaguicidas y abonos que intentan, en la misma linea que los inoculantes, paliar los

efectos negativos derivados del estrés medioambiental.

47






OBJETIVOS






Objetivos

La interaccion rizobio-leguminosa esta actualmente considerada como la asociacion
fijadora de N, mas importante desde un punto de vista agricola. Junto a esta simbiosis,
existen muchas otras interacciones en la rizosfera que pueden bien optimizar la primera, o
bien afectarla negativamente, dando lugar a importantes pérdidas ecoldgicas, economicas y
alimenticias. Sin embargo, estos factores bidticos no son los Unicos que pueden alterar la
eficacia del proceso simbiotico. Existen igualmente factores abioticos que causan pérdidas
incluso mayores que las anteriores por la extensa amplitud de su radio de accion. Sirva
como ejemplo la elevada salinidad de diversos campos de cultivo, distribuidos
mundialmente, los cuales constituyen aproximadamente un 40% del total del terreno
cultivable (Zahran, 1999).

Esta disminucion en la eficacia de la simbiosis rizobio-leguminosa esta siendo hoy en
dia contrarrestada eficazmente gracias al empleo de técnicas respetuosas con el medio
ambiente, basadas en el uso de bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs), a fin
de lograr una agricultura sostenible. Estas bacterias constituyen un sistema tripartito junto
con el rizobio y la leguminosa e incrementan la productividad del cultivo mediante
mecanismos directos o indirectos. En este sentido, se estan llevando a cabo numerosos
trabajos de investigacion dedicados no sélo a la optimizacion del proceso simbidtico
rizobio-leguminosa mediante coinoculaciéon con PGPRs en condiciones control, sino que al
mismo tiempo, se estan desarrollando estudios ambiciosos que proponen las técnicas de
coinoculaciéon con PGPRs como medida paliativa de los efectos negativos que el estrés

medioambiental ejerce sobre la simbiosis rizobio-leguminosa.

En base a los antecedentes indicados en la Introducciéon y al planteamiento de la
hipotesis de mejorar de forma respetuosa con el medio ambiente la fertilizacion de cultivos
de gran valor alimenticio para la poblacion humana o animal, proponemos como
OBJETIVO GENERAL de este trabajo el estudio de las implicaciones basicas y
aplicadas de la interacciéon triple rizobio-PGPR-leguminosa, centrandonos
especialmente en los efectos del estrés salino sobre el intercambio de sefales especificas
que tiene lugar entre los integrantes de dicho sistema, y que son imprescindibles para el

establecimiento y la eficacia del sistema simbidtico propuesto.
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El Objetivo General indicado en esta Memoria de Tesis Doctoral fue desarrollado en

los siguientes OBJETIVOS CONCRETOS:
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1.

Estudiar el efecto del estrés salino sobre el microsimbionte. Para la realizacion
del trabajo propuesto se emplearon cepas nodulantes de judia y soja, llevando a
cabo un amplio estudio del efecto del estrés salino sobre la biosintesis de los
factores Nod de los primeros.

Analizar los efectos que la salinidad ejerce sobre las leguminosas P. vulgaris 'y
G. max. Nos centraremos fundamentalmente en el estudio de la naturaleza y
funcionalidad de sus exudados, asi como sobre los estadios iniciales del proceso
simbiotico que establecen estas plantas con rizobios compatibles.

Caracterizar el empleo de bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR) en la simbiosis rizobio-leguminosa, bajo condiciones control y de estrés
salino. Se estudiard la compatibilidad entre las cepas seleccionadas de rizobio y
PGPR, a nivel de crecimiento bacteriano y biosintesis de factores Nod para evaluar,

en ultima instancia, su potencial como inoculantes dobles en plantas de judia y soja.
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Material y Métodos

3.1. Material bioldgico.

3.1.1. Bacterias y plasmidos.

Las cepas bacterianas y los plasmidos utilizados en este trabajo se recogen en las

tablas III.1. y II1.2. respectivamente.

Tabla III.1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepas Caracteristicas

Referencias/Fuente

Azospirillum brasilense

Sp7 Cepa silvestre, PGPR Tarrand et al., 1978
Chryseobacterium
balustinum
Aur9 Cepa silvestre, PGPR Gutiérrez-Mafiero et al.,
2003
Ensifer fredii
HH103 Cepa silvestre, Nal® Dowdle & Bohlool, 1985
SMH12 Cepa silvestre, Nal® Cleyet-Marel, J.C. 1987.
Tesis de Estado.
Pseudomonas
fluorescens
WCS417r Cepa silvestre, PGPR de referencia Pieterse et al., 1996

Rhizobium etli

CFN42 Cepa silvestre, rizobio de referencia,
Rif%, Nal®
ISP42 Cepa silvestre, Rif"

Rhizobium gallicum

PhD12 Cepa silvestre, rizobio de referencia,
bv. phaseoli, Nal®

R602 Cepa silvestre, rizobio de referencia,
bv. gallicum, Nal®

Segovia et al., 1993

Rodriguez-Navarro et al.,
2000

Geniaux et al., 1993

Geniaux et al., 1993

Rhizobium giardinii

H152 Cepa silvestre, rizobio de referencia,
bv. giardinii, Nal®

Geniaux et al., 1993
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bv. phaseoli, Nal®

Ro84 Cepa silvestre, rizobio de referencia, Geniaux ef al., 1993
bv. phaseoli, Nal®
Rhizobium
leguminosarum
RBL5280 Cepa derivada de R. leguminosarum Spaink ez al., 1987
bv. trifolii RCR5 curada de su
plasmido simbiotico, pMP154,
pMP280, Rif*
TAL1121 Cepa silvestre, rizobio de referencia, IPAGRO, Brasil.

Rhizobium tropici

CFN299

CIATS899

RSP900

RSP3051

RSP8&2

Cepa silvestre, rizobio de referencia
tipo IIA, Nal®

Cepa silvestre, rizobio de referencia
tipo IIB, Rif¥, Str®

Cepa derivada de R. tropici CIAT899
curada del plasmido simbidtico, Rif*,
Str®

Cepa derivada de R. tropici CIAT899
portadora en el plasmido simbidtico de
la fusion transcripcional rodP::lacZ-
Gm, Rif%, Str®, Gm®

Cepa derivada de R. tropici CIAT899
con una mutacion en el gen nodDI,
Rif*, Cm", Km"®

Martinez-Romero et al.,
1991

Martinez-Romero et al.,
1985

Vargas et al., 1990

Manyani et al., 2001

Manyani, H. 2000. Tesis
Doctoral.

Tabla II1.2. Plasmidos usados en este trabajo.

Plasmidos

pCV38

pCV3804

Caracteristicas

Pldsmido derivado del pVK102 con un
fragmento de 28 Kb portador de los genes
nodD1 'y nodABCSUIJHPQ de R. tropici
CIAT899, Tc®

Plasmido derivado del pRK404 portador de los
genes nodDI y nodABCSU de R. tropici
CIAT899, Tc®

Referencias/Fuente

Vargas et al., 1990

Vargas et al., 1990
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pCVol Plasmido derivado del pVKI102 con un Vargaseral, 1990
fragmento de 25,5 Kb portador de los genes
nodABCSUIJHPQ de R. tropici CIAT899,
bajo influencia del promotor constitutivo de
Kanamicina, Tc®, Km®

pMP240 Plasmido reportero de la actividad B- deMaagderal., 1988
galactosidasa, portador de la fusion promotor
nodA de R. leguminosarum::lacZ, Tc®

pMP154 Plasmido reportero de la actividad B- Spainkeral., 1987
galactosidasa, portador de la fusién promotor
nodABCIJ de R.  leguminosarum  bv.
viciae::lacZ clonada en el plasmido pMP190,

Str®t, Cm®
pMP190 Vector de expresion IncQ, Str¥, Cm® Spaink e al., 1987
pMP280 Plasmido derivado del vector pMP92, portador ~ Spaink et al., 1987
del gen nodD de R. leguminosarum bv. viciae,
Tc®
pMP92 Vector de expresion IncP, Tc® Spaink et al., 1987

3.1.2. Plantas.

Los ensayos con plantas se llevaron a cabo con semillas de Phaseolus vulgaris L.
cv. Negro Jamapa (suministradas por la Dra. Isabel M?* Lopez-Lara, C.C.G., Cuernavaca,
México) y cv. Blue Bush Lake (BBL) y semillas de Glycine max L. cv. Osumi (ambas
suministradas por la Dra. Dulce N. Rodriguez-Navarro, .LF.A.P.A. Las Torres-Tomejil,

Alcalé del Rio, Espafia).

3.2. Antibidticos, enzimas, flavonoides, reactivos, isotopos y

oligonucledtidos.

Se usaron antibidticos suministrados por Sigma Aldrich (U.S.A.). Las condiciones
de preparacion y las concentraciones de trabajo empleadas para cada uno de ellos se

recogen en la tabla II1.3..
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Tabla II1.3. Antibioticos utilizados en este trabajo.

Antibiético Concentracion de trabajo Concentracion de la solucion stock
Acido nalidixico 10 pg/mL de medio 20 mg/mL en H,0 gest
Ampicilina 100 pug/mL de medio 100 mg/mL en H,0 4./NaOH
Cloramfenicol 50 pg/mL de medio 50 mg/mL en etanol al 50%
Estreptomicina 200 pug/mL de medio 200 mg/mL en HyOgest
Gentamicina 25 pg/mL de medio 25 mg/mL en HyOpges,
Kanamicina 50 pg/mL de medio 50 mg/mL en H,0 geq.
Rifampicina 50 pg/mL de medio 15 mg/mL en metanol
Tetraciclina 5 ug/mL de medio para Rhizobium 5 mg/mL en etanol

Las soluciones de los antibidticos disueltas en H,O 4 se esterilizaron por filtracion con filtros de nitrato de celulosa de
0,45 pm de diametro de poro (Millipore®). Las soluciones se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

La proteinasa K fue proporcionada por Amersham Biosciences (Gran Bretafia) y se
prepard y uso segun las recomendaciones de la casa comercial. La enzima Tag-polimerasa
y los nucleotidos trifosfato fueron suministrados por Biotools, Inc. (Canada).

Los inductores comerciales apigenina (4’,5,7-trihidroxiflavona), naringenina (4’,5,7-
trthidroxiflavanona) y genisteina (4°,5,7-trihidroxiisoflavona), obtenidos de Sigma Aldrich
(U.S.A.), se prepararon mediante disolucién en etanol al 96% a una concentracion de 1
mM. Se conservaron a -20 °C y se usaron a una concentracion final de 1uM.

El sustrato utilizado en los ensayos enzimaticos de actividad B-galactosidasa fue O-
nitrofenil-fB-D-galactopirandsido (ONPQG), preparado a una concentracion de 4 g/L de
buffer Z.

El isotopo radiactivo clorhidrato de D-[1-'*C]-glucosamina (actividad especifica 50-
60 mCi/mmol), utilizado en los ensayos de andlisis de los factores Nod mediante
cromatografia en capa fina (CCF), fue proporcionado por Amersham Biosciences (Gran
Bretafia) y se utiliz6 a una actividad final de 0,2 nCi/mL de cultivo.

Los oligonucle6tidos usados en los estudios de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), suministrados por Biomedal (Espafia), se prepararon segin recomendaciones de la
casa suministradora y sus secuencias vienen recogidas en la tabla IIl.4.. Los
oligonucledtidos empleados en este trabajo han sido disefiados gracias al programa

informatico Primer Premier 5° (PREMIER Biosoft International, U.S.A.).
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Tabla IIL1.4. Secuencias de los distintos oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

Oligonucleétidos Secuencia
nodD1 sentido 5’- CGGCACGCAGCATCAATCTCA-3’
nodD1 antisentido 5’- TCATGCTGAAGCCCTGCACGA-3’

3.3. Medios y condiciones de cultivo de las bacterias.

3.3.1. Medios, condiciones de cultivo y conservacion de las bacterias.

Los reactivos usados para la preparacion de los distintos medios y soluciones
utilizados en este trabajo fueron suministrados por las casas comerciales Panreac (Espafia),
Sigma Aldrich (U.S.A.), Merck (Alemania) y Amersham Biosciences (Gran Bretafia). Para
la preparacion de los cultivos bacterianos se utilizaron los medios recogidos en la tabla

I11.5., detallados en el apartado 3.3.2..

Tabla IIL.5. Medios de cultivo dptimos utilizados para el crecimiento bacteriano.

Cepa bacteriana Medio minimo 6ptimo Medio rico
(MMO)
Azospirillum brasilense Sp7 Nfb* YY"
Chryseobacterium balustinum Aur9 B’ Glu-cas® TY

Pseudomonas fluorescens WCS417r,

Ensifer y Rhizobium B TY

* Medio Nfb! modificado (0,5 g (NH,),SO, por litro de medio).
 Medio B"" modificado (se sustituye el manitol por glucosa y se afiade 1 g de casaminoacidos por litro de medio).
' Débereiner & Baldani, 1979

' van Brussel ez al., 1977
"M Beringer, 1974

Los medios fueron esterilizados en autoclave a 120 °C durante 20 minutos, después
de ajustarles el pH adecuado. Para la preparacion de medios solidos se adiciond 15 g de
agar/L al medio liquido correspondiente. Los cultivos de los cinco géneros bacterianos
fueron incubados a 28 °C y agitacion a 180 rpm. Como soporte para la crioconservacion de
cepas bacterianas se utiliz6 medio rico adicionado de una solucion de glicerol estéril al

30% (1:1, v/v).
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3.3.2. Medios de cultivo.

3.3.2.1.

Medio TY

Triptona 5¢g
Extracto de levadura 3g
H>Ogest.c.s.p. 1L

Se ajustd el pH a 7,0. Una vez esterilizado en autoclave (120
°C, 20 min) y frio, se afladiéo 9 mL de Cl,Ca estéril 1M.

3.3.2.2. Medio minimo B~
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Manitol 10g
Ca(NOs3),-4H,0 13¢g
MgS04-7H,0 0,55¢
KNO; 0,55¢
Fe(II)-NaEDTA * 2,5 mL
Microelementos ® 2,5mL
H;O4est.C.8.p. 1L

Se ajusto el pH a 5,0 y se esterilizé en autoclave (120 °C, 20
min). Una vez frio se le afiadi6 1 mL de K,HPO, 1 M pH 7,2
estéril por cada litro de medio. Las vitaminas, disueltas en
agua y esterilizadas por filtracion (0,2 um de didmetro de
poro) se adicionaron a una concentracion final de 0,2 pg/mL y
5 pg/mL, biotina y tiamina respectivamente.

a. La solucion Fe(Il[)-NaEDTA se preparo
separadamente al 1,3%, y se esteriliz0 mediante
filtracion usando un filtro con un tamafio de poro
de 0,45 um.

b. La solucién de microelementos consta de:

H;BO; 1,269 g
MnSO4-H,O 0,462 g
Na,Mo0O4-2H,0 0,398 g
ZnSO47H,0 0,0974 g
CuS04-5H,0 0,0354 ¢
H,O4est.C.S.p. 1L

La solucidn se prepar6 y almacend a temperatura ambiente.
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3.3.2.3. Medio minimo B™ Glu-cas

Su composicion y preparacion es similar a la del medio minimo B’, pero se

sustituyo el manitol por glucosa y se adicion6 casaminoacidos 1 g/L. Se ajusté el pH a 7,0

y se esterilizo en autoclave (120 °C, 20 min).

3.3.2.4. Medio minimo Nfb

Acido malico 5¢g
KOH 45¢
K,HPO,4 05¢g
(NH4),SO04 0,5¢g
MgS047H,0 02¢g
NaCl 0,1g
CaCl,-2H,O 0,02 g
FeEDTA (1,64%) 4mL
Microelementos * 2mL
H,O4est.C.S.p. 1L

Se ajust6 el pH a un valor de 6,8. Se esterilizé en autoclave
(120 °C, 20 min) y se agregd 1 mL de solucién de vitaminas .

a. La solucion de microelementos consta de:

H;BO; l4g
ZnSO4 7H,0 12¢g
MnSO4-H,0 1,17 g
Na,Mo0O4-2H,0 lg
CuS0O4:5H,0 0,04 g
H;O4est.C.8.p. 1L

La solucion se prepar6 y almacend a temperatura ambiente.

b. La solucion de vitaminas consta de:

Piridoxol-HC1 02¢g
Biotina 0,1g
H;Oygest.C.S.p. 1L

Se esteriliz6 mediante filtracion usando un filtro con un
tamaio de poro de 0,45 um y se afiadi6 al medio una vez frio.
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3.3.3. Estudio del crecimiento bacteriano.

A partir de un cultivo inicial de la bacteria en medio rico (D.O.¢00 nm 0Oscilante entre
0,6 y 0,8) se inocularon tres tubos de MMO (5 mL de medio) por cada condicion de
estudio (D.O.6p0 nm cercana a 0,01-0,02) y se midi6 la variaciéon de la D.O.gp0 nm a lo largo
del tiempo. Los tubos fueron incubados a 28 °C en agitacion (180 rpm) hasta alcanzar el
estado estacionario. Paralelamente se realizé recuento de células viables en distintos puntos
de la curva en placas de medio TY, cada uno por triplicado, para establecer una correcta
relacion entre turbidez y viabilidad celular, determinada como unidades formadoras de
colonia (UFC)/mL.

La determinacion del peso seco del cultivo fue necesaria en ciertas condiciones,
para lo cual se recogid la totalidad del mismo al término de la curva, manipulando
independientemente cada repeticion, y se llevo hasta sequedad en una estufa a 75 °C. Tras
eliminar el agua presente en la muestra, se pesé la masa recogida y se refirio el peso seco

en mg/mL de cultivo.

3.3.4. Obtencion del liquido metabdlico (LM) de cultivos bacterianos.

Se inoculd un precultivo de la bacteria en su correspondiente MMO (5 mL) hasta que
alcanzo6 una D.O.¢0 nm entre 0,6 y 0,8, con el que se inoculd a continuacion un volumen de
200 mL del mismo medio de crecimiento empleado. Se incub6 a 28 °C, 180 rpm, hasta que
alcanz6 una D.O.¢p0 nm cercana a 0,8 y se centrifugdé durante 20 min, 4 °C, 12000 rpm. La
D.O.600 nm nunca superd el valor indicado de 0,8, pues se dificulta en exceso la
sedimentacion de las células debido a la produccion y excrecion de diversos productos del
metabolismo celular secundario, evitandose al mismo tiempo el agotamiento del medio de
cultivo. El sobrenadante obtenido se filtr6 en condiciones de esterilidad mediante un
kitasato estéril acoplado a una bomba de vacio, utilizdndose en primer lugar un filtro de
acetato de celulosa de 4 um y posteriormente otro de 0,22 um. Finalmente, se recogi6 el
sobrenadante estéril (denominado “liquido metabdlico” o LM) y se almacend a 4 °C para
su uso inmediato, o bien a -20 °C para un uso posterior. Para confirmar la ausencia total de
contaminacion, se fraccionaron tres alicuotas de 100 pL por muestra estudiada y se
sembraron en medio minimo B" y rico TY, comprobando la ausencia de crecimiento tras

dos dias de incubacion a 28 °C.
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3.3.5. Determinacion de la tolerancia a la salinidad, estrés osmdtico y estrés ionico.

Crecimiento en diversas combinaciones de LM.

Se determind la tolerancia a la salinidad, al estrés osmotico e idnico mediante la
observacion del crecimiento de las bacterias en las distintas condiciones de ensayo
establecidas. Se prepararon precultivos de las distintas cepas en su MMO (D.O.600 nm <
0,6), con los que se inocularon posteriormente 3 tubos de 5 mL por bacteria y condicion de
estudio, a una D.O.g00 nm de 0,01-0,02. Asi, para los ensayos de tolerancia al estrés salino
por NaCl o por KCI, se establecieron las condiciones de estudio medio minimo B™ 0, 100,
200, 300, 400 y 450 mM de NaCl o KCI respectivamente. En los estudios de estrés por
NaySOy, las concentraciones de las soluciones se rebajaron a la mitad, para equiparar en
molaridad la concentracién del i6n Na’ con las soluciones de NaCl. En los estudios de
estrés osmotico las condiciones fueron medio minimo B 373 mM de manitol y 60 mM de
PEG6000.

Para los estudios de influencia del LM de una bacteria (a) para con otra

seleccionada (b), se establecieron las siguientes combinaciones:

LM puro (a) LM (a) + agua LM (a) + MMO (b) MMO (b) MMO (b) + agua

Todas ellas se incubaron a 28 °C durante un periodo méaximo de 120 horas,
midiendo la turbidez del cultivo a 600 nm y paralelamente se realizé el recuento de células
viables en determinados puntos de la curva de crecimiento.

Igualmente se realizaron ensayos de difusiéon en placa con el fin de determinar
cualquier posible inhibicién del crecimiento de una bacteria por el LM de otra. Asi, se
sembrd un cultivo de la primera en una placa de TY, la cual fue troquelada a continuacion,
depositandose 100 uL del LM de la segunda en la cavidad. Se incub6 a 28 °C durante 4

dias a la espera de observar un halo de inhibicion.

3.4. Tampones y soluciones de trabajo.

La composicién de los distintos tampones y soluciones utilizadas en este trabajo se
muestran a continuacion. Salvo excepciones, las soluciones no se esterilizaron y se

conservaron a temperatura ambiente.
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3.4.1. Tampon TE.

Tris-HCl a pH 8,0 10 mM
EDTA apH 8,0 I mM

3.4.2. Tampon TBE 0,5X.

Tris base 90 mM
Acido borico 90 mM
EDTA 2 mM
3.4.3. Buffer Z.
NazHPO4 8,54 g
NaHzPO4'H20 5,50 g
KCl1 0,75 ¢
MgSO4'7H20 0,25 g
H,O4est.C.S.p. 1L

Se ajusto el pH a 7,0 y se conservo a 4 °C sin esterilizarlo. Se
afiadio 2,8 mL de B-mercaptoetanol por cada litro de buffer en
el momento de uso.

3.4.4. Soluciones tampon para pHs.

Los tampones empleados para mantener constante el pH del medio de cultivo en el
valor de 4,5 fueron el buffer inorgénico citrato-fosfato ((0,56g C;H4OH(COOH);-1,67 g
NaHPO4:12H,0) /100 mL medio (Costilow, 1981)) y el buffer biologico HOMOPIPES
(acido homopiperazina-N-N"-bis-2-[etanosulfonico], 25 mM), suministrado este ultimo por
Research Organics (U.S.A.). Se anadieron al medio previo a la esterilizacion en autoclave
(120 °C, 20 min), y tras la misma, se volvid a determinar el pH para comprobar que éste no

habia virado en mas de +0,1.

3.5. Aislamiento y manipulacion del ADN.
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3.5.1. Aislamiento del ADN total.

La extracciéon del ADN total de las células de rizobio se llevo a cabo segin la
siguiente metodologia: se tomd 5 mL de un cultivo en fase exponencial de crecimiento, se
centrifugaron durante 1 minuto para sedimentar las células y se lavaron dos veces con
tampon TE 50/20 (TrisHCI 50 mM/EDTA 20 mM). Finalmente se resuspendieron en 400
uL de este mismo tampodn, al que se anadié 50 uL. SDS 10% y 50 uL de proteinasa K al
0,2%, predigerida previamente durante 1 hora a 37 °C. Se vorte6 enérgicamente durante 3
minutos. Tras incubar la mezcla 60 minutos a 37 °C, se extrajo el ADN con un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1, v/v/v) y se precipité con dos volumenes de
etanol al 96% y 0,1 volumen de acetato sodico 3 M, dejandolo 20 minutos a -20 °C.
Finalmente se lavo con 1 mL de etanol 70% y se conservo a -20 °C resuspendido en agua

bidestilada estéril.

3.5.2. Determinacion de la concentracion del ADN.

La determinacion de la concentracion del ADN se realiz6 usando el
espectrofotometro "Gene Quant" comercializado por Pharmacia Biotech (Gran Bretafia), a

una longitud de onda de 260 y 320 nm.

3.5.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Una vez extraido el ADN bacteriano segiin se describe en el apartado anterior, se
emplearon 50-100 ng del mismo como molde para su amplificacion segin la metodologia
descrita por de Bruijn (1992).

El volumen final de la mezcla de reaccion fue 25 6 50 pL, dependiendo de la
utilidad final del producto amplificado. Se emplearon los componentes de dicha mezcla en
las siguientes concentraciones: oligonucle6tidos 1 uM cada uno, dNTPs 0,25 mM, MgCl,
2,5 mM, buffer comercial 5X y 1 unidad de Tag-polimerasa I.

Los programas utilizados para llevar a cabo la reaccion dependieron del tamafio de
los fragmentos que se querian amplificar, siendo el primer ciclo (desnaturalizacion, 3
minutos a 95 °C) y el ultimo (extensién, 5 minutos a 72 °C) comun para todos los
programas. Si se ajusto el tiempo de la fase de extension a la banda amplificada, siendo de
30 segundos para los fragmentos de entre 200 y 700 pb, 1 minuto para los fragmentos de
700 a 1.500 pb y 2 minutos para los fragmentos mayores de 1,5 Kb. La temperatura de la

fase de “annealing” (alineamiento) oscilé entre 48 y 60 °C, dependiendo de la especificidad
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de los oligonucledtidos. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador PTC-100"
suministrado por M.J. Research, Inc. (U.S.A.).
La separacion y visualizacion de los fragmentos amplificados se llevo a cabo segiin

se describe en el apartado 3.5.4..

3.5.4. Electroforesis en geles de agarosa.

El ADN total o monocatenario fue analizado en geles horizontales de agarosa en
tampon TBE 0,5X de concentracion variable en funcién del tamano de las bandas a
visualizar. Asi, se emplearon geles con una concentracion de agarosa comprendida entre
0,8 y 1,2% para la visualizacion de bandas de tamafo entre 0,6 y 23 Kb (Maniatis ef al.,
1982). Sin embargo, para los tamafos fuera de este intervalo se ajustd la concentracion de
agarosa de los geles dependiendo del tamafo de las bandas a estudiar, aumentando o
disminuyendo la cantidad de la misma.

La tincion de los geles se llevo a cabo mediante el uso de bromuro de etidio, agente
intercalante, incorporandolo directamente al gel a una concentraciéon de 0,5 pg/mL, o
sumergiendo el gel en una solucion de este compuesto tras la migracion del ADN. Como
tampon de carga se usé azul de bromofenol al 0,25% y xileno cianol FF al 0,25% en
glicerol al 30% y TBE 5X al 5%. Para la observacion de las bandas y la fotografia de las
mismas se utilizd un equipo transiluminador de luz UV (longitud de onda de 300 nm)
acoplado a un sistema fotografico de la casa BIO-RAD. La estimacion de los pesos
moleculares de las bandas observadas se realiz6 comparando la migracion de las mismas
con las de marcadores comerciales de ADN, tales como “100 pb Ladder” (bandas de 1;
0,9; 0,8; 0,7; 0,6; 0,5; 0,4; 0,3; 0,2; 0,1; 0,08 Kb; BioTools Inc., Canadd) y “1 Kb Ladder”
(bandas de 10; 8; 6; 5; 4; 3,5; 3; 2,5; 2; 1,5; 1, 0,75; 0,5; 0,25 Kb; BioTools Inc., Canada) o
ADN del fago A digerido con la endonucleasa de restriccion Hindlll (bandas de 23,13;
9,42; 6,56; 4,36; 2,32; 2,03; 0,56 Kb; Amersham Biosciences, Gran Bretaiia).

3.6. Técnicas de analisis de factores de nodulacion (factores Nod).

3.6.1. Cromatografia en capa fina (CCF).

Los analisis por CCF se llevaron a cabo de acuerdo con el método descrito por

Spaink ef al. (1992). Se prepararon precultivos de las distintas cepas de rizobio en medio
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minimo B™ a una D.O.g00 nm 0,4-0,6, los cuales fueron diluidos 1:10 en 1 mL bien del
mismo medio (condicidon control) o bien de un medio modificado (B™ adicionado de la
cantidad estimada de un i16n u osmolito, LM puro de una bacteria PGPR, o cultivo 10°
UFC/mL de la propia PGPR para los estudios de coinoculacién). A continuacion se afiadio
el flavonoide inductor correspondiente (a excepcion de los controles negativos) a una
concentracion final de 1 uM. Cuando el inductor empleado fue un exudado radical (ver
apartado 3.8.3.), la proporcion de dicha mezcla fue invertida, siendo finalmente
exudado:cultivo bacteriano 10:1 (v/v). El marcaje radiactivo se efectué con 0,2 uCi de
clorhidrato de '*C-glucosamina.

A las 48 horas (72 para la induccion con exudados, o bien el tiempo estimado en
cada uno de los puntos de la cinética de produccion de factores Nod) se centrifugo el
cultivo durante 15 minutos a 13.000 rpm, descartandose el precipitado, y se afiadi6 0,5 mL
de n-butanol saturado con agua al sobrenadante, incubandose la mezcla durante 12 horas
con agitacion. Una vez centrifugado, la fase butandlica fue recuperada y evaporada en un
equipo Speed-Vac® Savant. El polvo resultante se resuspendié en 40 pL de n-butanol
saturado con agua, aplicandose 10 pL de esta solucion a placa de CCF de silica RP-18
Fys4s de 10 x 10 cm de la casa comercial Merck (Alemania). La separacion de los factores
Nod se llevo a cabo empleando como fase mévil una mezcla de acetonitrilo (AcN):agua
(1:1, v/v), preparada en el momento de uso. Las placas de CCF fueron expuestas sobre
pelicula de autorradiografia Kodak®™ X-Omat AR durante 15 dias, al término de los cuales
se procedid a su revelado con soluciones de revelador y fijador igualmente suministradas

por Kodak®.

3.6.2. Analisis estructural de los factores Nod.

Para el analisis de la estructura de los factores Nod se prepararon muestras a partir

de 10 L de cultivo. A partir de tubos con 5 mL de cultivo en medio B™ de la bacteria a

estudiar se inocularon matraces de 100 mL del mismo medio y se incubaron a 28 °C. Una

vez que la D.O.g00 nm 1lego a 0,6-0,8, se trasvaso el contenido de los matraces a otros con 1

L del medio indicado suplementado con el flavonoide correspondiente a una concentracion
final de 1 uM, salvo controles negativos.

Ambos cultivos fueron incubados a 28 °C en agitacion hasta fase exponencial tardia.

La extraccion de los factores Nod se realizo afiadiendo 300 mL de n-butanol por litro de

medio, dejandolo en agitacion durante 12 horas. Posteriormente se recogid la fase
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butandlica concentrandose a sequedad en rotavapor a 50 °C. El extracto butandlico
conteniendo los factores Nod se paso a través de una columna de purificacion en fase
reversa Cis, eluyendo con AcN:agua al 20, 45 y 60%.

La fraccion del 45% se sometio a fraccionamiento utilizando un cromatégrafo de
HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Resolucion, del inglés “High Performance Liquid
Chromatography) equipado con una columna semipreparativa y un detector Photodiode
Array, monitorizando a 206 nm y usando como eluyente AcN:agua en distintas
proporciones (20%, 5 minutos; 30%, 30 minutos; 40%, 30 minutos; 60%, 15 minutos y
terminando con un gradiente 60-100% de 10 minutos). Con ayuda de un recolector de
fracciones se aislaron diferentes factores Nod, colectandolos y liofilizdndolos. Las
fracciones aisladas conteniendo los factores Nod se analizaron por FAB-MS, MALDI-Tof-
MS, ES-Q-0-Tof-MS, y MALDI-Q-o-Tof-MS.

El analisis de la estructura de los mismos fue llevado a cabo en colaboracion con
los Grupos de Investigacion dirigidos por el Dr. Antonio Gil Serrano (Departamento de
Quimica Organica de la Facultad de Quimica de la Universidad de Sevilla, Espafia), la Dra.
Jane Thomas-Oates (Departamento de Quimica, Universidad de York, Gran Bretafia) y el
Dr. Paul Hensbergen (Departamento de Parasitologia del Centro Médico Universitario de

Leiden, Universidad de Leiden, Holanda).

3.7. Ensayos de la actividad (3-galactosidasa.

Se emplearon dos protocolos de ensayo de la actividad B-galactosidasa segun la
cepa indicadora seleccionada. Se empleo la técnica descrita por Zaat et al. (1987) para
determinar el nivel de induccion de los genes nod de las cepas R. tropici CIAT899, R. etli
ISP42, E. fredii SMH12 y HH103, portadores todos ellos del plasmido pMP240 (ver tabla
I1.2.).

A partir de un precultivo de la cepa objeto de estudio, se sembraron tres tubos de 5
mL por cada condicidén de ensayo establecida (medio minimo B™ en presencia o ausencia
de NaCl o manitol; o bien LM puro, con la excepcion del LM de A. brasilense Sp7, el cual
se utilizé mezclado con B™ (1:1, v/v)). Los flavonoides apigenina, naringenina o genisteina
fueron afnadidos a una concentracion final de 1 uM en las condiciones inducidas. Cuando
se emplearon alicuotas de exudados como inductores de la reaccion, la proporcion de la

mezcla de ensayo fue 100 uL del cultivo bacteriano y 900 uL del exudado objeto de
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estudio. Estos cultivos se incubaron a continuacioén a 28 °C hasta alcanzar una D.O.600 nm
cercana a 0,3-0,4 (72 h para los ensayos con exudados, puesto que la D.O.600 nm permanece
constante), recogiéndose 100 pL de la mezcla y afiadiéndole 900 pL de buffer Z.

A continuacidn se afiadié a cada tubo 50 pL de cloroformo y 100 pL de SDS 0,1%,
y tras una incubacion de 5 minutos a 28 °C y un vortex de 1 minuto, se adiciond a cada
tubo 100 pL. de ONPG, preparado a una concentracion de 4 mg/mL en buffer Z y se
incubaron a 28 °C hasta la aparicion de color amarillo. Finalmente, se detuvo la reaccion
con 0,4 mL de carbonato sédico 1M y se midi6 la absorbancia a 420 nm a fin de poder
determinar la actividad -galactosidasa de acuerdo al método de Miller et al. (1972). Los
ensayos se realizaron por triplicado, siendo la desviacion estandar de los valores siempre
menor de un 20%.

Para aquellos ensayos en los que se emple6 como cepa indicadora R.
leguminosarum RBL5280, se recurrio al protocolo descrito por van Brussel et al. (1990),
el cual incorpora ciertas modificaciones en los métodos de lisis y en la concentracion y el

volumen de las alicuotas empleadas con respecto al protocolo anteriormente descrito.

3.8. Manejo de plantas.

3.8.1. Solucion nutritiva para el crecimiento de plantas.

Se empled la solucion Féhraeus (Fahraeus, 1957) para los ensayos de actividad
bioldgica y la solucién Rigaud & Puppo diluida a la cuarta parte (Rigaud & Puppo, 1975)
para los estudios de la actividad inductora y composicion de los exudados de judia y soja y
los ensayos de nodulacion. La composicion de ambas soluciones se detallan a
continuacion.

Para los ensayos de actividad bioldgica llevados a cabo en condiciones de estrés
acido se ajustd el pH de la solucion nutritiva a 4,5 con tampon citrato-fosfato (0,5g
C;H4OH(COOH)3—0,61 g Na,HPO4-12H,0) /100 mL medio).

De igual manera, se adiciond la cantidad requerida de NaCl para los ensayos de
actividad bioldgica y test de nodulacion llevados a cabo bajo condiciones de estrés salino
(solucion Féhraeus 25 mM de NaCl y solucion Rigaud & Puppo 25 mM de NaCl,
respectivamente), asi como para la obtencién de exudados radicales salinos (solucion

Rigaud & Puppo 50 mM de NaCl).
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3.8.1.1. Solucion Rigaud & Puppo

K,;HPO4 0,20 g
Ca,S04-2H,0 0,12 ¢g
MgS0O,47H,0 0,20 g
Fe(IlI)-NaEDTA 0,02 ¢g
CIK 0,02 g
Solucion de Gibson I mL
H>04est.c.s.p. 1L

Se ajustd el pH a un valor de 6,8 y se esteriliz6 mediante autoclave (120
°C, 20 min).

Solucidon de Gibson

H;BO; 2,86 ¢g
MnSO4-H,O 2,08 g
ZnS047H,0 0,22 ¢
Na,MoOy 0,11 g
CuSO45H,0 0,08 g
H>O4est.c.s.p. 1L

3.8.1.2. Solucion de Fahraeus

Na,HPO42H,0 0,15¢g
Citrato férrico 0,13 ¢
MgS04-7H,0 0,12 ¢g
KH,PO4 0,lg
Cl,Ca2H,0* 0,1g
H,04est.c.s.p. 1L

* El Cl,Ca-2H,0 se afiadi6 a la solucion una vez esterilizada, a partir de
una solucion 1M estéril previamente preparada.

3.8.2. Desinfeccion y pregerminacion de semillas.

Las semillas de P. vulgaris (cv. Negro Jamapa y cv. BBL) y de G. max (cv. Osumi)
se desinfectaron segun las siguientes etapas: lavado con agua destilada estéril, 30 segundos

en etanol absoluto, lavado con agua destilada estéril, 8 minutos en hipoclorito sédico al
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10% y 7 lavados finales con agua destilada estéril. Posteriormente, se colocaron en placas
de Petri con agar-agua al 0,8% y TY diluido a la cuarta parte, y fueron incubadas durante

48 horas a 28 °C en oscuridad para su pregerminacion.

3.8.3. Obtencion de exudados radicales.

Se colocaron las semillas desinfectadas y pregerminadas sobre mallas de acero
inoxidable depositadas en un cristalizador lleno con 130 mL de soluciéon Rigaud & Puppo
estéril (0 6 50 mM de NacCl, segtn las condiciones de estudio), de modo que las raices de
las semillas (de 15 a 20 por sistema) quedaran embebidas en dicha solucidn. Se cultivaron
las plantas durante una semana en una camara IBERCEX" (modelo 6-28, A.S.L., S.A.),
bajo condiciones de asepsia, con un ciclo de 16 horas de luz a 24 °C/8 horas de oscuridad a
20 °C, 50% humedad relativa, y preservando las raices de la luz.

A los siete dias (cuatro para determinados ensayos donde se indica
pertinentemente) se recogid y prefiltré el exudado con una membrana de nitrato de
celulosa de 8 um de diametro de poro y posteriormente se esterilizé por filtracion con una
segunda membrana de nitrato de celulosa de 0,22 um de didmetro de poro. La figura 3.1.

muestra los sistemas empleados en este proceso de recoleccion.

Figura 3.1. Sistema de recogida de exudados a gran escala de judia en soporte de
rejilla. Panel A, sistema completo; B, C, y D, separacion de raices de judia y obtencion
del exudado radical; E, raices de P. vulgaris.

Cuando el exudado a recolectar debia provenir de plantas preinoculadas con la PGPR
C. balustinum Aur9, las plantas de judia y soja se inocularon a tiempo cero a una
concentracion final de la PGPR de 10° UFC/mL, a partir de un cultivo inicial del orden de
10° UFC/mL. Después de 7 dias de ensayo se procedié a la recoleccion de los exudados

siguiendo las indicaciones anteriores, y se comprobd el crecimiento de la PGPR inoculada
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inicialmente, el cual oscilaba en el mismo rango del indculo inicial. Posteriormente se
centrifugo a 6000 rpm, 4 °C durante 10 minutos, se filtr6 varias veces hasta la eliminacién
completa de la bacteria y se almacen6 a -20 °C hasta su utilizacion. Se sembraron alicuotas
de 100 pL del mismo filtrado en placas de TY, y tras incubacién a 28 °C durante tres dias
se verifico la ausencia de contaminacion.

Para los ensayos de induccion de la actividad P-galactosidasa de la cepa R.
leguminosarum RBL5280 se siguio el protocolo de recogida de exudados descritos por van

Brussel et al. (1990).

3.8.4. Técnicas de analisis de exudados de judia y soja.

Tras recolectar los exudados segin los pasos indicados en el apartado 3.8.3., éstos
fueron concentrados hasta un volumen de 25 mL aproximadamente y el concentrado se
paso a través de cartuchos de 900 mg de C;s (Resprep). Los flavonoides fueron eluidos del
cartucho con metanol al 50, 80 y 100% y posteriormente las fracciones fueron combinadas,
liofilizadas y solubilizadas en metanol al 50% (1 mL) para ser analizadas por HPLC. La
separacion por HPLC fue llevada a cabo en un Espectrometro de Masas Linear lon Trap
Quadrupole LC/MS/MS (AB Sciex Instruments), a través de una columna analitica C;g de
fase reversa (200x2,1 mm, Excel 120 ODSB, 5 um, Tracer). Se empled la mezcla de
solventes (A) HO:HCO;H (99,9:0,1 v/v) y (B) MeOH:CH3;CN: HCO;H (50:50:0,1 v/v/v),
con una tasa de flujo de 0,3 mL/min, segun el siguiente gradiente de elucion: 0-10 min
linear de 5% a 55% del solvente B; 10-30 min linear de 55% a 100% B; 30-50 min
isocratico 100% B y 50-55 min linear de 100% a 5% B (Dakora et al., 1993a; Rios et al.,
2005). Debido al acople del cromatografo de HPLC con la fuente ESI, toda la muestra
obtenida del primer equipo pasé directamente al segundo, donde se obtuvo el espectro de
masas en modo negativo. Las condiciones establecidas para dicho analisis fueron las
indicadas por Justesen (2001): voltage de spray -4.5 kV; cortina de gas, 20 psi; gas
nebulizador (GS1) (N;), 20 psi; gas secador (GS2), 0 psi; potencial declustering (DP),
-70V; temperatura 200 °C; scan completo (m/z 100-400).

3.8.5. Ensayos de actividad bioldgica en plantas.

Se prepararon tubos de vidrio de 3 x 20 cm con un alambre de punta enrollada

introducido y un saliente por fuera del tubo que facilita su manejo en condiciones
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asépticas. Se cubrieron con un tapon de algodon y se esterilizaron en autoclave (120 °C, 20
min).

Se depositdé una semilla por tubo, desinfectada y pregerminada segun el apartado
3.8.2., procurando que quedase en suspension tal que la semilla estuviese sujeta en el
enrollamiento del alambre y su radicula estuviese embebida en los 25 mL de solucion
Féhraeus con los que se llena cada tubo (pH 7,0, 0 mM de NaCl para condiciones control
de ensayo para la planta; o pH 4,5, 0 mM de NaCl para condiciones de estrés acido; o pH
7,0, 25 mM de NaCl para condiciones de estrés salino). La figura 3.2. muestra el sistema

empleado para estos ensayos.

Figura 3.2. Sistema de tubo empleado en los ensayos de actividad bioldgica. Panel A,
sistema completo y panel B, planta tomada del sistema.

En los ensayos de determinacion de la actividad biologica de factores Nod, se
adiciond 25 pL de una solucion concentrada de factores Nod 10% M (disueltos en
dimetilsulfoxido (DMSO), preparados segun se detalla en el apartado 3.6.2., para trabajar a
una concentracién final de 10° M, o bien 2,5 uL de la misma solucién para una
concentracion de 10 M, haciendo cuatro réplicas por cada condicion. Para los ensayos de
actividad donde se utilizé la propia estirpe bacteriana, se afiadi6 20 uL del cultivo 10°
UFC/mL por cada tubo de ensayo. Y para la variante de ensayo de las fracciones

purificadas de los factores Nod, se secaron las fracciones recogidas del HPLC del extracto
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puro de los mismos, y se disolvieron en 20 ul. de DMSO que fueron directamente
afiadidos a la planta.

Finalmente, se depositaron los tubos en un soporte de madera que resguardaba la raiz
de la luz y se incubaron en una camara de cultivo con un ciclo de 16 horas de luz a 28 °C/8
horas de oscuridad a 20 °C, durante un periodo de 10 dias para las plantas de judia y de 14
dias para las de soja. Se abrid y se examino un tubo por condicion al quinto dia del ensayo
para controlar el desarrollo de la planta y los restantes al décimo y catorceavo dia,
respectivamente. A todas las plantas se le secciono el tallo, se recogi6 y lavé la raiz con
agua destilada y posteriormente se impregné en hipoclorito sédico 5 % durante unos 20
minutos aproximadamente en placa Petri. Se lavé nuevamente con agua bidestilada estéril
y se conservaron a 4 °C durante al menos 24 horas. A continuacion se tifieron con unas
gotas de azul de metileno al 1% con el fin de visualizar los primordios nodulares y nédulos
al microscopio Optico, con aumentos de 10X, 40X, 100X y 1000X segiin requerimiento.

Para los ensayos de actividad bioldgica en los que la planta fue preinoculada con la
PGPR C. balustinum Aur9, se inoculé en primer lugar la PGPR (20 uL de un cultivo 10°
UFC/mL por cada tubo de ensayo) y a las 15 horas, como minimo (generalmene 48 horas
para las plantas de soja), se afiadid el rizobio (nuevamente 20 pL de un cultivo 10

UFC/mL por cada tubo de ensayo).

3.8.6. Ensayos de nodulacion.

El ensayo se llevo a cabo en macetas de 2 kg de arena de cuarzo estéril, regadas con
100 mL de solucion estéril de Rigaud & Puppo diluida a la mitad. Cada maceta portaba
una planta, con seis repeticiones para cada tratamiento. Para las condiciones de estrés
salino, dicha solucion de riego fue preparada adicionandole 25 mM de NaCl.

Una vez desinfectadas y pregerminadas las semillas segiin el apartado 3.8.2., se
depositaron dos por macetas y se inocularon con 1 mL de cultivo de C. balustinum Aur9
10’-10° UFC/mL para los tratamientos coinoculados (Aur9 + rizobio). Tras un periodo
minimo de 15 horas, se inocularon tanto los tratamientos simples (s6lo rizobio) como los
coinoculados, con 1 mL de un cultivo fresco del rizobio a ensayar 10’-10° UFC/mL. Se
cultivaron las plantas durante 28 dias en una camara de cultivo (a los 7 dias del comienzo
se elimin6 una de las dos plantas sembradas en cada maceta), con un ciclo de 16 horas de

luz a 25 °C/8 horas de oscuridad a 18 °C.
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La humedad relativa se mantuvo en torno al 80%. Los riegos se efectuaron en dias
alternos a lo largo de los 28 dias, con solucidon Rigaud & Puppo 25 mM de NaCl para el
tratamiento salino y 0 mM para el control, si bien tanto el ensayo control como el salino
fueron regados con solucion 0 mM de NaCl durante la primera semana. La figura 3.3. nos

muestra los sistemas empleados en este ensayo.

Figura 3.3. Plantas de P. vulgaris cv. BBL sembradas en sistemas de macetas de arena
de cuarzo estéril.

Se determinaron cuatro parametros en cada ensayo: PSPA (peso seco de parte aérea,
estimado en mg/planta), N°® NOD (numero de nddulos/planta), PSR (peso seco de raiz,
estimado en mg/planta) y PUNOD (peso seco unitario de nddulo, estimado en mg/nddulo).
Para el tratamiento informatico de los datos se utilizd el programa Statistix 8.0, con un
analisis ANOVA de la desviacion estandar (P<0,05). Los grupos significativamente
diferentes para cada columna se identifican con las letras a, b, ¢ y d junto a cada valor. Los
grupos significativamente diferentes para cada cepa se identifican con las letras A, By C
junto a cada valor, englobando los tratamientos simples y dobles, en condicioén control y de

estrés salino.

3.8.7. Ensayos de cinética de nodulacion.

Los ensayos de cinética de nodulacion se realizaron de forma similar al protocolo
descrito para el apartado anterior. El soporte empleado fue distinto, puesto que se
emplearon vasos de cristal de 8 x 20 cm, rellenos igualmente de arena de cuarzo estéril. Se
depositaron dos semillas por sistema, con tres repeticiones por tiempo de observacion y
condicion de estudio, y se regaron con 50 mL de solucion Rigaud & Puppo (control, 0 mM

de NaCl, o salina, 25 mM de NaCl) cada tres dias.
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Asi, se desmontaron tres recipientes por condicion y dia de recuento (dias 5, 7, 9, 11,
15, 18, 22 y 28 tras la inoculacion) cuantificando los nddulos y comparando los resultados
obtenidos entre las dos condiciones de ensayo. Los resultados se representaron
graficamente, correspondiendo las barras de error a la desviacion estandar de las tres
repeticiones. La figura 3.4. muestra el sistema empleado en los ensayos de cinética

nodulacién.

Figura 3.4. Sistemas empleados en los ensayos de cinética de nodulacion. Panel A, plantas
de P. vulgaris cv. Negro Jamapa y panel B, raiz nodulada de P. vulgaris cv. Negro Jamapa.

78



RESULTADOS






4.1. Efecto del estrés salino sobre el microsimbionte.

4.1.1.

4.1.2.

4.1.3.

4.14.

4.1.5.

Efecto del estrés salino sobre cepas que nodulan plantas
de Phaseolus vulgaris y Glycine max.

Efecto del estrés salino sobre cepas de Rhizobium que
nodulan plantas de P. vulgaris.

Efecto del estrés salino sobre R. tropici CIAT899.

Estudio comparativo de los efectos inducidos por el estrés
salino-osmotico sobre la biosintesis de los factores Nod
de R. tropici CIAT899.

Estudios preliminares de la influencia del estrés salino en
la regulacion de la biosintesis de factores Nod de R.
tropici CIAT899.

81



INDICE DE FIGURAS EN EL. APARTADO DE RESULTADOS 4.1.

4.1. Tolerancia al estrés salino de cepas que nodulan plantas de P. vulgaris y G. max...........

4.2. Cromatografia en capa fina de los factores Nod sintetizados por cepas que nodulan
plantas de P. vulgaris y G. max, bajo condiciones de crecimiento control.................

