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ADN
ADP
ANOVA
Ap
ARN
ARNm
ATP

CA
CC

Ch
Cm
CU
DCA
DCBA
dNTPs
DO
DSM
EDTA
EPS
FBN
FIX

INTA
kDa

KPS
LPS
MCL
MCR
MPB

NJ

Acido desoxirribonucleico.
Adenosinadifosfato.

Analisis de vatrianza.

Ampicilina.

Acido ribonucleico.

ARN mensajero.

Adenosinatrifosfato.

Azul.

Castelar.

Capacidad de campo.

Cicloheximida.

Cloranfenicol.

Concepcion del Uruguay.

Disefio completamente aleatorizado.
Disefio en bloques completamente aleatorizado.
Desoxirribonucleétidos.

Densidad optica.

Desvio estandar de la media.

Acido etilendiaminotetraacético.
Exopolisacarido.

Fijaciéon bioldgica de nitrégeno.
Fijacién de nitrégeno.

Verde.

Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria.
Kilo Daltons.

Kanamicina sulfato.

Polisacarido capsular con Kdo.
Lipopolisacarido.

Mayoritariamente de crecimiento lento.
Mayoritariamente de crecimiento rapido.
Membrana peribacteroidal.

Nodulo.

Nueve de Julio.

Pares de bases.
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PCR Reaccion en cadena de la polimerasa.
PM Peso molecular.

PSA Peso seco de la parte aérea.
PSN Peso seco del nédulo.

S Suelo.

SA San Antonio de Areco.
SBL Lectina de soja.

Sm Estreptomicina.

Sp Espectinomicina.

TBE Tris-borato-EDTA.

TE Tris-EDTA.

TFA Acido trifluoroacético.

VT Venado Tuerto.

Y Amarillo.

X Chi cuadrado.
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I.1. Soja: ayer y hoy en la economia argentina.

En los dltimos 40 afios la soja se ha convertido en el mayor protagonista de la
economia argentina. Diversos factores han intervenido para que la soja se incorpore en
nuestros campos y se posicione como el mayor producto agropecuario de exportacion
(Ministerio de Agticultura Ganaderfa y Pesca www.site/agricultura/index.php). Es
sorprendente que desde los ‘70, década en la cual comenz6 timidamente su cultivo masivo,
también se haya expandido continuamente su superficie cultivada a la par del aumento de la
demanda mundial y de los precios. Es decir, el cultivo de soja crecié afio a afio desde 1970,
en donde cada nueva cosecha siempre tuvo compradores dispuestos a adquirir la totalidad
de la produccién y a un precio siempre en alza. Si comparamos la evolucion de la soja
desde sus primeras 37.700 ha a las 18.850.000 ha sembradas en la campafia 2011/2012
(Figs. .1 y 1.2.), observamos que la superficie sembrada con este cultivo aument6 unas 500
veces en 40 afios. Si bien es cierto que a nivel mundial el denominado mercado de la soja es
operado por una gran cantidad de paises, solo algunos tienen un rol protagoénico y
determinante a la hora de fijar la oferta y la demanda. Del lado de la demanda, los mayores
compradores son la Unién Europea y el sudeste asiatico (en particular China y Japén). Por
el lado de la oferta, Argentina se encuentra, junto a Brasil y Estados Unidos, como una de
las tres potencias exportadoras del cultivo, que en conjunto aportan mas del 80% de la
producciéon mundial