4.3. Cromatografia en capa fina de los factores Nod sintetizados por cepas que nodulan
plantas de P. vulgaris y G. max, bajo condiciones de crecimiento control y de estrés
SALIMO. ..t

4.4. Cromatografia en capa fina de los factores Nod sintetizados por cepas que nodulan
plantas de P. vulgaris, bajo condiciones de crecimiento control y de estrés salino.......

4.5. Curvas de crecimiento de R. fropici CIAT899 crecida en medio minimo B bajo
condiciones control y de estrés Salino..........c.ovuiiriiiiiiiiiiiiiii e

4.6. Actividad B—galactosidasa de R. tropici RSP3051 crecida en medio minimo B” control y
de @SIES SAIIMO. ...ttt

4.7. Cromatografia en capa fina de los factores Nod sintetizados por R. tropici CIAT899 en
condiciones de crecimiento control y de estrés salino.............cocvevviiiininiiinininin

4.8. Cromatogramas de HPLC de los factores Nod de R. tropici CIAT899 obtenidos en

condiciones de crecimiento control y de estrés salino, inducidos por apigenina 1 uM...

4.9. Cromatogramas de HPLC de los factores Nod de R. tropici CIAT899 obtenidos en
condiciones de crecimiento control y de estrés salino, en ausencia y presencia de

apigenina 1 M. ...

4.10. Curvas de crecimiento de R. fropici CIAT899 crecida en medio minimo B" bajo
condiciones control y de estrés 0SMOtICO. ... ..vvinriniirit it eeeeeannn

4.11. Efecto del estrés osmotico sobre la expresion de los genes de nodulacion de R. tropici
CIAT899, bajo condiciones de crecimiento control y de estrés osmotico..................

4.12. Cromatografia en capa fina de los factores Nod sintetizados por R. tropici CIAT899,
bajo condiciones de crecimiento control y de estrés salino por Na,SO,4, KCl y NaCl....

4.13. Cromatografia en capa fina de los factores Nod sintetizados por R. tropici CIAT899 y
R. tropici RSP900 pCV3804, pCV38 y pCV61, bajo condiciones de crecimiento
control ¥ de eStrés SAlINO. .. ....uiuit i

4.14. Cromatografia en capa fina de los factores Nod sintetizados por las cepas R. tropici
CIAT899 y R. tropici RSP82, bajo condiciones de crecimiento control y de estrés
SALIMO. L. et

INDICE DE TABLAS EN EL APARTADO DE RESULTADOS 4.1.

IV.1. Parametros de crecimiento de R. tropici CIAT899 bajo condiciones control (0 mM de
NaCl) y de estrés salino (300 mM de NaCl).........coovviiiiiiiiiiiiiiiii e,

IV.2. Factores de nodulacion sintetizados por R. tropici CIAT899 bajo condiciones control
(0 mM de NaCl) y de estrés salino (300 mM de NaCl), inducido por apigenina 1 uM...

IV.3. Factores de nodulacion sintetizados por R. tropici CIAT899 bajo condiciones de estrés
salino (300 mM de NaCl), en ausencia de apigenina..............ceeveeeirenennennennnnn

82

&7

91

93

95

98

101

102

107

110

112

115

117

94

297



Resultados

4.1. Efecto del estrés salino sobre el microsimbionte.

La familia de las leguminosas (Fabaceae) establece simbiosis con el grupo
bacteriano conocido como “rizobios”, cuyo inicio viene determinado por un complejo
didlogo molecular entre ambas partes. Las raices de las leguminosas liberan diferentes
compuestos, entre ellos flavonoides, que inducen la expresiéon de los genes de
nodulacidn bacterianos (genes nod), que codifican proteinas implicadas en la sintesis y
secrecion de los factores de nodulacion (factores Nod). Todos los factores Nod descritos
hasta la fecha constan de un esqueleto comin de 2-6 unidades de N-acetilglucosamina,
sobre el que se disponen varios substituyentes, variables en funcion de la especie
bacteriana, que confieren la especificidad de hospedador inherente al proceso de
nodulacion. Estos factores Nod producen diversas respuestas en el metabolismo vegetal,
conduciendo finalmente a la invasion bacteriana y la formacién del nddulo (Perret ef al.,
2000).

Sin embargo, factores bidticos y abiodticos, como la elevada salinidad del entorno,
pueden alterar diversos parametros criticos tanto de la leguminosa como del rizobio (ver
Introduccidn, apartado 1.5.). Estos cambios pueden comprometer la eficacia del didlogo
molecular entre ambos, alterandose consiguientemente el desarrollo de la simbiosis. Por
esta razon, constituiria una ventaja el hecho de poder seleccionar y utilizar bacterias
tolerantes a la sal como inoculantes comerciales, cuyos parametros claves en el proceso
de interaccion con su hospedador no se viesen fuertemente afectados por este estrés. De
esta forma, se podrian optimizar, en la medida de lo posible, aquellas simbiosis
influidas negativamente por el entorno salino en el que se desarrollan, incluso llegando

a anular los efectos negativos inducidos por la sal (Zahran, 1999).

4.1.1. Efecto del estrés salino sobre cepas que nodulan plantas de
Phaseolus vulgarisy Glycine max.

El proceso simbiotico anteriormente citado entre los rizobios y las leguminosas
beneficia eficazmente a estas tltimas debido al aporte extra de nitrogeno que obtienen
de la simbiosis. Por este hecho, se indica que las fabaceas es la familia de plantas con

mayor aporte proteico del reino vegetal y estan consideradas de gran importancia en la
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agricultura y alimentacion mundial. De entre todas las leguminosas cabe destacar el
papel estratégico del cultivo de dos especies: Phaseolus vulgaris (judia), cultivada en
numerosos paises donde constituye el principal aporte de proteinas en la dieta humana
(p. ej. México), y Glycine max (soja), reconocida como la leguminosa de mayor
contenido proteico, la cual abarca el 69% del consumo mundial de proteinas (SoyStats
American Soybean Association, http://www.soystats.com/2004) (ver Introduccion,
apartado 1.2.3.).

Teniendo en cuenta estas premisas, procedimos a restringir el estudio del efecto
del estrés salino sobre cepas de rizobio que nodulan preferentemente plantas de judia y

soja.

4.1.1.1. Estudio de la tolerancia al estrés salino de cepas que nodulan P. vulgarisy
G. max.

Con el fin de determinar la influencia que el estrés salino produce en el
crecimiento de cepas que nodulan judia y soja, en primer lugar se realizaron estudios de
tolerancia del microsimbionte a la sal comin (NaCl). En este sentido, se eligieron
inicialmente dos estirpes que nodulan P. vulgaris, R. tropici CIAT899 y R. etli ISP42, y
dos que nodulan G. max, E. fredii SMH12 y HH103 (ver Discusion, apartado 5.1.)
(Hungria et al., 2003; Rodriguez-Navarro et al., 2000; Rodriguez-Navarro et al., 2003;
Buendia-Claveria et al., 1989). La tolerancia de dichas bacterias a la sal se determind
estudiando el crecimiento de las mismas en el medio minimo liquido B, adicionado de
las correspondientes concentraciones de sal: 0, 50, 100, 200, 300, 350 y 400 mM de
NacCl.

El seguimiento del crecimiento se llevo a cabo durante 5 dias, realizando medidas
de D.O.¢oonm cada 6 horas, tal y como se describe en apartado 3.3.3. de Material y
Métodos. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4.1., donde puede
observarse como la respuesta de los rizobios seleccionados frente al estrés salino fue
muy variable. R. etli ISP42 no toleré mas de 100 mM de sal (1,5x10” UFC/mL frente a
3,6)(108 UFC/mL en condicién control, ambas en estado estacionario), mientras que FE.
firedii SMH12 y R. tropici CIAT899 alcanzaron el valor de 300 mM (6,1x10® UFC/mL
frente a 4,5x10° UFC/mL en condicion control para SMH12, y 4,8x10® UFC/mL frente
a 5,1x10° UFC/mL en condicién control para CIAT899, todas en estado estacionario).

E. fredii HH103 la tnica capaz de crecer en 400 mM de NaCl (5,2x10" UFC/mL frente
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a 1,0x10® UFC/mL en condicién control, ambas igualmente en estado estacionario). En
base a los resultados obtenidos podemos concluir que las cepas que presentan el mayor
rango de tolerancia al estrés por sal son R. tropici CIAT899 para simbionte de judia y E.
fredii HH103 para soja, tolerando ambas una concentracion de NaCl del medio de
cultivo de 300 y 400 mM respectivamente. De este modo, podrian ser consideradas
como candidatos Optimos para un futuro desarrollo industrial de inoculantes tolerantes a

la salinidad de P. vulgaris y G. max.

R. tropici CIAT899
R. etli ISP42

E. fredii SMHI12

E. fredii HH103

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
NaCl (mM)

Figura 4.1. Tolerancia al estrés salino de cepas que nodulan P. vuigaris y G. max.

4.1.1.2. Efecto del estrés salino sobre la biosintesis de los factores Nod de los
rizobios que nodulan P. vulgarisy G. max.

Bajo condiciones de estrés abidtico, las bacterias sufren cambios metabolicos que
permiten una adaptacion final al nuevo entorno existente o, por el contrario, conducen a
la muerte celular. Algunas de estas modificaciones, de tan variada naturaleza, han sido
ampliamente descritas en rizobios, como por ejemplo alteraciones en el perfil de
moléculas de superficie (p. ej. LPS y KPS), de rutas metabolicas (p. ej. sintesis de
osmolitos), de transportadores de membrana (p. ej. sistema de secrecion tipo III). En
ocasiones, estos cambios son transcendentales para el adecuado establecimiento de la
simbiosis rizobio-leguminosa pudiéndose ver tanto optimizada como inhibida o incluso
impedida. Por ello, moléculas cruciales en el didlogo rizobio-leguminosa, como es el
caso de los factores Nod, deberian seguir siendo igualmente efectivas en condiciones de
estrés que bajo condiciones no estresantes.

Para verificar si el estrés salino provoca algln tipo de modificacion en los factores

Nod de las cepas seleccionadas que nodulan P. vulgaris y G. max, se estudi6 en primer
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lugar los perfiles de los factores Nod de cada una de ellas en condiciones de crecimiento
control (ver Material y Métodos, apartados 3.3.1. y 3.6.1.), recogidos en la figura 4.2..
Las bacterias fueron crecidas tanto en presencia de sus inductores correspondientes,
detallados en el pie de figura, como en ausencia de los mismos (carriles con signo

negativo).
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Figura 4.2. Cromatografia en capa fina de los factores Nod sintetizados por cepas
que nodulan P. vulgaris y G. max, bajo condiciones de crecimiento control. Panel
A.- R. tropici CIAT899; panel B.- R. etli ISP42; panel C.- E. fredii SMH12 y panel
D.- E. fredii HH103. Los inductores empleados fueron apigenina (Api),
naringenina (Nar) y genisteina (Gen), todos ellos a una concentracion final de 1
uM. Los carriles con signo negativo (-) indican ausencia del mismo. La
denominacion “HF” engloba los factores Nod hidrofilicos y “HB” los hidrofobicos.

Como se observa, cada una de las cepas estudiadas presenta un perfil
cromatografico especifico, a excepcion de las dos estirpes E. fredii HH103 (panel D) y
SMH12 (panel C), cuyos perfiles son semejantes debido a la gran similitud estructural
de su factores Nod (Gil-Serrano et al., 1997; AM. Gil-Serrano, comunicacion
personal). Los factores de nodulacion sintetizados por R. tropici CIAT899 (panel A) se
agrupan en dos conjuntos cromatograficamente distintos. El primer grupo comprende
factores Nod de naturaleza hidrofilica (HF), correspondientes a la banda més elevada en
la placa cromatografica (Folch-Mallol et al., 1996), que por sus abundantes radicales
hidrofilicos (p. ej. grupos sulfato) se movilizan facilmente junto con el frente del
solvente. El segundo grupo engloba factores mas hidrofobicos (#B), situados desde la
parte media de la placa hacia la zona de aplicacion de la muestra. Por ultimo,

identificamos los factores Nod sintetizados por R. etli ISP42 (panel B) que se agrupan
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en una zona media-baja de la placa cromatografica como corresponde a su caracter mas
hidrofébico.

Una vez observado los perfiles cromatograficos de cada una de las cepas objeto de
estudio, se procedio a analizar el efecto que el estrés salino pueda ejercer sobre la
produccion de los factores Nod. De este modo, cada una de las estirpes se crecieron en
las condiciones de estrés salino maximas que pueden tolerar (R. tropici CIAT899, 300
mM de NaCl; R. etli ISP42, 100 mM de NaCl; E. fredii SMH12, 300 mM NaCl y E.
fredii HH103, 400 mM NaCl, ver figura 4.1.) y, posteriormente, se analiz6 el perfil
cromatografico de sus respectivos factores Nod compardndolos siempre con los
sintetizados en condiciones de crecimiento control.

El ensayo se llevo a cabo tanto en ausencia como en presencia del inductor
especifico de cada una de las cepas usadas, eligiendo en esta ocasion un Unico inductor
por estirpe bacteriana ensayada, puesto que el perfil cromatografico de los factores Nod
de las mismas no vari6 en funcion del inductor utilizado (ver figura 4.2.). Asi, se eligio
apigenina para R. tropici CIAT899, naringenina para R. etli ISP42 y genisteina para E.
fredii SMH12 y HH103, a la concentracion final de 1uM.
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Figura 4.3. Cromatografia en capa fina de los factores Nod sintetizados por cepas
que nodulan P. vulgaris y G. max, en condiciones de crecimiento control (0 mM de
NaCl, indicado en azul) y de estrés salino (100 mM de NaCl para R. etli ISP42, 300
mM para R. tropici CIAT899 y E. fredii SMH12 y 400 mM para E. fredii HH103,
indicado en rojo). Panel A.- R. tropici CIAT899, panel B.- R. etli ISP42, panel C.-
E. fredii SMH12 y panel D.- E. fredii HH103. Los carriles con signo negativo (-)
indican ausencia de inductor, los positivos (+) la presencia del mismo (apigenina
para R. tropici CIAT899, naringenina para R. etli ISP42 y genisteina para E. fredii
SMH12 y HH103), a la concentracion final de 1uM.
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Como se puede apreciar en la figura 4.3., no se observan diferencias significativas
para las cepas R. etli ISP42, E. fredii SMH12 y HH103, cuyo perfil de factores Nod
sintetizados en condiciones de estrés salino (carriles 3) no difiere significativamente del
perfil de los sintetizados en condiciones control (carriles 1). En los cultivos salinos de
estas cepas donde no se afiadié inductor (carriles 2) no se observd ninguna banda
especifica.

Por el contrario, R. tropici CIAT899 presenté cambios cuali y cuantitativos
importantes en las condiciones de estrés salino estudiadas. Se puede observar
claramente como en el carril 3, correspondiente a la condicion de estrés salino 300 mM
de NaCl inducida con apigenina 1 puM, se registr6 un mayor nimero de bandas con
respecto a la condicion control inducida (carril 1). Este incremento en el niimero de
bandas se puede relacionar a priori con un aumento del nimero de factores Nod
diferentes sintetizados por la bacteria, ya que aparecen nuevas bandas de naturaleza mas
hidrofobica (bandas en la parte inferior del cromatograma) y moderadamente hidrofilica
(banda situada entre las dos que se registran en la condicion control). Asimismo, hemos
de destacar que la mayoria de estas nuevas bandas se registraron con una alta intensidad
del marcaje radiactivo, comparado siempre con la condicion control (carril 1), lo cual
nos puede indicar un aumento en la cantidad de factores Nod sintetizados y liberados,
hecho que también se registr6 en el resto de bandas comunes a la condicion control.

En base a los datos obtenidos, podemos indicar que, efectivamente, el estrés salino
modifica la pauta de biosintesis de los factores Nod de R. tropici CIAT899, al igual que,
tal y como habiamos adelantado, otros tipos de estrés abidtico modifican la estructura y
funcionalidad de moléculas cruciales en la simbiosis rizobio-leguminosa.

En la figura 4.3. (carril 2) se mostrd sintesis de factores Nod en ausencia de
flavonoide y presencia de 300 mM de NaCl por R. tropici CIAT899, a diferencia de lo
sucedido con las otras cepas estudiadas, las cuales no sintetizaron factores Nod en
ausencia de flavonoide, independientemente de las condiciones del medio. De este
modo, se describe por primera vez para la cepa R. tropici CIAT899 la produccion de
factores Nod bajo condiciones de estrés salino sin necesidad de la intervencion del
flavonoide. Analizando el perfil de dichos factores Nod, se observan bandas comunes a
la condicion control de sintesis (carril 1), lo cual nos indica en un principio que se
sintetizan los mismos grupos de factores Nod en ambas condiciones. Sin embargo,
también se registran otras bandas no presentes en la condicion control (carril 1), y si en

la condicion de estrés salino inducida por flavonoide (carril 3), aunque en menor
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intensidad. Por lo tanto, podemos confirmar finalmente que, tomando como referencia
las técnicas de marcaje radiactivo especifico de los factores Nod, el estrés salino
modifica cuali y cuantitativamente el perfil de factores Nod biosintetizados por la cepa
nodulante de judia R. tropici CIAT899, y sintetiza factores Nod en ausencia de

induccion por flavonoide.

4.1.2. Efecto del estrés salino sobre cepas de Rhizobium que nodulan
plantas de P. vulgaris.

Como se indicd previamente, el estrés salino es reconocido como uno de los
perjuicios mayores a nivel mundial para el desarrollo de una agricultura fructifera y
provechosa (Yamaguchi & Blumwald, 2005; Rengasamy, 2006). Los estudios
desarrollados en el apartado anterior confirmaron que el estrés salino modifica
parametros basicos para el adecuado establecimiento y desarrollo de la interaccidon entre
la leguminosa y sus simbiontes. Sin embargo, estas modificaciones no fueron analogas
para las cepas que nodulan judia y soja puesto que, combinando los estudios de
tolerancia frente a la sal y sintesis de factores Nod, s6lo se registraron cambios
significativos en una cepa nodulante de judia R. tropici CIAT899 (ver figura 4.3.).

Por esta razon, se amplio el mismo estudio a otras cepas que nodulan P. vulgaris,
consideradas estirpes representativas, con el fin de comprobar si se trata de un efecto
generalizado a los rizobios que nodulan judia o, por el contrario, estamos ante un
fenomeno exclusivo de ciertos géneros o especies. Para ello, se seleccionaron las
especies aisladas de forma natural de nodulos de P. vulgaris (Martinez-Romero, 2003).
En concreto utilizamos las siguientes cepas: R. et/i CFN42, R. gallicum bv. gallicum
R602 y bv. phaseoli PhD12, R. giardinii bv. giardiniit H152 y bv. phaseoli Ro84, R.
leguminosarum bv. phaseoli TAL1121 y R. tropici CFN299 y CIAT899.

4.1.2.1. Estudios de tolerancia al estrés salino de cepas de Rhizobium que nodulan
P. vulgaris.

Para caracterizar el efecto del estrés salino sobre las cepas detalladas
anteriormente, se determinaron primeramente las condiciones salinas extremas de

crecimiento de las cepas indicadas mediante estudios de tolerancia a la sal segin la
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metodologia descrita en el apartado 4.1.1.1.. Los resultados obtenidos mostraron
nuevamente una gran variabilidad de la respuesta al estrés salino por parte de las
estirpes seleccionadas, puesto que R. giardinii bv. giardinii H152 y bv. phaseoli Ro84,
R. gallicum bv. phaseoli PhD12 y R. tropici CFN299 y CIAT899 fueron capaces de
crecer bajo condiciones de estrés salino 300 mM de NaCl, mientras que R. gallicum bv.
gallicum R602 so6lo registrd crecimiento hasta 200 mM, y R. leguminosarum bv.
phaseoli TAL1121 y R. etli CFN42 no pudieron superar el valor de 100 mM. De este
modo podemos concluir que los rizobios que nodulan judia incluidos en este estudio no
muestran una tolerancia uniforme frente a la sal. Sin embargo, desconocemos si pueden
modificarse o no otros pardmetros caracteristicos y cruciales de la fisiologia de los

rizobios en cuestion, como es el caso de la biosintesis de los factores Nod.

4.1.2.2. Efecto del estrés salino sobre la biosintesis de los factores Nod de cepas de
Rhizobium que nodulan P. vulgaris.

Una vez establecidos los extremos de tolerancia a la sal de las cepas que nodulan
judia anteriormente seleccionadas, se estudi6 el efecto del estrés salino sobre la
biosintesis de sus factores Nod, para poder confirmar si se producen o no cambios en su
perfil de forma generalizada, como un fendmeno de adaptacion a las situaciones
ambientales adversas.

La figura 4.4. muestra los perfiles de los factores Nod de las cepas seleccionadas
que nodulan judia en condiciones de crecimiento control y de estrés salino, en ausencia
y presencia de su inductor correspondiente. Se pueden distinguir tres fendomenos
notablemente distintos entre si, en funcion de las modificaciones que puedan sufrir los
perfiles de los factores Nod de cada una de las cepas estudiadas.

En primer lugar podemos caracterizar un conjunto de cepas, heterogéneo en
cuanto a su especie, que no ve modificado en modo alguno el perfil de sus factores Nod
por accion de la concentracion salina del medio. Se trata de las estirpes R. gallicum bv.
phaseoli PhD12 (panel A) y R. leguminosarum bv. phaseoli TAL1121 (panel B), cuyos
perfiles de factores Nod sintetizados en sus correspondientes condiciones extremas de
estrés salino (carriles pares, numeracion roja) fueron semejantes a los registrados en la
condicién control (carril 2, numeracion azul). En los ensayos no inducidos de estas
cepas (ausencia de inductor, carriles impares) no se registro sefial radiactiva especifica

alguna.
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Figura 4.4. Cromatografia en capa fina de los factores Nod sintetizados por cepas
que nodulan P. vulgaris, en condiciones de crecimiento control (carriles 1 y 2) y de
estrés salino (carriles 3 y 4, 100 mM de NaCl; carriles 5 y 6, 200 mM de NaCl y
carriles 7 y 8, 300 mM de NaCl). Panel A.- R. gallicum bv. phaseoli PhD12, panel
B.- R. leguminosarum bv. phaseoli TAL1121, panel C.- R. giardinii bv. phaseoli
Ro84, panel D.- R. giardinii bv. giardinii H152, panel E.- R. et/i CFN42, panel F.-
R. gallicum bv. gallicum R602, panel G.- R. tropici CIAT899 y panel H.- R. tropici
CFN299. Las estirpes fueron inducidas (carriles pares) con 1 pM de apigenina
(CIAT899), naringenina (H152, PhD12 y CFN299) o genisteina (Ro84, R602,
CFN42 y TAL1121).

En segundo lugar englobamos a las cepas R. giardinii bv. phaseoli Ro84 (panel

C), R. giardinii bv. giardinii H152 (panel D) y R. etli CFN42 (panel E), quienes, al

contrario que el grupo anterior, si vieron afectada la produccion de sus factores Nod,

cuya cantidad disminuye de forma directamente proporcional a la concentracion salina

del medio (carriles pares, numeracion roja) con respecto a la condicion control (carril

2). Este fendmeno siempre se registra en las condiciones de crecimiento inducidas por

cada uno de los flavonoides especificos previamente indicados, mientras que en las
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condiciones de ausencia de los mismos (carriles impares) no se detectd ningin tipo de
sefal radiactiva.

En tercer y ultimo lugar cabe destacar el grupo de cepas formado por R. gallicum
bv. gallicum R602 (panel F) y por R. tropici CIAT899 y CFN299 (paneles G y H
respectivamente), cuyos perfiles de factores de nodulacion registraron dos cambios
notables, ya descritos para CIAT899 en el apartado 4.1.1.2.: incremento en la biosintesis
de factores Nod (posiblemente en nimero y naturaleza) en las condiciones inducidas por
flavonoide, y existencia de factores en las no inducidas en presencia del estrés salino
(carriles impares, numeracion roja).

De los resultados expuestos, podemos finalmente considerar el estrés por sal como
un tipo de estrés ambiental que podria modificar no sélo el crecimiento de los rizobios
en estudio sino también la produccion de sus factores Nod, la cual se ve aumentada o

disminuida en funcion de la especie.

4.1.3. Efecto del estrés salino sobre R. tropici CIAT899.

R. tropici CIAT899 estéd considerada como una cepa altamente tolerante a diversos
tipos de estrés abidtico (Graham et al., 1994; Ricillo et al., 2000; Nogales et al., 2002),
ademas de haber demostrado ser un buen inoculante bajo dichas condiciones en
distintas areas de experimentacion (Vlassak et al., 1996; Morén et al., 2005). Por lo
tanto, la combinacidn de los estudios previamente descritos, su alta tolerancia a diversos
tipos de estrés y la amplia experiencia de nuestro grupo de trabajo para con esta estirpe,
orientaron la eleccion de R. tropici CIAT899 como la cepa modelo para los posteriores
estudios del efecto del estrés salino en los estadios iniciales de la simbiosis rizobio-

judia.

4.1.3.1. Efecto del estrés salino sobre el crecimiento de R. tropici CIAT899.

En el apartado 4.1.2.1., donde se desarrollaron los estudios de tolerancia al estrés
salino de las cepas de Rhizobium que nodulan P. vulgaris, se estableci6 como
concentracion salina extrema de crecimiento para R. tropici CIAT899 el valor de 300
mM de NaCl. Sin embargo, y puesto que se definié dicha cepa como nuestro organismo
modelo de trabajo, se abordd nuevamente este estudio de una forma mas completa. Se

incluyeron concentraciones intermedias como nuevas condiciones de ensayo de
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tolerancia a la salinidad (100 y 200 mM de NaCl) y se realizd el estudio del crecimiento
de la cepa analizando tanto la viabilidad celular como la biomasa del cultivo. Una vez
definidas las condiciones de estudio, se procedid a realizar las correspondientes curvas
de tolerancia al estrés salino en medio minimo B’, siguiendo la metodologia
anteriormente descrita en el apartado 4.1.1.1..

En la figura 4.5. se puede observar un retraso de la tasa de crecimiento de R.
tropici CIAT899 directamente proporcional al aumento de concentracion salina del
medio. El tiempo de generacion bajo condiciones de crecimiento control aument6 de 5
horas 30 minutos a 6, 7 y 10 horas en las condiciones de estrés salino 100, 200 y 300

mM de NaCl, respectivamente.

D.0.600 nm

—— 100 mM
—A— 200 mM
—0— 300 mM

100

Tiempo (h)

Figura 4.5. Curvas de crecimiento de R. tropici CIAT899 crecida en medio
minimo B bajo condiciones control y de estrés salino (100, 200 y 300 mM de
NaCl). Los puntos de cada curva representan el valor de 6 ensayos independientes
+ la desviacion estandar.

Sin embargo, debemos resaltar que, a pesar de aumentar su tiempo de generacion,
el crecimiento de R. tropici CIAT899 se equipard en fase estacionaria para las cuatro
condiciones.

Como cabe esperar, el segundo parametro que se vio afectado como consecuencia
del estrés salino fue el numero de células viables, disminuyendo aproximadamente un
50% en D.O.¢p0nm de 0,4 en cultivos crecidos a 300 mM de NaCl con respecto a la
condicioén de crecimiento control, si bien estos valores volvieron a ser semejantes en

D.O.00nm de 0,8 (tabla IV.1.).
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Tabla IV.1. Parametros de crecimiento de R. tropici CIAT899 bajo condiciones control (0 mM
de NaCl) y de estrés salino (300 mM de NaCl).

UFC/mL (D.O.¢000m) Peso seco
NaCl células
(mM) 0,2 0,4 0,6 0,8 1,2 (mg/mL)
D-O-600nm = 1’2
0 6,4x107 1,6x10° 1,9x10® 4,1x10® 6,4 x10° 3
300 5,9x10’ 1,0x10® 1,7x10® 4,0x10® 6,0 x10° 5,5

Paralelamente, se registraron en estadios estacionarios de la curva de crecimiento
de R. tropici CIAT899 los valores del peso seco del cultivo, en condiciones de
crecimiento control y 300 mM de NaCl. Esos datos vienen recogidos en la tabla IV.1,
donde podemos observar un incremento del 66% del peso seco en condiciones de estrés
salino 300 mM de NaCl con respecto a la condicion control, en valores estacionarios de
D.O.600nm- Teniendo en cuenta los resultados presentados, podemos indicar que tanto la
D.0O.600nm como el niimero de células viables de R. tropici CIAT899 son equiparables en
los cultivos control y salino, mientras que el peso seco de ambos difiere

significativamente en funcion de la condicion estudiada.

4.1.3.2. Efecto del estrés salino sobre la expresion de los genes nod de R. tropici
CIAT899.

Todo proceso de adaptacidon bacteriana a las variaciones del medio que las rodea
ocasiona diversos cambios de la fisiologia bacteriana, p. €j. en el perfil de expresion
génica (Wankhade ef al., 1996). Los cambios de dicho perfil han sido estudiados en
diferentes cepas bacterianas, puesto que pueden derivar bien en alteraciones metabdlicas
que reestructuren la fisiologia bacteriana en funcion de las nuevas condiciones que las
rodea, o por el contrario desemboquen en la muerte celular. En este sentido, el estrés
salino ha sido descrito como un tipo de estrés abidtico inductor de alteraciones notables
en perfiles de moléculas cruciales en la simbiosis rizobio-leguminosa, como son los
lipopolisacaridos (Lloret et al., 1998) o los canales y transportadores de membrana
(Poolman et al., 2004).

Basandonos en estas premisas, quisimos comprobar la existencia de algin tipo de
correlacion entre el aumento de la produccion de factores Nod de R. tropici CIAT899
bajo condiciones de estrés salino (ver figura 4.4., panel G, carriles con numeracion roja)
y los niveles de expresion de los genes nod que codifican para los mismos. Para ello, se

recurrié a la técnica del andlisis de la actividad B-galactosidasa, empleando una fusion
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del gen informador /acZ con el gen de nodulacidon nodP del plasmido simbiotico de R.
tropici CIAT899 (cepa R. tropici RSP3051, ver Material y Métodos, apartado 3.1.1.).
De este modo, se midi6 la induccion de la actividad enzimatica en respuesta al
flavonoide apigenina, quien previamente mostrd tener un efecto positivo sobre la
biosintesis de los factores Nod de R. tropici CIAT899 (ver figura 4.1.).

El ensayo se llevo a cabo en medio minimo B’, adicionado o no del flavonoide a la
concentracion de 1 uM, en las mismas condiciones establecidas para los estudios de
tolerancia: 0, 100, 200 y 300 mM de NaCl. Las alicuotas del cultivo bacteriano
empleadas en cada condicion se recogieron cuando todas ellas alcanzaron una D.O.¢00nm
de 0,6, asegurandonos de este modo que el numero de células presentes en cada una
estuviese dentro de un mismo orden (10° UFC/mL, ver tabla IV.1.). De este modo se
evitaron resultados erroneos debido a la sobrevaloracion del nimero de células presente
en la alicuota manipulada, puesto que la formula empleada para estimar las unidades
Miller incluye el pardmetro D.O.g00nm del cultivo bacteriano manejado. Los datos de

dicho ensayo se recogen en la figura 4.6..
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Figura 4.6. Actividad P—galactosidasa de R. tropici RSP3051 crecida en medio
minimo B control y de estrés salino (100, 200 y 300 mM de NaCl). Los valores
seflalados con signo positivo (+) indican las condiciones inducidas con apigenina 1
uM, los representados con signo negativo (-) carecen de inductor. Los datos se
representan en base a 8 repeticiones independientes + la desviacion estandar.
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Se observd un notable incremento de la actividad B-galactosidasa, correlacionada
con la expresion de los genes de nodulacién de R. tropici CIAT899, directamente
proporcional al aumento de la concentracion de NaCl en el medio de cultivo.

Asimismo, es interesante destacar como los valores obtenidos en ausencia de
inductor (indicados con signo negativo) también aumentan gradualmente hasta alcanzar
niveles semejantes a los inducidos por apigenina (sefialados con signo positivo), o
incluso superarlos, tal y como ocurre en las condiciones 200 mM inducida (carril con
signo positivo) y 300 mM no inducida (carril con signo negativo), donde los valores
registrados en la segunda condicidon son mayores con respecto a los de la primera.

En funcion de los resultados obtenidos, podemos establecer una relacion
directamente proporcional entre la concentracion salina del medio de crecimiento, la
expresion de los genes nod de R. tropici CIAT899 y la biosintesis y excrecion de sus
factores Nod. No obstante, se deberian realizar nuevos experimentos a nivel de
transcripcion que revelen el origen desencadenante de la expresion de los genes nod y la
consecuente biosintesis de factores Nod en ausencia de flavonoide, tal y como ya

adelantamos en el apartado 4.1.2.2..

4.1.3.3. Efecto del estrés salino sobre la biosintesis de los factores Nod de R. fropici
CIATS899.

En el apartado 4.1.1.2. se puso de manifiesto por primera vez el efecto inductor
que la sal comun ejerce sobre el proceso de biosintesis de los factores Nod de R. tropici
CIAT899, al obtenerse un aumento de la misma directamente proporcional a la
concentracion salina del medio. También se destaco la produccion de factores Nod en
ausencia de flavonoide en el medio, como consecuencia del efecto inductor que la sal
pueda ejercer sobre la expresion de los genes nod, corroborandose dicha hipdtesis con
los estudios de actividad B-galactosidasa descritos en el apartado 4.1.3.2..

De acuerdo con estos resultados, nos propusimos realizar un estudio sobre la
cinética de produccion de los factores Nod de R. tropici CIAT899 en condiciones de
crecimiento control y de estrés salino. De este modo, se caracterizaron aquellos factores
que son excretados gradualmente en el transcurso del tiempo, y se analizaron las
posibles diferencias entre los perfiles de factores Nod sintetizados en funcion de las

condiciones del medio de crecimiento de cada uno.
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Para ello se cultivaron las bacterias durante distintos periodos de tiempo, en
presencia o no de apigenina a la concentracion de 1 uM. Los datos de este ensayo se
recogen en la figura 4.7., donde se muestran los perfiles cromatograficos de los factores
Nod de R. tropici CIAT899 sintetizados en cada una de las condiciones anteriormente
fijadas.

Como puede observarse en dicha figura, tras las primeras 4 horas de crecimiento
del inéculo de R. tropici CIAT899 en condiciones control y presencia de apigenina 1
UM (panel A, carril 2) se registr6é un perfil de factores Nod fragmentado en dos grupos
claramente diferenciables por sus distintos coeficientes de migracion, semejante al
observado en la figura 4.2. (panel A, carriles “Api” y “Nar”), donde ya se describio en
profundidad el perfil cromatografico de R. tropici CIAT899. En ausencia de inductor
(panel A, carril 1) no se registré ningun tipo de sefial especifica.

La senal radiactiva detectada en las condiciones de estrés salino (panel A, carriles
3 y 4), situada en la parte alta de la placa cromatogréfica, no se correlaciona con ningin
factor Nod descrito hasta la fecha, por lo que pueda tratarse bien de marca radiactiva D-
C-glucosamina libre que no ha sido incorporada por la célula para sintetizar factores
Nod, y que ha migrado con la mezcla solvente al igual que las moléculas
lipochitooligosacaridicas (ver Discusion, apartado 5.1.), o bien de artefactos que
aparecen simplemente como resultado de las condiciones excesivamente artificiales del
cultivo (Spaink, 2000).

El perfil que se registrd a las 8 horas de crecimiento (panel B) fue similar al
descrito durante las primeras 4 horas (panel A), si bien se observaron algunas
diferencias. Una vez mas, en las condiciones de crecimiento control (panel B, carril 2)
se registro un perfil cromatografico semejante al de 4 horas en presencia de apigenina
(panel A, carril 2). Sin embargo, la banda intermedia correspondiente a los factores Nod
de naturaleza mas hidrofébica se subdivide en dos bandas, percepcion que se volverd
mas evidente en las futuras condiciones de estudio.

En este tiempo, los carriles 3 y 4, representantes de las condiciones de estrés
salino, siguen sin mostrar bandas caracteristicas de factores Nod. Simultdneamente, se
puede observar marca radiactiva no incorporada, aunque esta vez, tanto en la condicion
adicionada de apigenina como no, la migracioén de dicha marca es menor lo cual podria
ser causa de la aparicion de nuevas moléculas con un cardcter hidrofébico mayor

(carriles 3 y 4, panel B) (ver Discusion, apartado 5.1.).
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Tras 12 horas de crecimiento bacteriano (panel C), el perfil cromatografico en
condiciones de crecimiento control no sufri6 grandes cambios comparados con las 8
horas previas (paneles A y B), a excepcion de la aparicion de una nueva y tenue banda
justamente inferior a la banda sulfatada (banda 1) en la condicion inducida por apigenina
(carril 2). Sin embargo, bajo condiciones de estrés salino, los cambios fueron mas
notorios puesto que en la condiciéon inducida por apigenina (carril 4), se comenzaron a
percibir dos nuevas bandas radiactivas de naturaleza levemente hidrofobica (bandas ii),
que se veran claramente definidas en las condiciones de estudio posteriores. Una de
ellas migra aproximadamente a la altura del grupo de bandas relativamente hidrofobicas
que R. tropici CIAT899 sintetiza en condiciones control (altura media de la placa
cromatografica), mientras que la segunda es aun mas hidrofobica, ya que se encuentra
cercana al punto de carga de la muestra. Este mismo perfil se registr6 también en la
condicion no inducida (carril 3), aunque la sefal radiactiva fue muy tenue.

Los cambios que gradualmente han ido apareciendo tanto en la condicién control
como de estrés salino fueron mayores tras 24 h de crecimiento de la cepa (panel D). En
la condicion control en presencia de apigenina (carril 2) se registro el mismo perfil ya
comentado en las 12 horas (panel C). La condicién control sin apigenina afadida (carril
1) siguid sin registrar ningin tipo de sefial radiactiva especifica. En las condiciones de
estrés salino (carriles 3 y 4) los perfiles observados fueron muy similares entre si.
Podemos destacar que comparten las mismas bandas que son sintetizadas en la
condicion control (panel D, carril 2), al mismo tiempo que se observan otras nuevas
(bandas iii) revelando la posible sintesis de nuevos factores Nod de naturaleza variada
que no se registran en la condicidon control (panel D, carril 2). Asimismo, la mayor
intensidad de sefiales bajo estrés salino se observo en presencia de apigenina (panel D,
carril 4).

Después de 48 (panel E) y 72 (panel F) horas de crecimiento bacteriano, el perfil
de produccion de factores Nod fue similar al descrito en las 24 primeras horas (panel
D), mostrando una posible saturacion de la técnica de deteccion radiactiva. En base a
estos resultados, podemos confirmar el aumento en la cantidad de factores Nod
sintetizados por R. tropici CIAT899 como consecuencia directa del estrés salino en el

medio de crecimiento, tal y como habiamos adelantado en el apartado 4.1.2.2..
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4.1.3.4. Analisis por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Resolucion) y
Espectrometria de Masas de los factores Nod de R. fropici CIAT899
sintetizados en condiciones de crecimiento control y de estrés salino.

En el apartado 1.2.5. de la Introducciéon y 4.1.1.2. de los Resultados se subrayo6 la
importancia de la especificidad estructural que caracteriza a los factores Nod, quienes
seran reconocidos y ejerceran su accion en una determinada planta en funcion de los
substituyentes del esqueleto molecular. Por ello, cambios en dicha estructura como los
que hemos ido presentando en los apartados 4.1.1.2. y 4.1.3.3. podrian tanto
comprometer la simbiosis rizobio-leguminosa como potenciar su eficacia (D 'Haeze &
Holsters, 2002).

Los estudios anteriormente presentados han permitido sentar las bases de la
hipotesis de la induccion por sal de la biosintesis de mas y nuevos factores Nod de la
cepa R. tropici CIAT899 en condiciones inducidas por flavonoide. Simultineamente,
tanto los ensayos de actividad P-galactosidasa (apartado 4.1.3.2.) como la técnica de
analisis por cromatografia en capa fina (apartado 4.1.3.3.) muestran el efecto que la sal
ejerce sobre la produccion de factores de nodulacion, obviando el papel inductor del
flavonoide. Sin embargo, se precisaria de nuevos y distintos ensayos para poder
confirmar estas modificaciones en la estructura y cuantia de los factores. De este modo,
podriamos conocer si los radicales que confieren especificidad a los factores Nod de
dicha cepa para nodular un determinado hospedador se mantienen, modifican o incluso
desaparecen.

Con el fin de conocer si existe 0 no una variacion cuali y cuantitativa de los
factores Nod de R. tropici CIAT899 en condiciones de estrés salino, comparandolos con
los sintetizados en la condicion control, se realizaron estudios de cromatografia liquida
de alta resoluciéon (HPLC). Tal y como se detalla en el apartado 3.6.2. de Material y
Me¢étodos, la obtencion de los factores Nod para su posterior andlisis por HPLC se llevo
a cabo a gran escala, empleando 10 L de cultivo bacteriano, cuyos factores Nod se
extrajeron con n-butanol saturado en agua segun describe Spaink et al. (1992).
Posteriormente, se prepurificd el extracto butandlico con columna de purificacion en
fase reversa C;g y se eluyd la mezcla con AcN:agua al 20, 45 y 60%. La fraccion de
45% de AcN fue la que finalmente se analiz6 puesto que es representativa del conjunto

de los factores Nod que la bacteria sintetiza.
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Figura 4.8. Cromatogramas de HPLC de los factores Nod de R. tropici CIAT899
obtenidos en condiciones de crecimiento control (A, 0 mM de NaCl) y condiciones
de estrés salino: B (100 mM de NaCl), C (200 mM de NaCl) y D (300 mM de

NaCl). La induccién se realizé con apigenina 1 uM.
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Como puede observarse, existe nuevamente una relacion proporcional entre la

concentracion salina del medio y el area de los picos observados, pardmetro indicativo

del conjunto de moléculas que se analizan mediante esta técnica. De este modo, se

puede confirmar el incremento en la produccion de factores Nod de la cepa R. tropici

CIAT899 como consecuencia del efecto que la sal comun ejerce sobre ella,

corroborando asi los ensayos de actividad enzimatica [-galactosidasa del epigrafe

4.1.3.2. y de cromatografia en capa fina del 4.1.3.3..

Tal y como se puso de manifiesto en los apartados anteriores, el NaCl induce la

expresion de los genes de nodulacion, derivando en la sintesis de factores Nod sin que

sea necesaria la presencia del flavonoide en el medio de cultivo.
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Estos ensayos indicaron igualmente que, en presencia del inductor, también existe
una relacion proporcional entre la cantidad de sal presente en el medio y el nimero de
factores Nod sintetizados y excretados (sobre todo en el intervalo de los primeros 40
minutos del HPLC). Por ello, se realizdo un nuevo estudio por HPLC en la condicion
salina extrema que R. tropici CIAT899 tolera (300 mM de NaCl), pero en ausencia de
apigenina, con el fin de poder comparar el perfil de dicho cromatograma con el obtenido
en presencia del flavonoide, tanto en condiciones control como de estrés salino (figura

49)).
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Figura 4.9. Cromatogramas de HPLC de los factores Nod de R. tropici CIAT899
obtenidos en condiciones de crecimiento control (A, 0 mM de NaCl) y condiciones

de estrés salino (300 mM de NaCl), en presencia (B) y ausencia (C) de apigenina 1
UM.
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La figura 4.9. muestra el estudio comparativo de los cromatogramas de los
factores Nod que R. tropici CIAT899 sintetiza en condiciones control inducida con
apigenina 1 uM, y en condiciones de 300 mM de NaCl, inducida o no con dicho
flavonoide. En el cromatograma correspondiente a la condicidon de estrés salino no
inducido (C), se observa un incremento del area integrada de los picos registrados con
respecto a la correspondiente del cromatograma procesado en condicion control (A), ya
que se debe desestimar el pico que aparece en el minuto 30 de éste tltimo, especifico
del inductor utilizado (apigenina 1 uM). Este ensayo confirma una vez mas la elevada
produccion de factores Nod de R. tropici CIAT899 bajo condiciones de estrés salino, y
en ausencia de inductor, descrita anteriormente en los apartados 4.1.3.2. y 4.1.3.3..

Sin embargo, debemos indicar que el nimero de senales registradas (picos) no son
especificas de los factores Nod, puesto que cualquier otra molécula presente en el
extracto que absorba a esta misma longitud de onda puede proporcionar una sefal
similar. Por ello, el estudio comparativo de los cromatogramas siempre debe hacerse
desde un punto de vista relativo, nunca absoluto. De igual modo, tampoco seria
correcto afirmar que existen cambios cualitativos de los factores Nod analizados por
HPLC basandonos exclusivamente en el cambio de perfil cromatografico.

Por este motivo, nos propusimos determinar la estructura de los factores Nod de R.
tropici CIAT899 obtenidos en condicion de estrés salino, inducido o no con apigenina,
mediante técnicas de espectrometria de masas. De este modo, podremos confirmar si las
nuevas bandas que se observan en los perfiles cromatograficos de los factores Nod
sintetizados en condiciones de estrés salino se corresponden efectivamente con nuevos
factores Nod. Estos ensayos se llevaron a cabo en colaboracion con los grupos dirigidos
por la Dra. J. Thomas-Oates (Departamento de Quimica, Universidad de York, Reino
Unido) y Dr. A. Gil-Serrano (Departamento de Quimica Organica, Facultad de
Quimica, Universidad de Sevilla).

Las fracciones obtenidas tras separacion por HPLC de los factores Nod contenidos
en el extracto butanolico de R. tropici CIAT899, crecida en un medio 300 mM de NaCl
e inducida con apigenina 1 uM, fueron analizadas por FAB-MS y MALDI Q-o-Tof MS.
Se identificaron 46 factores Nod sintetizados en dicha condicion salina, recogidos en la
tabla IV.2. (ver Apéndice, p.: 297).

Previamente, Mordn et al. (2005) caracterizo 29 factores Nod producidos por la

misma cepa crecida en condiciones control (0 mM de NaCl, pH 7.0, apigenina 1 uM),
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sin embargo solo quince factores Nod son comunes a ambas condiciones, mientras que
se describen por primera vez catorce factores Nod en R. tropici CIAT899: V(Cyo.o,
NMe, S), V(Ca:, S), V(Cao1, NMe, S), V(Cis.o-on, NMe, S), V(Cao:0-0n), V(Cao.1,
NMe), V(Cis.0-0n), V(Cis1, NMe, S, S), V(Cis.1, MeFuc), IV(Cao:0-0n, NMe, S), IV-
Man(Cis.1), IV(Cis.1, MeFuc), IV(Cys:.1, Fuc) y IV(Cis). Todas estas estructuras se
estimaron en base a la composicion del monosacérido y el andlisis de la metilacion de
los factores Nod presentes en las fracciones de HPLC, el analisis por GLCMS de 4cidos
grasos, y principalmente, los resultados de FAB-MS y MALDI Q-o-Tof MS y el tindem
CID-MS.

Todos los factores Nod identificados son tetrameros y pentameros de NAcGlc,
portadores de distintos substituyentes sobre los terminales reductor/no reductor y se
clasificaron en cinco grupos en base a los radicales que los caracterizan.

El primer grupo corresponde a los factores Nod de estructura basica: esqueleto de
NAcGlc carente de substituyente alguno, a excepcion del residuo de acido graso unido
por enlace amida al grupo amino del terminal no reductor. El i6n B; mostrado por los
espectros CID permitiéo la identificacion dicho 4cido graso. En segundo lugar
englobamos a aquellos factores Nod portadores de uno o dos radicales sulfato, en el
terminal reductor o en ambos. El tercer grupo comprende factores Nod N-metilados
sobre el terminal no reductor y sulfatados o no sobre el extremo reductor, mientras que
el cuarto esta constituido por tetrameros de glucosamina portadores de un grupo manosa
en el terminal reductor, previamente descritos por Folch-Mallol ef al. (1996).

El quinto y ultimo grupo puede considerarse, quizds, como el de mayor interés,
caracterizado por la presencia de 3 factores Nod fucosilados/metilfucosilados en el
terminal no reductor: IV y V (Cys.1, MeFuc) y IV (Cis.1, Fuc). La presencia del radical
fucosa fue confirmada paralelamente por cromatografia de gases. De esta forma, se
describen por primera vez factores Nod fucosilados sintetizados por R. tropici
CIAT899, estructuras muy comunes en bacterias del género Ensifer o de otras especies
que nodulan P. vulgaris como p. ¢j. R. etli.

Con esta tecnologia, en la Universidad de York y Sevilla, también se analiz6 la
estructura de los factores Nod sintetizados por R. tropici CIAT899 en condiciones de
300 mM de NaCl y ausencia de inductor. Para ello, se recurrié a la misma metodologia
empleada anteriormente para el andlisis de los factores Nod producidos tras induccion

con apigenina, a fin de poder confrontar los datos obtenidos en ambas condiciones.
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Los resultados se recogen en la tabla IV.3. (ver Apéndice, p.: 299), en la cual se
identifica un total de 8 factores Nod repartidos en 5 fracciones de HPLC. Se trata de
pentameros de estructura muy bésica, portadores bien del grupo NMe o sulfato como
unicos radicales, y N-acilados con acidos grasos de tan s6lo 18 6 20 carbonos, unidos al
esqueleto por el extremo no reductor. Si elabordsemos un estudio comparativo entre los
factores Nod inducidos frente a los no inducidos, podriamos afirmar que estos 8 factores
Nod constituyen los mayoritarios de todo el “pool” que R. tropici CIAT899 sintetiza.
observacion que nos anima a pensar que esta bacteria, bajo condiciones de estrés salino
y ausencia de inductor, se sirve Unicamente de la maquinaria basica de sintesis de

factores Nod (ver Discusion, apartado 5.1.).

4.1.4. Estudio comparativo de los efectos inducidos por estrés salino-
osmotico sobre la biosintesis de los factores Nod de R. tropici
CIATS899.

La sal comtn estd ampliamente reconocida como un compuesto inorganico que
ejerce sobre las células un estrés tanto idnico como osmético, debido a la fuerza i6nica
que origina en toda solucion acuosa y a su alta capacidad de retencion de agua. Se
conocen numerosos cambios en la estructura y fisiologia de las bacterias como
consecuencia directa de la toxicidad i6nica del NaCl (Amzallag & Lerner, 1994). A la
vez, también se han estudiado exhaustivamente los efectos derivados del estrés
osmotico del NaCl sobre gran parte de los procariontes, agrupandose (a excepcion de la
familia Halobacteriaceae) en una respuesta bifasica que conlleva igualmente cambios
estructurales y funcionales (Wood, 1999; Heermann & Jung, 2004).

A pesar de todos los estudios realizados en este campo hasta nuestros dias,
continua siendo una ardua tarea discriminar entre el efecto i6nico y osmoético que el
NaCl ejerce sobre las bacterias, puesto que los efectos finales sobre la misma son
practicamente indistinguibles. De este modo, para poder discernir en la medida de lo
posible entre el efecto idnico y osmotico que la sal comun ejerce sobre un cultivo
rizobiano, mas concretamente sobre la cepa R. tropici CIAT899, decidimos emplear
osmolitos no i6nicos como alternativa al NaCl. Se realizaron nuevamente los ensayos
previos llevados a cabo con NaCl, en vistas a realizar un estudio comparativo entre los
efectos de todos los osmolitos empleados. Para la consecucién de este objetivo, se

seleccionaron como osmolitos alternativos al NaCl, el manitol (osmolito permeable) y
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el polietilenglicol 6000 (PEG6000) (osmolito no-permeable), ambos frecuentemente
utilizados en estudios de estrés osmotico en bacterias (Culham et al., 2003; Fox et al.,

2006).

4.1.4.1. Efecto del estrés osmotico (manitol-PEG6000) sobre R. tropici CIAT899.

La osmolaridad de la rizosfera estd considerada mayor que la de un suelo
desprovisto de vegetales, como consecuencia de la presencia de numerosos compuestos
presentes en las rizodeposiciones, la exclusion de solutos por la toma de agua de la
planta y la produccion de exopolimeros tanto por la bacteria como por la planta. Como
resultado de esta elevada presion osmotica, se originan diversas respuestas en las
rizobacterias, que buscardn, en ultima instancia, el modo mas Optimo de adaptacion a
los nuevos cambios que les rodea, mediante mecanismos como el aumento de la
concentracion del ion K y/o la sintesis/incorporacién de osmolitos organicos de bajo
peso molecular denominados “solutos compatibles” (Brown & Simpson, 1972).

Estos cambios pueden disparar nuevas rutas metabolicas, o bien regular otras ya
activadas, derivando en posibles cambios estructurales y/o funcionales que, en el caso
de R. tropici CIAT899, pueden comprometer una vez mas la eficacia de la simbiosis con
su leguminosa hospedadora. Con el fin de garantizar la integridad y el buen
funcionamiento de dicha simbiosis frente al estrés osmotico que pueda afectar el
medioambiente rizobiano en una determinada situacion, resolvimos estudiar los efectos
que los osmolitos no idnicos puedan ejercen sobre ciertos parametros criticos en el
proceso simbidtico (crecimiento bacteriano, expresion de los genes de nodulacion y

biosintesis de factores Nod).

4.1.4.1.1. Efecto del estrés osmotico sobre el crecimiento de R. fropici
CIATS899.

En primer lugar se procedi6 a calcular el valor de la presion osmética ejercida por
el NaCl, de forma que, con arreglo a la formula de presion osmotica () = (n'R-T)/V,
300 mM de NacCl se corresponden con 2,28 MPa. Este valor de presion osmdtica es
igualmente ejercida por soluciones 373 mM de manitol y 60 mM de PEG6000, por lo

que utilizaremos estos valores de concentraciéon de los nuevos osmolitos, a fin de
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trabajar en condiciones de presion osmotica equivalentes (iso-osmoticas). Teniendo en
cuenta las premisas establecidas, se fij6 como punto de partida el estudio de los efectos
causados por los nuevos osmolitos sobre el crecimiento de R. tropici CIAT899,
mediante la obtencion de curvas de crecimiento y recuento de células viables.

Como puede observarse en la figura 4.10., se registrd una clara disminucion en el
crecimiento de R. tropici CIAT899 cuando ésta fue cultivada en medio minimo B a la
concentracion de 300 mM de NaCl, aumentando su tiempo de generacion (ver apartado
4.1.3.1.). Por el contrario, cuando se utiliz6 manitol como osmolito en condiciones iso-
osmoticas (373 mM manitol), la disminucion de crecimiento no fue tan marcada como
en presencia de 300 mM de NaCl. Aumento su tiempo de generaciéon de 5 horas y 30
minutos en condiciones control a 7 horas, equiparandose este efecto al fendmeno

registrado bajo la condicion de estrés por 100 mM de NaCl (figura 4.5.).
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Figura 4.10. Curvas de crecimiento de R. tropici CIAT899 crecida en condiciones
de crecimiento control (sin osmolitos) y de estrés osmotico (300 mM de NaCl, 373
mM manitol y 60 mM PEG6000). Los puntos de cada curva representan el valor de
8 ensayos independientes + la desviacion estandar.

A pesar del amplio uso del manitol en estudios de estrés osmotico en bacterias,
varios autores han profundizado sobre la discutible eficacia como osmolitos de los
solutos permeables de bajo peso molecular, como es el caso de este poliol (van der
Heide et al., 2001). Por esta razoén, se seleccion6 un segundo osmolito de naturaleza no
ionica y no permeable, PEG6000, a una concentracion de 60 mM, la cual es equivalente

en presion osmotica a las anteriores empleadas de manitol y NaCl.
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Sin embargo, los resultados registrados en los ensayos en que se empled dicho
osmolito no fueron satisfactorios porque, tal y como se observa en la figura 4.10., no se
registrd incremento alguno del crecimiento bacteriano, puesto que la D.O.¢oonm del
cultivo se mantuvo en los niveles iniciales a lo largo de las 96 horas de estudio.

Paralelamente, se realizo el recuento de células viables en placas de medio rico
TY de R. tropici CIAT899 en las distintas condiciones de estudio establecidas para las
curvas de crecimiento. No se registraron cambios significativos en las condiciones de
estrés osmotico donde se emplearon NaCl y manitol como osmolitos (300 y 373 mM
respectivamente), cuyas células si alcanzaron niveles de 10® UFC/mL, valores similares
a los registrados en condiciones de crecimiento control (ver tabla IV.1.). Sin embargo,
los valores de células viables registrados en la condicion de crecimiento 60 mM
PEG6000 se mantuvieron invariables, en torno a un orden de 10° UFC/mL,
correspondiente al indculo inicial de cada curva. Esta observacion nos indica que, bajo
condiciones de estrés osmotico por PEG6000, R. tropici CIAT899 se mantiene viable a
lo largo del tiempo, mas es incapaz de multiplicarse, quizds porque la viscosidad del
medio minimo B 60 mM PEG6000 es excesivamente elevada y fisicamente dificulta el

crecimiento (ver Discusion, apartado 5.1.).

4.1.4.1.2. Efecto del estrés osmotico sobre la expresion de los genes de
nodulacion y la biosintesis de los factores Nod de R. tropici
CIATS899.

Hemos detallado anteriormente cémo, bajo condiciones de estrés osmotico, las
bacterias acumulan moléculas organicas de bajo peso molecular conocidas como
“solutos compatibles™ gracias a varios mecanismos, como por ejemplo el catabolismo
de la trigonelina a betainas (Goldmann ef al., 1991). Phillips ef al. (1992) informaron
que la trigonelina podia actuar como inductor de los genes nod, lo cual nos llevo a
especular acerca del efecto que podia tener el estrés osmotico sobre la expresion de los
genes de nodulacion y la posterior biosintesis de factores Nod. De esta manera, se
establecieron como condiciones de estudio aquellas que emplearon NaCl y manitol
como osmolitos, equivalentes en presion osmotica a 2,25 MPa (300 mM y 373 mM de
NaCl y manitol respectivamente), puesto que los estudios llevados a cabo con PEG6000

no arrojaron datos consistentes.
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Al igual que en los apartados 4.1.3.2. y 4.1.3.3., se emplearon las técnicas del
analisis de la actividad -galactosidasa como medida de la expresion de los genes nod y
los estudios por cromatografia en capa fina para examinar los factores Nod producidos
por R. tropici CIAT899. Ambos ensayos se llevaron a cabo en medio minimo B,
adicionado o no de apigenina 1 puM, en las mismas condiciones establecidas para el
apartado anterior (0 y 300 mM de NaCl, 373 mM manitol). La figura 4.11., panel A, nos
muestra los perfiles cromatograficos de los factores Nod sintetizados por R. tropici
CIATS899 en las condiciones control y de estrés anteriormente fijadas.

Se registr6 nuevamente un incremento en la produccion y secrecion de factores
Nod en condiciones de estrés por NaCl (carriles 5 y 6) con respecto a la condicion
control (carriles 1 y 2), tal y como ya se describi6 en los apartados 4.1.2.2. y 4.1.3.3..
Por el contrario, en aquellas condiciones donde se empled manitol como osmolito
(carriles 3 y 4), si bien también se observd mayor produccion de factores Nod con
respecto a la condicion control, ésta no fue tan notable como en las condiciones de
empleo de NaCl. Notese como en los carrilles impares 3 y 5, referentes a los ensayos en
ausencia de inductor, se registraron sefiales radiactivas especificas de factores Nod, de
mayor intensidad en el empleo de NaCl (carril 5) que de manitol (carril 3).

Simultaneamente, se efectuaron los ensayos de actividad [3-galactosidasa
previamente indicados, cuyos datos vienen recogidos en la figura 4.11., panel B. De
nuevo, se recurrid al uso de la cepa indicadora R. tropici RSP3051 (lacZ::nodP, ver
apartado 3.1.1. de Material y Métodos) cuya medicion de la capacidad inductora de la
actividad enzimaética nos revelaré el nivel de expresion de los genes nod en respuesta a
las condiciones fijadas en cada ensayo.

Se observa claramente como la induccion de la actividad enzimatica en
condiciones de estrés por NaCl adicionado de flavonoide (carril 6) aument6 7 veces con
respecto al valor registrado en la condicion control adicionado igualmente de apigenina
(carril 2). Este fenomeno ya habia sido informado en el apartado 4.1.3.2., al igual que la
induccion de la actividad B-galactosidasa en condiciones de estrés por NaCl y ausencia
de flavonoide (carril 5). Sin embargo, si orientamos el estudio de forma comparativa
frente al efecto ejercido por el manitol, observamos igualmente un aumento de la
actividad [-galactosidasa con respecto a la condicion control, aunque no tan

considerable como el obtenido al usar NaCl como osmolito.

109



Resultados

600

500

400

300

200

100

Actividad B-galactosidasa (Unidades Miller)

Figura 4.11. Efecto del estrés osmdtico sobre la expresion de los genes de
nodulacién de R. tropici CIAT899, bajo condiciones de crecimiento control
(carriles 1 y 2) y de estrés osmotico (carriles 3 y 4, 373 mM manitol; carriles 5 y 6,
300 mM de NaCl). Se utiliz6 apigenina 1 uM como inductor en los carriles 2, 4 y
6. Panel A.- Cromatografia en capa fina de los factores Nod sintetizados por R.
tropici CIAT899. Panel B.- Actividad [-galactosidasa de R. tropici RSP3051. Los
datos se representan en base a 8 repeticiones independientes + la desviacion
estandar.

De hecho, en la condicion inducida por apigenina 1 uM (carril 4) este aumento
apenas pudo superar en un 30% al registrado en la condicion control de estudio (carril
2). Igualmente podemos trasladar esta observacién a la condicién no inducida con

apigenina (carril 3), donde ciertamente se observa induccion de la actividad B-
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galactosidasa, si bien no supera el valor correspondiente a la condicion control inducida
(carril 2).

Ambos resultados nos permiten retomar la hipdtesis inicial propuesta en los
apartados 4.1.3.2. y 4.1.3.3., donde ya se adelanto la potencial actividad inductora de la
sal comun sobre la expresion y posterior traduccion de los genes nod. De este modo,
podemos desarrollar extensamente la hipotesis que indica que el efecto de NaCl sobre
los genes de nodulacion combina tanto estrés osmotico como 16nico; si bien, los efectos
ejercidos por este ultimo parecen ser de mayor intensidad que los de ensayos de estrés

osmotico para los que se emplean osmolitos no idnicos.

4.1.4.2. Efectos del estrés ionico (Na,SQO4, KCl) sobre R. fropici CIAT899.

Tal y como se confirm6 en el apartado anterior, los solutos i6nicos, concretamente
el NaCl, contribuyen simultdneamente a un estrés osmotico e ionico (Hagemann &
Erdmann, 1997; Hayashi & Murata, 1998). Sin embargo, varios autores han intentado
diferenciar entre ambos tipos de estrés, como Botsford (1984), quien estudid6 como
determinados solutos de naturaleza idnica ejercian un efecto toxico directo sobre E.
meliloti independiente del estrés osmotico, al mismo tiempo que se registraban
alteraciones en el crecimiento bacteriano especificas de un/varios ion/es determinado/s.
Posteriormente, El-Sheikh (1998) afirmo6 que los dafios que la sal comin ocasionaba
sobre el crecimiento rizobiano se debia a efectos especificos del estrés io6nico,
desestimando asi el papel del estrés osmotico. En esta misma linea, se han ido
notificando maés efectos idnico-especificos sobre la fisiologia bacteriana (Faituri et al.,
2001), lo cual nos hizo pensar sobre la posible naturaleza i6nico-especifica del efecto

ejercido por el NaCl sobre R. tropici CIAT899.

4.1.4.2.1. Efecto del estrés ionico sobre la biosintesis de factores Nod de R.
tropici CIAT899.

Puesto que en el apartado 4.1.4.1.2. se confirm6 la mayor contribucion del NaCl a
un estrés de tipo idnico que osmotico, nos propusimos identificar el i6n (cation o anion)
responsable de dicho efecto, o por el contrario verificar si se trataba de un efecto

conjunto o incluso sinérgico de ambos iones. Con este fin, seleccionamos nuevos
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osmolitos de naturaleza idnica que compartiesen bien el aniéon o el cation de la sal
comun, disueltos en soluciones del mismo valor de presion osmotica a las ensayadas
con NaCl. De este modo, seleccionamos la sal KCl para reproducir el efecto del CI', y
la sal Na,SO, para dilucidar el papel del Na“, comparando los efectos registrados
siempre frente al NaCl. Se emple6 nuevamente la técnica de estudio por cromatografia
en capa fina de los factores Nod, estableciéndose varias condiciones de estudio, tanto
control como de estrés i6nico. La concentracion salina de las condiciones de estudio
oscild asi en un rango de 0-300 mM del 16n utilizado, toleradas todas por la bacteria
objeto de estudio. La presion osmotica ejercida fue equivalente en éstas ultimas
condiciones, independientemente de los osmolitos empleados, de manera que la presion
osmotica que ejerce una solucion 300 mM de NaCl serd equivalente en MPa a una 300
mM KClI, para estudios referentes al 16n Cl, y equivalente a una solucién 150 mM
Na,SOy, para estudios referentes al i6n Na', por la relacion 2:1 catién:anion.

Los datos de este ensayo se recogen en la figura 4.12., donde se muestran los
perfiles cromatograficos de los factores Nod de R. tropici CIAT899 sintetizados en cada
una de las condiciones indicadas. Se empled apigenina 1 uM como inductor para las

condiciones de estudio inducidas (carriles pares).
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Figura 4.12. Cromatografia en capa fina de los factores Nod sintetizados por R.
tropici CIAT899, bajo condiciones de crecimiento control (panel A) y de estrés
salino por Na,SO, (panel B), KCI (panel C) y NaCl (panel D). Carriles 1 y 2, 100
mM; carriles 3 y 4, 200 mM vy carriles 5 y 6, 300 mM de las distintas soluciones
salinas. Se utilizé apigenina 1 pM como inductor en los carriles pares de B, C y D
y el carril indicado como positivo (+) en la condicion control A.
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De acuerdo con los resultados que se muestran en la figura 4.12., podemos deducir
claramente que existe una relacion directamente proporcional entre la concentracion de
Na;SO4 del medio y el aumento en la produccion de los factores Nod de R. tropici
CIATS899 (panel B), al igual que sucede con el NaCl (panel D). Al mismo tiempo hemos
de destacar que nuevamente se presenta el fenomeno de sintesis de factores Nod en
condiciones no inducidas como consecuencia del efecto de la sal en el medio, Na,SOy4
en esta ocasion, tal y como se describio para el NaCl en el apartado 4.1.3.3..

Sin embargo, no se registra este mismo comportamiento para los estudios de KCl
(panel C), puesto que no se observa senal alguna correspondiente a factores Nod
sintetizados en los ensayos carentes de inductor (carriles impares) y tampoco se registra
un aumento en la sintesis de los mismos en las condiciones de estrés salino inducidas
(carril 6) con respecto a la condicion control (carril 2). Teniendo en cuenta estas
afirmaciones, podemos concluir que los efectos atribuidos al NaCl de modificacion de
la expresion de los genes nod y biosintesis de factores Nod de R. tropici CIAT899 son

fendmenos i6n-especificos, siendo el cation Na+ el responsable de estos cambios.

4.1.5. Estudios preliminares de la influencia del estrés salino en la
regulacion de la biosintesis de factores Nod de R. fropici
CIATS899.

A dia de hoy se conocen muchas vias a través de las cuales numerosos tipos de
factores medioambientales disparan respuestas drasticas en las bacterias mediante
modificaciones, activacion o inhibicion de determinadas rutas metabolicas. La mayoria
de estos cambios vienen mediados por factores moleculares, que suelen ser clasificados
en grupos en funcion de su estructura, funcion y/o finalidad. Asi, podemos citar varios
ejemplos ampliamente estudiados como es el caso de los notorios factores sigma
(encargados de regular numerosas rutas activadas por estrés de naturaleza variada en E.
coli), las “heat shock proteins” (mediadoras en procesos de estrés térmico), o las
proteinas NolR y NodD, inhibidora y activadora respectivamente del proceso de
transcripcion de los genes nod (Kondorosi et al., 1991; Schell, 1993; Chen et al., 2005;
Weber et al., 2005). Asimismo, se conocen otras proteinas involucradas en la regulacion
de los genes nod (Gottfert, 1993; Schlaman et al., 1998).

No obstante, poco se ha esclarecido acerca de los factores que median en los

procesos activados o inhibidos en el metabolismo rizobiano como consecuencia del
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estrés salino. Este es el caso del fendémeno de incremento en la produccion de los
factores Nod de R. tropici CIAT899 en condiciones inducidas, de forma directamente
proporcional a la cantidad de Na' en el medio, asi como el de la sintesis y excrecion de
dichos factores en condiciones de estrés por Na' en ausencia del inductor.

R. tropici CIAT899 posee 5 copias del gen nodD (Sousa et al., 1993) siendo la
copia del nodDI imprescindible para la nodulaciéon de nuestra cepa en plantas de
Leucanea leucocephala y Macroptillium atropurpureum. En P. vulgaris no se anula la
nodulacion, aunque si disminuye la tasa de la misma (van Rhijn ef al., 1994). En base a
la importancia del papel regulador de dicha copia en la simbiosis de R. tropici CIAT899
con sus hospedadores, nos propusimos estudiar la posible participacion de dicho gen en
el proceso de regulacion frente al estrés salino. Con este fin, dispusimos de los
transconjugantes R. tropici RSP900 pCV38, RSP900 pCV3804 y RSP900 pCV61 (ver
Material y Métodos, apartado 3.1.1.). R. tropici RSP900 representa a la cepa R. tropici
CIAT899 curada de su plasmido simbidtico, mientras que los distintos plasmidos
empleados se corresponden con determinados césmidos del banco de genes de R. tropici
CIATS899. Asi, el plasmido pCV3804 porta los genes nodD 1nodABCS y parte del nodU,
el pCV38 los genes nodDI1nodABCSUIJHPQ y el pCV61 deriva del cosmido pCV38
sin el gen nodDI ni la caja de nodulacion, con todos los genes nod de R. tropici
CIATS899 bajo la influencia de un promotor constitutivo de Kanamicina.

Seguidamente de determin6 por técnicas de CCF el perfil cromatografico de los
factores Nod de dichos transconjugantes bajo condiciones control y de estrés salino
(300 mM de NaCl), tanto en presencia como en ausencia de apigenina 1 pM,
comparando los mismos con los factores Nod biosintetizados por R. tropici CIAT899 en
las mismas condiciones. Estos resultados vienen recogidos en la figura 4.13..

Como podemos observar en el panel B de dicha figura, el perfil de los factores
Nod sintetizados por la cepa R. tropici RSP900 pCV3804 en condiciones control (carril
2), muestra algunas diferencias puntuales con respecto al perfil de la cepa parental
(panel A, carril 2). La mas notable de entre éstas quizas sean la ausencia de factores
Nod sulfatados (representados por la banda mas elevada en la placa cromatografica de
R. tropici CIAT899, panel A, carril 2) debido a la falta en el cosmido pCV3804 de los
genes que codifican para los mismos, asi como la desaparicion y aparicion de
determinadas bandas en un segundo lugar. Con respecto a la condicion de estrés salino
inducido (panel B, carril 4), el perfil cromatografico es bastante similar al descrito para

la condicion control, si bien la tasa de sintesis de los factores Nod es un poco mayor, lo
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cual dificulta el buen desplazamiento de los mismos a lo largo de la placa
cromatografica, dando lugar al esparcimiento de cada una de las bandas. Bajo
condiciones de estrés salino y ausencia de inductor no se registrd ningun tipo de sefial

radiactiva especifica.

g
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Figura 4.13. Cromatografia en capa fina de los factores Nod sintetizados por: panel
A.- R. tropici CIAT899, panel B.- R. tropici RSP900 pCV3804, panel C.- R. tropici
RSP900 pCV38, panel D.- R. tropici RSP900 pCV61 y panel E.- R. tropici
RSP900, bajo condiciones de crecimiento control (carriles 1 y 2) y de estrés salino
(carriles 3 y 4, 300 mM de NaCl). Se empleo apigenina 1 uM como inductor en los
carriles 2 y 4.

2

A continuacién se analizo el perfil cromatografico de la cepa RSP900 pCV38
(panel C), el cual mostrd varias similitudes con el descrito previamente para RSP900
pCV3804. De nuevo se observo un mayor numero de factores Nod sintetizados en la
condicién de estrés salino inducida (carril 4) con respecto a la condicion control (carril
2), hecho que origind nuevamente un desplazamiento lento de los factores de
nodulacion a lo largo de la placa cromatografica. Tampoco se registro sefial radiactiva
alguna para las condiciones de ensayo no inducidas (carriles 2 y 4), de manera que,
nuevamente, desaparece el fenomeno de sintesis de factores Nod bajo condiciones de
estrés salino y ausencia de inductor, al igual que ocurriese con el cosmido pCV3804
(panel B).

Por este motivo, podemos confirmar que el factor molecular desconocido hasta la
fecha que media en la regulacion de la ruta de biosintesis de factores Nod de R. tropici
CIAT899, en condiciones de estrés salino y ausencia de inductor se encuentra
codificado en la regién del pSym no presente en el césmido pCV3804 ni en el pCV38.

De esta manera, los estudios que fueron propuestos en el apartado 4.1.3.2. se restringen
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favorablemente a una determinada porcion del plasmido simbidtico, descartando asi
tanto el resto del mismo como el posible papel mediador del cromosoma o del otro
plasmido que R. tropici CIAT899 posee. Sin embargo, no podemos aun dilucidar con
certeza la posible mediacion del gen nodD1 en el transcurso de este extrafio fendmeno,
puesto que el factor molecular que regula dicho fendmeno podrd disparar o no la
expresion de los genes nod via activacion del nodD1.

Por ultimo, se estudio el perfil de los factores de nodulacion del tercero de los
cosmidos del banco de genes de R. tropici CIAT899 objeto de estudio, el pCV61 (panel
D). Tal y como se recordd al inicio de este apartado, este cosmido posee el mismo
inserto de genes que el pCV38, si bien el gen nodD1 est4 reemplazado por un promotor
constitutivo de kanamicina, lo cual explica la masiva produccion de factores Nod en
todas las condiciones ensayadas. Al tratarse de un proceso de sintesis independiente de
flavonide, los perfiles registrados en las condiciones inducidas (carriles 2 y 4) son
semejantes a las no inducidas (carriles 1 y 3). Sin embargo, debemos resaltar que la
produccion de factores Nod en condiciones de estrés salino (carriles 3 y 4) se vio
incrementada levemente con respecto a la registrada en condiciones control (carriles 1 y
2), seguramente por la apertura de determinados canales de membrana. La cepa R.
tropici RSP900 no sintetizo ningun factor Nod (panel E) puesto que carece de los genes
que codifican para los mismo, agrupados en el pSym.

Ateniéndonos a los resultados mostrados, podemos establecer al menos tres puntos
de regulacion del proceso de sintesis de factores Nod de R. tropici CIAT899 bajo
condiciones de estrés salino y ausencia de inductor: canales de membrana, gen nodD!I y
factor molecular no determinado codificado en el pSym.

Con el fin de poder dilucidar el papel regulador que juega el gen nodD1 en este
proceso, empleamos un mutante del mismo creado a partir de la insercion de una
cassette de Km en el propio gen, insercion comprobada posteriormente por técnicas de
PCR (ver Material y Métodos, apartado 3.5.3.) y secuenciacion. Se trata de la cepa R.
tropici RSP82 (ver Material y Métodos, tabla II.2.), la cual tolera hasta 300 mM de
NaCl al igual que su cepa parental. Se realizé un estudio por CCF de los factores Nod
sintetizados por R. tropici CIAT899 y RSP82, crecidas ambas bajo condiciones control
y de estrés salino (300 mM de NaCl), en presencia y ausencia de apigenina 1 uM. Los
resultados obtenidos se muestran en la figura 4.14. donde podemos observar una vez
mas el perfil ya descrito para R. tropici CIAT899 en estas condiciones de estudio:

sintesis de factores Nod en condiciones control en presencia de apigenina (panel A,
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carril 2) y en condiciones salinas, tanto en presencia como ausencia de inductor (panel
A, carriles 3 y 4, respectivamente).

Por el contrario, no se registrd este mismo perfil para la cepa mutante RSP82,
puesto que no fue capaz de sintetizar factor alguno en condiciones control adicionada de
apigenina, ya que, al estar el gen nodDI mutado, el flavonoide no pudo interaccionar
adecuadamente con éste, suspendiéndose la posterior transcripcion de los genes nod
(panel B, carril 2). Sin embargo, bajo condiciones de estrés salino, tanto en ausencia
como presencia del flavonoide, si se observo produccion de factores Nod (panel B,
carriles 3 y 4), siendo el perfil cromatografico semejante al mostrado por la cepa
parental R. tropici CIAT899 en condiciones salinas (panel A, carriles 3 y 4), por lo que

podemos considerar en un principio que se trata de los mismos factores Nod.
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Figura 4.14. Cromatografia en capa fina de los factores Nod sintetizados por las
cepas R. tropici CIAT899 (panel A) y R. tropici RSP82 (panel B) bajo condiciones
de crecimiento control (indicado en azul) y de estrés salino (300 mM de NaCl,
indicado en rojo). Los cultivos fueron inducidos con apigenina a la concentracion
final de 1uM (carriles con signo positivo (+)). Los carriles con signo negativo (-)
indican ausencia de inductor.

En funcion de estos resultados podemos indicar que la expresion de los genes nod
de la estirpe R. tropici CIAT899, bajo condiciones de estrés salino y ausencia de
flavonoides, es totalmente independiente del gen nodDI. Por lo tanto, el factor
molecular presente en el pSym y que media la sintesis de factores Nod en presencia de
sal y ausencia de flavonoides, activara la expresion de los genes nod mediante otra via

que no sea la activacion del gen nodD1.
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4.2. Efecto del estrés salino sobre el macrosimbionte
(leguminosa) y la simbiosis rizobio-leguminosa.

4.2.1. Efecto del estrés salino sobre la actividad inductora y
composicion de los exudados de raices de P. vulgaris y

G. max.

4.2.2. Efecto del estrés abidtico sobre los estadios iniciales de la
interaccion rizobio-leguminosa: estudio de la actividad
biologica de los factores Nod de cepas nodulantes de P.
vulgaris cv. Negro Jamapa y G. max cv. Osumi.
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4.2. Efecto del estrés salino sobre el macrosimbionte

(leguminosa) y la simbiosis rizobio-leguminosa.

En lineas generales, las leguminosas son plantas sensibles a la sal segin la
clasificacion de Greenway & Munns (1980). No obstante, cada dia son mas los
cultivares definidos como “tolerantes a la sal” gracias a la evolucion de su propia
naturaleza y/o a la perfeccion de técnicas de caracterizacion e ingenieria genética
(Bayuelo-Jiménez et al., 2002). Sin embargo, se ha de admitir que estos hospedadores
son mas sensibles al estrés salino y/u osmotico que sus propios rizobios nodulantes, los
cuales muestran una amplia variedad de tolerancia al estrés salino.

Ademas de los efectos negativos que la sal comun ejerce sobre el propio
hospedador y su simbionte, ciertos parametros caracteristicos de la simbiosis establecida
entre ambos se ven igualmente afectados. Tu (1981) demostroé que el NaCl era capaz de
inhibir los estadios iniciales de la simbiosis rizobio-leguminosa y, sucesivamente,
diversos autores han ido estudiando otros parametros afectados por el exceso de sal en el
medio, como es el caso de la disminucidn de la tasa de nitrogeno fijado por el bacteroide
(Bekki et al., 1987; Abd-Alla et al., 1998). Ateniéndonos a estos antecedentes, podemos
afirmar que el éxito de una simbiosis rizobio-leguminosa bajo condiciones de estrés
salino requiere principalmente de una adecuada seleccion tanto de las cepas de rizobio

(Zahran, 1991) como de la planta hospedadora (Saadallah ef al., 2001b).

4.2.1. Efecto del estrés salino sobre la actividad inductora vy
composicion de los exudados de raices de P. vulgarisy G. max.

Tal y como se indico en el apartado 1.1. de la Introduccion, los exudados son
compuestos solubles en agua, de bajo peso molecular, y que se liberan en forma pasiva
pudiendo modificar la rizosfera gracias a los cambios que originan en las caracteristicas
quimicas, fisicas y bioldgicas del suelo (El-Shatnawi & Makhadmeh, 2001). Si bien
existen numerosos trabajos que analizan en los exudados la presencia de moléculas
inductoras del tipo flavonoides, son escasos los estudios sobre el efecto del estrés salino
en la exudacion y sus posteriores consecuencias, tanto en el crecimiento bacteriano

como en la inducciéon de genes de nodulacion (Angelini et al, 2003), debido
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principalmente a la dificultad del estudio de sistemas que se encuentran bajo tierra,

como es el caso de las raices de la planta.

4.2.1.1. Estudio de la actividad inductora de los exudados de P. vulgaris cv. BBL y
G. max cv. Osumi sobre los genes nod de sus simbiontes correspondientes,
en condiciones control y de estrés salino.

Sabemos ciertamente que, frente a una situacion de estrés, las plantas activan
ciertos mecanismos que les permitiran una futura adaptacion al nuevo ambiente (Walker
et al., 2003), lo cual conllevard, seguramente, cambios en la composicion de sus
exudados. Mediante el empleo de técnicas de monitorizacion medioambiental, basadas
en el uso de bacterias recombinantes portadoras de un gen informador especifico de un
determinado componente, se han incrementado en estos ultimos afios la cantidad y
calidad de informacion de interés sobre las pautas de exudacion de las raices, desde un
punto de vista espacial y temporal (Jaeger et al., 1999; Bringhurst ef al., 2001).

Valorando estos antecedentes, se planted el estudio de la capacidad inductora de
las moléculas presentes en el exudado de judia y soja sobre los genes de nodulacién de
algunos de sus simbiontes (R. tropici CIAT899 y R. etli ISP42 para judia, y E. fredii
SMH12 y HH103 para soja), asi como su posterior repercusion sobre la sintesis de los
factores Nod bajo condiciones control y de estrés salino.

Al igual que en los apartados 4.1.3.2. y 4.1.4.1.2. de los Resultados, se emplearon
las técnicas de analisis de la actividad -galactosidasa como medida de la expresion de
los genes nod frente a la actividad inductora de los exudados (se utiliz6 el plasmido
indicador pMP240, ver Material y M¢étodos, tabla III.2.) y los estudios por
cromatografia en capa fina para examinar los factores Nod sintetizados por las cuatro
cepas de rizobio en cada condicion de ensayo. Ambos estudios se llevaron a cabo con
exudados obtenidos de plantas crecidas bajo condicién de crecimiento control y de
estrés salino (50 mM de NaCl), estableciéndose como control del ensayo el medio
minimo B” (control y salino).

Primeramente, se realiz6 la puesta a punto de la metodologia utilizada, dado que
los datos bibliograficos en este tema son escasos y, por lo general, para estudiar la
induccion de genes de nodulacion se utilizan fracciones purificadas de exudados

(Burdam et al., 1996).
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La figura 4.15. nos muestra el estudio simultdneo de los perfiles cromatograficos
de los factores Nod sintetizados por los rizobios que nodulan judia (R. tropici CIAT899
(panel Al) y R. etli ISP42 (panel B1)), en relacion con la actividad -galactosidasa de
cada uno (paneles A2 y B2, respectivamente), la cual nos informard de los niveles de
expresion de sus correspondientes genes nod frente a los exudados de su hospedador.
Las condiciones con signo positivo indican la adicion del flavonoide comercial inductor
seleccionado para cada cepa, a una concentracion final de 1 uM (apigenina para R.
tropici CIAT899 y naringenina para R. etli ISP42). Se incluyeron igualmente las
condiciones de estudio de medio minimo B’, con o sin flavonoide, asi como el exudado
en cuestion adicionado de flavonoide, a modo de control interno del ensayo, y para
determinar la existencia de moléculas inhibidoras de la expresion de los genes nod en
los correspondientes exudados.

En primer lugar se analizd la capacidad inductora de los exudados de judia
obtenidos tanto en condiciones control como de estrés salino (paneles A2 y B2, barras 2
y 4 negativas), en comparacion con el medio B libre de inductor (barras 1 y 3
negativas). Paralelamente, la comparacion de los niveles de actividad -galactosidasa
registrados en el medio B adicionado de inductor (paneles A2 y B2, carril 1 positivo)
con respecto a los obtenidos en los exudados de judia (control y salino) igualmente
adicionado de inductor (paneles A2 y B2, carril 2 y 4 positivo) nos confirma la ausencia
de moléculas inhibidoras de dicha expresion en los exudados estudiados, puesto que los
niveles obtenidos en presencia de los mismos no decaen con respecto a los registrados
en la condicion de crecimiento control (medio minimo B").

Asimismo, hemos de destacar que, al afiadir flavonoide comercial a los exudados
control y salino, se registr6 un efecto sumatorio de la capacidad inductora de las
moléculas presentes en el exudado y el inductor empleado. No obstante, este fenomeno
unicamente fue significativo para el caso de R. tropici CIAT899 (panel A2, barra 2 y 4
positiva), doblando la actividad registrada en esta condicion los niveles obtenidos en el
medio B adicionado de flavonoide (panel A2, barra 1 y 3 positiva, respectivamente).

Un fendmeno similar nos encontramos para la expresion de los genes nod de R.
etli ISP42, existiendo una disminucion del 33% de la actividad (3-galactosidasa entre la

condicién control y la condicion de estrés salino.
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funcion del medio de recoleccion, puesto que se observd una leve disminucion de la
actividad P-galactosidasa total de las dos cepas nodulantes de judia en presencia del
exudado salino (figura 4.15., paneles A2 y B2, barra 4 positiva y negativa) con respecto
al exudado control (paneles A2 y B2, barra 2 positiva y negativa). Esta disminucion sélo
fue significativa para los valores de actividad [-galactosidasa registrados con los
exudados adicionados de flavonoide comercial (barra 4 positiva frente a 2 positiva).

Este cambio en la expresion de los genes de nodulacion podria verse reflejado en una
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Figura 4.15. Efecto de los exudados de P. vulgaris cv. BBL obtenidos bajo
condiciones control (0 mM de NaCl) y de estrés salino (50 mM de NaCl), sobre R.
tropici CIAT899 (panel A) y R. etli ISPA2 (panel B). Paneles A1-B1.- Analisis de
los factores Nod producidos en presencia de e N-acetilglucosamina. Paneles A2-
B2.- Actividad [-galactosidasa de la fusion transcripcional nodA::lacZ del
plasmido pMP240. Condiciones: 1, medio minimo B’; 2, exudado control; 3, medio
minimo B” 50 mM de NaCl y 4, exudado 50 mM de NaCl. Los valores sefialados
con signo positivo (+) aluden a condiciones inducidas con el flavonoide
correspondiente 1 pM (apigenina para R. tropici CIAT899 y naringenina para R.
etli ISP42), los representados con signo negativo (-) carecen de inductor
adicionado. Los datos se representan en base a 8 repeticiones independientes + la
desviacion estandar.

En lineas generales, la capacidad inductora de los exudados sufrio cambios en
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consecuente disminucion de la cantidad de factores Nod sintetizados. Sin embargo, el
perfil de CCF de R. tropici CIAT899 no sufri6 modificacion alguna en condiciones
salinas con respecto a la condicion control (figura 4.15., panel A1, carriles 3 y 4 frente a
1 y 2, positivos y negativos) mientras que la cepa R. etli ISP42 si registr6 una
disminucion notable en la produccion de factores Nod tras induccidon por exudados
salinos (figura 4.15., panel Bl, carril 4 negativo) con respecto a la inducciéon por
exudados control (panel B1, carril 2 negativo). No obstante, si hemos de indicar un
interesante cambio en el perfil de factores Nod de R. tropici CIAT899, puesto que no
sintetiza factores Nod sulfatados (banda superior de la placa cromatografica) en
presencia de exudados de judia control y salinos y ausencia de flavonoide (carriles 2 y 4
negativos), a diferencia de lo observado en las condiciones adicionadas de flavonoide
(medio B, carriles 1 y 3 positivos; o exudado, carriles 2 y 4 positivos).

A continuacion, se estudi6 el efecto de los exudados de plantas de soja (G. max
cv. Osumi) sobre la expresion de los genes nod de sus simbiontes (E. fredii SMH12 y
HH103), siguiendo las mismas pautas establecidas para el ensayo anterior con los
exudados de judia. Asi, la figura 4.16. nos muestra los estudios de actividad B-
galactosidasa (paneles A2 y B2) y CCF de los factores Nod de estas dos estirpes
(paneles Al y B1), en presencia de exudados de soja obtenidos en condicidon control
(condicion 2, positivo y negativo) y de estrés salino (50 mM NacCl, condicion 4, positivo
y negativo), asi como en medio minimo B’ control y salino (condiciones 1 y 3, positivas
y negativas respectivamente). Todas las condiciones indicadas se estudiaron en
presencia y ausencia de genisteina 1 uM como flavonoide inductor (signos positivo y
negativo, respectivamente).

Al igual que ocurriese con los exudados de judia, se registrd actividad inductora
por parte de los exudados de soja control y salino sobre ambas cepas de E. fredii, mayor
para la estirpe HH103 que para SMHI12, desechando asi la posibilidad de alguna
molécula inhibidora presente en el exudado. Igualmente, se volvio a observar el efecto
sumatorio en la expresion de los genes nod al afiadir genisteina 1 uM al exudado en
cuestion, de forma mas notable para los exudados salinos, quienes de nuevo registraron
en conjunto valores de induccion mdas bajos que los exudados control. En lineas
generales, las cepas nodulantes de soja mostraron unos niveles de induccién mayores
que los anteriores obtenidos por CIAT899 e ISP42 frente a los exudados de judia, si

bien registraron comportamientos distintos entre si.
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Figura 4.16. Efecto de los exudados de G. max cv. Osumi obtenidos bajo
condiciones control (0 mM de NaCl) y de estrés salino (50 mM de NaCl), sobre E.
fredii SMH12 (panel A) y HH103 (panel B). Paneles A1-B1.- Analisis de los
factores Nod producidos en presencia de “c N-acetilglucosamina. Paneles A2-B2.-
Actividad B-galactosidasa de la fusion transcripcional nodA::lacZ del plasmido
pMP240. Condiciones: 1, medio minimo B’; 2, exudado control; 3, medio minimo
B 50 mM de NaCl y 4, exudado 50 mM de NaCl. Los valores sefialados con signo
positivo (+) aluden a condiciones inducidas con genisteina 1 uM, los representados
con signo negativo (-) carecen de inductor adicionado. Los datos se representan en
base a 8 repeticiones independientes + la desviacion estandar.

E. fredii SMH12 mostr6 una respuesta heterogénea frente a los distintos exudados
empleados. En presencia de todos ellos se observd induccion de la actividad (-
galactosidasa, la cual disminuyd levemente en presencia de exudados salinos con
respecto a los niveles registrados en presencia de exudados control (figura 4.16., panel
A2, barras 4 y 2 respectivamente, ambas negativas), fenomeno extrapolable al resto de
los rizobios estudiados tal y como ya hemos adelantado. Sin embargo, al analizar la
CCF, no fue posible la visualizacion de banda alguna en la placa en presencia de

exudados salinos (figura 4.16., panel Al, carril 4 negativo).
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Por otro lado, E. fredii HH103 fue capaz de reconocer alguna molécula como
inductora de sus genes de nodulacion en todos los exudados utilizados, siendo
considerablemente mayor el efecto registrado en presencia del exudado control que en el
salino (figura 4.16., panel B2, barras 2 y 4 negativas respectivamente). Paralelamente, la
CCF muestra produccion de factores Nod en todas las condiciones ensayadas, donde la
mayor intensidad de bandas se observd en presencia de exudados control (figura 4.16.,
panel B1, carril 2 positivo y negativo), fenomeno que justifica el nivel de expresion
génica antes comentado.

A pesar de la heterogenicidad de los resultados obtenidos de cada uno de los
rizobios empleados en este estudio, podriamos resumir tres aspectos comunes a todos
ellos: disminucion de la actividad inductora de los exudados salinos con respecto a los
obtenidos en condicion control, efecto sumatorio del flavonoide comercial para con los
exudados empleados y ausencia de moléculas inhibitorias en los exudados obtenidos de

ambos cultivares.

4.2.1.2. Estudio de la actividad inductora de los exudados de P. vulgaris cv. Negro
Jamapa sobre los genes nod de R. tropici CIAT899, en condiciones control
y de estrés salino.

Los resultados obtenidos para R. tropici CIAT899 sobre la produccion de factores
de nodulacién con exudados de judia obtenidos después de 7 dias (figura 4.15., panel
Al, carril 2 y 4 negativos), donde se observo la pérdida de la banda sulfatada, nos hizo
plantear el estudio de la actividad B-galactosidasa con exudados obtenidos a diferentes
tiempos. Para estos estudios se utiliz6 el cultivar Negro Jamapa de P. vulgaris.

Se empled una nueva cepa indicadora, R. leguminosarum RBL5280 (pMP280,
pMP154, ver Material y Métodos, tablas III.1. y II1.2.) la cual posee un plasmido
portador del gen nodD de R. leguminosarum bv. viciae (pMP280) que nos permitird un
mejor registro de los niveles de la actividad -galactosidasa, codificada a su vez por un
segundo plasmido (pMP154), portador de la fusién indicadora promotor nodA4::lacZ. De
este modo, se crecieron 6 plantas individuales por cada condicién de ensayo (control y
salina) y se recogieron alicuotas de 1 mL de los exudados radicales durante 10 dias en 6
momentos distintos del ensayo (dias 1, 2, 3, 4, 7y 10), con el fin de comprobar en qué
medida se modificaba la actividad inductora de los exudados de judia en funcion de las
condiciones de crecimiento y del dia de recoleccion. Asi, la figura 4.17. nos muestra la

actividad B-galactosidasa de la cepa indicadora R. leguminosarum RBL5280 inducida
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con exudados de P. vulgaris cv. Negro Jamapa obtenidos en condiciones control y de

estrés salino (25, 35 y 50 mM de NacCl).
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Figura 4.17. Actividad p-galactosidasa de la cepa R. leguminosarum RBL5280
inducida con exudados de P. vulgaris cv. Negro Jamapa obtenidos en condiciones
control y de estrés salino (25, 35 y 50 mM de NaCl). Los datos se representan en
base a 8 repeticiones independientes + la desviacion estandar.

En ella se observa como la capacidad inductora de los exudados aumenta desde el
dia primero de recogida hasta el cuarto, alcanzando entonces su maximo de induccion,
para posteriormente ir disminuyendo hasta el décimo dia, de forma semejante al
fenomeno descrito por van Brussel et al. (1990) para V. sativa subsp. nigra. Al mismo
tiempo, los valores registrados mostraron una tendencia indirectamente proporcional a
la concentracion salina del medio. Efectivamente, se observo una clara disminucion de
aproximadamente un 55% de los valores registrados en el cuarto dia para los exudados
25 mM de NaCl con respecto a los controles, y asi sucesivamente hasta alcanzar niveles
minimos de actividad inductora para los exudados en 50 mM de NaCl.

Esta mayor actividad inductora de los exudados recogidos al cuarto dia, nos indujo
a pensar que los andlisis llevados a cabo con los exudados de judia obtenidos en el
séptimo dia (ver Material y Métodos, apartado 3.8.3.) podrian no representar el 6ptimo
de la capacidad inductora de los mismos. Por ello, realizamos un estudio por CCF de los
factores Nod de R. tropici CIAT899 inducida con exudados obtenidos de P. vulgaris cv.
Negro Jamapa al cuarto y séptimo dia (figura 4.18.). Efectivamente, gracias al ensayo
mostrado en la figura 4.18. pudimos corroborar los datos anteriores de actividad f3-

galactosidasa (figura 4.17.) al observarse una mayor produccion de factores Nod tras
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induccién con exudados de cuatro dias (panel A, carril 1 negativo) que con exudados de

siete dias (panel B, carril 1 negativo).

A | L8]

— > N r -

(- - -

o9 SEPac e
1 3 1 2

Figura 4.18. Cromatografia en capa fina de los factores Nod sintetizados por R.
tropici CIAT899 crecida en exudados de P. vulgaris cv. Negro Jamapa (carril 1) o
en medio minimo B (carril 2), obtenidos a los 4 (panel A) y 7 dias (panel B). Se
empleo apigenina 1 pM como inductor en los carriles con signo positivo (+).

Asimismo, la bacteria sintetizd factores Nod sulfatados (sefialados con una
flecha), lo cual nos corrobora los cambios cualitativos y/o cuantitativos de las moléculas
inductoras presentes en el exudado a lo largo del tiempo. No obstante, podria tratarse de
cambios en el fendmeno de biosintesis de los factores Nod como consecuencia de
cambios fisiologicos que afecten a la propia bacteria, ya que el pH de los exudados

recogidos a 4 dias (5,2) es menos acido que el de los obtenidos a 7 dias (4,5).

4.2.1.3. Estudios por HPLC y Espectrometria de Masas de los exudados de raices
de P. vulgaris cv. BBL y G. max cv. Osumi, obtenidos en condiciones
control y de estrés salino.

Los resultados del apartado anterior confirmaron la existencia de cambios en la
actividad inductora de los exudados de judia y soja como consecuencia del estrés salino.
Sin embargo, no se pudo precisar la naturaleza cuali o cuantitativa de estas
modificaciones, por lo que seria necesario llevar a cabo estudios alternativos que
demostraran si varia la composicion quimica de dichos exudados segin la condicion
ambiental en que se encuentre la planta. Con este fin, se recurridé en primer lugar al
estudio mediante técnicas cromatograficas (HPLC) de la composicion de los exudados
obtenidos en ambas condiciones (control, 0 mM de NaCl, y estrés salino, 50 mM de

NaCl), segun el protocolo descrito por Dakora et al. (1993a) y modificado por el grupo
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de investigacion que dirige el Dr. A. Gil-Serrano (comunicacién personal).
Concretamente, se restringié el marco de blisqueda a aquellas regiones de absorbancia
caracteristica de los flavonoides (espectro UV), moléculas cruciales en el
establecimiento de la simbiosis rizobio-leguminosa, por lo que constituiran el punto
central del estudio de la composicion quimica de los exudados. Estos andlisis fueron
realizados en colaboracion con el grupo de investigacion dirigido por el Dr. A. Gil-
Serrano (Departamento de Quimica Orgéanica, Facultad de Quimica, Universidad de
Sevilla). Segtin se describe en el apartado 3.8.7. de Material y Métodos, se establecio
como punto de partida la realizacion de los cromatogramas de HPLC de flavonoides
comerciales que serdn empleados como patrones de estos ensayos. Los datos obtenidos

se muestran en la figura 4.19..
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Figura 4.19. Cromatograma de HPLC de los flavonoides empleados como patrones de
ensayo en el estudio de los exudados de P. vulgaris cv. BBL y G. max cv. Osumi. 1,
umbeliferona; 2, fisetina; 3, 4,7’-dihidroxiflavona; 4, daidzeina; 5, quercetina; 6,
luteonina; 7, naringenina; 8, morina; 9, hesperetina; 10, genisteina; 11, apigenina; 12,
kaempferol; 13, lisetina; 14, coumestrol; 15, isoliquiritigenina y 16, crisina. Los
flavonoides 7 y 12 tienen como eje de ordenadas el situado a la derecha, los restantes el
de la izquierda.

Una vez elaborados los perfiles cromatograficos de los patrones seleccionados, se
procedi6 al andlisis por HPLC de los exudados de judia y soja obtenidos en condiciones
control y en 50 mM de NaCl. Sin embargo, con este tipo de analisis no se obtuvieron
resultados adecuados dada la escasa resolucion de los cromatogramas obtenidos, que no
permitian una identificacion fécil y precisa del perfil cromatografico caracteristico de

cada flavonoide, dificultandose por lo tanto la identificacion de los mismos. Por este
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motivo recurrimos al disefio y optimizaciéon de protocolos alternativos de andlisis de
flavonoides mas acordes con las nuevas metodologias empleadas en el estudio de la
composicion de exudados y basados en los principios analiticos de la Espectrometria de
Masas (Fan et al., 2001; Rios et al., 2005).

Gracias a esta nueva metodologia que combina técnicas de RMN, CID y HPLC,
puesta a punto por el grupo de investigacion del Dr. A. Gil-Serrano y detallada
ampliamente en el apartado 3.8.7. de Material y Métodos, se pudo identificar de forma
mas rigurosa determinados flavonoides presentes en las muestras de exudados. No
obstante debemos de advertir la limitacion que supone el empleo de una determinada
base de datos de patrones de flavonoides, de manera que puede que omitamos
determinada informacidn acerca de la composicion de la muestra por el mero hecho de
carecer de patrones frente a los que comparar.

La tabla IV.4. nos muestra los flavonoides identificados en los exudados de P.
vulgaris cv. BBL obtenidos en condiciones de crecimiento control y de estrés salino (50
mM de NaCl). Los nimeros que se encuentran entre paréntesis nos indican la posible
variacion en el tiempo de retencion que pueda sufrir cada componente dentro de su
cromatograma de HPLC con respecto al valor caracteristico que registre su patron
correspondiente. Este fenomeno se debe principalmente a la evaporacion de solvente
durante la manipulacién de la muestra, que afectard levemente al perfil cromatografico
obtenido. Sin embargo, aquellas variaciones superiores a 2 minutos y 30 segundos si
constituyen cambios significativos, puesto que nos permiten la identificaciéon de
flavonoides que se encuentran glicosilados. Los azicares con los que se encuentran

conjugados fueron glucosa y ramnosa mayoritariamente.

Tabla 1V.4. Flavonoides identificados en exudados de P. vulgaris cv. BBL obtenidos en
condiciones control (0 mM de NaCl) y de estrés salino (50 mM de NaCl).

Judia Control Judia Estrés Salino
Umbeliferona (+0,8 min) Umbeliferona (+0,8 min)
Naringenina (+0,35 min) Naringenina

Hesperetina Hesperetina
Daidzeina (+2,4 min) Daidzeina (+0,2 min)
4,7’-Dihidroxiflavona (+1,0; +2,8 min) 4,7’-Dihidroxiflavona (+0,8; +2,8 min)
Isoliquiritigenina (-4,4 min) Isoliquiritigenina (-4,5 min)
Quercetina (+3,1 min) Quercetina (+0,3 min)

Luteonina (+0,4 min)
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En condiciones control se registrd un total de 8 flavonoides, de los cuales 7 fueron
determinados igualmente en condiciones salinas, a excepcion de la luteonina.
Asimismo, la percepcion anteriormente indicada acerca de la variacion en los tiempos
de retencidon nos permitid reconocer las estructuras glicosiladas de los flavonoides
daidzeina y quercetina en el exudado control (con un monosacarido), y 4,7’-
dihidroxiflavona e isoliquiritigenina en control y salino (con uno y dos respectivamente).

Seguidamente, se procedid al analisis de los exudados de G. max cv. Osumi,
obtenidos igualmente en condiciones control y de estrés salino, empleandose la misma
metodologia detallada para los exudados de judia. Los distintos flavonoides

identificados para soja se recogen en la tabla IV.5..

Tabla IV.5. Flavonoides identificados en exudados de G. max cv. Osumi obtenidos en
condiciones control (0 mM de NaCl) y de estrés salino (50 mM de NaCl).

Soja Control Soja Estrés Salino
Umbeliferona (+1,2 min) Umbeliferona (+1,4 min)
Naringenina (+0,5 min) Naringenina (+0,6 min)
Apigenina (-5,8; -3,5) Apigenina (-3,4 min)
4,7’-Dihidroxiflavona (-1,9 min) 4,7’-Dihidroxiflavona (-1,8; +1,3; +3,1 min)
Isoliquiritigenina (-4,5 min) Isoliquiritigenina (-4,0 min)
Quercetina (+1,0 min) Quercetina (+0,3 min)
Genisteina (-5,2 min) Morina

Daidzeina (-1,9 min)

Nuevamente se registraron cambios en la composicion del exudado de la
leguminosa en funcion de las condiciones medioambientales de crecimiento de la planta,
puesto que en los exudados control se determinaron 8 flavonoides, mientras que bajo
estrés salino se observaron 7, que no siempre coincidieron con los anteriores. De hecho,
bajo condiciones control se determinaron las isoflavonas daidzeina y genisteina, no
presentes en exudados salinos, del mismo modo que en este Ultimo se identifico la
morina, no presente en el control. También se modificé la glicosilacion de la apigenina
(glicosilada en ambos exudados, pero con un s6lo monosacérido en exudado control, y
con uno o dos en exudado salino), mientras que la genisteina se encontraba glicosilada

unicamente en exudados control y la isoliquiritigenina en control y salino.
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De los resultados obtenidos podemos confirmar que la composicion de los

exudados de judia y soja se ve modificada bajo condiciones de estrés salino.

4.2.2. Efecto del estrés abiotico sobre los estadios iniciales de la
interaccion rizobio-leguminosa: estudio de la actividad biologica
de los factores Nod de cepas nodulantes de G. max cv. Osumiy P.
vulgaris cv. Negro Jamapa.

Numerosos son los trabajos que han estudiado a lo largo de los ultimos afios el
efecto de determinados extractos moleculares sobre los estadios iniciales de la simbiosis
rizobio-leguminosa. Entre éstos encontramos los denominados “ensayos de actividad
bioldgica”, cuya base tedrica consiste en la observacion de respuestas especificas por
parte de la planta frente a una muestra, bioldgica o no, que se desee ensayar (Reli¢ ef al.,
1993; Lopez-Lara et al., 1995; Duzan et al., 2006). El estudio se considera “positivo”,
es decir, el extracto probado en la planta es “bioldgicamente activo” cuando se observa
inicio de primordio nodular, primordio nodular y/o ndédulo. Asimismo, también se
designan como positivos aquellos ensayos que muestren los fenotipos “Hac” (root hair
curling), “Had” (root hair deformation) o aquel fenotipo caracterizado por una cuantiosa
formacion de pelos radicales, si bien debemos advertir que se trata de un fendmeno
altamente inespecifico que puede manifestarse como consecuencia de muchos otros
factores que afecten al ensayo.

Para poder caracterizar en qué medida el estrés abiotico puede afectar a los
primeros estadios del proceso simbidtico, los ensayos de actividad bioldgica se
realizaron en plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa y G. max cv. Osumi, bajo
condiciones de crecimiento control y de estrés salino (25 mM de NaCl) puesto que era
la concentracidon méxima tolerada por ambas plantas en el sistema hidroponico
empleado (ver Discusion, apartado 5.2.). Se designaron como controles positivos de
actividad bioldgica aquellas plantas inoculadas con su propio simbionte (nos
restringimos al uso de R. tropici CIAT899 para judia y E. fredii SMHI12 para soja) y
como muestras a ensayar los extractos crudos de los factores Nod de los simbiontes,
ante la dificultad, sobre todo para el caso de R. tropici CIAT899, de emplear factores

Nod purificados (ver Discusion, apartado 5.2.). Estos ensayos se realizaron en
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colaboracion con el grupo de investigacion dirigido por el Dr. A.A.N. van Brussel, de la
Facultad de Biologia de la Universidad de Leiden (Holanda).

Los extractos crudos se fraccionaron en tres alicuotas en funcion del porcentaje de
AcN de elucién de los factores Nod (20, 45 y 60%), y se utilizaron 2 concentraciones
distintas de los mismos, 107 y 10 M, estimadas en funcién del valor medio del peso
molecular de los factores Nod (ver Discusion, apartado 5.2.). La metodologia empleada
se detalla ampliamente en el apartado 3.8.4. de Material y Métodos, aplicandose por

igual para ambas cepas bacterianas y ambos cultivares.

4.2.2.1. Estudio de la actividad biolégica de los factores Nod de E. fredii SMH12,
obtenidos en condiciones control y de estrés salino, en plantas de G. max
cv. Osumi.

Los ensayos de actividad biologica de los factores Nod de E. fredii SMH12 se
realizaron en plantas de soja con el fin de concretar si los estadios iniciales de la
simbiosis entre ambas especies se ven afectados o no como consecuencia del estrés
salino del entorno que los rodea. Se ensayd tanto la actividad bioldgica de la propia
estirpe bacteriana E. fredii SMHI12 como de sus factores Nod, sintetizados en
condiciones de crecimiento control (medio minimo B" 0 mM de NaCl) y de estrés salino
(medio minimo B™ 300 mM de NaCl). Paralelamente, se seleccionaron tres plantas
inoculadas con la propia estirpe bacteriana (20 pL de un cultivo 10° UFC/mL) a modo
de control positivo del ensayo, tanto en condiciones de crecimiento control para la
planta (0 mM de NaCl, pH 7,0), como de estrés salino (25 mM de NaCl, pH 7,0), y
plantas inoculadas con el mismo volumen de DMSO empleado, como control negativo.
La solucién nutritiva empleada fue Fahraeus (1957) (ver Material y Métodos, apartado
3.8.1.2.) y la metodologia del ensayo se detalla en el apartado 3.8.4. de Material y
Métodos.

La figura 4.20. nos muestra en detalle ambos tipos de controles realizados, donde
puede observarse como para el caso del control negativo (panel A) no existe evidencia
alguna de actividad bioldgica. Las raices se muestran sin ningun tipo de cambio, lisas y
sin formaciones pilosas llamativas. Por el contrario, en el control positivo (panel B) se
observa claramente la presencia de nodulos desarrollados, de morfologia esférica
levemente achatada, aun mas detallados en el panel C. También podemos resaltar la
presencia de primordios nodulares (panel D), facilmente identificables por la division

masiva de las células del cortex externo de la raiz, con una hendidura central
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caracteristica de las plantas de soja. Por ultimo, ampliado en el panel E, se puede
finalmente observar un pelo curvado (indicado con una flecha), que constituira

probablemente el inicio de un cordon de infeccion.

Figura 4.20. Estudio de la actividad biolédgica de la estirpe E. fredii SMH12 sobre
plantas de G. max cv. Osumi crecidas en condicion control (0 mM de NaCl, pH
7,0). Panel A.- control negativo (ausencia de indculo), panel B.- nodulos de E.
fredii SMH12, panel C.- detalle de nodulos, panel D.- detalle de primordio y E.-
detalle de pelo radical curvado.
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Seguidamente, se realizé el mismo ensayo de actividad biologica bajo condiciones
de maxima tolerancia salina para el cultivar Osumi, esto es 25 mM de NaCl. La tasa de
nodulacion y el desarrollo de los nédulos y primordios se vieron levemente disminuidos
con respecto a la condicion control, por efecto de la sal. La figura 4.21. nos muestra un
estudio comparativo del desarrollo nodular de plantas de soja crecidas bajo condiciones
salinas (25 mM de NaCl, panel B) frente a la condicion de crecimiento control (0 mM
de NaCl, panel A), donde se puede apreciar en el mismo dia de inoculacién un leve
retraso del desarrollo nodular como consecuencia de la sal presente en el medio de

ensayo, acentuado en un menor desarrollo del nddulo.

Figura 4.21. Estudio comparativo del desarrollo nodular de E. fredii SMH12
inoculada en plantas de G. max cv. Osumi, bajo condiciones de crecimiento control
(panel A, 0 mM de NaCl) y de estrés salino (panel B, 25 mM de NaCl), ambas
fotografiadas a los 10 dias de la inoculacion.

Una vez optimizado el ensayo de actividad biologica para el propio cultivo
bacteriano E. fredii SMHI12, se procedid a ensayar directamente sobre la planta los
extractos crudos de sus factores Nod, a la espera de registrar una respuesta semejante a
la obtenida cuando la bacteria esta presente. De este modo, se ensayaron los factores de
nodulacion sintetizados por E. fredii SMH12 en condiciones de crecimiento control y de
estrés salino (300 mM de NaCl, ver figura 4.1.), tanto inducidos como no con genisteina
1 uM y empleados a una concentracién final de 10° y 10° M. Las plantas de soja se
mantuvieron en solucion nutritiva Farhaeus 0 mM de NaCl, puesto que estudios
preliminares de tolerancia a la sal de este cultivo nos indicaron que el cultivar Osumi no
tolera concentraciones de sal tan elevadas como 300 mM de NaCl, restringiendo de este

modo el estudio del efecto del estrés salino inicamente al microsimbionte. Se registro
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actividad bioldgica para las fracciones de 45 y 60% AcN del extracto crudo de los
factores Nod inducidos, ensayados a una concentracion final 10° M, semejantes entre
ellas en cuanto al nimero y desarrollo de nodulos. Sin embargo, la fraccion del 20% no
resultd ser bioldgicamente activa puesto que, por su naturaleza ligeramente hidrofobica,
la gran mayoria de los factores Nod no son solubles en porcentajes de agua tan elevados.
Tampoco se registro actividad biologica al emplear factores Nod a una concentracion de
trabajo de 10° M. Igualmente, nunca se observo actividad bioldgica alguna de los
factores Nod sintetizados en ausencia de inductor, puesto que, tal y como nos mostraban
las figuras 4.2. y 4.3., realmente E. fredii SMH12 no es capaz de producir factores Nod
en ausencia de flavonoide bajo ninguna de las condiciones ensayadas, tanto control
como de estrés salino.

Anteriormente hemos indicado que los factores Nod de E. fredii SMH12 sintetizados
tras induccion por genisteina 1 uM son activos bioldgicamente. No obstante, debemos
indicar que dicha actividad no fue tan intensa como la registrada en los ensayos donde
se inoculd la cepa productora (figura 4.20.), puesto que soélo se pudo observar
primordios nodulares en distintos grados de desarrollo, pero que nunca dieron lugar a la
formacion de nddulos. La figura 4.22. nos muestra los primordios nodulares
desarrollados por G. max cv. Osumi en respuesta a la inoculacion con factores Nod
sintetizados por E. fredii SMH12 en condiciones de crecimiento control (0 mM de

NaCl, panel A) y de estrés salino (300 mM de NaCl, panel B).

Figura 4.22. Estudio comparativo de la actividad biologica de los factores Nod
(fracciones 45% AcN, 10° M) sintetizados por E. fredii SMHI12 bajo condiciones
de crecimiento control (0 mM de NaCl) y de estrés salino (300 mM de NaCl), en
plantas de G. max cv. Osumi en condiciones control (0 mM de NaCl, pH 7,0).
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4.2.2.2. Estudio de la actividad biologica de los factores Nod de R. tropici
CIAT899, obtenidos en condiciones control y de estrés abidtico, en plantas
de P. vulgaris cv. Negro Jamapa.

Tal y como se adelantd previamente, se selecciond la cepa R. tropici CIAT899
para los ensayos de actividad biolégica en P. vulgaris cv. Negro Jamapa por su
favorable respuesta frente a numerosos tipos de estrés ya mencionados (ver apartado
4.1.3.). Por ello, resolvimos ampliar los ensayos de actividad bioldgica en judia a un
estudio sobre los estadios iniciales de la simbiosis R. tropici CIAT899-P. vulgaris que
abarcase tanto los efectos del estrés salino como del estrés acido (pH del medio de
ensayo 4,5). De esta manera, se englobaron ambos tipos de estrés en una denominacion
comun: estrés abidtico.

Se establecid como control positivo del ensayo plantas inoculadas con R. tropici
CIAT899 (20 uL de un cultivo 10° UFC/mL), con vistas al posterior test de actividad
biologica de los factores Nod de dicha cepa, siguiendo las pautas descritas en el
apartado 3.8.4. de Material y Métodos. Paralelamente, se fij6 como control negativo
plantas de judia inoculadas con el mismo volumen de DMSO que en los ensayos
anteriores, carente de bacteria o factor Nod alguno.

La figura 4.23. nos muestra los primeros estadios de la nodulacion de R. tropici
CIAT899 en P. vulgaris cv. Negro Jamapa. En el panel A de dicha figura (control
negativo del ensayo) se confirma la ausencia total de primordios o nodulos, asi como
cualquier tipo de deformacion especifica de los pelos radicales. Por el contrario, en el
panel B, correspondiente a plantas inoculadas con R. tropici CIAT899, se observan
claramente numerosos nodulos, situados a lo largo de las raices principal y secundarias.
Estos nddulos se pueden observar con mayor detalle en el panel C, donde se aprecia
claramente la morfologia con forma de corazon de los mismos, adheridos a la raiz por
un apéndice de didmetro pequefio y en mayor numero que los registrados para la
nodulacién de E. fredii SMH12 en soja. Igualmente, difieren de éstos ultimos en las
morfologia de los primordios nodulares, puesto que los indculos de R. tropici CIAT899
en plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa dan lugar a primordios puntiagudos en su
inicio (panel D), levemente piramidales, carentes de la hendidura central tipica de los
que se observan en soja. Sin embargo, el curvamiento de los pelos si es similar entre

ambos cultivares (panel E, indicado con una flecha).
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Figura 4.23. Estudio de la actividad bioldgica de la estirpe R. tropici CIAT899
sobre plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa crecidas en condicion control (0 mM
de NaCl, pH 7,0). Panel A.- control negativo (ausencia de indculo), panel B.-
nédulos de R. tropici CIAT899, panel C.- detalle de nodulos, panel D.- detalle de
primordios y panel E.- detalle de pelo radical curvado.

Seguidamente, se repitid este mismo estudio de actividad bioldgica de R. tropici
CIAT899 en plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa, pero esta vez en condiciones de

estrés abidtico: salino y acido. Estas condiciones de ensayo hacen referencia al empleo
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de solucion nutritiva Férhaeus para la planta 25 mM de NaCl, pH 7,0 en condiciones de
estrés salino y solucion pH 4,5, 0 mM de NaCl en condiciones de estrés acido, en base a
estudios previos llevados a cabo con P. vulgaris por nuestro grupo de investigaciéon. No
se registraron cambios significativos en los ensayos llevados a cabo en medio acido (0
mM de NaCl, pH 4,5) con respecto a los ensayos realizados en condiciones control (0
mM de NaCl, pH 7,0), a excepcion de un leve retraso en el desarrollo de los nddulos, asi
como una leve disminucion en la tasa de nodulacion. Sin embargo, estos cambios fueron
mas significativos cuando el medio de ensayo fue salino (25 mM de NaCl, pH 7,0). La
figura 4.24. nos muestra un retraso evidente en la tasa de nodulacion y desarrollo de los
nddulos de plantas de judia inoculadas con R. tropici CIAT899, crecidas en condiciones
de estrés salino (25 mM de NaCl, pH 7,0, panel B) frente a plantas crecidas en
condicion control (0 mM de NaCl, pH 7,0, panel A).

Figura 4.24. Estudio comparativo del desarrollo nodular de R. tropici CIAT899
inoculada en plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa, bajo condiciones de
crecimiento control (panel A, 0 mM de NaCl, pH 7,0) y de estrés salino (panel B,
25 mM de NaCl, pH 7,0), ambas fotografiadas a los 10 dias de la inoculacion.

Tal y como se describe en el apartado 3.8.4. de Material y Métodos, y al igual que
se realizo para el ensayo de los factores Nod producidos por la estirpe E. fredii SMH12
(apartado 4.2.2.1.), se purificaron los factores de nodulacion de R. tropici CIAT899
(sintetizados tanto en condiciones control como de estrés abidtico, inducidos o no por
apigenina 1 pM), mediante técnicas de HPLC y se probd el extracto crudo de los
mismos en plantas de judia, fraccionados en 3 alicuotas en funcidon del porcentaje de

AcN empleado en el proceso de elucion (20, 45 y 60%). Se consideraron factores Nod
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“control” aquellos obtenidos a partir de un cultivo de R. tropici CIAT899 crecido en
medio minimo B’, 0 mM de NaCl y pH 7,0; factores Nod “salinos” los sintetizados en
medio minimo B", 300 mM de NaCl y pH 7,0; y factores Nod ‘“acidos” los producidos
en medio minimo B, 0 mM de NaCl y pH 4,5. La produccion de estos factores, y en
especial bajo las dos ultimas condiciones, se realizo tanto en presencia como ausencia
de apigenina 1 uM, puesto que recordemos que R. tropici CIAT899 sintetiza factores
Nod en condiciones de estrés salino (300 mM de NaCl) en ausencia del inductor (ver
apartado 4.1.3.).

Asimismo, hemos de indicar que en condiciones de estrés acido (pH 4,5) se
registra igualmente sintesis de factores de nodulacion por parte de esta cepa en ausencia
de inductor (Belén Morén, Tesis Doctoral). Dicho fendémeno se presenta
independientemente de la naturaleza del tampon empleado para mantener estable el
valor del pH del medio de cultivo, si bien es moderadamente mas intenso cuando el
buffer utilizado es de naturaleza inorgéanica (citrato-fosfato) en vez de orgénica
(HOMOPIPES), ya que el empleo del primero combina efectos de estrés acido e idnico
sobre la cepa bacteriana. En condicion control y ausencia de inductor nunca se observo
sintesis de factores Nod (figura 4.2., panel A, carril negativo); aun asi se realizaron los
ensayos correspondientes en esta condicion a modo de control negativo del estudio.

La figura 4.25. nos muestra en primer lugar un estudio comparativo de la actividad
biologica de los factores Nod de R. tropici CIAT899, obtenidos en condiciones de estrés
salino, inducidos o no por apigenina 1 uM, frente a los sintetizados en condiciones
control.

La primera seccion de esta figura (paneles Al y A2) muestra la actividad
biologica registrada por los factores Nod “controles” de R. tropici CIAT899,
sintetizados tras induccion por apigenina 1 uM. En el panel A1 se presenta la actividad
de la fraccion del 45% AcN de los factores Nod a una concentracion de 10° M, donde
se observan claramente numerosos nddulos y primordios a lo largo de toda la raiz, a
semejanza del control positivo (indculo bacteriano de 10° UFC/mL de R. tropici
CIAT899, figura 4.23., paneles C y D). Paralelamente, el panel A2 muestra con mayor
detalle el sistema vascular de uno de estos nodulos en avanzado estado de desarrollo,
demostrando la potente capacidad de los factores Nod empleados de inducir estructuras

nodulares de morfologia muy similar a las que origina el propio in6culo bacteriano.
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Inducidos No inducidos

Figura 4.25. Nodulos y primordios nodulares tras inocular plantas de P. vulgaris
cv. Negro Jamapa con factores Nod 10” M sintetizados por R. tropici CIAT899 en
condiciones control y de estrés salino. Fila A.- condiciones control (0 mM de NaCl,
pH 7,0, fracciones del 45% (panel Al) y 60% (panel A2) de AcN). Fila B.-
condiciones de estrés salino (300 mM de NaCl, fraccion del 45% AcN), inducido
con apigenina 1 uM (panel B1) o carente de ella (panel B2). Las plantas se
crecieron bajo condicion control (0 mM de NaCl, pH 7,0).

De entre todos los factores Nod ensayados en judia, fueron los sintetizados en
condicion control los que mostraron mayor actividad biolégica puesto que se mostraron
activos en concentraciones relativamente bajas (10° M) y originaron primordios y
estructuras pseudonodulares al quinto dia de ensayo. Ademas, la fraccion del 45% AcN
fue igual de activa que la del 60%, lo cual nos indica que tanto los factores Nod de
naturaleza relativamente hidrofilica (disueltos en la fracciéon del 45%) como los
relativamente hidrofobicos (presentes en la fraccion del 60%) son equiparables en

cuanto a su actividad bioldgica.
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Seguidamente, se procedié a analizar la actividad bioldgica de los factores Nod
“salinos” de R. tropici CIAT899, es decir, sintetizados en medio B" a 300 mM de NaCl,
inducidos o no por apigenina 1 pM, representados en la figura 4.25., paneles B1 y B2
respectivamente.

Asi, en el panel Bl se analiza la actividad bioldgica en plantas de judia tras ser
inoculada con factores Nod “salinos” inducidos. Se observa claramente la formacién de
primordios nodulares y nodulos, cuya cantidad, morfologia y distribucion fue
equivalente a los observados en los ensayos de los factores Nod “control” (figura 4.25.,
paneles Al y A2), independientemente de la fraccion del extracto crudo empleada (45 6
60% AcN). Asimismo, se observaron primordios nodulares al quinto dia de ensayo
utilizando una concentracién final de factores Nod 10° M, del mismo modo que al
emplear factores de nodulacion “controles”, por lo que en principio se podra equiparar
la actividad de los factores Nod obtenidos en ambas condiciones de cultivo.

Los mismos resultados se observaron cuando los ensayos se realizaron con los
factores Nod “salinos” obtenidos en ausencia de inductor (no inducidos, figura 4.25.,
panel B2). Este andlisis nos permite confirmar que los factores Nod sintetizados por R.
tropici CIAT899 en condiciones de estrés salino y ausencia de inductor son,
efectivamente, activos en plantas de judia, en la misma magnitud que sus homologos
inducidos. Esta caracteristica podria suponer una ventaja para el cultivo bacteriano en
vistas a potenciar la comunicacion con su hospedador en condiciones medioambientales
adversas, evitando el probable deterioro de la misma, y asegurando en la medida de lo
posible la eficacia de la simbiosis que ha establecido con la leguminosa.

Tras inocular plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa con extractos crudos de

factores Nod 10 6 10 M, obtenidos en condiciones de estrés salino (figura 4.26.,
panel B) se observaron interesantes cambios en la morfologia de la raiz con respecto a
las inoculadas con extractos crudos de factores Nod “control” en la misma
concentracion (figura 4.26., panel A). La raiz se observd mas gruesa, corta y sinuosa
que en condiciones control, caracteristica del fenotipo “Tsr” descrito en otras
leguminosas (del inglés “thick and short root) (van Brussel et al., 1982; van Spronsen et
al., 1995). Dicho fendmeno, caracteristico de una respuesta frente al estrés, podria
derivarse del efecto ejercido por los nuevos factores Nod existentes en el extracto (ver
apartado 4.1.3.4.), por moléculas de naturaleza desconocida o por las trazas de sal que

queden solubles en la fraccion empleada tras la purificacion del extracto butanolico.

145



Resultados

Figura 4.26. Raiz de P. vulgaris cv. Negro Jamapa crecida en condiciones control
(0 mM de NaCl, pH 7,0), inoculada con factores Nod de R. tropici CIAT899

(fraccion de 45% AcN, 10° M) obtenidos en condiciones control (0 mM de NaCl,
panel A) y de estrés salino (300 mM de NacCl, panel B).

Por este motivo, se realizaron estudios paralelos con medio minimo B” 300 mM de
NaCl, procesado del mismo modo que si se tratase de un cultivo bacteriano. Asi, se
purifico dicho extracto butandlico y sus fracciones se probaron en plantas tal y como se
indicaba en los ensayos de factores Nod. Sin embargo, no se observoé el fenotipo “Tsr”
en este caso, descartando de este modo las posibles trazas de sal presentes en las
fracciones como causantes del mismo. Por ello, en estudios futuros se deberian aplicar
técnicas de distinta indole que permitan identificar el origen de este nuevo fenotipo (p.
ej. microarrays de genes que se inducen por efecto del estrés en la planta como los
realizados por Ueda ef al. (2004)).

En tercer lugar se ensayaron los factores Nod sintetizados por R. tropici CIAT899
bajo condiciones de estrés acido (medio minimo B™ pH 4,5), denominados comunmente
factores Nod “acidos”. Siguiendo las indicaciones descritas al inicio de este apartado, se
distinguieron dos tipos de factores a ensayar en funcion del buffer empleado en el medio
de cultivo bacteriano: factores de nodulacion sintetizados en un medio 4cido tamponado
con citrato-fosfato (figura 4.27., paneles Al y A2), o tamponado con HOMOPIPES
(figura 4.27., paneles Bl y B2). Se estudiaron igualmente tanto los obtenidos en
presencia de inductor (apigenina 1 puM, inducidos) como en ausencia del mismo (no

inducidos) y se incluyeron dos nuevas condiciones de estudio dentro de este mismo
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ensayo, en funcion del pH de la solucién nutritiva en el que se crezca la planta. De esta
forma, se ensayaron los factores Nod “4cidos” en plantas de judia crecidas en solucion
nutritiva pH 7,0 y en plantas en solucién nutritiva pH 4,5, gracias a que la leguminosa
tolera valores tan bajos de pH como su simbionte. No se logro realizar este desdoble en
las condiciones del test de los factores Nod “salinos” debido a que los cultivares de
Phaseolus que conocemos hasta el presente no toleran una concentracion salina tan

elevada (ver Discusion, apartado 5.2.).

Inducidos No inducidos

Figura 4.27. Nodulos y primordios nodulares tras inocular plantas de P. vulgaris
cv. Negro Jamapa con factores Nod (fraccion 45% AcN, 10” M) sintetizados por R.
tropici CIAT899 en condiciones de estrés acido. Fila A.- condiciones de estrés
acido (pH 4,5, tampon citrato-fosfato) y fila B.- condiciones de estrés acido (pH
4,5, tampon HOMOPIPES). Los cultivos bacterianos fueron inducidos con

apigenina 1 pM (columna de la izquierda). Las plantas se crecieron bajo condicion
control (0 mM de NaCl, pH 7,0).

La figura 4.27., paneles Al y A2, nos muestra el ensayo de actividad biologica
realizado con los factores Nod “acidos” de R. tropici CIAT899 obtenidos en medio
acido (pH 4,5) tamponado con citrato-fosfato, en plantas de judia crecidas a pH 7,0.

Efectivamente, tanto los inducidos como los no inducidos mostraron actividad por igual,
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independientemente de la fraccion del extracto crudo empleada, aunque la fraccion del
60% AcN pudiese ser considerada un poco mas activa que la del 45%. Sin embargo, la
actividad bioldgica de estos factores Nod no fue tan intensa como la registrada para los
factores de nodulacion “control” y “salinos™ (ver figura 4.25.), pues unicamente dieron
lugar a primordios y nodulos cuando la concentracion de uso fue de 10° M, nunca 107
M. Asimismo, estos nodulos y primordios se encontraban en nimeros relativamente
bajos y en una fase de desarrollo temprana, apareciendo por lo general a partir del
séptimo dia de ensayo. No obstante, hemos de indicar que la actividad biologica se
incrementd cuando el valor del pH de la solucion nutritiva de la planta fue 4,5, el mismo
que el del medio de produccién de los factores Nod.

En la figura 4.27., paneles Bl y B2, se muestran por ultimo los ensayos de
actividad biologica de los factores Nod producidos por R. tropici CIAT899 en un medio
acido (pH 4,5) tamponado con HOMOPIPES. En lineas generales, no se observaron
diferencias significativas con respecto a los factores Nod “4cidos” obtenidos en medio
tamponado con citrato-fosfato, a excepcion de una ligera disminucién en la intensidad
de su actividad en cuanto al nimero de primordios observados. Todas las demas

observaciones fueron semejantes a las ya descritas en el ensayo anterior.

4.2.2.3. Estudio de la actividad biologica de las fracciones purificadas de los
factores Nod no inducidos de R. fropici CIAT899: determinacion de los
factores Nod sintetizados en condiciones de estrés abidtico en ausencia de
flavonoide.

Los apartados incluidos en el epigrafe 4.1. de los Resultados justificaron el
fendmeno de sintesis de factores Nod por R. tropici CIAT899 en condiciones de estrés
salino y ausencia de inductor. Igualmente, se inform6 en el apartado anterior que este
mismo comportamiento también se obtuvo bajo condiciones de estrés acido. Si bien
estos hechos se consideraron ciertamente interesantes, mas extraordinaria fue atn la
confirmacion de que, efectivamente, estos factores Nod resultasen ser activos
biologicamente.

Teniendo en cuenta estas premisas, se realizd6 un exhaustivo andlisis de estos
factores, de manera que pudiésemos confirmar la estructura de los mismos mediante

técnicas de Espectrometria de Masas, ya adelantadas para los factores Nod “salinos” en
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el apartado 4.1.3.4.. Con el fin de optimizar el trabajo propuesto, se fraccionaron en
primer lugar los extractos crudos de los factores Nod “salinos” y “acidos” no inducidos,
por separado, mediante HPLC, recogiéndose fracciones en intervalos de 5 minutos para
ser probadas directamente en plantas de judia. Aquellas que resultaron ser
biologicamente activas fueron las que se analizaron primeramente para caracterizar los
factores Nod que seran considerados de aqui en adelante como bioldgicamente activos.
De las restantes fracciones no activas de cada uno de los HPLC, se escogieron seis
alicuotas al azar, tres del HPLC “salino” y tres del HPLC “acido”, con el fin de
confirmar paralelamente la ausencia de factores Nod en ellas.

Las fracciones obtenidas del HPLC de los factores Nod “salinos” no inducidos
que presentaron actividad bioldgica fueron las recolectadas en los minutos 10, 20, 25,
30, 50, 55 y 70 ,(la fraccion del minuto 10 se corresponde con la recogida de muestra
entre los minutos 10 y 14, y asi sucesivamente en intervalos de 5 minutos). Al realizar el
ensayo de actividad bioldgica, todas ellas fueron capaces de formar primordios en
mayor o menor grado de desarrollo, mas nunca se alcanz6 el estadio final de nddulo tras
10 dias de ensayo.

Si retomamos los datos recogidos en la tabla IV.3. (ver Apéndice, p.: 299)
podemos observar como las fracciones del HPLC correspondientes a los minutos 10, 50
y 55 no presentan ningun factor Nod, sin embargo alguna molécula con capacidad
inductora debe estar presente en dichas fracciones. No obstante, éste/os pudieron no ser
identificados en el primer andlisis estructural que se detalla (tabla IV.3.), bien por una
baja concentracion de la muestra o bien por un excesivo “ruido de fondo” del analisis.
Por este motivo, se repitid el andlisis estructural de las fracciones para reconfirmar los
datos previos del analisis de Espectrometria de Masas de la tabla IV.3., a fin de
establecer una relacion razonable entre la composicion de dichas fracciones y sus
respuestas en los ensayos de actividad bioldgica en plantas.

Por el contrario, las fracciones correspondientes a los minutos 20, 25, 30 y 70 si
contienen factores Nod descritos en la tabla IV.3., y efectivamente mostraron actividad
bioldgica, si bien fueron igualmente seleccionadas para el segundo andlisis de
Espectrometria de Masas que corroborase los datos ya presentados.

La figura 4.28. muestra varios ejemplos de la actividad bioldgica registrada por
estas fracciones no inducidas en plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa, donde se

manifiesta claramente la similitud de la morfologia de cualquiera de estos primordios

149



Resultados

con alguno de los observados en los ensayos de los factores Nod obtenidos en

condiciones control (figura 4.25., paneles Al y A2).

Figura 4.28. Primordios nodulares de plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa
inoculadas con las fracciones obtenidas en los minutos A.- 20, B.- 30 y C.- 55,
procedentes del HPLC de los factores Nod de R. tropici CIAT899 obtenidos en
condiciones de estrés salino (300 mM de NaCl) y en ausencia de inductor.

A continuacion, se realiz6 el ensayo de las fracciones recogidas del HPLC de los
factores Nod “4cidos” no inducidos, siguiendo las mismas pautas que para el ensayo
anterior. Unicamente las fracciones de los minutos 10, 15, 25 y 50 mostraron esta vez
actividad biologica, originando primordios en fase de desarrollo muy temprana que
nunca llegaron a constituir nodulos tras 10 dias de ensayo, y cuya estructura fue muy
semejante a la observada en la figura 4.27. para el extracto crudo de los factores Nod
“acidos” no inducidos. Puesto que se identifico nuevamente una fraccion (minuto 10)
que no reportaba factor Nod alguno en un primer andlisis estructural realizado por
nuestro grupo de trabajo (ver Apéndice, p.: 300, tabla IV.6.), y sin embargo presentaba
actividad biologica, se procedid nuevamente a un segundo analisis de Espectrometria de
Masas de las estructuras moleculares contenidas en estas fracciones, a la espera de
encontrar nuevos factores Nod y/o verificar los que ya estaban descritos.

Con el fin de optimizar este segundo estudio estructural de los factores Nod no
inducidos “salinos” y acidos”, se purificaron cada una de las fracciones activas o no,
mediante un segundo analisis de HPLC, de manera que se introdujo de nuevo cada
fraccion recogida del primer HPLC individualmente en el cromatégrafo para poder
eliminar impurezas presentes en la muestra y posibles contaminaciones procedentes de
las alicuotas flanqueantes. De este modo se obtuvieron nuevos cromatogramas de cada
una de las fracciones a analizar, que nos permitiesen desde un principio certificar la

pureza de la muestra. La figura 4.29. nos muestra un ejemplo del cromatograma
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obtenido tras el segundo andlisis de la fraccion recogida en el minuto 20 del HPLC
correspondiente a los factores Nod “salinos” no inducidos de R. tropici CIAT899, la
cual resulto ser biologicamente activa. En ella se puede apreciar el alto grado de pureza
de la muestra, puesto que el méaximo de sefial se registra efectivamente en torno al

minuto 21, minimizdndose el resto de sefiales dispuestas a lo largo del cromatograma.
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Figura 4.29. Cromatograma de HPLC del segundo analisis de la fraccion obtenida
en el minuto 20 del HPLC de los factores Nod sintetizados por R. tropici CIAT899,
bajo condiciones de estrés salino (300 mM de NaCl) y ausencia de inductor.

Este segundo analisis estructural de los factores Nod sintetizados por R. tropici
CIAT899 bajo condiciones de estrés abidtico y ausencia de inductor, se realizdo en
colaboracion con el grupo dirigido por el Dr. Paul Hensbergen, del Departamento de
Parasitologia del Centro Médico Universitario de Leiden (Holanda). La metodologia
empleada fue similar a la utilizada en el primer analisis estructural de estos factores,
detallada ampliamente en el apartado 3.6.2. de Material y Métodos y en el epigrafe
4.1.3.4. de los Resultados, basada en los principios quimicos del analisis por MALDI-Q-
o-Tof-MS. Los datos obtenidos se recogen en las tablas IV.7. y IV.8., correspondientes
a los factores Nod sintetizados por R. tropici CIAT899 en ausencia de inductor y bajo

condiciones de estrés salino (300 mM de NaCl) o acido (pH 4,5) respectivamente.
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Tabla IV.7. Factores de nodulacion bioldgicamente activos sintetizados por R. tropici CIAT899
bajo condiciones de estrés salino (300 mM de NaCl), en ausencia de apigenina. Segundo
analisis.

in:ic;;in Estructura
IV(Ci60, NMe); V(Ci6.0, NMe); V(Cig, S); V(Cis0, NMe, S);
IV(Cis.0, NMe, S); V(Cig.0, NMe); V(Cig, Nme, S); IV(Cys.1, NMe);
10 IV(Cis.1, S); IV(Cis.1, NMe, S); V(Cis.1); V(Cisa, NMe);

V(Cis.1, S); V(Cis.1, NMe; S); V(Cyo.1, NMe);
V(Cyo.1, NMe, S); IV(Cyp.3, NMe); IV-Hex(Cyz.3, NMe);
V(Cy23, NMe); V(Cyp3, NMe, S)

IV(Ci44); V(Cis4:0); V(Ci41, NMe); IV(C 5.0, NMe, S);
20 V(Cis.0, NMe, S); V(Cig.0.0n); IV(Cis.1, NMe, S); V(Cis.1, NMe);
V(Cis.1, NMe, S); V(Ci5.2, NMe)

IV(Ci40); IV(Ci6:0, NMe); V(Cis.0, NMe, S); III-Hex(C,s.1, NMe);
25 IV(Cis.0); IV(Cig.1, NMe); V(Cig.1, NMe); V(Cig.1, NMe S);
IV(Cy0.0, NMe); V(Cyp.0, NMe); V(Cpy:3, NMe)

IV(Ci4.0); IV-Hex(C14.,9); IV-Hex(C\ 4.9, NMe); V(Ci4.0); V(Ci4,9, NMe);
V(Cis:1); HI(Cy:0-0n); HI(Cis.0.0n, NMe); III-Hex(Cig.0.0n, NMe);
IV(Cis.1, NMe, S); IV(Cyg.1.0n, NMe); V (Cys.1, NMe, S); V(Cys, NMe);
V(Cy.0, NMe, S); V(Cyo.1)

30

III(Ci6.0); IV(Ci6.0, NMe); ITI-Hex(C;s.1); III-Hex(C .1, NMe); IV(Cig.9, NMe);
IV(Cis.1); IV(Cig.1, NMe); IV-Hex(C5.1, NMe); V(Cis.1); V(Cis.1, NMe);
V(Cis.2, NMe); V(Cyo.0); V(Ca0:.1); V(Cap.1, NMe, S); IV-Hex(C,y.3, NMe);

IV(Cy23, NMe); V(Csz:3, NMe)

50

HI(Ci60, NMe); IV(Cis.0); V(Cis0); LI-Hex(Cig.1); HI(Cs.1);
II(Cig.1, NMe); [ITI-Hex(C,g.;, NMe); IV(Cig.1); IV(Cig.1, NMe);
V(Cis.1, NMe); TV(Ci5.2, NMe); IV(Cao:0); V(Ca0:1); V(Caz.0-0n, NMe);
III(Cy,3, NMe); IV(Cya3, NMe); V(Csyy.3, NMe)

55

II(C16.0, NMe); IV(Cy5.0, NMe); HI(Cg.1); HI(Cg.1, NMe);
70 II-Hex(C,g.1, NMe); IV(Ci3.1, NMe); V(Cis.1, NMe, S);
IV(Cy.0, NMe, S); V(Cy.0, NMe, S)
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Tabla IV.8. Factores de nodulacion bioldogicamente activos sintetizados por R. tropici CIAT899
bajo condiciones de estrés acido (pH 4.5), en ausencia de apigenina. Segundo analisis.

Fraccion

R Estructura
(min)

IV(Cip.0, NMe); V(Ci24); V(Ciso, S); V(Cis0, NMe); V(Cie0, NMe, S);
II(Cis.0, S); V(Cise0, S); V(Cis:0, NMe, S); IV(Cys.1, NMe);
10 IV(Cis.1, NMe, S); V(Cis.1, S); V(Cis.1, NMe); V(Cis.1, NMe, S);
V(Cyo.0.0m, NMe, S); V(Cyp.1, S); V(Cyp.1, NMe, S);
V(Cpa, NMe); V(Caaz, NMe, S); V(Cpa3, NMe); V(Caa3, NMe, S)

V(Ci2:0); IV(Cis:0-0n); V(Ciso0, NMe, S); V(Cis0-0n);
15 V(Ci6:0-0n, NMe); V(Cig.0, NMe, S); IV(Cy3.1, NMe); IV(Cis.1, NMe, S);
V(Cis.1, S); V(Cis.1, NMe); V(Cig.1, NMEe, S)

25 IV(Ci2:0, NMe); V(Ci40); V(Cis:1, NMe)

IV(Ci6.0); IV(Ci6:0, NMe); V(Cis.0); V(Cig:0, NMe); V(Cis..0n, NMe, Cb);

55
IV(Cis.1); IV-Hex(Cis.1); V(Cis.1); V(Cisa, NMe); V(Cig.o)

Sorprendentemente, se identificaron numerosos factores de nodulacion en todas y
cada una de las fracciones analizadas, de estructuras muy variables, la mayoria ya
publicadas para R. tropici CIAT899 (Morén et al., 2005). Debido a esta gran produccion
de factores Nod, no se consiguié establecer patrones de sintesis especificos para cada
fraccion, a excepcion de una mayor excrecion de factores sulfatados en las fracciones
correspondientes a los primeros minutos del HPLC, donde el porcentaje de agua es
mayor y por lo tanto eluyen antes las estructuras mas hidrofilicas. Asimismo, hemos de
informar la presencia minoritaria de factores Nod de estructuras no descritas hasta la
fecha, si bien se trata de estudios atin muy preliminares, por lo que se disefiaran trabajos
futuros que permitan confirmar estas nuevas moléculas.

Tal y como se dispuso al inicio de este epigrafe, se seleccionaron paralelamente al
azar 3 fracciones no activas biologicamente del HPLC de los factores Nod “salinos” no
inducidos (minutos 15, 40 y 75) y 3 de los “acidos” (minutos 20, 40 y 70) con el fin de
someterlas igualmente a los estudios de analisis estructural detallados previamente. Este
ensayo tenia como objetivo la confirmacion de la ausencia de factores Nod en cada una
de esta fracciones, ya que no mostraron actividad bioldgica alguna en las plantas donde
fueron ensayadas. Sin embargo, se hallaron de nuevo factores Nod en todas las

fracciones seleccionadas, a excepcion de la fraccion 70 acida, de estructuras similares a
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los ya caracterizados en las fracciones activas no inducidas e incluso a los factores Nod
sintetizados en condiciones control e inducidos por apigenina. Los datos de este analisis
vienen recogidos en la tabla IV.9. Paralelamente, la tabla IV.10. (ver Apéndice, p.: 300)
recoge un estudio comparativo del conjunto de factores Nod sintetizados por R. tropici

CIAT899 en ambas condiciones de estrés abidtico, en ausencia de inductor.

Tabla IV.9. Factores de nodulacion no activos biologicamente, sintetizados por R.
tropici CIAT899 bajo condiciones de estrés salino (300 mM de NaCl) o estrés acido (pH 4.5),
en ausencia de apigenina. Segundo analisis.

Condicion  Fraccion (min) Estructura

IV(Ci6:0-0n, NMe); IV(Cig.9, NMe); IV(Ci3.9, NMe, S);
15 V(Cis.0, NMe); V(Cig,0, NMe, S); V(Capyp, S); IV(Cyo.1, NMe, S);
V(Cy.1, NMe, S);

300 mM de 40
NaCl IV(Ci40, NMe); IV(Ci6.0); V(Cieo); IV(Cig1); IV(Cis.1, NMe);
V(Cis.1, NMe)
75 )
IV(Ci2.0, NMe); V(Ci2, NMe); IV(Ci4.1); V(Cig1);
20
IV(Cis.1); V(Cis.)
pH 4.5 40 IV(Ci40); V(Ci40); V(Ci40, NMe)
70 IV(Cis:0, NMe); V(Cis.0); V(Ciso, NMe); V(Cy.1); V(Cao.1, NMe)

4.2.2.4. Estudio de la actividad biologica de los factores Nod de R. tropici RSP900
pCV3804, pCV38 y pCV61, obtenidos en condiciones control y de estrés
salino, en presencia y ausencia de inductor, en plantas de P. vulgaris cv.
Negro Jamapa.

Los estudios llevados a cabo en el apartado 4.1.5. nos permitieron establecer las
bases preliminares de la regulacion de la sintesis de los factores Nod de R. tropici
CIAT899 bajo condiciones de estrés salino. Gracias a los perfiles de CCF de los factores
Nod codificados por determinados cosmidos del banco de genes de esta bacteria
(pCV3804, pCV38 y pCV61) fuimos capaces de confirmar la existencia de cierto factor
molecular presente en el pSym, de naturaleza ain desconocida e independiente del gen
nodD]1, crucial en la regulacion de la sintesis de factores Nod por R. tropici CIAT899 en

condiciones de estrés salino (300 mM de NaCl) y ausencia de inductor.
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Como ya indicamos en la figura 4.13., las cepas R. tropici RSP900 (R. tropici
CIAT899 curada de su pSym) con los cosmidos pCV3804 o pCV38 sintetizaban
factores Nod unicamente en aquellas condiciones de estudio, tanto control como de
estrés salino, inducidas por apigenina 1 pM, y tan s6lo el cosmido pCV61 sintetizd y
excretd factores Nod en todas las condiciones de estudio, dado que presenta una
expresion constitutiva que le confiere el promotor de Kanamicina que influye al gen
nodA. Ante estas premisas, nos propusimos verificar si todos los factores Nod detallados
anteriormente resultaban ser bioldgicamente activos o no en plantas de P. vulgaris cv.
Negro Jamapa, con el fin de corroborar mediante metodologias alternativas a la CCF la
hipotesis expuesta acerca del proceso de regulacion de los genes de nodulacion bajo
condiciones de estrés salino. Al mismo tiempo, estos ensayos nos permitiran discutir
acerca de la especificidad y/o necesidad de ciertos radicales en la estructura de los
factores Nod ensayados. La sintesis de dichos factores se llevo a cabo nuevamente bajo
condiciones control y de estrés salino (300 mM de NaCl), en presencia y ausencia de
inductor, empleando esta vez una tnica concentracion de trabajo (10 M) para cada una
de las fracciones del extracto crudo empleadas (20, 45 y 60% AcN). El estudio se
realizd siguiendo la misma metodologia ya empleada en los anteriores estudios de
actividad biologica (apartados 4.2.2.1. y 4.2.2.2.).

En primer lugar, se ensayaron sobre plantas de judia los factores Nod sintetizados
por R. tropici RSP900 pCV61 bajo condiciones control y de estrés salino, inducidos o
no por apigenina 1 puM. Todos ellos registraron una intensa actividad biologica,
mostrando numerosos nodulos para cada fraccion del extracto crudo ensayada. De este
modo, quedod confirmada la expresion constitutiva del césmido pCV61 totalmente
independiente de flavonoide, ya adelantada por las técnicas de CCF (figura 4.13., panel
D) ademds de la extraordinaria capacidad de estos factores Nod de desarrollar
estructuras nodulares en plantas de judia.

Seguidamente, se estudid la actividad bioldgica de los factores Nod de R. tropici
RSP900 pCV38, el cual recordemos codifica para toda la region de los genes de
nodulacién de R. tropici CIAT899, incluido el gen nodDI. El ensayo de los factores
sintetizados tanto en condiciones control como de estrés salino (300 mM de NaCl)
mostrd un perfil similar al registrado para los factores Nod “control” de la cepa parental
(figura 4.25., paneles Al y A2): numerosos nddulos y primordios tras afiadir los factores
Nod (fracciones del 45 y 60% AcN) sintetizados tras induccién con apigenina, y

ausencia total de los mismos al emplear las fracciones del extracto crudo de los no
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inducidos. De hecho, no existe produccion de factores Nod por parte de esta cepa en
ausencia de inductor, bajo condiciones control o de estrés salino (ver figura 4.13., panel
C, carriles 1 y 3).

En ultimo lugar se ensayaron los factores de nodulacion sintetizados por la cepa R.
tropici RSP900 pCV3804, la cual exclusivamente porta los genes nodDI1nodABCS y
parte de nodU. Este ensayo registrd6 un perfil de actividad bioldgica idéntico al
observado para R. tropici RSP900 pCV38: formacion de nddulos y primordios
unicamente al emplear factores Nod (fracciones del 45 y 60% AcN) sintetizados tras
induccion con apigenina 1 puM, tanto en condiciones control como de estrés salino.
Recordemos de nuevo que R. fropici RSP900 pCV3804 no sintetiza factores de
nodulacién en ausencia de flavonoide bajo ninguna condicion de ensayo (ver figura
4.13., panel B, carriles 1 y 3).

La figura 4.30. muestra varios ejemplos de la actividad bioldgica registrada por
los factores Nod de R. tropici RSP900 pCV61, pCV38 y pCV3804 en plantas de P.
vulgaris cv. Negro Jamapa, sintetizados bajo condicion control adicionada de apigenina
1 uM. En ella podemos comprobar la similitud de la morfologia de cualquiera de estos
primordios con alguno de los registrados por los factores Nod “control” de R. tropici

(figura 4.25., paneles Al y A2).

Figura 4.30. Nodulos y primordios nodulares de plantas de P. vulgaris cv. Negro
Jamapa, inoculadas con factores Nod (fraccion 45% AcN, 107 M), sintetizados
bajo condiciones control, y tras induccidn por apigenina 1 uM, por las cepas: panel
A.- R. tropici CIAT899, panel B.- R. tropici RSP900 pCV61, panel C.- R. tropici
RSP900 pCV38 y panel D.- R. tropici RSP900 pCV3804.
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Los resultados obtenidos nos permitieron no sélo corroborar los datos mostrados
en el apartado 4.1.5. referentes a la regulacion del proceso de sintesis de los factores
Nod, sino también ratificar los resultados descritos por Folch-Mallol et al. (1996), quien
postulaba que el grupo sulfato no era imprescindible para la nodulacién de R. tropici
CIAT899 en P. vulgaris. Esta afirmacion se puede ratificar gracias al empleo de la
bacteria R. tropici RSP900 pCV3804, la cual contiene unicamente los genes
nodDInodABCS y parte de nodU y carece, por lo tanto, de los genes nodHPQ que
codifican para el radical sulfato.

Esta cepa sintetiza factores Nod que son bioldgicamente activos aun careciendo
del grupo sulfato (ver figura 4.13., panel B, carril 2), al mismo tiempo que es capaz de
nodular plantas de judia de forma semejante a la cepa parental, R. tropici CIAT899, tal y

como se puede observar en la figura 4.31..

Figura 4.31. Nodulos y primordios de plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa
crecidas en condiciones control (0 mM de NaCl, pH 7,0) inoculadas con 20 pL de
un cultivo 10° UFC/mL de las cepas: Panel A.- R. tropici CIAT899 y panel B.- R.
tropici RSP900 pCV3804.
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4.3.Estudio del empleo de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR) en la simbiosis rizobio-
leguminosa, bajo condiciones control y de estrés
salino.

La duplicacion en la produccion de alimentos agricolas durante los tltimos afios
estuvo asociada con incrementos en la fertilizacion de nitrégeno, de fosforo, en la
irrigacion y en la expansion del area de siembra de cultivos. Sin embargo, el empleo
irracional de estas estrategias ha ocasionado a menudo dafios significativos sobre la
salud del suelo (Tilman, 1999). Todos estos efectos podrian ser minimizados si se
desarrollasen practicas agricolas mas respetuosas con el medio ambiente, que
incorporasen técnicas como la utilizacion de agentes biofertilizadores y de biocontrol
(Bloemberg & Lugtenberg, 2001).

En este sentido, se ha observado que ciertas bacterias rizosféricas, denominadas
PGPR, son capaces de actuar como coadyuvantes en el establecimiento de la simbiosis
sin que se hayan determinado exactamente todos los mecanismos moleculares por los
que se produce dicho efecto. Este desconocimiento impide establecer procedimientos de
manejo y desarrollo de inoculantes mixtos que serian de gran ayuda para incrementar la
produccion de leguminosas como P. vulgaris (judia) y G. max (soja), quienes, tal y
como se adelant6 en los apartados 1.2.3. de Introduccion y 4.1.1. de Resultados, gozan
de gran importancia a nivel mundial al constituir parte de la dieta fundamental para la
alimentacion de la poblacion de muchos paises de forma directa o indirecta.

Por este motivo, se estableci6 como tercer objetivo de esta Tesis Doctoral la
caracterizacion de la interaccidon rizobio-PGPR-leguminosa, tanto de forma conjunta

como entre rizobio-PGPR y leguminosa-PGPR.

4.3.1. Estudio de la interaccion rizobio-PGPR bajo condiciones
control de crecimiento.

Determinadas ramas cientificas dedicadas al estudio de la simbiosis rizobio-

leguminosa, como el caso de la biologia, bioquimica y genética, han experimentado un
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gran auge durante la Gltima década (Smith & Fedoroff, 1995; Flores et al., 1999). Por el
contrario, procesos referentes a la comunicacion entre las distintas bacterias que se
encuentran en la rizosfera no han recibido la suficiente atencion. De hecho, la mayoria
de las interacciones consideradas hasta hoy engloban tnicamente un patégeno y un
rizobio o bacteria PGPR, lo cual pone de manifiesto la simplicidad con la que se afronta
el estudio de estas relaciones. Sin embargo, una alternativa para la mejora de la
comunicacion interbacteriana y sus consecuentes efectos beneficiosos en la rizosfera
seria el empleo de combinaciones adecuadas de rizobacterias, particularmente aquellas
que mostraran mecanismos de accidon complementarios y/o habilidades distintas

(Whipps, 2001).

4.3.1.1. Estudio del crecimiento de cepas que nodulan P. vulgaris y G. max en
presencia del liquido metaboélico (LM) de PGPRs y viceversa.

Con el fin de caracterizar las posibles interacciones entre bacterias beneficiosas
que pudieran cohabitar en la rizosfera de judia y soja, se establecié como primer punto
de nuestro estudio el crecimiento bacteriano de cada una en presencia del LM obtenido
de haber cultivado a otra bacteria. Se resolvio emplear el LM de cada bacteria ya que la
mayoria de las interacciones bacterianas vienen mediadas por factores sintetizados y
excretados por las propias bacterias que modulan determinadas rutas metabolicas en la
pareja (Pace, 1997) (sirva de ejemplo el mecanismo de “quorum-sensing” (Gonzalez &
Marketon, 2003)).

Se seleccionaron como rizobios a estudiar las cuatro cepas indicadas en los
apartados anteriores (R. tropici CIAT899, R. etli ISP42 y E. fredii SMH12 y HH103), y
como bacterias PGPR las estirpes Pseudomonas fluorescens WCS417r,
Chryseobacterium balustinum Aur9 y Azospirillum brasilense Sp7. La seleccion de
dichas PGPRs se fundamentd en trabajos previos que demostraron su amplia y
provechosa actividad promotora del crecimiento vegetal (Pieterse et al., 1996;
Gutiérrez-Maiiero et al., 2003; Dobbelaere et al., 2001).

De este modo, se establecieron diversas condiciones de estudio, de manera que se
hizo crecer a cada uno de los rizobios en distintas combinaciones de los LM de las
PGPR, y viceversa, todas en proporcion 1:1 (1.- LM puro, 2.- LM + agua, 3.- LM +
medio minimo 6ptimo (MMO), 4.- MMO y 5.- MMO + agua). Las figuras 4.32., 4.33.,

4.34. y 4.35. (ver Apéndice, pp.: 303-306) nos muestran las curvas de crecimiento
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registradas para cada uno de los rizobios seleccionados, bajo las distintas
combinaciones anteriormente establecidas de los LM de las PGPR. Los cuatro rizobios
seleccionados para este estudio mostraron frente al LM de P. fluorescens WCS417r y
C. balustinum Aur9 (curvas—#— , graficos A y B, respectivamente) un crecimiento
semejante al que desarrollaron dichos rizobios en su MMO (curva ), aunque los
valores de turbidez para E. fredii HH103 disminuyen a partir de las 50 horas de
crecimiento posiblemente por agotamiento de algin nutriente esencial (figura 4.35.,
graficos A y B, curva—e— ).

En las gréficas indicadas anteriormente, se puede observar que los LM de P.
Sfluorescens WCS417r y C. balustinum Aur9, a pesar de estar diluidos en proporcion 1:1
con agua (curvas —®— ) permiten el crecimiento de los cuatro rizobios con valores de
D.O. semejantes a los registrados en la condicion control (MMO, curva ),
fundamentalmente en etapas tempranas del crecimiento.

La seleccion del medio mineral B como MMO de P. fluorescens WCS417r y de
los cuatro rizobios podria considerarse una ventaja a la hora de la produccion industrial
de coinoculantes constituidos por estas estirpes, no sélo por tratarse del mismo MMO
para ambos grupos de bacterias, sino también por la aparente ausencia de influencia
negativa de P. fluorescens WCS417r sobre el crecimiento de los rizobios. Asimismo,
los cambios efectuados en la composicion de medio B~ (sustitucion del manitol por la
glucosa y la adiciéon de casaaminoacidos, ver Material y Métodos, apartado 3.3.1.)
derivaron en el empleo de un nuevo MMO para la bacteria C. balustinum Aur9 (B Glu-
cas), cuyo LM tampoco modificé significativamente el crecimiento rhizobiano, a
excepciodn de la estirpe E. fredii HH103.

Sin embargo, cuando se crecieron los cuatro rizobios en presencia del LM de A.
brasilense Sp7 (figuras 4.32., 4.33., 4.34. y 4.35., grafico C, curvas —#—1y diluido con
agua 1:1, curvas —®— ), no se registraron cambios en la D.O.¢ponm de los cultivos
durante el ensayo. Este hecho podria atribuirse a varias razones como, por ejemplo, la
presencia en el LM de moléculas inhibidoras sintetizadas y excretadas por 4. brasilense
Sp7, o bien que los compuestos presentes en LM no pudiesen ser asimilados y
degradados por los rizobios, o quizas ausencia de nutrientes por agotamiento de los
mismos, o que el pH del LM limite el crecimiento.

Los resultados mostrados en las curvas correspondientes al crecimiento de cada
uno de los rizobios en presencia de la combinacion LM A. brasilense Sp7:MMO (B")

(ver Apéndice, pp.: 305-308, figuras 4.32., 4.33., 4.34. y 4.35., grafico C, curva )
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confirman la necesidad por parte de los rizobios de moléculas presentes en su MMO
que deben estar ausentes en el LM de la PGPR. De hecho, el MMO de Sp7 (Ntb)
contiene acido malico, que es una fuente de carbono utilizada por algunos rizobios. Sin
embargo el crecimiento de los cuatro rizobios en medio con 4cido mélico como fuente
de carbono descarto6 esta idea.

Se realizaron igualmente las curvas de crecimiento de las PGPRs en el LM de los
rizobios, utilizando las mismas combinaciones establecidas para el estudio anterior. Asi,
se obtuvieron los distintos graficos representados en las figuras 4.36., 4.37. y 4.38. (ver
Apéndice, pp.: 309-311), donde el panel A corresponde al crecimiento de las PGPRs en
el LM de R. tropici CIAT899, el B al LM de R. etli ISP42, C de E. fredii SMH12 y D de
E. fredii HH103. Se observa claramente como para el caso de la cepa P. fluorescens
WCS417r (figura 4.36.) su crecimiento en presencia del LM de cualquier rizobio (curva
—*— ) no sufri6 modificacion alguna con respecto a la condiciéon de crecimiento
control (MMO, curva ). Una posible explicacion para este fenomeno podria ser el
empleo del mismo MMO para los rizobios y la PGPR (medio minimo B"), tal y como se
indic6 anteriormente, afianzando atin mas su potencial como buena asociacion desde el
punto de vista de compatibilidad de crecimiento. Al mismo tiempo nos indica que los
productos metabdlicos eliminados por los rizobios al medio no afectan el crecimiento de
P. fluorescens WCS417r.

Por el contrario, los perfiles de crecimiento de C. balustinum Aur9 y A. brasilense
Sp7 (figuras 4.37. y 4.38.) si registraron cambios significativos. Aquellas condiciones
de estudio donde el medio de crecimiento constaba simplemente del LM del rizobio
(curva —#— ), y diluido con agua 1:1 (curva —®— ) resultaron ser un medio de
crecimiento no adecuado para ambas PGPRs, puesto que los valores de D.O.g00nm
alcanzados dificilmente equipararon a los correspondientes a la condicidon control
(MMO, curva ). Sin embargo, bajo la combinaciéon LM rizobio:MMO de PGPRs
(curvas ), tanto C. balustinum Aur9 como A. brasilense Sp7 mostraron un rapido
crecimiento exponencial, mayor que el desarrollado en su medio control (MMO, curva

), aunque posteriormente los valores disminuyen.

Paralelamente a los estudios de curvas de crecimiento, se realizaron ensayos de
difusion en placas de agar para demostrar de una forma alternativa que los LM de cada
una de las PGPR no afectasen significativamente al crecimiento de los rizobios, e
inversa. La metodologia empleada se describe ampliamente en el apartado 3.3.5. de

Material y Métodos, donde se detallan extensamente todas las combinaciones
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bacterianas empleadas. Tras 96 horas de incubacion de cada una de las cepas en placas
con medio sélido y el LM de la correspondiente pareja, no se observo ningun halo de
inhibicién del crecimiento, descartando nuevamente cualquier tipo de interaccion
negativa entre las bacterias objeto de estudio.

Los resultados obtenidos en este Ultimo ensayo, junto con los anteriores de las
curvas de crecimiento, nos permiten apoyar la teoria expuesta por Cattelan et al. (1999),
quienes postulaban que las PGPRs empleadas en coinoculacion con rizobios no deben

tener efectos negativos sobre éstos.

4.3.1.2. Estudio de la expresion de los genes nod y la biosintesis de los factores
Nod de cepas que nodulan P. vulgaris cv. BBL y G. max cv. Osumi, en
presencia del LM de las PGPRs seleccionadas.

Truchet et al. (1991) demostraron que los factores Nod sintetizados por los
rizobios en respuesta a los moléculas reguladoras excretadas por la planta son esenciales
para la induccion y posterior desarrollo del nodulo en el hospedador. En el apartado
4.1.1.2. se mencionaron diversos factores abioticos que puede modificar dichas
moléculas y, consecuentemente, comprometer el desarrollo de la simbiosis. Sin
embargo, también se han de tener en cuenta la posible influencia de factores bidticos
como la coinoculacion con PGPRs.

Los resultados anteriores mostraron que existe una compatibilidad mayor entre los
cuatro rizobios y las PGPR P. fluorescens WCS417r y C. balustinum Aur9 que frente a
A. brasilense Sp7. Estos hechos podrian ser de gran beneficio en el desarrollo de
inoculantes mixtos para judia y soja empleando estas asociaciones compatibles. En base
a estos resultados, se propuso determinar si la compatibilidad entre PGPR y rizobio
existia también en la expresion de los genes nod y la posterior produccion de factores
Nod por los 4 rizobios, comprobando que los perfiles cromatograficos de los mismos no
se vieran alterados por la presencia de la PGPR.

La figura 4.39. (paneles A) nos confirma que no existen cambios significativos en
los perfiles de los factores Nod sintetizados por los rizobios en presencia del LM de
cualquiera de las tres PGPR utilizadas (condiciones 2, 3 y 4, carriles positivos) con

respecto a los producidos en condicién control (carril 1 positivo).
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Figura 4.39. Efecto de los LMs de las PGPRs P. fluorescens WCS417r, C. balustinum
Aur9 o A. brasilense Sp7 sobre la expresion de los genes de nodulacion de simbiontes
de judia y soja. Panel A.- Analisis por CCF de los factores Nod marcados
radiactivamente con '*C N-acetilglucosamina. Panel B.- Actividad p-galactosidasa de
los rizobios, portadores del plasmido informador pMP240. Condiciones: 1, medio B; 2,
LM de P. fluorescens WCS417r; 3, LM de C. balustinum Aur9 y 4, LM de A.
brasilense Sp7. Se afiadié 1 pM del inductor correspondiente en las condiciones con
signo positivo (+) (apigenina para R. tropici CIAT899, naringenina para R. etli ISP42 y
genisteina para E. fredii SMH12 y HH103). Los datos se obtuvieron en base a §
repeticiones independientes =+ la desviacion estandar.
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Adicionalmente, se estudid la expresion de los genes nod en estas mismas
condiciones de estudio con el fin de establecer una correlacion entre los factores Nod
sintetizados y la actividad de los genes que los codifican, tal y como se realizo en el
apartado 4.1.4.2.. De este modo, se incubaron los cuatro rizobios, portadores todos ellos
del plasmido informador de la actividad B-galactosidasa (pMP240) que nos indicara el
nivel de expresion de los genes nod en cada condicion de estudio.

La figura 4.39., paneles B, barras 2, 3 y 4 positivas, muestra como la presencia de
los LM de las PGPRs en el medio permite la expresion del sistema reportero, con
algunas variaciones en los valores de la unidades Miller, siendo mayores en general
cuando el LM es de P. fluorescens WCS417r y C. balustinum Aur9 que cuando es de 4.
brasilense Sp7. A pesar de esta induccion, los niveles de B—galactosidasa no alcanzaron
valores semejantes a los de la condicion control (figura 4.39., paneles B, barra 1
positiva). Asimismo, se corrobor6 que algunos de los LM utilizados podrian tener
moléculas con capacidad de induccion de los genes nod de algunos de los rizobios en
estudio (paneles B, barras 2, 3 y 4 negativas). Se observo como el LM de P. fluorescens
WCS417r induce la expresion de los genes nod de R. tropici CIAT899 y E. fredii
HH103, aunque en menor medida (figura 4.39., paneles B, carril 2 negativo).

En funcién de los datos mostrados podemos concluir que, efectivamente, los LM
de las PGPRs estudiadas estarian afectando la expresion de los genes de nodulacion,
exceptuando el caso de E. fredii HH103 en el LM de C. balustinum Aur9 adicionado de
genisteina 1 pM, quien registr6 un nivel de expresion similar al obtenido en la
condicién control (figura 4.39., panel B, barras 3 y 1 positivas respectivamente).
Igualmente, tampoco podemos establecer una relacion entre la sintesis de factores Nod
y actividad B—galactosidasa para ninguno de los rizobios estudiados.

En el apartado 4.3.1.1. de los Resultados se puntualizé como la mayoria de las
interacciones microbianas que tienen lugar en la rizosfera estin mediadas por
componentes excretados por los propios microorganismos. Sin embargo, existen
mecanismos alternativos de comunicacion mediante los cuales estas poblaciones
rizosféricas interactian entre si de una forma mas directa, por ejemplo, mediante la
formacion de biofilms (Costerton et al., 1995; Fujishige et al., 2006), originando asi

posibles cambios sobre otros microorganismos.
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Por este motivo, nos propusimos confirmar que la interaccion directa entre las
PGPRs y los rizobios no modifican la pauta de sintesis de sus factores de nodulacion.
En la figura 4.40. se nos muestran los perfiles cromatograficos de los factores Nod de
cada rizobio coinoculados con cada una de las PGPRs estudiadas, donde ciertamente
podemos observar que no existen cambios significativos en dichos perfiles como

consecuencia de la presencia directa de las PGPRs en el medio de ensayo.
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Figura 4.40. Cromatografia en capa fina de los factores Nod sintetizados por cepas
que nodulan P. vulgaris y G. max, en presencia de P. fluorescens WCS417r (panel
A), C. balustinum Aur9 (panel B) y A. brasilense Sp7 (panel C). Condiciones: 1, R.
tropici CIAT899; 2, R. etli ISP42; 3, E. fredii SMHI12; 4, E. fredii HH103 y 5,
PGPR empleada en cada panel. Se afiadié 1 uM del inductor correspondiente a
cada rizobio en los carriles positivos (+) (apigenina para R. tropici CIAT899,
naringenina para R. et/li ISP42 y genisteina para E. fredii SMH12 y HH103).

Resumiendo los resultados obtenidos en el conjunto del apartado 4.3.1. podemos
concluir a priori que no existen interacciones negativas significativas entre ambos
grupos de rizobacterias (rizobios y PGPRs) en pardmetros determinantes de la eficacia

de un inoculante (crecimiento bacteriano y sintesis de factores de nodulacion).

4.3.2. Estudio de la interaccion leguminosa-PGPR en condiciones
control y de estrés salino.

En el apartado 1.3.2. de la Introduccion se detallaron ampliamente diversos

mecanismos mediante los cuales las bacterias PGPRs pueden promocionar el
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crecimiento vegetal. Entre ellos se especificaban algunos como la produccién de
auxinas, incremento de la fijacién del nitrégeno o produccion de antibidticos que
protegen a la planta de microorganismos patogenos. Sin embargo, son pocos los
mecanismos demostrados inequivocamente como protectores frente al estrés salino.

No obstante, aquellas PGPRs encontradas en asociacion con plantas que crecen
de forma permanente bajo condiciones de estrés, incluida una alta salinidad del medio,
deben haberse adaptado a este entorno hostil y seguramente procuren un beneficio
significativo a su hospedador, como es el caso de los ejemplos descritos por Mayak et

al. (2004a, 2004b).

4.3.2.1. Estudio de la actividad inductora de los exudados de P. vulgaris cv. BBL y
G. max cv. Osumi sobre los genes nod de sus simbiontes correspondientes,
obtenidos en presencia de C. balustinum Aur9, en condiciones control y de
estrés salino.

La presencia de microorganismos en la rizosfera incrementa generalmente la
exudacion por parte de la planta, sobre todo por el consumo que hacen del exudado, lo
cual conlleva un aumento en el gradiente de concentracion que fuerza el proceso de
exudacion. No obstante, existen otros mecanismos por los cuales determinadas
rizobacterias estimulan y modifican la exudacion de la planta mediante, por ejemplo, un
aumento de la permeabilidad de las células vegetales (Prikryl & Vancura, 1980),
forzando la exudacion de determinados compuestos como las opinas (Kim & Farrand,
1998) o simplemente metabolizandolos, como es el caso de ciertos rizobios (Steele et
al., 1999).

Ante estos antecedentes, no es de extrafiar que el empleo de PGPRs como
coinoculantes comerciales pueda modificar la exudacion de la planta, vy,
consecuentemente, alterar positiva o negativamente la simbiosis rizobio-leguminosa.
Por este motivo, resolvimos estudiar el posible efecto que las PGPRs incluidas en este
trabajo pudiesen tener sobre la produccion y funcionalidad de los exudados de judia y
soja, obtenidos bajo condiciones control y de estrés salino. Puesto que los efectos de
dicho estrés sobre la simbiosis rizobio-leguminosa constituyen el principal objeto de
estudio de esta Tesis Doctoral, se centrd este apartado en el estudio de la PGPR C.
balustinum Aur9, la cual ha demostrado la capacidad de conferir resistencia al estrés

salino en plantas de Arabidopsis (Gutiérrez-Maiiero et al., 2003).
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Para ello, se empleo la técnica de andlisis de la actividad B-galactosidasa para
estudiar el nivel de expresion de los genes de nodulacion y los estudios por
cromatografia en capa fina para examinar los factores Nod sintetizados por las cuatro
cepas de rizobio en cada condicion de ensayo, tal y como ya se determiné en el apartado
4.2.1.1.. Adicionalmente, se volvid a incorporar los datos de dicho apartado, a fin de
facilitar el estudio comparativo de los resultados que se obtengan en presencia de la
PGPR C. balustinum Aur9 con respecto a los ya registrados en ausencia de la misma.

La figura 4.41. nos muestra el estudio simultaneo de los perfiles cromatograficos
de los factores Nod sintetizados por los rizobios nodulantes de judia R. tropici CIAT899
(panel Al) y R. etli ISP42 (panel B1), en relacidon con la actividad -galactosidasa de
cada cepa (panel A2 y B2 respectivamente), frente a exudados obtenidos de plantas de
judia crecidas en presencia ( ) o ausencia de C. balustinum Aur9, y bajo
condiciones control (0 mM de NaCl) o de estrés salino (50 mM de NaCl). Los signos
positivos indican la adicion de flavonoide inductor de los genes nod, propio de cada
cepa, a una concentracion final de 1 pM (apigenina para R. tropici CIAT899 y
naringenina para R. etli ISP42). Asimismo, se incluyeron condiciones de estudio en el
medio minimo B’, con o sin flavonoide 1 uM, y el exudado con flavonoide 1 uM, a
modo de control interno del ensayo.

Ya en el apartado 4.2.1.1. se pudo apreciar como la actividad de los genes de
nodulacion se afectd notablemente para los rizobios nodulantes de judia en presencia de
estrés salino, originando un leve descenso en la produccion de factores Nod, siendo
mayor el efecto para la cepa R. etli ISP42 (figura 4.15., panel B1). De forma semejante,
la presencia de la rizobacteria C. balustinum Aur9 en plantas de judia también podria
modificar la exudacion de la misma.

La estirpe R. tropici CIAT899 registr6 dos cambios significativos en el perfil
cromatografico de sus factores Nod cuando fue inducida por exudados de judia
obtenidos en presencia de C. balustinum Aur9 con respecto a los exudados obtenidos en
ausencia de la PGPR. En el panel Al, carril 2 negativo, correspondiente a los factores
Nod sintetizados por R. tropici CIAT899 tras induccion con exudados de judia control,
se puede observar una banda cromatografica correspondiente a los factores Nod
sintetizados. Sin embargo, cuando esta cepa fue inducida por exudados control
obtenidos en presencia de C. balustinum Aur9 (panel Al, carril 3 negativo), no se

observé produccion alguna de factores de nodulacion. Este fendmeno podria justificarse
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por la disminucion simultdnea de la expresion de los genes nod en estas condiciones
(panel A2, carril 3 negativo respecto a 2 negativo). No obstante, no se corresponde con
lo observado en las mismas condiciones adicionadas de apigenina 1 pM, donde también
se registrd una disminuciéon en la actividad P—galactosidasa (panel A2, carriles 3
positivo frente a 2 positivo), més acusada incluso que en ausencia de flavonoide, y sin
embargo R. tropici CIAT899 si sintetiz6 factores Nod, al igual que ya hiciese en

ausencia de C. balustinum Aur9 (panel Al, carril 3 positivo frente a 2 positivo).
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Figura 4.41. Efecto de los exudados de P. vulgaris cv. BBL obtenidos bajo
condiciones control (0 mM de NaCl) y de estrés salino (50 mM de NaCl), en presencia
y ausencia de , sobre R. tropici CIAT899 y R. etli ISP42. Paneles
Al1-Bl.- Andlisis de los factores Nod producidos en presencia de “c N
acetilglucosamina. Paneles A2-B2.- Actividad B-galactosidasa de las cepas de rizobio,
portadoras del plasmido informador pMP240. Condiciones: 1, medio minimo B’ 2,
exudado control (0 mM de NaCl); 3, exudado control + Aur9; 4, medio minimo B™ 50
mM de NaCl; 5, exudado 50 mM de NaCl y 6, exudado 50 mM de NaCl + Aur9. Se
afiadi6 1 uM del inductor correspondiente en las condiciones con signo positivo (+)
(apigenina para R. tropici CIAT899 y naringenina para R. et/i ISP42). Los datos se
representan en base a 8 repeticiones independientes + la desviacion estandar.
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Cuando R. tropici CIAT899 fue inducido con exudados de judia salinos (50 mM
de NaCl) obtenidos en presencia de C. balustinum Aur9, los niveles de actividad [3-
galactosidasa disminuyeron en la misma proporcion que los exudados control. Sin
embargo, no se registré una disminucién paralela en la produccion de factores Nod
puesto que, en ausencia de inductor (panel Al, carril 6 negativo) R. tropici CIAT899
mostro sintesis de factores de nodulacion, y en presencia de inductor (panel Al, 6
positivo) la capacidad de sintesis fue incluso superior a la registrada en la condicion
salina exenta de C. balustinum Aur9 (panel A1, carril 5 positivo).

Al igual que R. tropici CIAT899, R. etli ISP42 mostré cambios significativos en la
pauta de sintesis de factores Nod bajo la influencia de exudados de judia obtenidos en
presencia de C. balustinum Aur9. Como puede observarse en la figura 4.41., R. etli
ISP42 no sintetizd factores Nod tras ser inducida por exudados control obtenidos en
presencia de la PGPR (paneles B1, carril 3 negativo) a diferencia de la induccion por
exudados control obtenidos en ausencia de ella (panel B1, carril 2 negativo). De nuevo
podemos relacionar este fendmeno con la disminucion de la expresion de los genes nod
inducidos por exudados obtenidos en presencia de C. balustinum Aur9 con respecto a
los obtenidos en ausencia de la misma (panel B2, barra 3 negativa frente a 2 negativa).
Por el contrario, no ocurre asi en la condicion adicionada de flavonoide, donde si bien
los niveles de actividad -galactosidasa registrados por R. etli ISP42 tras ser inducida
por exudados obtenidos en presencia de C. balustinum Aur9 disminuyen un 80% con
respecto a los obtenidos en ausencia de la misma (panel B2, barras 3 y 2 positivas
respectivamente), el perfil cromatografico de los factores Nod sintetizados en dichas
condiciones no varia (panel B1, carriles 3 y 2 positivos).

A continuacion, se estudié el efecto de la presencia de C. balustinum Aur9 sobre
la capacidad inductora de los exudados de plantas de soja (G. max cv. Osumi),
siguiendo las mismas pautas establecidas para el ensayo anterior con los exudados de
judia. Asi, la figura 4.42. nos muestra los estudios de actividad -galactosidasa (paneles
A2 y B2) y CCF de los factores Nod (paneles Al y B1) de las dos estirpes nodulantes
de soja, E. fredii SMH12 y HH103, inducidas por exudados de soja obtenidos en
presencia o ausencia de la PGPR, bajo condiciones control y de estrés salino (50 mM
NaCl). Todas las condiciones indicadas se estudiaron en presencia y ausencia de
genisteina 1 pM como flavonoide inductor (signos positivo y negativo,

respectivamente).
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Figura 4.42. Efecto de los exudados de G. max cv. Osumi, obtenidos bajo condiciones
control (0 mM de NaCl) y de estrés salino (50 mM de NaCl), en presencia y ausencia de
, sobre E. fredii SMH12 y HH103. Paneles A1-B1.- Andlisis de los
factores Nod producidos en presencia de “c N-acetilglucosamina. Panel A2-B2.-
Actividad B-galactosidasa de las cepas de rizobio, portadoras del plasmido informador
pMP240. Condiciones: 1, medio minimo B~ 2, exudado control (0 mM de NaCl); 3,
exudado control + Aur9; 4, medio minimo B 50 mM de NaCl; 5, exudado 50 mM de
NaCl y 6, exudado 50 mM de NaCl + Aur9. Se afadi6 1 uM de genisteina en las
condiciones con signo positivo (+). Los datos se representan en base a 8 repeticiones

independientes + la desviacion estandar.

E. fredii SMH12 mostré cambios significativos en la sintesis de factores Nod bajo

la influencia de exudados de soja obtenidos en presencia de C. balustinum Aur9. Como

puede observarse en la figura 4.42., SMHI12 no sintetizo factores Nod tras ser inducida

por exudados control obtenidos en presencia de la PGPR (panel Al, carril 3 negativo) a

diferencia de la induccion por exudados control obtenidos en ausencia de ella (panel A1,

carril 2 negativo). Sin embargo, cuando el exudado probado fue obtenido bajo

condiciones de estrés salino y presencia de la PGPR (panel Al, carril 6 negativo), E.
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fredii SMH12 recobro la capacidad de sintesis de factores Nod. En cuanto a la actividad
B-galactosidasa registrada por dicha cepa en estas condiciones, se observa nuevamente
la débil correlacion existente entre este parametro y la tasa de produccioén de factores
Nod, puesto que los elevados niveles de actividad enzimatica que E. fredii SMH12
mostro tras ser inducida con exudados control obtenidos en presencia de la PGPR (panel
B, barra 3 negativa) se contradicen con la carencia de factor Nod sintetizado en dicha
condicion (panel A, carril 3 negativo).

Por el contrario, E. fredii HH103 no sufri6 cambios notables cuando fue inducida
con exudados de soja obtenidos en presencia de C. balustinum Aur9 con respecto a los
obtenidos en ausencia de los mismos. En la figura 4.42., panel Bl, observamos
efectivamente que el perfil de los factores Nod de HH103 permanece invariable tanto si
se han empleado exudados control obtenidos en presencia de la PGPR (carriles 3
positivo y negativo) como en ausencia de la misma (carriles 2 positivo y negativo).
Igual sucede con los exudados salinos (carriles 6 positivo y negativo frente a 5 positivo
y negativo respectivamente), si bien hemos de indicar una menor intensidad de las
bandas correspondientes a la condicion no adicionada de flavonoide (carriles 6 y 5
negativos respectivamente), debido quiza a una disminucién paralela de la expresion de
los genes nod. Ciertamente, E. fredii HH103 resulto ser la estirpe que mostré mayor
relacion entre los niveles de actividad P-galactosidasa y el perfil de factores Nod
sintetizados, siendo al mismo tiempo la cepa que registr6 los mayores niveles de
actividad 3-galactosidasa de los cuatro rizobios estudiados.

Resumiendo los datos analizados en las figuras 4.41. y 4.42., podemos confirmar
que la presencia de la rizobacteria C. balustinum Aur9 debe originar cambios, de
naturaleza aun desconocida, en la composicion de los exudados de judia y soja, puesto
que la actividad inductora de los mismos sobre los genes nod rizobianos es diferente a la

de exudados obtenidos en ausencia de dicha PGPR.

4.3.2.2. Estudio por HPLC y Espectrometria de Masas de los exudados de raices

de P. vulgaris cv. BBL y G. max cv. Osumi, obtenidos en presencia de C.
balustinum Aur9, en condiciones control y de estrés salino.

Puesto que el apartado 4.3.1.2. mostré que no existian relaciones negativas a

priori entre los rizobios estudiados y C. balustinum Aur9 a nivel de sintesis de factores

de nodulacion, nos inclinamos a pensar que los cambios registrados en el apartado
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anterior acerca de la induccion de los genes nod por exudados de judia y soja obtenidos
en presencia de C. balustinum Aur9 sean consecuencia directa de cambios que la PGPR
origine en la composicion de los exudados. Varios autores indican que la presencia de
ciertas bacterias en la rizosfera modifican la pauta de exudacioén de la planta (Cooper,
2004), y puesto que actualmente se consideran dichos cambios como el punto de partida
de la regulacion de la interaccion tripartita rizobio-PGPR-leguminosa (Antunes et al.,
2006), se estim6 conveniente el anélisis por HPLC y Espectrometria de Masas de estos
exudados, a fin de poder confirmar los cambios propuestos en la naturaleza y cuantia de
sus flavonoides. La metodologia empleada fue similar a la ya descrita en el apartado
4.2.1.2. y, nuevamente, se han incorporado los datos mostrados en dicho apartado para
facilitar el estudio comparativo de la composicion de los exudados obtenidos en
presencia de C. balustinum Aur9 con respecto a los obtenidos en ausencia de la misma.
La tabla IV.11. recoge los flavonoides identificados en los exudados de P.
vulgaris cv. BBL obtenidos en presencia de C. balustinum Aur9, en condiciones control
y de estrés salino, en contraste con los determinados en exudados recolectados en
ausencia de la PGPR. Como puede observarse, los cambios en la composicion del
exudado de judia obtenido en presencia de C. balustinum Aur9 y bajo condiciones de
crecimiento control son importantes en cuanto a su comparacion con los recogidos en
ausencia de la misma. Solo se registraron 6 flavonoides en esta nueva condicion frente a
los 8 identificados en el control, de perfil de sintesis ligeramente distinto, puesto que
desaparecieron los flavonoides daidzeina, isoliquiritigenina, quercetina y luteonina,
mientras que al mismo tiempo se detectaron nuevos como la lisetina y apigenina. En
cuanto a su pauta de glicosilacion, no se registraron cambios significativos en la misma.
De forma semejante, la pauta de sintesis de flavonoides de los exudados obtenidos
en condiciones salinas (50 mM de NaCl) y presencia de C. balustinum Aur9 también se
vi6 alterada por accion de la rizobacteria, siendo ésta la condicién que registr6 menor
nimero de flavonoides de entre todas las estudiadas en los exudados de judia. Se
determinaron unicamente 5, frente a los 7 correspondientes a la condicion 50 mM de
NaCl y ausencia de Aur9, desapareciendo la daidzeina y quercetina, y manteniéndose
los cuatro flavonoides comunes a todas las condiciones de estudio: umbeliferona,
naringenina, hesperetina y 4,7’-dihidroxiflavona. Al igual que en la condicion de
ausencia de sal en el medio, no se modifico el perfil de glicosilacion de los flavonoides,

independientemente de la presencia o no de la PGPR.
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Tabla IV.11. Flavonoides identificados en exudados de P. vulgaris cv. BBL obtenidos en
condiciones control (0 mM de NaCl) y de estrés salino (50 mM de NaCl), en presencia y
ausencia de

Judia Control Judia Estés Salino
Umbeliferona (+0,8 min) Umbeliferona (+0,8 min)
Naringenina (+0,35 min) Naringenina

Hesperetina Hesperetina
Daidzeina (+2,4 min) Daidzeina (+0,2 min)
4,7’-Dihidroxiflavona (+1,0; +2,8 min) 4,7’-Dihidroxiflavona (+0,8; +2,8 min)
Isoliquiritigenina (-4,4 min) Isoliquiritigenina (-4,5 min)
Quercetina (+3,1 min) Quercetina (+0,3 min)

Luteonina (+0,4 min)

Judia Estrés Salino +
Judia Control +

Umbeliferona (+1,3 min) Umbeliferona (+1,3 min)
Naringenina (+0,4 min) Naringenina (+0,5 min)
Hesperetina (+0,2) Hesperetina (+0,7 min)
4,7’-Dihidroxiflavona (+1,0; +2,8 min) 4,7’-Dihidroxiflavona (+0,8; +2,8 min)
Lisetina Isoliquiritigenina (-4,5 min)

Apigenina (+1,1 min)

La tabla IV.12. nos muestra los flavonoides identificados en los exudados de G.
max cv. Osumi obtenidos en presencia de C. balustinum Aur9, bajo condiciones de
crecimiento control y de estrés salino (50 mM de NaCl), en comparacién con los
determinados en los exudados recolectados en ausencia de la PGPR. Se puede apreciar
como la tendencia de disminucion en el niumero de flavonoides sintetizados por la
planta en presencia de C. balustinum Aur9 es comun a judia y soja, tanto en exudados
obtenidos en condiciones control como de estrés salino. En condiciones de ausencia de
sal y presencia de la PGPR, so6lo se pudieron registrar 6 flavonoides frente a los 8
detectados en ausencia de la rizobacteria, si bien no se identificé ninguno nuevo.

Los cambios en el patron de sintesis fueron aun mas considerables para los
exudados de soja obtenidos en condiciones de estrés salino y presencia de C. balustinum
Aur9. En esta condicion se identificaron tUnicamente 4 flavonoides, descritos

previamente en la condicion de estrés salino y ausencia de la PGPR, y que, al igual que
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para los exudados de judia, resultaron ser los flavonoides comunes a las 4 condiciones
de estudio. Su perfil de glicosilacion fue idéntico al mostrado en presencia de sal y

ausencia de C. balustinum Aur9.

Tabla IV.12. Flavonoides identificados en exudados de G. max cv. Osumi obtenidos en
condiciones control (0 mM de NaCl) y de estrés salino (50 mM de NaCl), en presencia y
ausencia de .

Soja Control

Soja Estrés Salino

Umbeliferona (+1,2 min)
Naringenina (+0,5 min)
Apigenina (-5,8; -3,5)
4,7’-Dihidroxiflavona (-1,9 min)
Isoliquiritigenina (-4,5 min)
Quercetina (+1,0 min)
Genisteina (-5,2 min)

Daidzeina (-1,9 min)

Umbeliferona (+1,4 min)
Naringenina (+0,6 min)
Apigenina (-3,4 min)
4,7’-Dihidroxiflavona (-1,8; +1,3; +3,1 min)
Isoliquiritigenina (-4,0 min)
Quercetina (+0,3 min)

Morina

Soja Control +

Soja Estrés Salino +

Umbeliferona (+1,4 min)
Apigenina (-3,3)
4,7’-Dihidroxiflavona (-1,8 min)

Isoliquiritigenina (-4,0 min)

Umbeliferona (+1,6 min)
Apigenina (-3,2 min)
4,7’-Dihidroxiflavona (-1,6; +1,4; +3,2 min)

Isoliquiritigenina (-3,8 min)

Genisteina (-5,0 min)

Daidzeina (-1,8 min)

Analizando el conjunto de los datos presentados en ambas tablas, podemos
confirmar finalmente que la presencia de la PGPR C. balustinum Aur9 modifica
cualitativamente el perfil de produccion de flavonoides de las plantas P. vulgaris cv.
BBL y G. max cv. Osumi, disminuyendo la diversidad de flavonoides sintetizados tanto
en condiciones de exudacion control (0 mM de NaCl) como de estrés salino (50 mM de
NaCl). Ciertamente, esta modificacion en la exudacion de flavonoides por parte de la
leguminosa, puede explicar los bajos niveles de induccidon que muestran los ensayos de
actividad B-galactosidasa de los exudados de judia y soja obtenidos en presencia de la

PGPR (figuras 4.41. y 4.42., paneles A2-B2, barras 3 y 6 negativas) con respecto a los
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obtenidos en ausencia de la misma (barras 2 y 5 negativas). Sin embargo, no consiguen
explicar ciertos perfiles de produccion de factores Nod como el mostrado por la cepa E.
fredii SMH12 frente a exudados de soja obtenidos en presencia de Aur9 en condiciones

salinas (figura 4.42., panel Al, carril 6 negativo).

4.3.3. Estudio de la interaccion rizobio-PGPR-leguminosa en
condiciones control y de estrés salino.

El empleo de microorganismos rizosféricos beneficiosos, como inoculantes de
diversos cultivos de interés agrondmico, es una practica bien conocida cuya finalidad
principal es incrementar los rendimientos del cultivo. Si bien existe una larga
experiencia muy positiva en la aplicacion de los inoculantes de
Rhizobium/Bradyrhizobium sp./leguminosas, el potencial de otros microorganismos
rizosféricos sobre los vegetales, mediante mecanismos diferentes de la FBN, ha
despertado un creciente interés cientifico y, en algunas situaciones, interés comercial.
Por esta razon, en los ultimos afos, estudios dedicados a la caracterizacion de
combinaciones adecuadas rizobio-PGPR que permitan un rendimiento mayor del cultivo
de las leguminosas gracias a los efectos sinérgicos de ambos han ido en aumento (p. €j.
Okon et al., 1998; Lata Saxena & Tilak, 2000). Sin embargo, todos estos estudios
deberian incluir necesariamente la leguminosa, puesto que el sistema triple rizobio-
PGPR-leguminosa serd el que finalmente determine la eficacia del empleo de estos
coinoculantes, ya que existen muchos pardmetros propios del hospedador (p. ej.
exudacion) que influyen positiva o negativamente sobre la actividad de la comunidad

microbiana (Bertin ef al., 2003).

4.3.3.1. Estudio de la actividad biologica de R. tropici CIAT899 y E. fredii
SMH12, en plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa y G. max cv. Osumi,
preinoculadas con C. balustinum Aur9, bajo condiciones control y de
estrés salino.

Estudios de Antunes et al. (2006) proponen que el efecto de la comunidad
adyacente al sistema tripartito rizobio-micorriza-leguminosa puede modificar los
mecanismos de sefalizacion entre los integrantes del sistema, manifestandose dichos

cambios como alteraciones en los estadios iniciales de la simbiosis. Puesto que los

180



Resultados

estudios llevados a cabo en el apartado 4.3.2. confirmaron que la presencia de la
rizobacteria C. balustinum Aur9 altera significativamente el perfil de exudacion de
plantas de judia y soja (via de comunicaciéon de la leguminosa para con sus cepas
nodulantes), resolvimos estudiar algunos aspectos de las fases iniciales de la simbiosis
de los rizobios seleccionados para nuestro estudio con sus hospedadores
correspondientes en presencia de dicha PGPR.

Para ello, se repitieron los ensayos de actividad bioldgica detallados en el apartado
4.2.2., empleando por segunda vez la estirpe R. tropici CIAT899 como cepa nodulante
de P. vulgaris cv. Negro Jamapa y E. fredii SMH12 como nodulante de G. max cv.
Osumi. Las condiciones de ensayo establecidas fueron nuevamente control (solucion
nutritiva Fahraeus 0 mM de NaCl, pH 7,0) y de estrés salino (solucién nutritiva
Féhraeus 25 mM de NaCl, pH 7,0). Tal y como se indic6 previamente, la PGPR
seleccionada fue la estirpe C. balustinum Aur9.

Bajo condiciones de crecimiento control, se inoculd un primer grupo de plantas de
P. vulgaris cv. Negro Jamapa con la PGPR C. balustinum Aur9. Tras un periodo
minimo de 15 horas, se inoculd con R. tropici CIAT899 este mismo grupo de plantas y
otro semejante pero carente de la PGPR. A la finalizacién del ensayo (ver Material y
Meétodos, apartado 3.8.5.), no se observé diferencias significativas entre las plantas con
in6culo simple (R. tropici CIAT899) y las plantas con inoculo doble (C. balustinum
Aur9 + R. tropici CIAT899). Sin embargo, cuando las condiciones de estudio fueron
estresantes para la planta, esto es solucion de crecimiento Fahraeus 25 mM de NaCl, la
promocion por parte de la PGPR fue mucho mas acusada que en condiciones control,
puesto que permitid que la planta mantuviese, en lineas generales, las mismas
caracteristicas que ésta mostraba bajo condiciones control. Por el contrario, aquellas que
carecian de la PGPR sufrieron un retroceso generalizado en su desarrollo como
consecuencia del estrés salino, tal y como se detalld anteriormente en el apartado
4222..

Efectivamente, parametros indicativos de la eficacia de la simbiosis rizobio-
leguminosa, como son el desarrollo nodular, nimero de primordios y nodulos y
desarrollo vegetativo de la planta, resultaron favorecidos en aquellas condiciones de
estrés salino en que la judia fue inoculada con la PGPR previo a la inoculacion con el
rizobio, en comparacion con las que Unicamente fueron inoculadas con R. tropici
CIAT899. Asi, a los cinco dias del inicio del ensayo, las plantas de judia con el in6culo

doble, crecidas en condiciones de estrés salino (25 mM de NaCl), mostraban un mayor
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desarrollo vegetativo que aquellas que fueron inoculadas Unicamente con R. tropici

CIATR899, tal y como podemos observar en la figura 4.43..

R. tropici CIAT899 R. tropici
+ C. balustinum Aur9  CIAT899

Figura 4.43. Desarrollo vegetativo de plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa
inoculadas con R. tropici CIAT899 + C. balustinum Aur9 o R. tropici CIAT899.
Las plantas, crecidas en solucion Féhraeus 25 mM de NaCl, fueron fotografiadas al
quinto dia de ensayo.

Seguidamente, la figura 4.44. nos muestra nuevos aspectos de la promocion del
crecimiento de plantas de judia por parte de la PGPR C. balustinum Aur9, bajo
condiciones de estrés salino. Se observa como la cantidad y el tamaiio de los nodulos de
las plantas de judia inoculadas con la mezcla R. tropici CIAT899 + C. balustinum Aur9
( ) es significativamente mayor con respecto a los observados en plantas
inoculadas exclusivamente con R. tropici CIAT899 (panel C, sefialados con flechas).

Paralelamente, esta promocion en la tasa de nodulacion y tamafio de los nodulos
se puede extrapolar a estadios mas tempranos del proceso simbiodtico rizobio-
leguminosa, puesto que los primordios nodulares observados en las plantas inoculadas
con la mezcla rizobio-PGPR ( ) se encontraban mucho mas desarrollados que los
observados en aquellas plantas inoculadas unicamente con el rizobio (panel D),

alcanzando la mayoria de ellos el estado final de nédulo.
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Figura 4.44. Detalle de raiz (panel A-C) y nddulos y/o primordios nodulares
(panel B-D) de plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa inoculadas con R. tropici
CIAT899 + C. balustinum Aur9 (columna izquierda, ) o con R.
tropici CIAT899 (columna derecha, recuadro rojo), ambas bajo condiciones de
estrés salino 25 mM de NaCl. La duracion de ambos ensayos fue de 10 dias.

A continuacion, se realiz6 el mismo ensayo de actividad bioldgica para plantas de
soja con su inoculante correspondiente, E. fredii SMH12, en presencia de la rizobacteria
C. balustinum Aur9. Igualmente, se volvieron a establecer las condiciones de estudio
control y de estrés salino (25 mM de NaCl), manteniéndose el protocolo de inoculacion
con la PGPR minimo 15 horas (generalmente 48 horas) antes de anadir el rizobio al
soporte de ensayo. De forma similar a los resultados mostrados en el apartado 4.2.2.1.,
las plantas crecidas en condiciones estresantes mostraron un retraso del desarrollo
vegetativo, con una leve disminucion de la tasa de nodulacion, y nodulos y primordios
en fases de desarrollo més bien tempranas. Sin embargo, a diferencia de lo detallado
anteriormente para el ensayo de judia, no se registraron diferencias significativas entre

los in6culos dobles y simples, tanto en condiciones control como de estrés salino, para
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ninguno de los pardmetros objeto de estudio (biomasa, tamafio y nimero de nodulos y
desarrollo de primordios nodulares). Las plantas crecidas en condiciones control con los
in6culos dobles o simples no mostraron diferencias significativas entre ellas. La figura
4.45. nos muestra un ejemplo del desarrollo vegetativo de plantas de G. max cv. Osumi
crecidas bajo condiciones de estrés salino (25 mM de NaCl) e inoculadas con C.

balustinum Aur9 + E. fredii SMH12 o E. fredii SMH12 sélo.

E. fredii SMH12 +  E. fredii
C. balustinum Aur9 SMH12

Figura 4.45. Desarrollo vegetativo de plantas de G. max cv. Osumi inoculadas con
E. fredii SMH12 + C. balustinum Aur9 o E. fredii SMH12. Las plantas, crecidas en
solucion Fahraeus 25 mM de NaCl, fueron fotografiadas al quinto dia de ensayo.

Los resultados mostrados nos permiten presuponer una posible actividad
protectora de la PGPR C. balustinum Aur9 frente al estrés salino en plantas de P.
vulgaris cv. Negro Jamapa, si bien este efecto no es extrapolable a plantas de G. max cv.
Osumi. No obstante, estos datos deberian ser corroborados a escalas superiores de
experimentacion y tiempos mas largos que permitan confirmar esta ventajosa cualidad
de C. balustinum Aur9 en soportes de ensayo mas en consonancia con los sistemas

empleados en test de nodulacion.
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4.3.3.2. Ensayos de nodulacion de R. tropici CIAT899 y E. fredii SMH12 en
plantas de P. vulgaris cv. BBL y G. max cv. Osumi, respectivamente, en
presencia o ausencia de C. balustinum Aur9, bajo condiciones control y de
estrés salino.

En funcion de los resultados obtenidos en los epigrafes anteriores, nos propusimos
como ultimo apartado de esta Tesis Doctoral confirmar la actividad protectora frente al
estrés salino de la PGPR C. balustinum Aur9 en plantas de judia y soja en niveles
superiores de experimentacion. Consecuentemente, se estudiaron diversos parametros
indicativos de la tasa de FBN, tanto en condiciones control como de estrés salino, con el
fin de poder comparar la eficacia de los inoculantes simples y dobles en ambas
condiciones. Asi, se establecieron como nuevos soportes de ensayo macetas de arena de
cuarzo estéril donde se realizaron ensayos de nodulacion de 28 dias de duracion, cuya
preparacion y manejo vienen ampliamente detallados en el apartado 3.8.6. de Material y
Métodos.

En primer lugar, se llevaron a cabo ensayos preliminares de tolerancia a la sal de
cultivares de judia (P. vulgaris cv. BBL) y soja (G. max cv. Osumi), estableciéndose
finalmente 25 mM de NaCl como la concentracion de ensayo para condiciones de estrés
salino, de forma que se puedan observar facilmente los efectos negativos de la sal sobre
ambos cultivares, sin llegar a comprometer en exceso su crecimiento.

Desafortunadamente, no se pudo unificar la condicion de estrés salino en este caso
con la establecida en los apartados 4.2.1. y 4.3.2. (50 mM de NaCl) como consecuencia
de la larga duracion de los ensayos de nodulacion (minimo 28 dias) puesto que el
desarrollo vegetativo de las plantas alcanzaba un estado critico debido a un posible
acumulacion de la sal en el soporte de ensayo. Ciertamente, las condiciones de estrés
salino que se fijen para un determinado estudio en un soporte concreto no deben ser
siempre equiparables a las condiciones de otro ensayo de metodologia diferente (ver
Discusion, apartado 5.2.).

La figura 4.46. muestra detalles de las consecuencias negativas que la sal ejerce
sobre plantas de judia como por ejemplo el color amarillo de las hojas, retraso en el
desarrollo y disminuciéon de biomasa entre otros. Estos efectos comenzaron a ser
visibles a partir del 5 dia de ensayo, y fueron en aumento sustancialmente con el paso
del tiempo hasta la finalizacién del mismo. Por el contrario, las plantas de soja no
mostraron un retraso en el crecimiento tan notable como las de judia en condiciones de

estrés salino.
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Figura 4.46. Plantas de P. vulgaris cv. BBL crecidas bajo condiciones de
crecimiento control (0 mM de NaCl, panel A) y de estrés salino (25 mM de NaCl,
panel B). El tiempo de ensayo mostrado es de 8 dias para ambas condiciones.

Una vez establecido el valor de 25 mM de NaCl como la condicidon de estrés
salino para las plantas de judia y soja, se inocularon ambos cultivares con sus
respectivos simbiontes (R. tropici CIAT899 y R. etli ISP42 para judia y E. fredii
SMH12 y HH103 para soja), en combinacion o no con C. balustinum Aur9, tanto en
condiciones de crecimiento control como de estrés salino. Nuevamente, la respuesta de
ambas leguminosas a los inoculos dobles (PGPR + rizobio), creciendo tanto en
condiciones control como salinas moderadas, mostraron una tendencia diferente.

La tabla IV.13. muestra en primer lugar los resultados obtenidos en los test de
nodulacién de plantas de judia, tanto en condiciones control como de estrés salino, con
indculos simples (rizobio) o dobles (rizobio + PGPR). En ausencia de sal, la capacidad
de nodulacion de la estirpe R. etli ISP42 fue superior a la de R. tropici CIAT899, si bien
el peso unitario de los nddulos (PUNOD) de las plantas inoculadas con esta ultima fue
significativamente mayor. Cuando se ensayaron los indculos dobles, la tasa de
nodulacion de R. etli ISP42 disminuy6 sorprendentemente, mientras que incrementd
cuantiosamente el peso seco de la parte aérea (PSPA) en las plantas inoculadas con la
mezcla R. tropici CIAT899 + C. balustinum Aur9. Este parametro siempre fue
significativamente mayor para cualquier tratamiento que para las plantas no inoculadas
(testigo).

En condiciones de estrés salino y ausencia de rizobio y/o PGPR, el cultivar BBL

de P. vulgaris vio reducido su desarrollo vegetativo, tanto el PSPA como el peso seco
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de la raiz (PSR), en comparacion con las plantas control, de forma semejante a lo
observado en los ensayos de actividad bioldgica del apartado anterior. Esta disminucién
se hizo extensiva a la mayoria de los tratamientos simples y dobles, siendo superior a un
40% para practicamente todos los pardmetros estudiados. El tratamiento con R. etli
ISP42, con o sin C. balustinum Aur9, es un claro reflejo de este fendmeno. Todos sus
parametros de estudio se vieron disminuidos bajo condiciones de estrés salino frente a
los registrados en condicion control. Alin mas, el tratamiento con el coinoculante R. etli
ISP42 + C. balustinum Aur9 registrd soélo el 55% de los nodulos contabilizados cuando
se empled el inoculante simple R. et/i ISP42, indicativo de un efecto negativo de la

PGPR sobre el proceso de nodulacion bajo condiciones de estrés salino.

Tabla I1V.13. Parametros de nodulacion de P. vulgaris cv. BBL en condiciones control (0 mM
de NaCl) y de estrés salino (25 mM de NaCl), con inoculos simples (R. tropici CIAT899 o R.
etli ISP42) o dobles (R. tropici CIAT899 o R. etli ISP42 + ). Los datos se
representan en base a 6 ensayos independientes, con un analisis ANOVA de la desviacion
estandar (P<(0,05). Las letras “a”, “b” y “c” identifican grupos de datos significativamente
distintos dentro de una misma columna, las letras “A”, “B” y “C” grupos de datos
significativamente distintos para una misma cepa en todas las condiciones ensayadas
(tratamiento doble-simple y condicion control-salina) para un determinado parametro.

Condiciones Control Condiciones Salinas
i (0 mM de NaCl) (25 mM de NaCl)
Indculos 5
PSPA N® PSR PSPA N* PSR
(mg) NOD" (mg)" (mg)' NOD" (mg)"
CIAT899 762bB 242bA 343bA 577aA 311bC 253a 170bB  401aA
A
1027 a 487 a 11906
N 327bA 377bA 590aA BC B 278 aA 186bB
ISP42 647bA 704aA 380bA 339bA 312bB 207a 188bB 169bB
BC

657bA 423bB 317bA 416bA 279bcB 87bC 172bB 199bB

Testigo 420 cA 0 S03aa 0 240cB 316aB 0

i PSPA (peso seco de parte aérea)

ii. ~ N°NOD (niimero de ndédulos por planta)
iii. PSR (peso seco de raiz)

iv.  PUNOD (peso seco unitario de noédulos)

Por otro lado, la respuesta de las plantas de judia bajo condiciones de estrés salino,

frente al rizobio R. tropici CIAT899, con o sin C. balustinum Aur9, fue mucho mas
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heterogénea. Los pardmetros de nodulacién (N° NOD y PUNOD) en tratamiento con el
indculo simple se mantuvieron dentro de los mismos valores registrados en la condicion
control. Sin embargo, al ensayar el indculo doble R. tropici CIAT899 + C. balustinum
Aur9, ambos parametros sufrieron una acusada disminucion por la presencia de la
PGPR de aproximadamente un 60%. Por el contrario, los valores de los PSPA y PSR
disminuyeron significativamente con respecto a los registrados en la condicion control
cuando se trataron las plantas con el inoculo simple, pero se recuperaron al ser
inoculados con la mezcla R. tropici CIAT899 + C. balustinum Aur9 hasta alcanzar
niveles control.

A continuacion, la tabla IV.14. muestra los datos obtenidos para el ensayo de
nodulacion en plantas de soja por las cepas E. fredii SMH12 y HH103, en combinacion

o no con C. balustinum Aur9.

Tabla I1V.14. Parametros de nodulacion de G. max cv. Osumi en condiciones control (0 mM de
NaCl) y de estrés salino (25 mM de NaCl), con inoculos simples (E. fredii SMH12 o HH103) y
dobles (E. fredii SMH12 o HH103+ ). Los datos se representan en base a 6
ensayos independientes, con un analisis ANOVA de la desviacion estandar (P<0,05). Las letras
“a”, “b” y “c” identifican grupos de datos significativamente distintos dentro de una misma
columna, las letras “A” y “B” grupos de datos significativamente distintos para una misma cepa
en todas las condiciones ensayadas (tratamiento doble-simple y condicion control-salina) para
un determinado pardmetro.

Condiciones Control Condiciones Salinas
, (0 mM de NaCl) (25 mM de NaCl)
Indculos 5
PSPA N PSR PSPA N® PSR
(mg) NOD" (mg)" (mg)' NOD" (mg)"
SMHI12 533 25bB [ 201 ¢B| 1709 a A [440bB| [17bB | |147bB| 859 aB

b AB
703 aA| [52aA | |4022aA] [1663aA [650aA (64aA |353bA] 985aB

HH103 450bB| [35bB | [168cB| [840b A |427bB| |28bB | [175bB| B60aA

557bA| [82aA |328bA| |741bA |407bB| [35bB | 278aA| [745aA

Testigo 455b 0 181c 0 407 b 0 160 b 0
A A A A

i PSPA (peso seco de parte aérea)

ii. ~ N°NOD (mimero de nddulos por planta)
iii. PSR (peso seco de raiz)

iv.  PUNOD (peso seco unitario de nédulos)
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Los datos mostrados indican que esta PGPR puede considerarse altamente eficaz
en el cultivo de soja, puesto que el tratamiento con su indculo doble en condiciones
control duplicé los niveles registrados en el tratamiento con el inoculo simple, de forma
mucho mas acusada para la cepa E. fredii SMH12. Adicionalmente, ejerce un valioso
efecto protector frente a la sal en este cultivar de soja, puesto que el tratamiento con la
mezcla E. fredii SMH12 + C. balustinum Aur9 equipard todos los niveles a los
registrados al inocular con esta mezcla en condiciones control, menos el PUNOD, el
cual fue el tinico parametro que no se incremento6 en la condicion control al inocular las
plantas con el tratamiento doble frente al simple. En funcion de los resultados
presentados podemos afirmar que los inoculantes dobles son significativamente mas
efectivos que los simples en plantas de soja que en judia, y aun mejor la combinacion E.
fredii SMH12 + C. balustinum Aur9 que E. fredii HH103 + C. balustinum Aur9,
hipotesis corroborada por los estudios de Lucas-Garcia et al. (2004a).

En el apartado anterior indicdbamos que la promocion del crecimiento y
nodulacion por parte del C. balustinum Aur9 se observo en plantas de judia y no de
soja, al contrario que lo resultados de nodulacidon aqui referidos. Sin embargo, dicha
promocion fue evaluada en cortos periodos de tiempo en comparacion con los test de
nodulacién realizados, ademds de haberse empleado un cultivar distinto de P. vulgaris.
Por este motivo, nos propusimos realizar una cinética de nodulacion de R. tropici
CIATS899 en plantas de P. vulgaris cv. BBL, en ausencia y presencia de la PGPR, con el
fin de confirmar el efecto protector que C. balustinum Aur9 ejerce frente al estrés salino
en los primeros 10 dias del ensayo.

Asi, la figura 4.47. nos muestra el nimero de nddulos contabilizados en plantas de
P. vulgaris cv. BBL inoculadas con R. tropici CIAT899 exclusivamente o con la mezcla
R. tropici CIAT899 + C. balustinum Aur9, bajo condiciones de crecimiento control y de
estrés salino (25 mM de NaCl), durante un periodo de tiempo de 28 dias.

Como puede observarse en la figura 4.47., la combinacion R. tropici CIAT899 +
C. balustinum Aur9, bajo condiciones control, registr6 un mayor numero de nédulos
que el inoculo simple del rizobio en las mismas condiciones durante los primeros 18
dias del ensayo. A partir de este punto, y hasta la finalizacion del mismo, estos valores
se equipararon. Bajo condiciones de estrés salino, también se observd una leve
promocion de la PGPR en cuanto al numero de nédulos contabilizados por el inoculante
doble de R. tropici CIAT899 + C. balustinum Aur9, si bien no existen diferencias

significativas con respecto al indculo simple.
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Figura 4.47. Estudio de la cinética de nodulacién de R. tropici CIAT899 en plantas de P.
vulgaris cv. BBL, en ausencia o presencia de la PGPR , bajo condiciones
control (0 mM de NaCl) y de estrés salino (25 mM de NaCl). Los datos se representan en base a
3 repeticiones independientes =+ la desviacion estandar.

Estos resultados parecen indicar que el efecto promotor de la nodulacién por parte
de la PGPR C. balustinum Aur9 sobre plantas de P. vulgaris, crecidas en condicion
control, parece estar restringido a los primeros dias de la inoculacion, tal y como
mostraban los ensayos de actividad bioldgica del apartado 4.3.3.1. y la cinética anterior.
La nodulacion se ve significativamente adelantada, si bien a la finalizacion del ensayo

se equiparan los valores entre ambos inoculantes (simples y dobles).
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5. Discusion.

5.1. Efecto del estrés salino sobre el microsimbionte.

5.2. Efecto del estrés salino sobre el macrosimbionte
(leguminosa) y la simbiosis rizobio-leguminosa.

5.3. Estudio del empleo de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPRs) en la simbiosis rizobio-
leguminosa, bajo condiciones control y de estrés salino.

193



INDICE DE FIGURAS DE DISCUSION.

Pagina
5.1. Plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa, crecidas en condiciones control y de
estrés salino (25 y 50 mM de NaCl), en sistemas de recogida de exudados y
tubos de ensayo de actividad biolOZICa.......c..coveevieciieriieiieieeeecee e 217

194



Discusion

5.1. Efecto del estrés salino sobre el microsimbionte.

La familia de las fabaceas o leguminosas establece una relacion simbidtica con el
grupo de bacterias conocidas como “rizobios”, durante la cual las bacterias inducen la
creacion de unos organos en los pelos radicales de la leguminosa (denominados
nodulos), dentro de los cuales se produce la fijacion del nitrogeno atmosférico. De esta
forma, la planta incorpora el nitrogeno necesario para realizar sus funciones
metabolicas, a cambio de sustancias carbonadas que ésta aporta al rizobio (Kahn et al.,
1998).

Estudios previos han indicado que las leguminosas que estan en simbiosis con los
rizobios son mas susceptibles al estrés abidtico que aquellas suplementadas con
nitrégeno mineral (Hungria & Franco, 1993; Hungria & Vargas, 2000). Esto es debido
no so6lo a la influencia de los factores ambientales sobre la planta hospedadora y la
poblacion de rizobios, sino también sobre la propia interacciéon simbiotica. En este
trabajo hemos analizado qué efectos provoca la salinidad sobre el dialogo molecular,
imprescindible para que se produzca el establecimiento de una simbiosis efectiva entre
las leguminosas y los rizobios.

Se seleccionaron como leguminosas de estudio la judia (P. vulgaris) y la soja (G.
max), por su extenso e importante cultivo a nivel mundial, y las cepas de rizobio R.
tropici CIAT899 y R. etli ISP42 como nodulantes de judia, y E. fredii SMH12 y HH103
como nodulantes de soja. La eleccion de la cepa CIAT899 estuvo avalada por la amplia
experiencia que nuestro grupo de trabajo tiene con ella, ademdas de estar catalogada
como una cepa altamente tolerante a distintos tipos de estrés (Hungria et al., 2003),
mientras que la estirpe ISP42 ha sido descrita como una muy eficaz nodulante de judia
aislada del suelo de la provincia de Cordoba (Rodriguez-Navarro et al., 2000).
Paralelamente, se seleccion6 como cepas nodulantes de soja la estirpe modelo HH103
(nodulante de soja de crecimiento rapido, considerada como buena alternativa al
inoculante de soja tipo-USDA-) y la cepa SMH12, ambas E. fredii, si bien la segunda ha
demostrado tener una mayor estabilidad genética, caracteristica que favorece su empleo
en estudios de nodulacion (Buendia-Claveria et al., 1989; Rodriguez-Navarro et al.,
2003).

En primer lugar se abord¢ el estudio del efecto que el estrés salino ejerce sobre el

microsimbionte, estableciendo como punto de partida la determinacion de los valores de
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tolerancia a la sal de cada una de las cuatro cepas. La bibliografia consultada al respecto
es muy heterogénea en cuanto a la definicion de cepa tolerante, puesto que indican los
cambios que se desarrollan en una cepa tolerante o sensible frente a determinado tipo de
estrés (Galinski, 1995; Miller & Wood, 1996), pero no establecen un valor que limite
las caracteristicas de tolerancia y/o sensibilidad de una determinada cepa. Por ello,
consideraremos que una estirpe bacteriana es tolerante cuando, a una determinada
condicion de estrés, los valores de las células viables del cultivo bacteriano no
disminuyan en mas de dos 6érdenes de magnitud exponencial con respecto a la condicion
de crecimiento control. Teniendo en cuenta esta premisa como punto de partida para la
caracterizacion de los inoculantes, se determiné la tolerancia a la sal de las cepas
creciendo las bacterias en medio minimo liquido en distintas concentraciones de NaCl.
La respuesta observada a la sal fue muy diversa puesto que la estirpe E. fredii HH103
toler6 hasta 400 mM de NaCl, mientras que R. tropici CIAT899 y E. fredii SMH12
fueron tolerantes hasta valores de 300 mM, y la cepa R. etli ISP42 no super6 la
concentracion de 100 mM. El recuento de células viables realizado paralelamente nos
confirmaron que R. tropici CIAT899 y E. fredii SMH12 no disminuyeron de forma
significativa cuando se cultivaron en condiciones salinas con respecto a la condicion
control. Sin embargo, las cepas E. fredii HH103 y R. etli ISP42 en presencia de sal
sufren una drastica disminucion en el numero de células viables respecto al control sin
estrés, en un 50 y 80% respectivamente.

En base a estos resultados, hemos conocido el comportamiento de las bacterias
seleccionadas respecto al estrés abidtico estudiado, analizando a nivel basico la
capacidad de respuesta que poseen estos rizobios en condiciones estresantes y la
influencia del mismo en el proceso simbiodtico con la leguminosa. No obstante, el
crecimiento Optimo de estos cultivos bacterianos en condiciones de estrés salino no
asegura un proceso de interaccion eficaz entre el microsimbionte y su hospedador, ya
que existen otros muchos parametros que influyen en la efectividad de una determinada
cepa como inoculante (Soria et al., 2006). De hecho, algunas cepas, aunque toleren
eficazmente el estrés salino, muestran una disminucion significativa en su eficiencia
simbiotica cuando los ensayos de interaccion se realizan en presencia de dicho estrés
(Nair et al., 1993).

Es interesante destacar que el didlogo molecular establecido entre la bacteria y la
planta puede verse afectado por el estrés abiotico, tanto a nivel de las moléculas

excretadas por las plantas (flavonoides) como de las sintetizadas por los rizobios
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(factores de nodulacion). Efectivamente, trabajos previamente realizados en nuestro
grupo de investigacion (Moron et al., 2005) indican que la acidez afecta a la biosintesis
de los factores Nod. Por este motivo, decidimos estudiar el efecto del estrés salino sobre
la sintesis de los factores Nod de las cepas objeto de estudio. En la figura 4.3. se
muestra como, Unicamente la cepa nodulante de judia R. tropici CIAT899, presenta
modificaciones en el perfil cromatografico de sus factores Nod. En condiciones
inducidas por apigenina, no so6lo se increment6 la intensidad de las bandas
cromatograficas ya caracterizadas en la condicion control, indicativo de un aumento de
la cantidad de factores Nod sintetizados, sino que también se observaron nuevas bandas
no descritas anteriormente que podrian corresponderse con nuevos factores Nod de
naturaleza ain no conocida. Al mismo tiempo, se observdo como en condiciones no
inducidas se sintetizaron factores Nod a pesar de la ausencia de flavonoide en el medio,
fendomeno indicativo de una sintesis de factores Nod independiente de la presencia de
inductores en el medio, mediante un mecanismo de desregulacion desconocido.

Estos resultados son semejantes a los descritos por Moron et al. (2005) en esta
misma cepa bajo condiciones de estrés acido, donde se incrementaba la cantidad y
naturaleza de los factores Nod sintetizados en condiciones de estrés acido (pH 4,5)
frente a las condiciones control. Por el contrario, McKay y Djordjevic (1993) indicaron
como la sintesis de los factores de nodulacion disminuia por efecto de las bajas
temperaturas en R. leguminosarum bv. trifolii. Analogamente, el estrés salino podria
tanto incrementar como disminuir la produccion de los factores Nod de las cepas de
rizobios.

Teniendo en cuenta que este fendmeno de incremento de los factores Nod fue
observado unicamente en una estirpe nodulante de judia, nos propusimos ampliar el
estudio a varias cepas pertenecientes a los géneros nodulantes de Phaseolus, para
determinar si se trata de un fendmeno generalizado o no. De este modo, se
seleccionaron como cepas a estudiar a un representante de cada uno de los géneros
aislados de nodulos de judia: R. etli CFN42, R. gallicum bv. gallicum R602 y bv.
phaseoli PhD12, R. giardinii bv. giardinii H152 y bv. phaseoli Ro84, R. leguminosarum
bv. phaseoli TAL1121 y R. tropici CFN299 y CIAT899. Se determin6 en primer lugar
su tolerancia al estrés salino, la cual fue muy variable de unas cepas a otras.

Tal y como ya indicamos en el apartado 4.1.2.1. de los Resultados, R. giardinii bv.
giardinii H152 y bv. phaseoli Ro84, R. gallicum bv. phaseoli PhDI12 y R. tropici
CFN299 y CIAT899 fueron capaces de crecer bajo condiciones de estrés salino 300 mM
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de NaCl, mientras que R. gallicum bv. gallicum R602 sélo registrd crecimiento hasta
200 mM, y R. leguminosarum bv. phaseoli TAL1121 y R. etli CFN42 no pudieron
superar el valor de 100 mM. Esta heterogeneidad en la respuesta fue igualmente descrita
para los estudios desarrollados en condiciones de acidez (Belén Moron, Tesis Doctoral).
Sin embargo, no se pudo establecer correlacion alguna entre los rangos de tolerancia de
un estrés con respecto al otro. Sirva como ejemplo el comportamiento de la cepa R.
giardinii bv. giardinii H152, cuya tolerancia a la acidez no abarcé mas de una unidad
(pH 7,0-8,0) a pesar de tolerar hasta 300 mM de NacCl.

Posteriormente, se estudio la sintesis de los factores Nod de estas cepas nodulantes
de judia bajo condiciones de estrés salino para poder determinar si existe algin cambio
significativo con respecto a los perfiles observados en condicion control. Nuevamente,
se observo una gran variabilidad en la respuesta frente a la sal, puesto que algunas cepas
como R. tropici CFN299 y CIAT899 y R. gallicum bv. gallicum R602 vieron
incrementada su produccioén de factores Nod de forma directamente proporcional a la
concentracion salina del medio, otras no registraron cambio alguno (R. leguminosarum
bv. phaseoli TAL1121 y R. gallicum bv. phaseoli PhD12) y un tercer grupo sufrié una
disminucion en su produccion con concentraciones crecientes de sal (R. etli CFN42, R.
giardinii bv. giardinii H152 y R. giardinii bv. phaseoli Ro84). Esta respuesta tan
heterogénea podria estar relacionada con sus diferentes rangos de tolerancia a la sal.
Efectivamente, los recuentos de células viables de estas estirpes, llevados a cabo en
cada una de las concentraciones salinas de estudio, indicaron que las cepas R. etli
CFN42 y R. giardinii bv. giardinii H152 sufrieron una caida de mas de dos 6rdenes en
el nimero de sus células viables en la condicidon maxima de estrés salino con respecto a
los registrados en condiciones control, fendmeno que justificaria la menor produccion
de factores Nod en estas condiciones de estrés. Sin embargo, la estirpe R. giardinii bv.
phaseoli Ro84 no sufrio tal disminucion en el nimero de células viables en condiciones
salinas con respecto a las cuantificadas en condicion control, a pesar de mostrar una
caida paulatina en la produccion de factores Nod en condiciones de estrés salino.

Asimismo, se realizd el recuento de células viables del resto de las estirpes
estudiadas en condiciones control y de estrés salino, donde, por el contrario, los niveles
de células viables registrados en la condicion de estrés salino fueron semejantes a los
registrados en la condicion control.

El incremento en la sintesis de los factores Nod, observado bajo condiciones

salinas para algunas de las cepas de Rhizobium estudiadas, podria ser una respuesta
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desarrollada por las bacterias para atenuar en lo posible los efectos adversos del estrés
salino sobre el establecimiento de la simbiosis, y ser, por lo tanto, efectiva en la
nodulacion bajo dichas condiciones de estrés. En este sentido, Mhadhbi ef al. (2004)
describieron como M. ciceri resultd ser el inoculante que incrementaba en mayor grado
la tolerancia a la sal de plantas de garbanzo entre otras estirpes ensayadas, dando lugar
un Optimo sistema simbidtico bajo condiciones adversas, tal y como podria suceder con
la interaccion R. tropici CIAT899-P. vulgaris. De hecho, otras cepas altamente
productoras de factores Nod, como es el caso de las estirpes R. etli Scl15 y R. tropici
PRF81, han demostrado ser muy eficientes en la nodulacion de P. vulgaris en
condiciones de campo, incluso en suelos en situaciones de estrés abidtico extremas
(Aguilar et al., 2001; Hungria ef al., 2003).

Igualmente podria tratarse de un mecanismo de proteccion desarrollado por la
bacteria frente a las quitinasas secretadas por la planta, asegurando asi una adecuada
cantidad y proporcion de factores Nod bioldgicamente activos (Staehelin et al., 1994b,
1997, 2000). También cabe la posibilidad de que se trate de una respuesta bacteriana
forzada por el empleo de condiciones de estudio excesivamente artificiales (Spaink et
al., 2000).

Por otro lado, Perret et al. (2000) indicaron que la cantidad de factores Nod
sintetizados por una cepa es un factor mas en la determinacion del rango de hospedador,
teoria que en nuestro caso parece ser mas factible puesto que no se conocen, hasta la
fecha, cultivares de judia que toleren niveles de sal tan elevados como 300 mM de
NaCl. Por esta razén, deberiamos desestimar las hipotesis anteriormente expuestas que
justifican el incremento en la produccion de los factores Nod de los rizobios estudiados
como una medida encaminada a optimizar la simbiosis con su hospedador.

Ciertos autores postulan que algunos de los cambios observados en la fisiologia
bacteriana bajo condiciones de estrés salino se deben a un fenémeno de shock osmotico.
Sin embargo, en la figura 4.7. se observd como los cambios en el perfil cromatografico
de los factores Nod de R. tropici CIAT899 crecido bajo condiciones de estrés salino no
comienzan a aparecer hasta transcurridas 8 horas de incubacion, tiempo que se
considera excesivo para respuestas desarrolladas por un fendémeno de shock. No
obstante, se llevaron a cabo estudios preliminares semejantes a los realizados por
Nagata et al. (1998), en los que se cultivo una alicuota de 100 pl de un cultivo fresco de

R. tropici CIAT899 control (0 mM de NaCl, D.O.¢p0nm= 0,2) en 5 mL de medio B~ 300
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mM de NaCl con apigenina y "C NAcGlu durante 1 hora, para posteriormente proceder
al andlisis de sus factores Nod por CCF. Los factores Nod sintetizados presentaron el
mismo perfil que los observados en condiciones control (datos no mostrados), por lo
que debemos desestimar en un principio el shock osmotico como agente causante de los
cambios observados.

Asimismo, en este trabajo hemos examinado los efectos del NaCl sobre la
expresion de los genes de nodulacion de R. tropici CIAT899, estableciendo como
condiciones de estudio medio minimo B™ 0, 100, 200 y 300 mM de NaCl, en ausencia y
presencia de flavonoide. Para los analisis de expresion génica se utilizaron fusiones del
gen lacZ de E. coli con el gen nodP de R. tropici CIAT899. Los resultados obtenidos
indican un incremento de dicha expresion directamente proporcional al aumento de
concentracion salina del medio, tanto para los cultivos inducidos como no,
corroborando los resultados obtenidos del analisis del perfil de factores Nod mediante
CCF, donde se observa un incremento en la incorporacion de glucosamina marcada
radiactivamente en los factores Nod producidos en condiciones salinas con respecto a la
control (figura 4.7.). Ese fendmeno de incremento de la expresion de los genes nod ya
fue informado, para condiciones de estrés acido, por autores como Angelini et al. (2003)
y Morén et al. (2005). Sin embargo, es la primera vez que se describe al estrés salino
como otro tipo de estrés abiotico inductor de dicha expresion.

Los experimentos de marcaje radiactivo de los factores Nod de R. tropici
CIAT899 sintetizados bajo condiciones de estrés salino mostraron, ademas del ya
comentado incremento en la produccion de factores Nod, la aparicién de nuevas bandas,
ausentes en los perfiles cromatograficos correspondientes a las bacterias crecidas en
condiciones control, que podrian corresponderse con nuevos factores Nod (figura 4.7.).
Curiosamente, son estds nuevas bandas las que aparecen en primera instancia bajo
condiciones de estrés salino, en vez de las comunes a la condicion control. Al mismo
tiempo, a pesar de que la produccion en condiciones de estrés fuese mayor en su
conjunto con respecto a la observada en la condicion control, ésta sufrid un retraso en el
tiempo, no atribuible a una disminucion del nimero de células viables, tal y como nos
indicaba la tabla IV.1., sino posiblemente a un desfase por la puesta en marcha de los
mecanismos de tolerancia de la cepa. Boumahdi et al. (2001) describieron un
mecanismo similar de adaptacion para E. meliloti, B. japonicum y B. elkanii, que
experimentaron un retraso de la fase inicial de crecimiento “lag” al verse sometidas a un

estrés por desecacion.
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Con el fin de confirmar las posibles diferencias entre los factores Nod sintetizados
en condiciones control y de estrés salino 300 mM de NaCl, se llevo a cabo el analisis de
la estructura de los mismos mediante técnicas de Espectrometria de Masas. El analisis
del cultivo inducido por apigenina de R. tropici CIAT899 reveld la existencia de 46
factores Nod distintos, en contraste con los 29 descritos en condiciones control, con los
que unicamente comparte 15. Morén et al. (2005) describieron 52 factores de
nodulacion diferentes sintetizados por esta misma cepa en condiciones de acidez (pH
4,5), de entre los cuales encontramos 17 que son comunes con los sintetizados en estrés
salino y que no estan presentes en la condicion control. En total, R. tropici CIAT899
puede sintetizar 73 factores Nod de composicion estructural diferente.

Es probable que ambos tipos de estrés abiotico empleen la misma regulacion de la
ruta metabolica de sintesis de estos nuevos factores Nod. De hecho, se han descrito
numerosas vias metabodlicas de los estudios fisiologicos en rizobios que son inducidas
por ambos tipos de estrés, como los datos obtenidos por Ricillo et al. (2000), quienes
indicaban como el glutation estd implicado en respuestas frente a estrés osmotico y
acido en R. tropici CIAT899. Otro ejemplo lo constituye E. fredii P220, cuyos niveles
celulares de hosmoperidina parecen estar igualmente regulados por mecanismos
relacionados con su tolerancia al estrés osmotico y acido (Fujihara & Yoneyama, 1993).

Bajo estrés por NaCl, la estructura de los factores Nod incluye modificaciones en
los terminales reductor y no reductor, como p. €j. nuevos acidos grasos saturados,
insaturados e hidroxilados, de 10 a 22 atomos de carbono, considerados radicales
imprescindibles para la nodulacion de plantas de judia (Laeremans & Vanderleyden,
1998). De entre estos acidos grasos, Cpy. es sintetizado por R. tropici CIAT899 bajo
condiciones control y de estrés salino, pero no fue identificado bajo condiciones de
estrés acido (Mordn et al., 2005). Se observaron otras diferencias relativas a los acidos
grasos producidos en condiciones de estrés salino y estrés acido, puesto que en esta
ultima condicidon predominan los 4cidos grasos de cadena corta, siendo el C;s el mas
comun, mientras que bajo estrés salino predominan los de cadena larga, frecuentando el
Cigy el Cy. Estas nuevas pautas de sintesis podrian jugar un papel crucial en la eficacia
de la interaccion rizobio-leguminosa bajo condiciones de estrés abiodtico, puesto que es
conocida la importancia de la estructura del 4cido graso en procesos como el anclaje del
factor Nod a la membrana vegetal (Goedhart et al., 1999), identificacién por el receptor
del factor Nod (NFR) (Daeze & Holsters, 2000) o formacion de micelas que faciliten o

dificulten su percepcion por el NFR. En este sentido, los estudios llevados a cabo por

201



Discusion

Demont-Caulet ef al. (1999) indicaron la importancia de la cadena hidrofébica para la
difusion lateral de los factores Nod, donde tanto la longitud como el niimero y la
posicion de los dobles enlaces de los acidos grasos son importantes para la formacion
del primordio nodular. Los estudios realizados por Groves et al., (2005) apoyan esta
misma teoria, puesto que indican la importancia de la posicion de los dobles enlaces
para que el factor Nod pueda adoptar su estructura tridimensional caracteristica,
estructura que condicionara posteriormente la actividad bioldgica del mismo a nivel del
hospedador. De hecho, en E. meliloti, la longitud 6ptima de la cadena acilica es Cyg, ya
que los factores Nod con acidos grasos de esta longitud fueron 10 veces méas activos que
aquellos que contenian 4cidos grasos de 12 y 18 atomos de carbono (Demont-Caulet et
al., 1999). Quiza la predominancia de acidos grasos de cadena larga en los factores Nod
sintetizados por R. tropici CIAT899 bajo estrés salino potencie la actividad bioldgica de
los mismos.

De entre todos los acidos grasos sintetizados por la bacteria bajo las tres
condiciones, C;g resultdo ser el mas frecuente. De hecho, el factor Nod considerado
mayoritario en condiciones control, acidas y salinas resultd ser el V(Cis.0, NMe, S),
seguido de su homoélogo V(Cjs.1, NMe, S).

En cuanto a los factores Nod sulfatados, caracteristicos de la especie R. tropici
CIATS899 (Folch-Mallol et al., 1996; Manyani et al., 2001), éstos constituyeron el 30%
del total. Se observd un incremento del 100% de los mismos con respecto a los
sintetizados en condiciones control, fendmeno que puede tener cierta relevancia
biologica en tanto que, al poseer mas radicales hidrofilicos, los factores Nod seran mas
solubles en agua y quizas se facilite su deteccion por la planta. De entre todos ellos se
identificd un factor Nod doblemente sulfatado V(Cis.;, NMe, S, S), con ambos grupos
repartidos entre el extremo reductor y el no reductor, distinto en el acido graso del
descrito bajo condiciones de estrés acido por Mordn et al. (2005), V(Cis.1, NMe, S, S).

En tercer lugar se caracterizaron factores Nod metilados, quienes en un principio
fueron considerados indispensables por Waelkens et al. (1995) para la nodulaciéon de R.
tropici CIAT899 en plantas de judia. Sin embargo, Laeremans y Vanderleyden (1998)
informaron mas tarde que una cepa mutante en la enzima metiltransferasa (nodS) de R.
tropici CIAT899, carente por lo tanto del grupo metilo, originaba nodulos Fix™ en
plantas de judia. En este mismo sentido, Céardenas et al. (2003) informaron que los

factores no metilados de la cepa nodulante de judia R. et/li C3 s6lo mostraban un
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pequetio retraso en el tiempo en su actividad Hab con respecto a los metilados, pero que
podian considerarse igualmente activos.

De todo el conjunto de nuevos factores Nod sintetizados por R. tropici CIAT899
bajo condiciones de estrés salino, fueron los factores Nod fucosilados y
metilfucosilados en el terminal reductor los que resultaron ser mas novedosos, puesto
que es la primera vez que se ha descrito este tipo de factores en una bacteria de la
especie R. tropici, muy frecuente por el contrario en géneros como Ensifer (Lamrabet et
al., 1999). Se tratan de los factores V(Cg.;, MeFuc), IV(Cis.;, MeFuc) y IV (Cis.1, Fuc),
todos ellos portadores del acido graso Cig.;, quiza por cuestiones de especificidad de
sustrato. Puesto que no se observé ningun grupo sulfato en alguno de estos factores, es
probable que ambos radicales, sulfato y fucosilo, compitiesen por la posicion Cq del
esqueleto glucosaminico, de forma semejante a como se describid para la estirpe 4.
caulinodans. Esta cepa produce un factor Nod fucosilado en el carbono 6 del extremo
reductor, y arabinosilado en el carbono 3 del mismo extremo (Mergaert et al, 1993;
1997a). Sin embargo, la introduccion de los genes nodHPQ en esta estirpe provoco el
bloqueo de la sintesis de los factores Nod fucosilados, debido a la anticipacion del
grupo sulfato en ocupar el carbono 6 del extremo reductor del factor Nod (Laeremans et
al., 1999), reduciendo consecuentemente la eficacia de nodulacion en Phaseolus. En
nuestro estudio con R. tropici CIAT899 se observo el caso inverso, ya que fue el grupo
fucosil el que impidid la incorporacion del sulfato (Hamid Manyani, Tesis Doctoral),
fendmeno que puede ciertamente incrementar el rango de hospedador a otras
leguminosas, pero que conllevara inevitablemente una disminucion en la tasa de
nodulacion de plantas como Leucaena por la desaparicion del dicho grupo, tal y como
indicaron Folch-Mallol et al. (1996).

Estudios preliminares llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion
comprobaron que el gen implicado en la sintesis del grupo fucosil (nodZ) no se
encuentra en el pSym de R. tropici CIAT899, por lo que no se descarta la posibilidad de
que sean las copias cromosomales de dicho gen las encargadas de sintetizar e incorporar
dicho grupo al esqueleto glucosaminico (Lamrabet ef al., 1999).

Este radical es esencial en la determinacion del rango de hospedador para
numerosas plantas de la familia Phaseoleae (Lopez-Lara et al., 1995), caracteristica que
nos conduce a pensar acerca de una estrategia desarrollada por la bacteria para ampliar
su rango de hospedador, bajo condiciones de estrés salino, a plantas que quiza puedan

tolerar niveles de sal mas elevados que Phaseolus. Y es que, a pesar de la
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caracterizacion de especies de judia que toleran niveles alto de NaCl como las descritas
por Bayuelo-Jiménez et al. (2002), la mayoria de ellas no toleran valores superiores a 50
mM de NaCl (Saadallah ef al., 1998).

Algunas de las estructuras sintetizadas por R. tropici CIAT899 bajo condiciones
control, como es el caso de los factores Nod portadores de grupos acetilos o
carbamoilos V(Cjo.0-on, Cb), V(Cio.0-on, NMe, Cb), V(Cao.0-0n, Ac) y IV(Cis.0, NMe,
Ac) no fueron halladas en condiciones de estrés salino ni &cido (Moron ef al., 2005), lo
cual nos indica que estos substituyentes son sintetizados exclusivamente bajo
condiciones control. Sin embargo, también es posible que grupos labiles como el O-
carbamoilo y el O-acetilo se pierdan durante el proceso de aislamiento (Spaink, 2000).
No obstante, Cardenas et al. (2003) indicaron que estos dos grupos no jugaban un papel
importante en la formacién del nddulo de la estirpe R. et/i C3 en plantas de Phaseolus,
al menos en el cv. Negro Jamapa, por lo que probablemente tampoco se trate de
modificaciones estructurales relevantes para la estirpe R. tropici CIAT899.

Los analisis de CCF y HPLC de las figuras 4.2. y 4.9. indicaron en un principio
que R. tropici CIAT899 sintetizaba factores Nod en condiciones de estrés salino y
ausencia de inductor, por lo que resolvimos realizar igualmente la determinacion
estructural de dichos factores Nod mediante técnicas de Espectrometria de Masas. La
tabla IV.3. recogia asi la estructura de los 8 unicos factores Nod sintetizados bajo estas
condiciones: V(Cig.0, NMe, S), V(Cis.0, S), V(Cis.0, Ac, NMe, S), V(Cyo:1.0n, NMe, S),
V(Ca0.0, S), V(Ca0.0, NMe, S), V(Cis.0, NMe) y V(Cys). Si elaborasemos un estudio
comparativo entre los factores Nod inducidos frente a los no inducidos, sintetizados
ambos bajo condiciones de estrés salino, podriamos afirmar que estos 8 factores Nod
son los mayoritarios de todo el “pool” que R. tropici CIAT899 sintetiza. Esta
observacion nos anima a pensar que esta bacteria, bajo condiciones de estrés salino y
ausencia de inductor, se sirve Unicamente de la maquinaria basica de sintesis de factores
Nod, sin afiadir al esqueleto de NAcGlc ninguna estructura compleja. Es mas, el
metabolismo bacteriano esta muy comprometido bajo estas condiciones tan extremas de
estrés salino, tal y como indican los trabajos de Craig et al. (1991), Lata Saxena y
Rewari (1991) y Zahran (1992).

Sin embargo, esta hipdtesis no resultd acertada puesto que analisis posteriores de
las mismas muestras realizados con equipamientos analiticos de mayor resolucion
mostraron la gran variabilidad de factores Nod sintetizados en ausencia de inductor,

similar a la registrada en presencia del mismo (tablas IV.7. y IV.9.). Puesto que R.
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tropici CIAT899 también sintetiza factores Nod en ausencia de inductor bajo
condiciones de estrés acido (Belén Morén, Tesis Doctoral), decidimos llevar a cabo
igualmente el estudio estructural de dichos factores Nod. La tabla IV.6. nos mostraba
los resultados de este primer andlisis donde, de forma semejante a las condiciones
salinas, s6lo se describieron 5 factores Nod, que resultaron ser comunes a los ya
descritos en condiciones salinas no inducidas. Sin embargo, volvid a ser el segundo
analisis de estos factores Nod (tablas IV.8. y IV.9.) el que caracterizd nuevas y
numerosas moléculas sintetizadas bajo las condiciones de estrés acido establecidas (pH
4,5 sin inductor), en comparacioén con el primer analisis realizado en dicha condicion.
Al igual que ocurriese con los factores Nod identificados en condiciones salinas no
inducidas, los factores Nod no inducidos sintetizados a pH 4,5 resultaron ser de
estructura semejante a los descritos por Morén et al. (2005) en condiciones acidas
inducidas.

No es de extrafiar que una misma técnica analitica aporte resultados diferentes si
se lleva a cabo con equipamientos distintos aunque de metodologia semejante
(recordemos que el primer andlisis fue realizado por el grupo de investigacion dirigido
por el Dr. Antonio Gil-Serrano, de la Universidad de Sevilla, mientras que el segundo lo
llevo a cabo el grupo dirigido por el Dr. Paul Hensberger, de la Universidad de Leiden).
Por lo tanto, ambos resultados son igualmente validos, si bien el segundo anélisis nos
aporta mas informacion acerca de la estructura de los factores Nod sintetizados. No
obstante, estos resultados estdn siendo objeto de un tercer andlisis con el fin de
confirmar los datos mostrados.

Finalmente, podemos concluir que estamos ante un fenomeno de desregulacion
del proceso de sintesis de los factores Nod de R. tropici CIAT899 bajo condiciones de
estrés abidtico (salino y acido), el cual desemboca en la produccion de factores de
nodulacion de forma independiente del inductor requerido hasta ahora para el proceso
de sintesis.

Puesto que las concentraciones elevadas de NaCl pueden tener dos tipos de efectos
sobre las células, uno osmdtico y otro idnico (Miller & Wood, 1996), empleamos
osmolitos 10nicos y no i6nicos para poder discriminar entre ambos tipos de efectos. Asi,
se seleccionaron como osmolitos no io6nicos el PEG6000 y el manitol, para comparar
sus efectos, a niveles semejantes de presion osmotica, con los ejercidos por el NaCl. El

crecimiento de R. tropici CIAT899 en medio adicionado de manitol fue dptimo, si bien
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se vio un poco disminuido con respecto a la condicion control, aunque no tanto como
bajo condiciones de estrés por NaCl (figura 4.10.).

Por el contrario, las curvas de crecimiento de R. tropici CIAT899 en medio
adicionado de PEG6000 no registraron cambio alguno, manteniéndose los valores de
D.O.¢oonm invariables. Este resultado nos indica que, bajo condiciones de estrés
osmotico por PEG6000, R. tropici CIAT899 se mantiene viable a lo largo del tiempo,
mas es incapaz de multiplicarse, quizd porque la viscosidad del medio minimo B™ 60
mM PEG6000 es excesivamente elevada y dificulta fisicamente el crecimiento (Marta
Susana Dardanelli, Tesis Doctoral). Busse y Bottomley (1989) informaron un hecho
similar en cultivos de E. meliloti estresados con PEG4000, los cuales tenian valores de
D.O. estacionarios muy por debajo de los valores de D.O. de las células no estresadas.
Este estado del metabolismo bacteriano, conocido como VBNC (del ingles “viable but
not culturable”, Weichart, 1999) hace referencia a un estado metabdlico en que la
bacteria ralentiza sus funciones metabolicas, tanto en condiciones de laboratorio como
en el medio natural, al verse sometida a condiciones limites de estrés, entre las que se
incluyen shocks por temperatura, sequia y elevada salinidad (Roszak & Colwell, 1987;
Oliver et al., 1991; Oliver, 1993; Biosca et al., 1996; Jiang & Chai, 1996; Manahan &
Steck, 1997). Sirva como ejemplo el estudio realizado por Lippi et al. (2000), quienes
determinaron, al igual que en el presente trabajo, el crecimiento y la formacion de
células VBNC de la cepa tropical Rhizobium 1240, bajo condiciones control y de estrés
salino.

Asi, tras desestimar el empleo del PEG6000 como osmolito, se realizaron los
estudios correspondientes de actividad B—galactosidasa y CCF de los factores Nod
sintetizados por R. tropici CIAT899 bajo condiciones de estrés osmoético por manitol y
NaCl. La figura 4.11. nos mostraba como, tanto un osmolito como otro, provocaban un
incremento en la expresion de los genes nod y su posterior transcripcion a factores Nod.
Sin embargo, el efecto fue bastante mas acusado para la condicion de estrés por NaCl,
cuya relacion actividad -galactosidasa-intensidad de la sefal radiactiva es bastante mas
concordante que la observada bajo condiciones de estrés por manitol, donde la actividad
B-galactosidasa solo se increment6 un 50% con respecto a la condicion control, si bien
la cuantia de los factores Nod que se sintetizaron bajo dicha condicion fue bastante

mayor.

206



Discusion

Diversos autores han discutido acerca de la poca fiabilidad, en ciertas condiciones
de estudio, del sistema indicador lacZ, puesto que la relacion entre la concentracion de
las moléculas inductoras empleadas y la expresion del gen reportero no es siempre la
esperada. Una de las posibles causas de la falta de relacion lineal puede ser la union no
especifica o la degradacion de inductores por parte de la bacteria (Cooper & Rao, 1995),
hecho mantenido por la muy baja sefial de P-galactosidasa en altas densidades de
suspensiones bacterianas. Sin embargo, una inhibicion de la actividad enzimatica bajo
un promotor simbidtico en una suspension celular densa también se corresponde con la
accion de una proteina represora, la Nwsb, la cual media en el proceso de QS con NolA
y NodD2 en B. japonicum (Loh et al., 2002).

El incremento de los niveles de expresion de los genes nod bajo condiciones de
estrés salino con respecto a los registrados en condiciones control coincide
curiosamente con el incremento igualmente observado en estrés 4cido
(correspondiéndose con un aumento de cinco veces, Moron et al., 2005). Esta
observacion nos permite volver a retomar la hipdtesis del empleo de rutas metabdlicas
comunes por ambos tipos de estrés abidtico.

Los resultados anteriores confirmaron la combinacion de un efecto osmotico e
16nico por parte del NaCl, siendo este segundo efecto mayor en intensidad que el
primero. Puesto que existen trabajos que proponen la especificidad ionica de los efectos
atribuidos a una determinada sal (Killham & Firestone, 1984), al igual que estudios que
indican que un efecto no es especifico de cierto anion o cation (O’Connor & Csonka,
2003), resolvimos emplear solutos idnicos alternativos al NaCl con el fin de concretar si
el incremento en la expresion de los genes nod era dependiente del Na', del Cl o de
ambos. Asi, se seleccionaron las sales KCl para emular el efecto del CI', y Na,SO4 para
el del Na', al igual que ya hiciesen Abdelmoumen et al. (1999). Los estudios por CCF
de la figura 4.12. confirmaron que el Na,SO, era capaz de ejercer el mismo efecto sobre
la produccion de los factores Nod que el NaCl, mientras que KCI no, tal y como se
puede deducir de sus perfiles cromatograficos. Efectivamente, se observd como el
Na,SO4 no so6lo originaba un incremento en la cuantia y naturaleza de los factores Nod
de R. tropici CIAT899 en condiciones adicionadas de inductor, sino que al mismo
tiempo emulaba el efecto del NaCl en condiciones carentes de inductor, donde
igualmente se observaron bandas cromatograficas correspondientes a factores Nod.

De este modo, concluimos que el efecto de la sal comun sobre la produccion de

factores de nodulacion es un efecto idnico mas que osmético, de naturaleza sodio
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dependiente, al igual que el efecto descrito por Shivprasad y Page (1989) para
Azotobacter chroococcum, cuya formacion de catecoles y proceso de melanizacion son
igualmente dependientes del 16n sodio.

Como se comentd en la Introduccidn, la expresion de los genes de nodulacion se
produce a través de los reguladores transcripcionales de la familia LysR (NodD, entre
otros) en presencia de los inductores contenidos en los exudados de la planta (Megias et
al., 1993). Sin embargo, los datos mostrados en los epigrafes 1.3. y 1.4. de los
Resultados nos indicaron que, para el caso de la estirpe R. tropici CIAT899 crecida bajo
condiciones de estrés salino, no es necesaria la actuacion de compuestos que induzcan la
expresion de los genes nod, puesto que en ausencia de los mismos se observa
produccion de los factores de nodulacion. Por este motivo, resolvimos estudiar el papel
regulador que genes como nodD1, critico en la nodulacion de plantas de Phaseolus (van
Rihjn et al., 1994), pueda jugar en este proceso. Mclver et al. (1989) adoptaron esta
misma hipétesis de trabajo y observaron como, al mutar el gen nodD de R.
leguminosarum bv. trifolli, la bacteria registr6é un incremento de diez veces con respecto
a la cepa parental en la expresion del gen nodA4, de forma totalmente independiente del
inductor, lo cual conllevé a la extension de su rango de hospedador a la planta no
leguminosa Parasponia. Los resultados obtenidos del estudio por CCF de los factores
Nod sintetizados por una cepa mutada de R. tropici CIAT899 en el gen nodDI
confirmaron esta misma hipotesis: la no dependencia del gen. Efectivamente, la figura
4.14. mostraba como, en la condicion control adicionada de flavonoide, R. tropici
RSP82 era incapaz de sintetizar factores Nod debido a la mutacion en el gen nodD1, que
interacciona con dicho inductor y dispara la expresion de los genes nod. Por otro lado,
bajo condiciones de estrés salino, esta misma cepa mutante si sintetizo factores Nod,
tanto en presencia como ausencia de inductor, confirmando por lo tanto la
independencia del proceso de sintesis del gen nodDI. Este resultado propone
ciertamente la existencia de una via alternativa de regulacion de la expresion de los
genes nod activada por el estrés salino. De este modo, en ausencia de inductor, el NaCl
debera interaccionar con un mediador de naturaleza desconocida que active la expresion
de los genes nod, obviando el papel del gen nodD1, principal regulador de este proceso.

Los genes reguladores responden a sefales especificas que inducen o inhiben la
transcripcion, transduccion o algin otro evento involucrado en la expresion génica,
modificandose adecuadamente la sintesis de productos génicos. Numerosos reguladores

generales y factores sigma (o) alternativos estdn involucrados en la respuesta de las
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células bacterianas al estrés abidtico. En E. coli se ha descrito como, bajo condiciones
de estrés, los factores ¢ se unen a la ARN polimerasa y permiten la transcripcion de los
genes, de forma que la respuesta frente al estimulo medioambiental es relativamente
rapida puesto que no se precisa de una sintesis de novo de dichos factores o (Ades,
2004; Duguay & Silhavy, 2004). En este sentido, Mitsui et al. (2004) describieron un
factor del grupo o° (RpoH1) en E. meliloti imprescindible para la formacion de nédulos
efectivos en alfalfa, asi como para proteger a la bacteria del estrés medioambiental. Por
este motivo, no es extrafio pensar que el factor molecular inductor de la expresion de los
genes nod en presencia de sal y ausencia o presencia de inductor pertenezca a esta
amplia familia de reguladores. Igualmente, se han descrito chaperonas inducibles por el
estrés salino, las proteinas GroEL (Bittner ef al., 2007; Gould et al., 2007), quienes
pueden estar favoreciendo la union de la proteina NodD con el ADN bacteriano, de
forma que la expresion de los genes nod se ve incrementada en condiciones de estrés
salino. No obstante, se puede asegurar con absoluta certeza que dicho factor esta
codificado por gen/es incluido/s en el fragmento del pSym que no esta clonado en el
coésmido pCV38, ya que la cepa R. tropici RSP900 pCV38 no sintetiza factores Nod en
condiciones de estrés salino y ausencia de flavonoides, descartdndose por lo tanto la
actividad del background cromosomal o cualquier factor codificado en el inserto del
pCV38 o en el segundo plasmido que R. tropici CIAT899 contiene (figura 4.13.).

Por ultimo, existe una tercera hipdtesis que nos permite explicar el aumento de
sintesis de factores Nod bajo condiciones de estrés salino: la probable activacion de
sistemas de transporte y/o apertura de canales de membrana. Esta explicacion se deduce
a partir del fendbmeno observado para el cosmido pCV61 (figura 4.13.). Como ya se
indico en el apartado 1.5. de los Resultados, este cosmido portaba los mismos genes que
el pCV38 (a excepcion del gen nodD1 y la nod box), bajo la influencia del promotor
constitutivo de la kanamicina, de manera que carece igualmente del factor molecular de
naturaleza desconocida codificado en el pSym. Por este motivo, el leve incremento de
produccion de factores Nod en presencia de sal con respecto a la observada en
condiciones control se deberd a la activacion de sistemas de transporte alternativos al
nodlJ y/o a la apertura de canales de membrana como consecuencia del estrés osmatico
que permitan una mayor salida de los factores Nod. Los trabajos realizados por
Poolman et al. (2004) y Fox et al. (2006) avalan esta teoria de cambios en los sistemas

de transporte bacterianos por accion del estrés medioambiental.
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5.2. Efecto del estrés salino sobre el macrosimbionte

(leguminosa) y la simbiosis rizobio-leguminosa.

En el apartado 1.5.1. de la Introduccion y el 4.2. de los Resultados se indicaron los
numerosos efectos negativos que la sal comun ejerce sobre las plantas, concretamente
sobre las leguminosas, enumerando algunos de los pardmetros que ven modificado su
perfil control al tener que adaptarse a las condiciones de estrés por sal (p. €j. biomasa
vegetal, acumulacion de nutrientes, desarrollo vegetativo, etc.). Igualmente, el proceso
simbiotico que las leguminosas establecen con los rizobios sufre grandes cambios,
negativos en su mayoria (p. ej. disminucién de las tasas de nodulacién y fijacion),
afectando tanto al macro como al microsimbionte.

Uno de los parametros que se puede afectar a nivel de la leguminosa como
consecuencia del estrés salino, y por consiguiente alterar la simbiosis con el rizobio, es
la tasa de exudacion. El trabajo publicado recientemente por Koo et al. (2005) indica
que el desequilibrio entre las cargas positivas y negativas de una determinada rizosfera,
como es el caso de un suelo salino, afecta la concentracién de los 4cidos orgénicos
liberados por la planta. Igualmente, Jones ef al. (2004) recopilaban distintos tipos de
estrés (bidtico y abiotico) que modificaban la exudacion de la plantas. Valorando estos
antecedentes, se planted el estudio de como el estrés salino puede modificar la
capacidad inductora de los exudados de judia y soja sobre los genes de nodulacion de
sus simbiontes (R. tropici CIAT899 y R. etli ISP42 para judia, y E. fredii SMH12 y
HHI103 para soja), asi como la posterior repercusion sobre la sintesis de los factores
Nod. La eleccion de los cultivares BBL y Osumi, de judia y soja respectivamente, se
basdé en el empled que ambos cultivares tienen a nivel de produccion agricola.
Paralelamente, se estimo la condicidén de 50 mM de NaCl como la condicion de estrés
salino para ambas plantas, ya que estudios preliminares llevados a cabo por nuestro
grupo de investigacion en los sistemas de recogida de exudados (ver Material y
Métodos, figura 3.1.) indicaron que esta condicion supone un estrés para la planta sin
llegar a comprometer en exceso su desarrollo.

Las figuras 4.15. y 4.16. nos mostraron como, bajo condiciones de estrés salino, la
capacidad inductora de los exudados de judia y soja disminuy6 en lineas generales con
respecto a los niveles registrados en la condiciéon control. El-Hamdaoui ef al. (2003)
describieron una respuesta similar para los exudados salinos (75 mM de NaCl) de

plantas de guisante, cuya actividad inductora, cuantificada igualmente mediante ensayos
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de actividad —galactosidasa, disminuy6 con respecto a la de los exudados obtenidos en
condiciéon control. Asimismo, Richardson et al. (1988) observaron este mismo
fenémeno en exudados de plantas de algodon recogidos bajo estrés acido (pH<4) y
basico (pH>7), cuya capacidad inductora resultd ser de nuevo inferior a la de los
exudados recogidos en los valores de pH intermedios.

Este descenso en los niveles de actividad [B-galactosidasa, indicativa de la
expresion de los genes nod, podria deberse a una disminucion simultanea en la
concentracion de flavonoides presentes en el exudado como consecuencia de la
presencia de sal en el medio, y que por lo tanto, no alcanzasen el nivel minimo de
actividad para poder inducir los genes nod hasta alcanzar niveles control (Scheidemann
& Wetzel, 1997). Sin embargo, esa caida también podria ser consecuencia de una
modificaciéon de la pauta de sintesis de exudados por la planta, desapareciendo
determinadas moléculas y apareciendo otras nuevas, que evidentemente no tendran la
misma capacidad inductora que las excretadas en condicidon control, o que posiblemente
no se encuentren en la concentracion adecuada. Tampoco puede descartarse un efecto
global de todas las razones propuestas.

Esta disminucion de la actividad inductora de los exudados de judia obtenidos
bajo condiciones salinas deberia ocasionar una consecuente disminucion en la sintesis
de factores Nod de los simbiontes estudiados. Sin embargo, esta caida sélo fue
significativa para R. etli ISP42, cuyo perfil cromatografico de factores Nod mostr6é una
intensidad radiactiva disminuida con respecto a la registrada en la condiciéon control,
indicativa de un menor nimero de factores Nod sintetizados y excretados (figura 4.15.).
Al mismo tiempo, desaparecieron algunas de las bandas propias del perfil
cromatografico observado en la condicion control, lo cual nos indica que los factores
Nod sintetizados no s6lo disminuyen en cuantia, sino también en naturaleza, tal y como
ya ocurriese en los trabajos realizados por McKay y Djordjevic (1993) con R.
leguminosarum bv. trifolii, cuyo perfil cromatografico en condiciones de estrés por
temperatura mostr6é igualmente la pérdida de algunas bandas con respecto al perfil
observado en la condicion control. Por el contrario, el perfil cromatografico de los
factores Nod de R. tropici CIAT899 sintetizados en condiciones de estrés salino fue
semejante al control, si bien se registrd una disminucion en la intensidad del conjunto de
sus bandas, ademas de la pérdida de la banda sulfatada cuando la bacteria era inducida
por exudados, tanto control como salino, con respecto a los factores Nod sintetizados en

medio de crecimiento control.
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Ciertamente, el inductor empleado en la condiciéon control (medio minimo B")
resulta ser un flavonoide comercial, purificado y estandarizado, que inducird la
expresion de los genes nod de R. tropici CIAT899 hasta niveles ya establecidos. Sin
embargo, el exudado contiene mas de una molécula inductora o, incluso, inhibidora de
la expresion de dichos genes, y puesto que trabajamos con el extracto crudo y no con
fracciones purificadas del exudado, tal y como hicieran Bolafios-Véasquez y Werner
(1997), la actividad inductora del mismo puede resultar ciertamente menor que la del
flavonoide comercial. Efectivamente, el uso del extracto crudo del exudado nos
permitird detectar cualquier efecto que posea, ya sea sinergismo, o inhibicién de la
induccion. Hungria ef al. (1992) detectaron un efecto sinérgico sobre la transcripcion de
R. leguminosarum bv. phaseoli nodC::lacZ, ya que mezclas de flavonoides o exudados
crudos o completos de judia indujeron niveles de transcripcion superiores a los
obtenidos cuando se utilizaron inductores de forma individual.

No obstante, la capacidad inductora del exudado de judia empleado en este trabajo
quedo suficientemente probada, puesto que los niveles de expresion de los genes nod de
la bacteria crecida en presencia del exudado fueron significativamente mayores que la
actividad basal registrada por el microorganismo al crecer en medio minimo B™ y
ausencia de inductor.

Un comportamiento similar al de las estirpes nodulantes de judia se registro para
las cepas nodulantes de soja (figura 4.16.). E. fredii HH103 mostré una disminucion en
la intensidad de sus bandas cromatograficas frente a los exudados de soja salinos, como
consecuencia de la disminucion paralela de la actividad -galactosidasa, si bien el perfil
de las mismas no sufrid cambios significativos. La disminucion en la produccion de
factores Nod fue aun mas significativa para la estirpe SMHI12, la cual sufrid una
descenso en la expresion de sus genes nod al ser inducida con exudados de soja salinos
al igual que HH103, fendémeno que conllevd en esta ocasion la anulacion total de la
sintesis de factores Nod. Esta observacion nos conduce a retomar las mismas hipotesis
que se detallaron para el caso de R. etli ISP42: que no existan moléculas inductoras de
los genes de nodulacion en el exudado de soja salino, o bien que la concentracion de los
inductores no sea la adecuada para la induccion génica, o que en presencia del estrés
salino el perfil del exudado cambie con relacién al control y aparezcan otro tipo de
moléculas que puedan impedir la activacion de los genes o que directamente carezcan

de la actividad inductora. Incluso puede tratarse de un cambio que haya ocurrido en la
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estructura o fisiologia de la propia bacteria, que impida o dificulte la expresion de los
genes nod.

En este punto debemos retomar la discusion iniciada en el epigrafe 5.1. acerca de
la escasa correlacion entre el sistema indicador de la expresion de los genes nod (lacZ) y
la deteccion del producto final de dichos genes (CCF de los factores Nod). Estudios
como los de Novak ef al. (2004) demostraron que no existe una relacion lineal entre 3-
galactosidasa y concentracion de exudado en guisante. De forma similar, Burn et al.
(1987) informaron para el caso de R. leguminosarum bv. viciae una ligera dependencia
exponencial de los exudados radicales que podria reflejar la autorregulacion negativa de
nodD por proteina NodD libre, fendmeno que podria explicar igualmente la ausencia de
correlacion entre los niveles de actividad -galactosidasa registrados con los factores
Nod observados en la CCF. No obstante, autores como Schlaman et al. (1998) indicaron
que probablemente la expresion de los genes nod registrada bajo condiciones de
laboratorio sea muy distinta de la que tiene lugar durante el proceso de nodulacion en la
raiz, donde cambios de naturaleza variada que estén afectando al sistema modifiquen su
expresion. Sirva como ejemplo el trabajo realizado por Girard et al. (1996), quienes
informaron acerca de la existencia de modificaciones transcripcionales del pSym de la
estirpe nodulante de judia R. etli CFN42 por accion de diversas condiciones
medioambientales.

La judia, generalmente considerada como una leguminosa poco tolerante a la sal,
sufre en la mayoria de los casos una grave disminucion de la tasa de nodulacion de sus
simbiontes bajo condiciones de estrés salino (Bouhmouch et al., 2005; Tejera et al.,
2005), atribuida generalmente a la alta sensibilidad de los primeros estadios de la
nodulacion al estrés osmotico (Velagaleti ef al., 1990). Sin embargo, el descenso de la
capacidad inductora de sus exudados como consecuencia de cambios en el perfil de las
moléculas inductoras presentes en ¢€l, podria considerarse como otra explicacion de este
fenomeno que se observa de forma generalizada en distintos cultivares de judia. En base
a estas premisas, nos propusimos ampliar el estudio del efecto del estrés salino sobre la
capacidad inductora de los exudados de judia a otro cultivar de Phaseolus, el Negro
Jamapa.

Asimismo, esta disminucion en la capacidad inductora de los exudados salinos de
judia podria explicar la desaparicion de la banda sulfatada del perfil cromatografico de
la bacteria R. tropici CIAT899 (figura 4.15.) de forma similar al caso descrito para R.

etli ISP42, donde presumibles cambios cuali y cuantitativos en los exudados del
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hospedador derivan en cambios cuali y cuantitativos de los factores Nod del simbionte.
Por este motivo, se analizd paralelamente la capacidad inductora de los exudados de
judia en distintos momentos del proceso exudativo (6 tomas a lo largo de 10 dias) con el
fin de comprobar posibles cambios del poder inductor del exudado a lo largo del
tiempo. van Brussel et al. (1990) estudiaron como la capacidad inductora de los
exudados de V. sativa, obtenidos en presencia o no de su simbionte correspondiente R.
leguminosarum bv. viciae, variaba en funcién del tiempo, de forma que, por la similitud
manifiesta de nuestro ensayo para con este trabajo, decidimos emplear el mismo soporte
de ensayo y la misma bacteria indicadora. Asi, los datos recogidos en la figura 4.17.
mostraban una disminucion en la actividad B-galactosidasa de la cepa indicadora de
forma directamente proporcional a la cantidad de sal presente en el medio de
crecimiento, alcanzando el maximo de inducciéon en el cuarto dia de recogida y
decayendo posteriormente hasta el décimo, de forma similar al comportamiento
registrado por R. leguminosarum bv. viciae al ser inducida con exudados de Viciae (van
Brussel et al., 1990). En base a estos resultados, R. tropici CIAT899 fue inducida con
exudados de judia recolectados al cuarto dia, observandose nuevamente la banda
correspondiente a los factores Nod sulfatados y mostrando un perfil cromatografico de
sus factores Nod similar al de la condicidon control (figura 4.18.), de manera que se
puede justificar la ausencia de los factores Nod sulfatados por la débil capacidad
inductora de los exudados de 7 dias. Estos datos nos confirman la variacion de la
capacidad inductora de los exudados de judia en funcion del tiempo, ya sea por cambios
cuali o cuantitativos del conjunto de sus moléculas inductoras.

Sorprendentemente, los niveles de actividad P-galactosidasa registrados por la
cepa indicadora tras ser inducida con exudados del cv. Negro Jamapa, obtenidos en
presencia de 50 mM de NaCl, supusieron un descenso de casi el 98% de la capacidad
inductora con respecto a los valores obtenidos con el exudado control. En base a estos
resultados, no seria comparable la actividad inductora de los exudados de este cultivar
de judia con los del cultivar BBL, la cual sufridé tnicamente un descenso del 30% por
efecto de la sal (independientemente de la cepa indicadora empleada). Estos cambios
podrian estar relacionados con una variabilidad genotipica de la tolerancia a la salinidad
de ambos cultivares, caracteristica ampliamente desarrollada en el trabajo de Saadallah
et al. (2001a) para plantas de judia. Al mismo tiempo, los sistemas indicadores
empleados fueron distintos (R. tropici pMP240, R. etli pMP240 y R. leguminosarum
RBL5280), al igual que el sistema hidroponico utilizado (ver Material y Métodos,
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figuras 3.1. y 3.2.), cambios que pueden justificar igualmente los resultados obtenidos,
puesto que las condiciones de estudio no resultaron ser totalmente equiparables para
ambos ensayos.

En al apartado 1.2.4. de la Introduccion informébamos acerca de los factores que
pueden modificar la pauta de exudacion de una planta, modificando bien la cantidad o
bien la naturaleza de las moléculas que lo integran. Igualmente, sefialabamos a los
flavonoides como las moléculas inductoras mas comunes, conocidas y/o mas
frecuentemente presentes en los exudados de leguminosas. Zhang et al. (1995) informé
acerca de los efectos negativos que las bajas temperaturas tenian sobre la biosintesis y la
excrecion de los isoflavonoides de plantas de soja. De este mismo modo, la sal podria
considerarse como otro tipo de estrés abidtico que modificase los flavonoides exudados
por las leguminosas, siendo responsable de la disminucion de la actividad inductora de
los exudados salinos con respecto a los niveles registrados en la condicion control.

Los estudios de Espectrometria de Masas realizados a los exudados control y
salinos de judia y soja revelaron, efectivamente, cambios en la pauta de sintesis y
excrecion de los flavonoides entre ambos tipos de exudados. Las tablas IV.4. y IV.5.
mostraban como el numero de flavonoides identificados en exudados salinos disminuia
para ambos cultivares con respecto a los exudados control, desapareciendo la luteolina
en judia, y la genisteina y daidzeina en soja, donde se identificd por primera vez la
morina.

Tal y como se indicé en el apartado 1.2.4. de la Introduccion, los flavonoides se
almacenan en la planta dentro de vacuolas en forma de heter6sidos, unidos a uno o mas
azlcares. En la mayoria de los casos, el heterdsido se hidroliza antes de ser excretado
por la planta, aunque la forma conjugada también se encuentra en la rizosfera (de Rijke
et al., 2006). Sirvan como ejemplo la quercetina y la daidzeina en el exudado control de
judia, cuya variacion en el tiempo de retencion, de 3,1 y 2,4 minutos respectivamente,
indican que estan glicosilados con una tnica molécula de azucar, glucosa o ramnosa
generalmente. Generalmente, ambas formas tienen actividad inductora de los genes de
nodulacidn, aunque existen excepciones. Este es el caso de la luteolina, que es excretada
como heterdsido inactivo e hidrolizada posteriormente convirtiéndose en la forma activa
(Phillips, 2000). En este sentido, y puesto que ambos flavonoides, quercetina y
daidzeina, se identifican como agliconas en el exudado salino de judia, podriamos

esperar que la actividad inductora del mismo fuese mayor con respecto a la del exudado
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control. Sin embargo, el resultado obtenido fue contrario, quiza por la pérdida del
flavonoide luteolina que pudiese estar ejerciendo un efecto sinérgico sobre los demas.

En los exudados de soja se observd un fendmeno similar, donde el estrés salino
forz6 nuevamente la desaparicion de los flavonoides genisteina y daidzeina, si bien se
identifico uno nuevo, la morina. Paralelamente, se modifico la glicosilacion de los
flavonoides presentes en los exudados control, de tal forma que el computo total de
flavonoides glicosilados en condiciones salinas fue menor con respecto a los
identificados en condiciones control, por lo que cabria esperar nuevamente un
incremento en la actividad inductora de los mismos. Sin embargo, los resultados
mostrados en la figura 4.16. indicaron lo contrario.

Los datos obtenidos de estos ensayos se contraponen con los trabajos realizados
por Murali y Teramura (1985) y Juszczuk (2004) quienes observaron como otro tipo de
estrés abiotico, la deficiencia de fosforo en este caso, incrementaba la sintesis de
flavonoides en plantas de judia y soja, respectivamente, mediante la activacion de la
enzima L-fenilalanina amonio liasa. Walia ef al. (2005) informaron que el estrés salino
también inducia esta enzima en plantas de arroz, junto con otras enzimas igualmente
implicadas en la ruta de sintesis de los flavonoides (CHS, chalcona isomersa, flavonoide
3’-hidroxilasa y dihidroflavonol 4-reductasa).

En base a los resultados obtenidos podemos confirmar que la composicion de los
exudados de judia y soja se ve modificada por efecto del estrés salino. Este fenomeno
puede justificar la disminucion en la capacidad inductora de los genes nod descrita en el
apartado 4.2.1. de los Resultados, puesto que, si bien estas modificaciones pueden
consistir en la desaparicion de un tnico flavonoide, puede que éste ejerciese un efecto
sinérgico sobre los restantes, o bien que su actividad inductora fuese mucho mayor con
respecto al resto por la propia cuantia o calidad del flavonoide. Del mismo modo,
Hartwig y Phillips (1991) indicaron que tampoco podemos infravalorar cambios como
los que se registran para las estructuras que se glicosilan o se disocian del azucar, ya que
modificaciones de este tipo en la estructura quimica de los flavonoides originan nuevas
moléculas de capacidad inductora generalmente distinta a la de su precursor. El trabajo
recientemente publicado por Shaw ef al. (2006) recoge abundante informacion acerca de
estos aspectos estructurales.

En los epigrafes anteriores de esta Discusion se han ido desarrollando los distintos
aspectos del rizobio y de la leguminosa que pueden verse afectados como consecuencia

del estrés salino. Asimismo, hemos indicado que la sal también afecta al proceso
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simbiotico, principalmente en sus estadios iniciales. Basdndonos en estas premisas, se
propuso como siguiente objetivo de trabajo el estudio de los efectos del estrés salino
sobre los estadios tempranos de la simbiosis rizobio-judia/soja, mediante la realizacion
de ensayos de actividad biologica.

Se empled el cultivar Negro Jamapa de P. vulgaris en detrimento del
anteriormente utilizado (BBL) basandonos en las abundantes referencias bibliograficas
que lo utilizan para estudios de actividad biologica (Lopez-Lara et al., 1995; Cardenas
et al., 1995; Cardenas et al., 2003), ademas de tratarse de un cultivar de judia mas
pequetio que el BBL, lo cual nos facilita su manejo y lo convierte en un cultivar menos
propenso a la contaminacioén. Asimismo, se seleccion6 el sistema hidroponico empleado
en el trabajo publicado por Lopez-Lara et al. (1995), hecho que nos condicion6 a
establecer 25 mM de NaCl como la condicion de estrés salino, ya que estudios
preliminares realizados en este nuevo sistema nos indicaron que las plantas de Negro
Jamapa no toleraban de forma adecuada la condicion de estrés 50 mM de NaCl. La
figura 5.1. muestra el desarrollo vegetativo de plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa
crecidas a distintas concentraciones de estrés salino y en los dos sistemas hidropdnicos

empleados: sistema de recogida de exudados y tubo de ensayo de actividad bioldgica.

0 mM 25 mM 50 mM
NaCl NaCl NaCl

Figura S5.1. Plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa, crecidas en condiciones
control y de estrés salino (25 y 50 mM de NaCl), en sistemas de recogida de
exudados (panel A) y tubos de ensayo de actividad bioldgica (panel B).
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Notese como, para un mismo cultivar, las plantas crecidas a 50 mM de NaCl en el
sistema de recogida de exudados no sufren el mismo dafio que aquella que es cultivada
en tubo de ensayo. Seguramente, el hecho de colocar un mayor nimero de semillas en
este sistema (panel A) amortigiie mejor los efectos negativos de la sal sobre la planta, en
comparacion con el sistema del tubo de ensayo, donde s6lo se deposita una semilla por
sistema (panel B). En este sentido, el empleo de un soporte de estudio distinto puede
justificar los cambios en el nivel de tolerancia del cultivar de judia empleado, puesto
que las condiciones de estudio no son equiparables para ambos ensayos. Jebara et al.
(2001) informaron acerca de esta misma situacion en los ensayos de nodulaciéon que
realizaron con R. tropici, R. etli y E. fredii en cinco cultivares de judia, cuyos resultados
finales fue diferentes en funcion del sistema de ensayo empleado: macetas de arena o
botellas con solucion nutritiva.

La gran mayoria de los ensayos de actividad bioldgica adoptan como ensayo
positivo aquel que, tras aplicar una muestra bioldgica (rizobio) o quimica (factor Nod) a
una planta, se observe una deformacion especifica de los pelos de la raiz (fenotipos Hab,
Hac, Had). Sirva como referencia los trabajos publicados por van Brussel ef al. (1986),
Reli¢ et al. (1993), Heidstra et al. (1994) y Duzan et al. (2004). Sin embargo, existen
otras moléculas distintas de los factores Nod, p. ej. oligdmeros de quitina, que pueden
disparar igualmente estas respuestas en las raices de las leguminosas. Por este motivo,
se designd Unicamente como ensayo positivo aquel que mostré la formacion de
primordios nodulares y/o pseudonodulos, sin por ello descartar la importancia de la
observacion de los fenotipos anteriores. De este modo, los resultados mostrados en las
figuras 4.20. y 4.23. confirmaban que las cepas E. fredii SMH12 y R. tropici CIAT899,
nodulantes de soja y judia respectivamente, eran biologicamente activas en sus
hospedadores correspondientes. Estudios muy preliminares nos indicaron que el cruce
E. fredii-judia result6 ser igualmente activo, a diferencia de la combinacion R. tropici
CIAT899-s0ja, donde no se observo la formacion de primordios nodulares. Los trabajos
de Sadowsky et al. (1988) y Velazquez et al. (2001) soportan esta observacion de cepas
nodulantes de E. fredii en plantas de judia. No obstante, estos resultados precisan de
nuevas confirmaciones, por lo que estan siendo objeto de futuros estudios por parte de
nuestro equipo de investigacion.

Cuando los ensayos se llevaron a cabo bajo condiciones de estrés salino 25 mM de
NaCl, varios parametros como el desarrollo vegetativo de la planta, la tasa de

nodulacién y el desarrollo nodular se vieron afectados, tal y como describiesen Serraj et

218



Discusion

al. (1994), Zahran et al. (1999) y El-Hamdaoui et al. (2003). Ciertamente, no se ha
publicado hasta la fecha referencia bibliografica alguna que identifique al estrés salino
como un factor medioambiental potenciador de la nodulacion en leguminosas.

Paralelamente, se realizo el ensayo de actividad biologica de los factores Nod de
ambas cepas, sintetizados bajo condicion control y de estrés salino. Se conocen ciertas
modificaciones altamente especificas de la estructura de algunos factores Nod que han
permitido la purificacion, cuantificacion y empleo de los mismos. Este es el caso de los
factores Nod de R. leguminosarum bv. viciae 1V/V(C;g4, Ac), cuyos cuatro doble
enlaces permitieron a Spaink et al. (1991) identificar y aislar dichos factores por
absorcion a la longitud de onda de 303 nm, y no a 206 nm, que es la empleada
comunmente para detectar los factores Nod mediante técnicas espectrométricas.
También puede darse el caso de bacterias que sinteticen un nimero relativamente bajo
de factores de nodulacion, como p. ej. Rhizobium sp. GHR2 (Lépez-Lara et al. 1995),
de manera que el cromatograma de HPLC de sus factores Nod muestre picos de
absorcion bien definidos, que permitan un fraccionamiento limpio y una posterior
identificacion de los mismos por Espectrometria de Masas.

Desafortunadamente, no se han podido emplear estas metodologias para aislar y
ensayar los factores Nod de E. fredii SMH12 y R. tropici CIAT899 en plantas de soja 'y
judia, puesto que el proceso de aislamiento y purificacion de los factores Nod de
amabas cepas supone una tarea extremadamente compleja debido a la gran variabilidad
de estructuras sintetizadas. Ciertamente, para el caso de R. tropici CIAT899, su
separacion mediante fraccionamiento por HPLC no se pudo realizar puesto que en cada
fraccion obtenida del cromatograma de HPLC eluyen de 2 a 20 factores Nod con
caracter hidrofobico-hidrofilico semejante. Por este motivo, se emplearon los extractos
crudos de 20%, 45% y 60% AcN obtenidos tras el proceso de prepurificacion con la
columna de C;s. Asimismo, la no identificacion de los factores Nod presentes en cada
extracto crudo nos impidid la cuantificacion exacta de los mismos, de manera que se
optd por un calculo aproximado de éstos empleando una aproximacion del valor medio
del peso molecular de los factores Nod de R. tropici CIAT899. De este modo, se
utilizaron 2 concentraciones de trabajo, 10° y 10° M, teniendo en cuenta su
supravaloracion por el error de célculo adoptado en la estimacion del peso molecular,
puesto que D'Haeze y Holsters (2002) indican que los factores Nod pueden ser activos

desde concentraciones mucho mas bajas (10% y 10™° M).
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Los factores Nod de E. fredii SMHI12, sintetizados en condicidén control y de
estrés salino (300 mM de NaCl), resultaron ser igual de activos entre si, aunque
mostraron menor intensidad que la propia cepa productora, debido a que Unicamente se
observaron pequefios primordios nodulares tras su aplicacioén en plantas de soja. Duzan
et al. (2006) publicaron recientemente un ensayo semejante con factores Nod de B.
Jjaponicum, sintetizados en condiciones de estrés por baja temperatura, en plantas de
soja, donde observaron como la actividad biologica de éstos factores Nod no disminuyo
con respecto a los sintetizados en condiciones control (28 °C). Este mismo grupo de
investigacion publicd en el 2004 un estudio acerca de la influencia de diversos tipos de
estrés abidtico sobre la percepcion de los factores Nod por parte de la planta. En este
estudio se mostré como, bajo condiciones de estrés acido (pH 4,0) y bajas temperaturas
(15 °C), la actividad bioldgica de los factores Nod ensayados se incrementaba al
aumentar su concentracion de trabajo. Sin embargo, no ocurri6 asi en condiciones de
estrés salino, donde a pesar de aumentar la concentracion de los factores Nod empleados
de 10® a 10° M, su actividad biolégica no sufrié variacién alguna. Si bien las
condiciones de nuestro ensayo no son comparables a las de Duzan et al. (2004),
nuestros resultados no coincidieron con esta ultima observacidon, puesto que si se
observé un aumento de la actividad bioldgica de los factores Nod empleados cuando se
incrementd la concentracion final de trabajo de 10 a 10° M.

En estos ultimos afos han proliferado el nimero de trabajos que tienen por
objetivo la observacion de la respuesta que la planta genera tras la aplicacion de factores
Nod purificados. En este sentido, Wais et al. (2002) estudiaron respuestas tempranas
como el fenomeno de “calcio spiking” tras la aplicacion de extractos crudos de factores
Nod de cepas de E. meliloti. Esseling y Emons (2004) indicaban como la aplicacion de
estos mismos factores de nodulacion sobre los pelos radicales de M. truncatula inducian
la reorientacion del pelo radical, hasta desarrollar la conocida estructura del “cayado de
pastor”. Lopez-Lara et al. (1995) llegaron incluso a observar la formacion de primordios
nodulares y pseudonodulos carentes de bacteria al tratar la raiz de judia con mezclas de
factores Nod de Rhizobium sp. GRH2. Este ultimo fenotipo fue el que se observod al
aplicar los extractos crudos del 45 y 60% de AcN de los factores Nod “controles” de R.
tropici CIAT899 (crecida en condiciones control pH 7,0 y 0 mM de NaCl y en
presencia de apigenina), sobre plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa. Efectivamente,
resultaron ser factores Nod de elevada actividad bioldgica, capaces de desarrollar

pseudonodulos de estructura similar a los observados cuando se inocularon las plantas
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con la propia cepa productora, desde el quinto dia del ensayo y a la concentracion mas
baja empleada (10 M).

Asimismo, los factores Nod sintetizados por R. tropici CIAT899 en condiciones
de estrés salino 300 mM de NaCl, inducido o no con apigenina, resultaron ser igual de
activos que los controles: se observaron primordios nodulares desde el quinto dia del
ensayo y una concentracion de trabajo de 10® M. Por el contrario, los factores Nod
“acidos” (sintetizados por R. tropici CIAT899 bajo condiciones de estrés acido pH 4,5,
inducido o no con apigenina) resultaron ser menos activos que los sintetizados bajo
condiciones control o de estrés salino. No se observaron primordios hasta el décimo dia
de ensayo, poco desarrollados, y unicamente al emplear la concentracion de trabajo de
10° M.

Gressent et al. (2002) informaron acerca de la existencia de sitios de union en
plantas de P. vulgaris de alta afinidad por ciertos factores Nod de sus simbiontes. En
dicho trabajo, mostraban como estos receptores de alta afinidad, similares a otros
descritos en plantas de M. fruncatula, reconocian los factores Nod sintetizados por su
simbionte R. tropici, pero no los producidos por E. meliloti, simbionte de Medicago,
indicando por lo tanto la especificidad de estos receptores para con los factores de
nodulacién de su simbionte correspondiente. Asimismo, afirmaban que pardmetros
como la longitud o el grado de insaturacién del acido graso de los factores Nod
condicionaban el grado de afinidad de estos receptores para con los factores de
nodulacidn, de tal forma que los factores Nod portadores de acidos grasos C;g eran 10
veces mas afines en la unién con su receptor que aquellos cuyo acido graso era un Cys.
Este dato podria justificar el hecho de una mayor actividad de los factores Nod de R.
tropici CIAT899 “salinos” que los “acidos”, puesto que en el apartado 4.1.3.4. de los
Resultados indicdbamos que el &cido graso predominante en la estructura de los factores
Nod “salinos” era de 18 unidades de carbono, mientras que en los “acidos” el Cj¢ era el
mayoritario.

Curiosamente, cuando se ensayaron los factores Nod “salinos” de R. tropici
CIAT899, tanto inducidos como no, se observo un fenotipo caracteristico de plantas de
V. sativa estresadas por la luz, denominado “Tsr”. van Spronsen et al. (1995)
informaron que este fenotipo se correspondia con una respuesta excesiva que la planta
desarrollaba frente a los factores Nod de su simbionte, originandose una
sobreproduccién de etileno que provocaba el acortamiento y engrosamiento de las

raices. Tras descartar que dicho fendmeno pudiera ser una respuesta desarrollada por la
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planta frente a posibles trazas de sal disueltas en el extracto de los factores Nod
ensayados, concluimos que debian ser los nuevos factores Nod sintetizados bajo
condiciones de estrés salino los que originasen la aparicion de este fenotipo en las
plantas de judia. No obstante, también debemos barajar la posibilidad de que el factor
causante de esta respuesta sea cualquier otra molécula que esté presente en el extracto
butanolico, y cuya sintesis y excrecion sea igualmente dependiente de la concentracion
salina del medio.

Todos estos ensayos se llevaron a cabo en condiciones control para la planta
(solucion Fahraeus pH 7,0 y 0 mM de NaCl), de manera que no fueron similares a las
establecidas en el proceso de sintesis de los factores Nod de R. tropici CIAT899 salinos
y acidos. Ciertamente, no fue posible el empleo de las mismas condiciones de
crecimiento bajo estrés salino para la bacteria y la planta, puesto que el cv. Negro
Jamapa no es capaz de tolerar 300 mM de NaCl. Desafortunadamente, no se conocen
hasta la fecha cultivares de P. vulgaris alternativos que toleren méas de 180 mM de NaCl
(Bayuelo-Jiménez et al., 2002), valor de concentracion salina que tampoco resulta util
para nuestro ensayo puesto que R. tropici CIAT899 no presenta el mismo fenémeno de
sintesis de factores Nod en valores cercanos a 180 mM de NaCl (p. ej. 200 mM de
NaCl, ver figura 4.4., panel G) que a 300 mM de NaCl.

En cambio, hemos de indicar que P. vulgaris cv. Negro Jamapa si tolera las
mismas condiciones de estrés acido que R. tropici CIAT899, esto es pH 4,5. Gracias a
esta caracteristica, se pudo realizar el ensayo de actividad biologica de los factores Nod
“acidos” en plantas de judia crecidas a pH (4,5). Sorprendentemente, el numero de
primordios y pseudonodulos y el desarrollo de los mismos se incrementaron
cuantiosamente hasta alcanzar el mismo grado de actividad registrada en los ensayos de
los factores Nod “control” y “salinos”. Esta observacion nos permite apreciar y analizar
detenidamente la importancia de la simultaneidad de los cambios del habitat comun
tanto para la leguminosa como para el rizobio, puesto que si alguno de los dos
participantes de la simbiosis no se encuentra en la misma condicién ambiental, la
comunicacion entre ambos no parece ser la adecuada, y por lo tanto no interactian de
una forma eficaz. Esta hipotesis podria sustentarse en la certeza de cambios
estructurales en los factores Nod “dcidos” de R. tropici CIAT899 con respecto a los
“controles” (Mor6n et al., 2005), los cuales no son reconocidos adecuadamente por los
NFR, disminuyendo por lo tanto la actividad de los mismos. Sin embargo, cuando la

planta se encuentra en un medio ambiente distinto de las condiciones control (pH 4,5 en
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este caso), puede que el nuevo valor de pH del medio de ensayo modifique la
conformacion estructural de los factores Nod y permitan una mejor interaccion con sus
receptores, siguiendo el modelo molecular que proponen Mulder et al. (2006) sobre la
correcta interaccion tridimensional de los factores Nod de E. meliloti con los NFR de M.
truncatula. También existiria la posibilidad de cambios estructurales en los propios
NFR o cambios en su pauta de expresion como consecuencia de dicho estrés. Esta
ultima hipotesis estd sustentada por el trabajo realizado por Kalsi y Etzler (2000),
quienes caracterizaron un NFR en la leguminosa Dolichos biflorus, cuya expresion se
incrementaba al disminuir la concentracion en el medio de NH,;" y NO;’, pero que era
independiente de la variacion de los niveles de K', confirmando asi que dicho
incremento no se trataba de una respuesta generalizada frente a distintos tipos de estrés.

Estos cambios nos indicardn una buena aclimatacion del sistema rizobio-
leguminosa a las nuevas condiciones medioambientales, con el fin de optimizar el
establecimiento de una simbiosis efectiva en condiciones adversas, al mismo tiempo
que ponen de manifiesto un cierto grado de co-evolucidon entre ambos, ya descrito para
otros procesos de interaccion bacteria-planta.

Niwa et al. (2001) llevaron a cabo un estudio sobre la actividad biologica de los
factores Nod de M. loti sobre la planta modelo Lotus japonicus, empleando tanto los
extractos crudos de dichos factores Nod como las fracciones purificadas de los mismos.
Posteriormente, identificaron mediante analisis de Espectrometria de Masas los factores
Nod presentes en cada una, pudiendo indicar de esta manera cuales eran mitogénicos y
cuales no, al igual que ya hiciesen Spaink ef al. (1991) con los factores Nod de R.
leguminosarum bv. viciae en plantas de V. sativa. En funcién de estos antecedentes, y
considerando la novedad de la actividad bioldgica de los factores Nod de R. tropici
CIATS899 sintetizados bajo condiciones de estrés salino o 4acido, en ausencia de
apigenina, resolvimos fraccionar mediante HPLC los extractos crudos de dichos
factores de nodulacion, para posteriormente probar su actividad en plantas de judia, y
mediante Espectrometria de Masas, identificar qué factor/es Nod son responsables de
dicha actividad.

El epigrafe 4.2.2.3. de los Resultados mostraba qué fracciones de los factores Nod
“salinos” y “dcidos” no inducidos resultaron ser activas, al mismo tiempo que indicaba
los factores Nod existentes en cada una de ellas (ver tablas IV.7. y IV.8., resultado 4.2.).
Debido a la gran variabilidad de factores Nod presentes en cada fraccion, no se pudo

establecer una relacion de especificidad que indicase qué estructuras resultaban ser
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activas y cuales no, tal y como hiciesen p. ej. recientemente Shibata er al. (2005),
quienes confirmaron que el radical fucosilo del terminal reductor de los factores Nod de
M. loti no era imprescindible para la nodulacion de L. japonicus. No obstante, si
pudimos comprobar que el factor Nod portador del 4cido graso 18:1 y el radical metilo
de la posicion R2 estaba presente en todas las fracciones activas, corroborando asi la
importancia de dicho radical en el proceso de nodulacion de R. tropici CIAT899 en P.
vulgaris informada por Waelkens et al. (1995) y Laeremans y Vanderleyden (1998). De
hecho, los factores Nod de la cepa R. tropici RSP900 pCV3804, los cuales tienen como
unico radical incorporado al esqueleto oligosacaridico el grupo metilo codificado por el
gen nodS, resultaron ser biologicamente activos en plantas de P. vulgaris cv. Negro
Jamapa (ver figura 4.31.).

Paralelamente, se analizaron las fracciones que resultaron ser no activas en los
ensayos de actividad biologica. Estudios preliminares nos adelantan la existencia de
factores Nod en todas las fracciones seleccionadas, a excepcion de la fraccion 70 4cida,
de estructuras similares a los ya caracterizados en las fracciones activas no inducidas y
similares incluso a los factores Nod sintetizados en la condicion control e inducidos por
apigenina (ver tabla IV.9., resultado 4.2.). Sin embargo, podemos destacar una
excepcion notable, constituida por la ausencia del anteriormente nombrado factor Nod
IV o V (Cis:1, NMe) en todas las fracciones no activas. Esta observacion ratifica la
hipotesis de la especificidad de la actividad bioldgica de este factor Nod de R. tropici
CIAT899 en plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa. Sin embargo, todas estas
suposiciones necesitarian de nuevos ensayos para poder afirmarse como teoria, tal y
como indicamos anteriormente.

Ante estos resultados, se podrian elaborar dos hipdtesis que cimentasen la base
quimica de los fenomenos observados. Podria suceder, en primer lugar, que los factores
Nod identificados en estas fracciones no fuesen bioldgicamente activos como
consecuencia de su propia naturaleza quimica, puesto que pueden carecer de algin
substituyente especifico que sea imprescindible para el reconocimiento del factor Nod
por parte del hospedador, como seria el caso de los radicales C;s.; y NMe. O en segundo
lugar, podria tratarse efectivamente de factores Nod bioldgicamente activos, pero que
no se encuentren en la concentracion o proporcion adecuada en dicha fraccion y sean
por lo tanto incapaces de desarrollar cualquier estructura nodular en la planta, segin lo
indicaron Price et al. (1992). Igualmente existe la posibilidad de que se necesite la

presencia de determinados factores que estén ausentes.

224



Discusion

Ateniéndonos a estas conjeturas, nuevos estudios deberan ser llevados a cabo para
ratificar estos resultados, asi como confirmar estas hipotesis o bien razonar otras

alternativas.

5.3. Estudio del empleo de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPRs) en la simbiosis rizobio-

leguminosa, bajo condiciones control y de estrés salino.

Existen numerosos trabajos que han informado acerca de interacciones de las
PGPRs con los rizobios en leguminosas (Lynch, 1990; Lata Saxena & Tilak, 1994;
Maier & Triplett, 1996; Okon et al., 1998; Lata Saxena & Tilak, 2000; Vivas et al.,
2003; Lucas-Garcia et al., 2004a, 2004b). En la gran mayoria de ellos, la interaccion
entre ambos microorganismos resultd ser positiva, aportando datos relevantes para la
seleccion de una adecuada combinacion rizobio-PGPR. Sin embargo, trabajos como los
de Plazinski y Rolfe (1985), indicaron lo contrario para la combinacion R. trifolli-
Azospirillum, cuya interaccion resultd negativa al verse disminuida la tasa de fijacion de
nitrogeno cuando se utilizaba el coinoculante frente al inoculante simple del rizobio.
Ciertamente, Tilak ef al. (2006) indican que las PGPRs pueden afectar in situ de forma
diferencial al crecimiento rizobiano, y como consecuencia, alterar la competitividad
entre los rizobios nativos mediante la manipulacion de la microflora asociada. Al mismo
tiempo, la inoculacion de rizobios puede modificar la supervivencia y el establecimiento
de la PGPRs en el suelo, por lo que se precisa de un mayor estudio acerca de las
interacciones entre estas bacterias que determinen qué efectos pueden ser siné€rgicos y
cuales antagdnicos.

De este modo, se establecié como punto de partida el estudio de la interaccion
entre los rizobios y las PGPRs seleccionadas, mediante el empleo del LM de cada una
de ellas, al igual que ya hiciesen diversos autores como Azcon-Aguilar y Barea (1978),
Heron y Pueppke (1987), Chiarini et al. (1993), Noel et al. (1996) y Gutiérrez-Mafiero
et al. (2003). En primer lugar, se realizaron curvas de crecimiento de los rizobios en
distintas combinaciones del LM de las PGPRs, diluidas o no con agua o MMO (1:1,
v/v), donde pudimos observar como los LMs de las PGPRs P. fluorescens WCS417r y
C. balustinum Aur9 no ejercian ningun tipo de efecto negativo sobre el crecimiento de

los cuatro rizobios. La seleccion del medio mineral B- como MMO de P. fluorescens
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WCS417r y de los cuatro rizobios podria considerarse una ventaja a la hora de la
produccion industrial de coinoculantes constituidos por estas estirpes por tratarse del
mismo MMO. Sin embargo, se han de tener en cuenta observaciones como las indicadas
por Zaady et al. (1993), quienes senalaban como el medio en el que se prepara una
bacteria previo a la inoculacion puede afectar al futuro inoculante, por lo que se precisa
de estudios complementarios que confirmen la inocuidad del medio B™ para con las
cepas que en €l se cultiven, en vistas a una posterior elaboracioén de inoculantes.

Por el contrario, el LM de A. brasilense Sp7 si modifico el crecimiento de los
rizobios, puesto que no se registraron variaciones en la D.O.gonm de los cultivos
rizobianos en presencia de dicho LM, indicativo de una ausencia de crecimiento
bacteriano. Se especuld acerca de la posible existencia de moléculas inhibidoras del
crecimiento en el LM de 4. brasilense Sp7, de forma que la condicién de estudio
LM:H,O (1:1, v/v) deberia registrar a priori crecimiento bacteriano al diluirse al 50%
dichas moléculas inhibidoras. Sin embargo, esta condicidon no registré cambio alguno,
desechandose por lo tanto esta ultima hipotesis. Por otro lado, la condicion LM:MMO
del rizobio (1:1, v/v) mostré un crecimiento semejante al registrado en la condicion
control, fendmeno que ratifica la carencia de nutrientes necesarios para el crecimiento
de los rizobios en el LM de A. brasilense Sp7. También es posible que estos nutrientes
se encuentren en el medio, pero que la bacteria no pueda disponer de los mismos por
diversos motivos. Waschkies et al. (1994) informaron un caso similar para la
combinacion Glomus deserticola-Pseudomonas, donde el crecimiento de esta ultima se
veia gravemente afectado por la falta de fuentes de carbono en la rizosfera, las cuales
habian sido previamente consumidas por la AM.

Andlogamente, se estudid la relacion contraria LM rizobiano:PGPR. P.
fluorescens WCS417r no sufrié modificacion alguna de su crecimiento en presencia del
LM de cualquier rizobio, con respecto a la condicién de crecimiento control. Una
posible explicacion para este fendmeno podria ser el empleo del mismo MMO para los
rizobios y la PGPR (medio minimo B"), tal y como se indicé anteriormente, afianzando
aun mas su potencial como buena asociacioén desde el punto de vista de compatibilidad
de crecimiento. También se ha de tener en cuenta la ausencia, a priori, de moléculas
inhibidoras del crecimiento de la PGPR sintetizadas por el rizobio. Por el contrario,
tanto C. balustinum Aur9 como A. brasilense Sp7 sufrieron cambios en su patron de
crecimiento en presencia del LM de los cuatro rizobios, seguramente por la falta de

nutrientes adecuados puesto que, al mezclar estos LM con el medio optimo de cada
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PGPR, ambas bacterias mostraron un rapido crecimiento exponencial, mayor que el
desarrollado en su medio control, si bien los valores disminuyeron posteriormente una
vez que se agotaron los nutrientes.

Estos resultados constituyen un estudio basico sobre las interacciones a nivel de
crecimiento que se pueden establecer entre las cepas de rizobios y PGPRs
seleccionadas, mostrando en un principio una adecuada compatibilidad entre las
mismas. No obstante, se deberian plantear ensayos complementarios como los
disefiados por Sukhovitskaya et al. (2002), quienes estudiaron la supervivencia de
cultivos puros de R. leguminosarum y R. trifolii en combinacion con PGPRs
solubilizadoras de fosfato sobre suelos estériles, registrandose un aumento del 14-28%
de la supervivencia del inoculante rizobiano en plantas de trébol y guisante. De este
modo, al asegurar su estabilidad en el suelo durante mas tiempo, la eficacia del
coinoculante se vio significativamente aumentada con respecto al tratamiento simple
con el rizobio. Paralelamente, también se podrian realizar andlisis de la composicion de
dichos LM, con el fin de identificar las moléculas implicadas en esta interaccion
rizobio-PGPR, tal y como hicesen Peterson et al. (2006) al identificar un peptidoglicano
en el LM de la PGPR Bacillus cereus como responsable del efecto sinérgico que éste
ejercia sobre bacterias del grupo de Cytophaga-Flavobacterium.

Lucas-Garcia et al. (2004b) propusieron diversos mecanismos promotores de la
nodulacion y del crecimiento vegetal, por parte de las PGPRs, como eran la sintesis y
excrecion de fitohormonas, siderdéforos, fitoalexinas y flavonoides. En base a estos
antecedentes, se estudié el posible efecto que los LM de las PGPRs pudiesen ejercer
sobre la expresion de los genes nod y la posterior sintesis de los factores de nodulacion.
La figura 4.39. mostraba como los LM de las PGPRs empleadas provocaban una
disminucién de la expresion de los genes nod rizobianos con respecto a los niveles
registrados en la condicion control, a excepcion de E. fredii HH103 en el LM de C.
balustinum Aur9 adicionado de genisteina. Probablemente existan diversas moléculas
presentes en los LM de las PGPRs que regulen la actividad de los genes nod, o bien
pueda tratarse de un efecto de concentracion del LM empleado, o de la construccion
genética utilizada, o incluso de las condiciones de ensayo. Cases y de Lorenzo (2005)
sefialaban que la activacion transcripcional de muchos genes bacterianos en su entorno
natural no es una simple decisiéon “on/off”, puesto que cambios en determinados
parametros del medio ambiente que les rodea, como los aspectos nutricionales o incluso

la propia comunidad microbiana adyacente, pueden influir en la expresion génica. No
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obstante, debemos retomar las consideraciones anteriormente expuestas en los epigrafes
5.1.y 5.2. de esta Discusion acerca de la escasa relacion entre el sistema indicador lacZ
y la sintesis de factores Nod, puesto que, a pesar de la disminucion en la expresion de
los genes de nodulacion como consecuencia de la presencia de los LMs de las PGPRs,
ésta no repercutié en modo alguno sobre los perfiles cromatograficos de los factores
Nod de los rizobios (figura 4.39., paneles A), los cuales se mantuvieron invariables
independientemente del medio empleado (B o LM de PGPR).

Numerosas  asociaciones  microorganismo-planta y  microorganismo-
microorganismo estan condicionadas por la formacion previa de un biofilm,
entendiendo por tal aquella estructura de disposicion laminar constituida por millones
de bacterias. Diversos géneros bacterianos, como p. €j. Pseudomonas y Azospirillum,
son conocidos formadores de biofilms, cuya estructura y estabilidad puede condicionar
en numerosos casos la eficacia de la interaccion de estas bacterias con su hospedador o
con otras bacterias presentes en la rizosfera (Lugtenberg et al., 2001; Burdman et al.,
2000). Asi, puede que la interaccion directa entre los rizobios y las PGPRs empleadas
en este estudio faciliten nuevos datos acerca de la compatibilidad de estas
combinaciones. Por este motivo, se estudié por segunda vez la influencia que las PGPRs
seleccionadas pudiesen tener sobre la sintesis de los factores Nod de los rizobios,
creciendo a ambos grupos de bacterias conjuntamente y realizando nuevamente el
marcaje y extraccion de los factores Nod rizobianos. Sin embargo, la figura 4.40.
confirmd como la coinoculacién de los rizobios con las PGPRs no modifica el perfil
cromatografico de los factores Nod de los primeros.

Resumiendo todos los datos mostrados en el apartado 4.3.1. de los Resultados, se
podrian considerar ciertas combinaciones rizobio-PGPR como candidatos adecuados
para la elaboracion de coinoculantes de aplicacion industrial, teniendo en cuenta las
recomendaciones acerca de la combinacion de determinadas cepas, sobre todo en cuanto
a cuestiones referidas al crecimiento y medios de cultivo a emplear. No obstante, seria
necesario confirmar el buen desarrollo y la eficacia de esta interaccion en otros niveles
de experimentacion, como es el caso del sistema tripartito rizobio-PGPR-leguminosa a
nivel de laboratorio o de ensayo de campo, donde pardmetros como la metodologia
empleada (Lucas-Garcia et al., 2004a), dosis de inoculacion (Dobbelaere et al., 2001) o
condiciones medioambientales del suelo a inocular (Cakmakgi et al., 2006) son

cruciales a la hora de determinar la eficacia de proceso.
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Vessey (2003) subrayaba como la mayoria de los efectos beneficiosos de las
PGPRs biofertilizantes proceden de la influencia de las mismas sobre la regulacion del
crecimiento vegetal, puesto que lo que ocurre esencialmente en estos casos es
simplemente una modificacion de la fisiologia de la planta, como p. ej. cambios en la
arquitectura de la raiz y pautas de asimilacion, y no que la bacteria esté aportando un
suplemento nutricional a la planta hospedadora. Este es el caso de Azospirillum, PGPR
inductora del crecimiento radical de plantas leguminosas y no leguminosas gracias a la
sintesis de varias fitohormonas que estimulan el crecimiento vegetal (Dobbelaere et al.,
2001). Asimismo, se sabe que Azospirillum ejerce otro tipo de efectos sobre las plantas
que dan lugar igualmente a una promocion del crecimiento de la misma, como es el caso
del incremento del numero de flavonoides presentes en los exudados, fendomeno
demostrado por Burdman et al. (1996) en plantas de judia. Andrade et al. (1998)
especularon igualmente acerca del empleo de este mismo mecanismo por la PGPR P.
fluorescens sobre plantas de guisante.

Estudios previos han informado sobre los cambios que los rizobios pueden
ocasionar en la exudacion de las leguminosas. En este sentido, los exudados de las
raices de alfalfa obtenidos después de la inoculacion con R. meliloti contienen tres
isoflavonas que no se encuentran en los exudados de las plantas no inoculadas (Dakora
et al., 1993b). Analizando exudados de V. sativa se observdé el aumento en la
produccion de 8 flavonoides inductores de genes de nodulacion cuando las plantas
fueron inoculadas con R. leguminosarum bv viciae, pero no hubo produccion de nuevas
moléculas inductoras (Recourt et al., 1991). En base a estos antecedentes, se propuso
estudiar el posible efecto que la PGPR objeto de estudio, C. balustinum Aur9, pudiese
tener sobre la actividad inductora y la composicion de los exudados de judia y soja,
obtenidos en condiciones control y de estrés salino 50 mM de NaCl, en comparacion
con los exudados obtenidos en ausencia de ella.

Las figuras 4.41. y 4.42. mostraron, como tendencia generalizada, la disminucion
de la expresion de los genes nod de las cuatro cepas de rizobios cuando éstas eran
inducidas con exudados obtenidos en presencia de la PGPR C. balustinum Aur9,
independientemente de si fueron obtenidos en condiciones control o de estrés salino.
Este fenomeno es contrario al descrito por Parmar y Dadarwal (1999), quienes
caracterizaron dos cepas de Pseudomonas promotoras del proceso de nodulacion de las
estirpes Rhizobium sp. Cal81 y Ca313 en plantas de garbanzo, mediante la estimulacion

del proceso de sintesis de flavonoides por parte de la planta hospedadora. No obstante,
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es posible que la actividad inductora de los exudados obtenidos en presencia de la
PGPR sea similar en un principio a la del exudado control, pero que con el paso del
tiempo (recordemos que la recogida de los exudados se realiza al séptimo dia, ver
Material y Métodos, apartado 3.8.3.) la bacteria consuma las moléculas inductoras
inicialmente sintetizadas, empleandolas como fuente de carbono, pudiendo
biotransformar los flavonoides secretados por la planta en productos secundarios
carentes de actividad inductora o incluso inhibidores de la expresion de los genes nod,
proceso descrito para la cepa B. japonicum (Rao & Cooper, 1995). Estos mismos
autores indicaron que el mecanismo de regulacion de la expresion de los genes nod debe
ser mucho mdas complejo que la actual teoria de interaccion de la molécula inductora
con la proteina NodD, fenomeno que quiza pueda explicar la relacion dispar existente
entre el sistema indicador de la expresion génica y los factores Nod sintetizados por los
rizobios. Sirva como ejemplo la bacteria E. fredii SMH12, la cual, tras ser inducida con
exudados control obtenidos en presencia de C. balustinum Aur9 y registrar niveles de
actividad B—galactosidasa similares a los de la condicion inducida con exudados control
obtenidos en ausencia de la PGPR, no sintetiza y/o secreta ningin factor Nod. Sin
embargo, al ser inducida con exudados salinos obtenidos en presencia de C. balustinum
Aur9 y registrar niveles de actividad P—galactosidasa muy inferiores a los de la
condicion inducida con exudados salinos obtenidos en ausencia de la PGPR, vuelve a
sintetizar factores de nodulacion. Por el contrario, la cepa HH103 no registra cambios
notables en el perfil cromatografico de sus factores Nod para ninguna de las condiciones
ensayadas, a pesar de tratarse de la misma especie bacteriana que la cepa SMHI12, lo
cual nos indica la existencia de un componente especifico de cada bacteria en la
respuesta frente al exudado, ya que bacterias de una misma especie pueden responder de
forma diferente frente a un mismo grupo de inductores.

Puede que otro de los pardmetros que esté afectando a la actividad inductora de
estos exudados obtenidos en presencia de la PGPR C. balustium Aur9 sea el propio
sistema de recogida de exudado. Ciertamente, numerosos problemas técnicos en la
recoleccion y analisis de los exudados radicales todavia hoy en dia impiden el uso de
técnicas confiables para la caracterizacion de los mismos (Crowley & Rengel, 1999). En
este sentido, Kamilova et al. (2006) comprobaron como el sustrato empleado en los
sistemas de recoleccion de exudados modificaba significativamente los niveles del 4cido

organico mayoritario secretado por plantas de tomate, por lo que quizés, el sistema
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hidropdénico que utilizamos para la recoleccion de exudados de judia y soja no sea el
mas adecuado para mantener intacta la capacidad inductora del mismo.

En funcién de estos cambios, y tal y como ya se hiciese para los exudados
obtenidos en ausencia de C. balustinum Aur9, se analizé por Espectrometria de Masas
la composicion de los mismos, tanto en condiciones control como de estrés salino. Las
tablas IV.11. y IV.12. mostraban como, efectivamente, la presencia de la PGPR
modificaba la pauta de exudacién de las plantas de judia y soja, ocasionando una nueva
disminucién en el nimero de flavonoides sintetizados, siendo estd mas acusada en
condiciones de estrés salino. Asi, en plantas de judia, desaparecen los flavonoides
quercetina, luteonina y daizdeina cuando el exudado es recogido en presencia de la
PGPR, mientras que aparecen nuevos como la lisetina y apigenina en condiciones
control. Kumar et al. (2006) indican que el flavonoide quercetina tiene un papel
estimulador del crecimiento bacteriano en la rizosfera, por lo que resulta altamente
probable que la PGPR lo haya consumido por entero durante el proceso de exudacion.
Algunos de los flavonoides identificados coinciden con los anteriormente caracterizados
por Hungria et al. (1991), Dakora et al. (1993a) y Bolafios-Vasquez y Werner (1997) en
plantas de judia, con la gran excepcion de los flavonoides genisteina y coumestrol. Es
posible que no hayamos podido identificar la genisteina al ser ésta precursora de la
daidzeina y producto de degradaciéon de la isoliquiritigenina, de forma que, al
encontrarse tanto el flavonoide precursor como el precedente, quiza el intermediario
esté en concentraciones practicamente indetectables. Por otro lado, el coumestrol es una
de las principales fitoalexinas que la planta sintetiza en respuesta frente a un ataque
patogeno, de forma que puede que la planta de judia no considere a la PGPR como tal y,
por lo tanto, no sintetice dicho flavonoide.

Un andlisis semejante se podria realizar acerca de la composicion de los exudados
de soja obtenidos en presencia de C. balustinum Aur9 con respecto a los recogidos en
ausencia de la misma. Se observa la pérdida nuevamente del flavonoide quercetina,
junto con la morina y naringenina (potente inhibidor de los genes nod de B. japonicum
segun Klossak et al., 1990). También desaparecen, al igual que ocurriese en ausencia de
la PGPR, los flavonoides daidzeina y genisteina cuando la recogida de los exudados
tiene lugar en condiciones de estrés salino. Asimismo, se mantiene la isoliquiritigenina
(potente inductor de los genes nod segun Kape et al., 1992). Teniendo en cuenta estos
datos, cabria esperar la posibilidad de una mayor actividad inductora por parte de los

exudados de soja obtenidos en presencia de C. balustinum Aur9, sin embargo, la figura

231



Discusion

4.42. indica lo contrario. Ciertamente, la variedad y cuantia de los flavonoides exudados
por las plantas de soja en presencia de la PGPR y bajo condiciones de estrés salino
disminuye drasticamente con respecto a los identificados en exudados control y
ausencia de C. balustinum Aur9, observacion que se corresponde con la disminucion de
la actividad inductora de los mismos.

Si bien no se identificd el coumestrol entre los flavonoides sintetizados por las
plantas de soja en presencia de la PGPR, si se registro otra fitoalexina sintetizada por la
planta frente al ataque de un patdgeno, la isoliquiritigenina (Parniske et al. 1991), por lo
que es posible que la planta de soja esté reconociendo inicialmente a C. balustinum
Aur9 como un patogeno. Dakora y Phillips (1996) y Aoki et al. (2000) proponian la
acumulacion de los flavonoides en aquellos tejidos de la planta que eran infectados por
patogenos, de modo que, la variedad y concentracion de los flavonoides exudados por la
planta de soja pueden verse disminuida por la presencia de C. balustinum Aur9.
Paralelamente, las plantas de soja pueden disparar vias de defensa frente a dicho
patogeno mediadas por el acido jasmonico, el cual ha sido caracterizado recientemente
por Mabood et al. (2006) como un potente inductor de la sintesis de los factores Nod de
B. japonicum, mecanismo que podria justificar en cierto modo la elevada produccion de
factores de nodulacion de las dos cepas de E. fredii tras induccioén con exudados de soja,
a pesar de la disminucién en naturaleza y cuantia de los flavonoides sintetizados.

Diversos autores han caracterizado como la comunidad adyacente al sistema
tripartito  rizobio-micorriza-leguminosa puede modificar los mecanismos de
sefializacion entre los integrantes de dicho sistema. En este sentido, Antunes et al.
(2006) comprobaron que estos cambios se manifestaban como alteraciones en los
estadios iniciales de la simbiosis, de manera que, tras confirmar que C. balustinum Aur9
modifica significativamente el perfil de exudacion de plantas de judia y soja (via de
comunicacion de la leguminosa para con sus cepas nodulantes), resolvimos estudiar
algunos aspectos de las fases iniciales de la simbiosis de los rizobios objeto de estudio
con sus hospedadores correspondientes en presencia de dicha PGPR. Se utilizaron
nuevamente los sistemas y la condiciones de estudio empleadas en los ensayos de
actividad bioldgica de los apartados 4.2.2. de los Resultados, de forma que se volvid a
establecer la concentracion 25 mM de NaCl como condicién de estrés salino.

Los ensayos realizados en plantas de judia bajo condiciones control y de estrés
salino aportaron datos muy positivos acerca del efecto protector frente a la sal que la

PGPR C. balustinum Aur9 ejerce sobre la simbiosis R. tropici CIAT899-P. vulgaris cv.
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Negro Jamapa. Efectivamente, mientras que las plantas de judia inoculadas con R.
tropici CIAT899 bajo condiciones de estrés salino mostraron un evidente retraso en el
desarrollo vegetal y en parametros como la tasa de nodulacion y el tamafio de los
nodulos, aquellas que fueron coinoculadas con la combinacion R. tropici CIAT899 + C.
balustinum Aur9 mostraron un desarrollo similar al observado en condiciones control.
Por el contrario, las plantas de soja no mostraron este mismo fenotipo bajo condiciones
de estrés salino, puesto que las plantas coinoculadas con E. fredii SMH12 + C.
balustinum Aur9 mostraron el mismo retraso en el desarrollo vegetativo y en la tasa de
nodulacion que aquellas que fueron inoculadas exclusivamente con E. fredii SMH12.

Existen varios trabajos acerca del efecto positivo de la coinoculacion de bacterias
fijadoras de nitrogeno con PGPRs de los géneros Pseudomonas y Azospirillum en
plantas de judia (de Freitas et al., 1993; Burdman ef al., 1996). Sin embargo, este efecto
consistia en una mejora de la eficacia de la nodulacion en condiciones control de
crecimiento, sin evaluar el efecto de ningun tipo de estrés abidtico sobre este parametro,
tal y como presentamos en nuestro trabajo. Por el contrario, si existen estudios acerca
del uso de coinoculantes en plantas de soja bajo condiciones de estrés, como p. ¢€j. bajas
temperaturas, cuyos resultados fueron visiblemente beneficiosos (Zhang et al., 1996,
1997). Por este motivo, se repitieron los anteriores ensayos de coinoculacion en
soportes de arena estéril (sistemas mas semejantes a los empleados de forma natural en
el campo, en detrimento del sistema hidropénico anterior) con el fin de confirmar los
datos anteriormente mostrados. Al mismo tiempo, se incluyeron en el estudio las otras
dos cepas nodulantes de judia y soja anteriormente empleadas, R. etli ISPA2 y E. fredii
HH103, para abarcar asi un mayor campo de accidn y conseguir datos mas
representativos.

Los datos obtenidos del ensayo de nodulacion en plantas de judia con indculos
simples y dobles mostraron gran heterogeneidad en cuanto al comportamiento del cv.
BBL frente a los distintos tratamientos. En general, la respuesta fue principalmente
negativa, tal y como muestra el tratamiento con el inoculante R. etli ISP42, cuyos
parametros de nodulacion se vieron disminuidos en la mayoria de los casos en que se
empled el coindculo R. etli ISP42 + C. balustinum Aur9. Asimismo, tampoco mostroé un
efecto protector frente a la sal, puesto que, en las condiciones de ensayo de estrés salino,
todos los parametros de nodulacion y desarrollo vegetal disminuyeron con respecto a
los registrados a nivel control, independientemente del inoculo empleado, simple o

doble.
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Sin embargo, el tratamiento con R. tropici CIAT899 resultd ser més positivo.
Efectivamente, la inoculacion con la mezcla R. tropici CIAT899 + C. balustinum Aur9
promovid el crecimiento de la parte aérea de la planta bajo condiciones control, al
mismo tiempo que mostro cierto efecto protector frente al estrés salino puesto que los
parametros PSPA y PSR no sufrieron una disminucion de sus valores por efecto de la
sal, manteniéndose dentro de los niveles registrados por el indculo simple en
condiciones control. Este fendémeno podria justificarse por la produccién conocida de
auxina por parte de la PGPR C. balustinum Aur9 (Lucas-Garcia et al. 2004a), de forma
que los parametros indicativos del desarrollo vegetativo, PSPA y PSR, sufrirdn un
incremento en los tratamientos con el indculo doble. Sin embargo, esta promocion del
crecimiento de la raiz no conllevé un incremento en la tasa de nodulacion, a pesar del
aumento de la superficie a nodular, quiza por una posible competicion entre el rizobio y
la PGPR intensificada por las condiciones de estrés salino del ensayo, o por un simple
fendomeno de autorregulacion (van Brussel et al., 2002). Ciertamente, los parametros de
nodulacion (N® NOD y PUNOD) sufrieron una caida de aproximadamente el 50% con
el inoculo doble frente al tratamiento con el simple bajo condiciones de estrés salino.
Por este motivo, seria necesario continuar con la busqueda y seleccion de una nueva y
optima PGPR para la simbiosis P. vulgaris-rizobio que mostrase un caracter protector
frente a la sal, incluidos los parametros de nodulacion, mediante protocolos de trabajo
similares a los empleados por Shaharoona ef al. (2006).

Por otro lado, el tratamiento con el indculo doble de las plantas de soja resulto ser
mucho mas positivo que el del ensayo anterior con judia. Puede que, tal y como
proponen Tilak et al. (2006), la accidén conjunta de estas cepas de rizobio y PGPR
resulten en un beneficioso sinergismo que de lugar a una significativa promocion del
crecimiento de la planta. Ciertamente, el empleo de los inoculantes dobles C.
balustinum Aur9 + E. fredii incrementaron el rendimiento de las plantas de soja crecidas
en condiciones control con respecto a sus inoculantes simples, efecto ya informado por
Lucas-Garcia et al. (2004a) para esta misma mezcla. Al mismo tiempo, se anularon los
efectos negativos del estrés salino manteniendo todos los parametros de estudio en
niveles semejantes a los registrados en la condicion control, inclusive los parametros de
nodulacién (N° NOD y PUNOD) a diferencia de lo observado anteriormente para las
plantas de judia. Una justificacion a este fendmeno podria ser el aumento de sitios de
infeccion por el rizobio, mecanismo relacionado al mismo tiempo con el efecto

promotor del crecimiento de la auxina seglin proponen autores como Akao et al. (1991),
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Fukuhara et al. (1994) y Gutiérrez-Mafiero et al. (1996), quienes relacionan el efecto
hormonal del incremento de la superficie radical con la estimulacién del proceso de
nodulacion.

Estos tultimos resultados obtenidos de los ensayos de nodulacion se contraponen
con los mostrados en el apartado 4.3.3.1. de los Resultados, donde la promocion del
crecimiento y nodulacion por parte del C. balustinum Aur9 se observd en plantas de
judia y no de soja. Sin embargo, dicha promocion fue evaluada en cortos periodos de
tiempo en comparacion con los test de nodulacion realizados, ademas de haberse
empleado un cultivar distinto de P. vulgaris. Por este motivo, se realizé una cinética de
nodulacién de R. tropici CIAT899 en plantas de P. vulgaris cv. BBL, en ausencia y
presencia de la PGPR, que confirmé finalmente el efecto protector de C. balustinum
Aur9 frente al estrés salino en los primeros 10 dias del ensayo, donde la tasa de
nodulacién de indculo doble superd a la del tratamiento simple, si bien se equipararon
en los ultimos dias del ensayo (figura 4.47.). Este fenomeno ya fue informado por
distintos autores como p. ej. Dashti et al. (1998), quienes propusieron el efecto de
aceleracion en la nodulacidén por coinoculaciones rizobio + PGPR. Sin embargo, se
contrapone con el trabajo realizado por Camacho ef al. (2001), quienes observaron
como la combinacion de R. tropici CIAT899 con la PGPR Bacillus sp. CECT 450
incrementaba la nodulacion de plantas de P. vulgaris en los Gltimos estadios del ensayo.

En base a estos resultados, futuros estudios deberian llevarse a cabo para conocer
exactamente los mecanismos empleados por la PGPR C. balustinum Aur9 para
promover el crecimiento en plantas de soja y judia, puesto que Lucas Garcia et al.
(2004a) indican que la variabilidad de las respuestas observadas dependen en gran
medida de la fase del proceso que esta PGPR es capaz de modificar: infeccion,
nodulacion o fijacion de nitrogeno. Al mismo tiempo, se deberian tener en
consideracion los protocolos de trabajo propuesto por estos mismos autores, para
asegurar el efecto sinérgico entre los rizobios y las PGPRs y evitar los efectos negativos

derivados de los fendmenos de competicion.
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Conclusiones

La tolerancia a valores extremos de sal y la biosintesis de los factores de nodulacion
bajo condiciones de estrés salino, es variable entre las cepas de Rhizobium que

nodulan P. vulgaris.

El estrés salino induce la biosintesis de los factores Nod de R. tropici CIAT899
independientemente del gen regulador nodDI, siendo el ién Na' el principal

responsable del efecto observado.

La salinidad induce cambios cualitativos que afectan a la estructura de los factores
Nod sintetizados por R. tropici CIAT899. Tras induccidon con apigenina, y bajo
condiciones de estrés salino, se describieron 46 nuevos factores Nod, de los cuales

31 no han sido descritos en condiciones control.

Los exudados radicales de P. vulgaris cv. BBL y G. max cv. Osumi, obtenidos en
condiciones de estrés salino, presentan menor capacidad inductora de los genes de
nodulacion de sus respectivos simbiontes que los que se obtienen en condiciones
control. Asimismo, se observan modificaciones en la naturaleza y cuantia de los

flavonoides presentes en dichos exudados por accion de la sal.

Los factores Nod sintetizados por R. tropici CIAT899 en ausencia de inductor y bajo
condiciones de estrés salino o &cido son igual de activos bioldgicamente, sobre
plantas de P. vulgaris cv. Negro Jamapa, que los sintetizados en dichas condiciones
tras induccion por flavonoide, e igual que los factores Nod sintetizados en condicion

control.

No existen cambios significativos en el crecimiento de los rizobios R. tropici
CIATS899, R. etli ISP42, E. fredii SMH12 y HH103 bajo la influencia de las PGPRs
P. fluorescens WCS417r, C. balustinum Aur9 y A. brasilense Sp7, asi como en los

factores de nodulacion sintetizados por estos rizobios.

La inoculacién de plantas de P. vulgaris cv. BBL y G. max cv. Osumi con la PGPR
C. balustinum Aur9 conlleva modificaciones en la naturaleza y cuantia de los

flavonoides excretados por la planta y cambios en la capacidad inductora de los
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exudados radicales sobre la expresion de los genes nod de sus simbiontes

respectivos.

i El empleo de los inoculantes dobles C. balustinum Aur9 + E. fredii SMH12 o
HH103 revierten los efectos negativos del estrés salino observados en plantas de G.
max cv. Osumi. Igualmente, estos inoculantes dobles promueven el desarrollo de las

plantas crecidas en condicidn control, respecto a las inoculantes simples.
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Salt tolerance and Nod factor production under salt stress conditions is variable

among common bean rhizobia.

Salt stress induces R. tropici CIAT899 Nod factor production, regardless nodDI

gene regulation activity. This response turns out to be Na* dependent.

B

Salinity changes R. tropici CIAT899 Nod factors structure. A total amount of 46
Nod factors were produced under salt stress conditions after apigenine induction, 31

of them have never been described under control conditions.

[ Root exudates of P. vulgaris cv. BBL and G. max cv. Osumi produced under salt
stress conditions, evidence a weaker induction capacity of nod genes than those
produced under control conditions. Besides, salinity changes the quality and the

quantity of the flavonoids contained in saline exudates.

L R. tropici CIAT899 Nod factors produced under salt or acid stress conditions
without inductor added are as active as those produced both under the same
conditions after flavonoid induction and under control conditions, on P. vulgaris cv.

Negro Jamapa plants.

There are no significant changes of the growth patterns and the Nod factors
produced by the rhizobia R. tropici CIAT899, R. etli ISPA2, E. fredii SMH12 and E.
fredii HH103 under the influence of the PGPRs strains P. fluorescens WCS417r, C.

balustinum Aur9 and A4. brasilense Sp7.

Inoculation with the PGPR C. balustinum Aur9 in P. vulgaris cv. BBL and G. max
cv. Osumi plants changes both the quality and the quantity of the flavonoids
contained in both exudates, and changes the induction capacity of nod genes as

well.

1 Coinoculation with C. balustinum Aur9 + E. fredii SMH12 or HH103 have a
protective effect over salt stress in G. max cv. Osumi. Likewise, coinoculation
increases soybean production versus sole rhizobio inoculation under control

conditions.
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Tabla IV.2. Factores de nodulacion sintetizados por R. tropici CIAT899 bajo condiciones
control (0 mM NaCl) y de estrés salino (300 mM de NaCl), inducida por apigenina 1 uM.

[M+Na]" 0 mM de NaCl 300 mM de NaCl Estructura
B; iones: 1145, 942, 739, 536
1468 ) Y, iones: 346, 549, 752, 955 V(Cie1, NMe, 8, )
B; iones: 1057, 854, 651, 448
1440 - Yi iones: 404, 607, 810, V(CZO:O-OHs NMC, S)
1013
B; iones: 1113, 910, 707, 504
1438 - Y, iones: 549, 752, 955 V(Ciz1, MeFuc)
1436 _ B, iones: 1113, 910, 707, 504 V(sz;l, S)/ V(C]g;],
Y, iones: 549, 752, 955 NMe, Ac, S)
B; iones: 1101, 898, 695, 492
1424 - Y, iones: 346, 549, 752, 955 V(Ca0, NMe, )
B, iones: 1099, 869, -, 490
1422 - Y, iones: 346, 549, 752, 955 V(Cao:1, NMe, )
B; iones: 1394, 1089, 886,
1412 - 683, 480 V(Ciso.om NMe, S)
Y, iones: 346, 549, 752, 955
B, iones: 1087, 884, 681, -
1410 * Y, iones: -, 549, 752, 955 V(0. 8)
B; iones: 1085, 882, 679, 476 B, iones: 1085, 882, 679, 476
1408 Y, iones: -, 549, 752, 955 Y, iones: 346, 549, 752, 955 V(Can, S)
B; iones: 1073, 870, 667, 464
1396 * Y, iones: 346, 549, 752, 955 V(Ciso. NMe, §)
B, iones: 1071, 868, 665, 462 B, iones: 1071, 868, 665, 462
1394 Y, iones: -, 549, 752,955 Y, iones: 346, 549, 752, 955 V(Cis1, NMe, §)
B; iones: 1059, 856, 653, -
1382 - Y, iones: 346, 549, 752, - V(Ciso. S)
B; iones: 1045, 842, -, -
1363 ) Y, iones: 346, 549, 752, 955 V(Ciso. NMe, §)
1366 + - V(Ci6.1, NMe, S)
V(Cyo.0-01, Ac)/
1366 + B}
V(Cx2:0.00n, NMe)
B, iones: 1031, 828, 625, -
1354 - Y, iones: 346, 549, 752, 955 V(Ciso, 8)
B; iones: 1117, 914, 711, 508
1338 ) Y, iones: 244, 447, 650, 853 V(Cao00m, NMe)
B; iones: 1115, 912, 709, 506
1336 Y, iones: -, 447, 650, 853 - V(Cao:1-0m NMe)
V(C22:1)/
1334 ! ] V(C s, NMe, Ac)
B; iones: 1103, 900, 697, 494
1324 ' Y, iones: 244, 447, 650, - V(Caoon)
B; iones: 1108, 898, 695, 492
1322 Y, iones: -, 447, 650, 853 - V(Cao0, NMe)
B; iones: 1099, 896, 693, 490
1320 ) Y, iones: -, 447, 650, 853 V(Cao:1, NMe)
1310 i B, iones: -, 886, 683, 480 V(Cisoom NMe)

Y, iones: 244, 447, 650, 853
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Tabla I'V.2. Continuacion.

[M+Na]* 0 mM de NaCl 300 mM de NaCl Estructura
1308 B; iones: 1087, 884, 681, 478 + V(Ca0:)
e g 1092, 00 47 - e
1296 i %:?onrf:;:1204745,’484772,’665609,’;5636 V(Cisoon)
1292 - Ii'(i:?onfess:;1204741,’484678,’665605,’845632 V(Cis1, NMe)
1280 ' : Vs NMe)
- s ITSLELE . vew
g DI ISR 86 B VG
- e M e
1252 - B; iones: 1031, -, -, 422 V(Ci0)
1251 B; iones: 1071, 868, 665, 462 - IV-Man(Cs.;, NMe)
1241 B; iones: 1020, 817, 614, 411 - V(Cio..01 NMe, Cb)
: Y, fonew 244, 447,650,853 V(Cun NMe)
- Do 07 ST N
- Bieres LTI V(G e
1227 B; iones: 1006, 803, 600, 397 - V(Cio.0-01, Cb)
1221 : Y fones - 353, 756 IV(C, Fue)
1220 AT, 650,853 Y, foness 244, 447, 650, - V(i)
1205 B; iones: 882, 679, 476 ) IV(Cao1, S)
: s TS NG
- Bienes TS50 e e
1186 B; iones: 1006, 803, 600, 397 - IV-Man(C .01, Cb)
oo D e s -
1149 B; iones: 928, 725, 522 - IV(Cis5..01 NMe, Ac)
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Tabla I'V.2. Continuacion.

[M+Na]" 0 mM de NaCl 300 mM de NaCl Estructura

B; iones: -, -, 508
1 ) Y, iones: 244, 447, 650 IV(Cao0.01, NMe)

B, iones: 900, 697, 494
Het ) Y iones: 244, 447, 650 IV(Cao0.01)

B; iones: 872, 669, 466
1093 ) Y iones: 244, 447, 650 IV(Ciso.on)

B; iones: 870, -, 464

1091 - Y, iones: 244, 447, 650 V(Ciso, NMe)
W Bomme Do e
- v ST
: I e
: BOSIZE iy
1049 * Yligiic:r?:se:&z;l’fii’7-, - V(Cis0)
1035 - + IV(Ci4.0, NMe)

B; iones: 800, 597, 394
10 ) Y, iones: 244, 447, 650 IV(Cia0)

Tabla IV.3. Factores de nodulacion sintetizados por R. tropici CIAT899 bajo condiciones de
estrés salino (300 mM de NaCl), en ausencia de apigenina.

Fraccion (min) [M-H] [M+Na]" Estructura

0 1336,0 V(Cis., S)

1350,0 V(Cis:0, NMe, S)
- 1350,0 V(Cis:0, NMe, S)

1392,1 V(Cao.1.0m, NMe, S) 0 V(Cgp, Ac, NMe, S)
26 1364.,0 V(Cx., S)
33 1378.,0 V(Cy0:0, NMe, S)
71 1280,8 V(Cis)

1294,8 V(Cis.0, NMe)
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Tabla IV.6. Factores de nodulacion sintetizados por R. tropici CIAT899 bajo condiciones de
estrés acido (pH 4,5), en ausencia de apigenina.

Fraccién (min) [M-H] [M+Na]* Estructura
18 13479 V(Ci5.1, NMe, S)
1363,9 V(Cao.0, S)
26 13359 V(Cis.o, S)
1349,9 V(C]g;o, NMG, S)
55 1049,7 IV(Cis0)
1294,8 V(Cig.0, NMe)

Tabla IV.10. Factores de nodulacion sintetizados por R. tropici CIAT899 bajo condiciones de
estrés salino (300 mM de NaCl) o estrés acido (pH 4.,5), en ausencia de apigenina. Analisis
comparativo.

300 mM

Estructura [M+2H]** [M+H]" Iones B de NaC] PH4S
IV(C10:0, NMe) 957 330, 533, 736, 939 +
IV(C12.0, NMe) 985 358, 561, 764, 967 +

V(Ciz0) 1174 344,547,750, 953, 1156 +
V(C12.0, NMe) 594.72 358, 561, 764, 967 +
ITI(C)40, NMe) 796 372,575,778 +

IV(C14) 999 372,575,778, 981 + +
IV(Ci4.0, NMe) 1013 386, 589, 792, 995 + +
IV-Hex(Ci4.0) 1161 372,575,778, 981, 1143 +

IV-Hex(C)40, NMe) 1175 386, 589, 792, 995, 1157 +

V(Cla0) 1202 372,575,778, 981, 1184 + +
V(Ci40, NMe) 1216 386, 589, 792, 995, 1198 + +

IV(Cia) 997 370, 573, 776, 979 +

V(Ci41) 601.49 370, 573,776, 979 +
V(Ci4.1, NMe) 1214 384, 587,790, 993, 1196 +

1(Cy4.0) 824 400, 603, 806 +
I1(C14.0, NMe) 838 414, 617, 820 +

IV(Ci60) 1027 400, 603, 806, 1009 + +
IV(Ci60, NMe) 1041 414, 617, 820, 1023 + +

IV(Cis.0.01) 1043 416, 619, 822, 1025 +

IV(Ci6.0.0n, NMe) 1057 430, 633, 836, 1039 +
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Tabla IV.10. Continuacion.

300 mM

Estructura [M+2H]*"  [M+H]" Iones B deNac] PH4S
V(Cie0) 615.84 400, 603, 806, 1009 R i
V(C160, NMe) 1244 414,617,820, 1023,1226  + n
V(Cieo, S) 1310 400,603,806, 1009, 1202+ n
V(Cig0, NMe, ) 324 Ui ies :
V(Crsoom) 1246 416, 619,822, 1025, 1228 n
V(Cis0.0m NMe) 1260 430, 633, 836, 1039, 1242 n
IV(Cien) 1025 398, 601, 804, 1007 "
IV(Cie1, NMe) 1039 412,615,818, 1021 N
V(Cien) 1228 398,601,804, 1007, 1210+ ;
V(Cye1, NMe) 621.86 412,615,818, 1021, 1224+
IMI(Cyg0, S) 932 428,631,914 n
T(C50.0m) 868 444, 647,850 n
T1(Cys0.0m, NMe) 882 458, 661, 864 n
MI-Hex(Cys.0.0n, NMe) 1044 458, 661, 864, 1026 n
IV(Ciso) 1055 428, 631, 834, 1037 "
IV(Cyg0, NMe) 1069 442, 645, 848, 1051 n ;
IV(Cis0, NMe, S) 1149 4‘!‘2[’1\/??856]8*181, oo "
IV(Cis0.0m NMe) 1085 458, 661, 864, 1067 n ;
V(Ciso) 1258 428,631,834, 1037,1240  + N
V(Cis0, NMe) 1272 442,645,848, 1051, 1254+ n
V(Ciso, S) 1338 s ¥
V(Cis0, NMe, S) 1352 2 fﬁiﬁgg]’i?;lfzm #oy +
V(Cis.om) 638.09 444, -, 850, 1053 T
V(Cisoom NMe, Cb)  666.63 501,704,907, 1110 N
T1-Hex(Cg.1) 809 426, 629, 791 "
IM(Crg.) 850 426, 629, 832 n
IMI(C11, NMe) 864 440, 643, 846 n
II-Hex(Cig1) 1012 426, 629, 832, 994 n
1lI-Hex(Cig.1, NMe) 1026 440, 643, 846, 1008 N
IV(Cig1) 1053 426, 629, 832, 1035 " ;
IV(Cig.1, NMe) 1067 440, 643, 846, 1049 N ;
VCnS) 33 426, 629, 832 N

* [M-80]'=1053
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Tabla IV.10. Continuacion.

300 mM

Estructura [M+2H]**  [M+H] Iones B de Nacl  PH4S
IV(Cg.1, NMe, S) 1147 a‘[‘lf/?_’gf)‘?; v 4 +
IV-Hex(Cyg.) 1215 426,629,832, 1035, 1197 T
IV-Hex(Cig.1, NMe) 1229 440,643,846, 1049, 1211+
V(Cis1) 1256 426,629,832, 1035,1238  + +
V(Cis, S) 1336 426,629, 832, 1035, 1318 " +
V(Cis.1, NMe) 1270 440,643,846, 1049, 1252+ n
V(Cis1, NMe, S) 1350 0.6 E‘é;?;(f]ai(f 5’213 2 +
IV(C 52, NMe) 1066 438, 641, 844, 1048 4
V(Cis2) 627.96 424, -, 830, 1033 +
V(Cis, NMe) 1268 438,641,844, 1047, 1250  +
IV(Caoo) 542.22 456, -, 862 +
IV(Ca0, NMe) 1097 470, 673, 876, 1079 +
IV(Ca0, NMe, S) 1177 47%\6/[7_2’0?7:61’ 019175 9 +
V(Caoo) 1286 456,659,862, 1065, 1268 +
V(Cano, NMe) 650.85 470, 673, 876 4
V(Caoo, S) 684.29 456, -, 862, 1065 4
V(Caoo, NMe, S) 1380 470,673,876, 1079, 1362 +
V(Caoo.on NMe, S) 1396 486, 689, 892, 1095, 1378 T
IV(Cao.1, NMe, S) 588.6 468, 671, 874 4
V(Cao) 1284 454,657,860, 1063, 1266+ +
V(Cao1,NMe) 1208 468,671,874, 1077,1280  + +
V(Cao1,S) 1364 45‘[‘1’\46_582’]16?5;263 +
V(Cap.1, NMe, S) 1378 468, 6&%‘% i(l’;gél%o + +
V(Caro.on NMe) 1344, 514,717,920, 1123,1326  +
V(Caz, NMe) 1324 494,697,900, 1103, 1306 T
V(Caza, NMe, S) 1404 494, 697, 900, 1103 T
1T(Cay.5, NMe) 916 492, 695, 898 +
IV(Cazs, NMe) 1119 492, 695,898, 1101 4
IV-Hex(Cas, NMe) 1281 492,695,898, 1101, 1263  +
V(Cazs, NMe) 1322 492,695,898, 1101, 1304+ +
V(Cazs, NMe, S) 1402 492, 695,898, 1101 +

*[M-80]" o [B5-80] = Pérdida de grupo sulfato
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8.2. Figuras.
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Figura 4.31. Curvas de crecimiento de R. tropici CIAT899 en el LM de P.
fluorescens WCS417r (A), C. balustinum Aur9 (B) o A. brasilense Sp7 (C),
combinados segun las siguientes proporciones (1:1): LM ( —#— ), LM + agua
(—=—), LM+ MMO ( ), MMO ( )y MMO + agua (—*— ).
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Figura 4.32. Curvas de crecimiento de R. et/i ISP42 en el LM de P. fluorescens
WCS417r (A), C. balustinum Aur9 (B) o A. brasilense Sp7 (C), combinados segun
las siguientes proporciones (1:1): LM (—#— ), LM + agua ( —%— ), LM+ MMO
( ), MMO ( ) y MMO + agua (—#—).



Apéndice

DO 6 Do

DO 6 Do

DO 6 Do

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo (h)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo (h)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tiempo (h)
Figura 4.33. Curvas de crecimiento de E. fredii SMHI2 en el LM de P.
fluorescens WCS417r (A), C. balustinum Aur9 (B) o A. brasilense Sp7 (C),

combinados segun las siguientes proporciones (1:1): LM ( —#— ), LM + agua
(—%—), LM+ MMO ( ), MMO ( ) y MMO + agua (—%—).
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Figura 4.34. Curvas de crecimiento de E. fredii HHI03 en el LM de P.
fluorescens WCS417r (A), C. balustinum Aur9 (B) o A. brasilense Sp7 (C),
combinados segun las siguientes proporciones (1:1): LM ( —#— ), LM + agua
(—8— ), LM+ MMO ( ), MMO ( )y MMO + agua ( —#—).
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Figura 4.35. Curvas de crecimiento de P. fluorescens WCS417r en el LM de R.
tropici CIAT899 (A), R. etli ISP42 (B), E. fredii SMHI12 (C) y E. fredii HH103
(D), combinados segun las siguientes proporciones (1:1): LM ( —#— ), LM +
agua ( —8—), LM+ MMO ( ), MMO ( )y MMO + agua ( —#%—).
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Figura 4.36. Curvas de crecimiento de C. balustinum Aur9 en el LM de R. tropici
CIAT899 (A), R. etli ISP42 (B), E. fredii SMH12 (C) y E. fredii HH103 (D),
combinados segun las siguientes proporciones (1:1): LM ( —#— ), LM + agua

( —8—), LM+ MMO (
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Figura 4.37. Curvas de crecimiento de A. brasilense Sp7 en el LM de R. tropici
CIAT899 (A), R. etli ISP42 (B), E. fredii SMH12 (C) y E. fredii HH103 (D),
combinados segun las sieuientes proporciones (1:1): LM ( —#— ), LM + agua
(—8—), LM+ MMO ( ), MMO ( ) y MMO + agua (—#%—).
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La interaccidn rizobio-leguminosa esta
actualtmente considerada como la asociacidn
fijadora de M, mas importante desde un punto
de vista agricola. Junto a esta sitmbiosis, existen
muchas otras interacciones en la rizosfera que
pueden hien optitmizar la primera, o hien
afectarla negativammente, dando Iugar a
importantes pérdidas ecoldgicas, econdrmicas ¥
alitnenticias. Sin embargo, estos  factores
hidticos no son los Gnicos gque pueden alterar la
eficacia del proceso  simbidtico.  Existen
igualtmente factores abidticos gue causan
pérdidas incluso mayores que las anteriores por
la extensa amplitud de su radio de accidn. Sirva
como getmnplo la salinidad, gque afecta de forma
aprozimnada a un 40% de la superficie mundial
(Zahran, 1999).

Esta disminucidn en la eficacia de la
sitnhiozis rizobio-leguminosa esta siendo hoy
en dia contrarrestada eficazmente gracias al
emplen de téchicas respetunsas con el medio
atnhiente, basadas en el uso de bacterias
prommotoras del crecioniento wegetal (BGEES), a
fin de lograr una agricultura sostenible. Estas
hacterias constituyen un sistema tripartito junto
cof el rizobio ¥ la legumninosa, e incretnentan 1la
productividad del cultive mediante mecatismos
ditectos o indirectos. En este sentido, se estan
llewvatido a cabo fuamerosos  trabajos  de
irvestigacion  dedicados no  sdlo a la
optimizacidn del proceso simbidtico rizohio-
legurmninosa mediante conoculacion con BGEE:
en condiciones control, sino gue al mismo
tHempo, se  estan  desarrollando  estudios
arnbiciosos  gue proponen las  técndcas  de
coinoculacidn  con PGPEs  como  medida
paliativa de los efectos negativos que el estrés
medicatnbiental ejerce sobre la  simbiosis
rizobio-leguminosa.

Mowradays, the thizohin-legume
symbiosis 15 considered the most inportant
nitrogen fizing interaction from an agricultural
point of wiew. This symbiotic process can be
either promoted or attenated by many others
thiznsphere nteractions, resulting in itnportant
ecological, economic and nutritional losses.
Mewertheless, factors of other kind can affect
the effectiveness of the symbiotic process as
well Abhinti; factors can hawe negative effects
on the thizobimn-legume symbiosis, causing
evenn greater losses than the biotic factors,
hecause of its broad action range. Serwe as
exzatmple the high salinity of arid and serndarid
regions, which are nearly the 40% of the
world’s land surface (Zabran, 19997

The employment of  agriculbural
technigques respectful <with the ensiromment,
based on the use of plant growth promoting
bacteria (BCGPREsY, can offset the losses of the
symbiotic process efficiency. The use of these
beneficial ucronrganisms could reduce the
chernical TIAnUL e all owring sustainahle
agriculture These bacteria constitute a tripartite
systern  together wath the thizohia and the
leguime, ihcreasitng the crop sield by means of
ditect or inditect mechanisms.

The application of beneficial BGEREs in
agriculture pursues two fundamental aimms, to
increase production under control conditions
and to  rinimize  losses caused  hy
envitontnental stresses. Therefore, promotion
of thizohism-legume symbiosis by inoculation
with PGPEs, under control conditions, is
largely being studied Mloreower, the negative
effects of environmental stresses on  the
thizobing-legume symbiosis may be offset by
development of coinoculaiion technigques with
EGERS
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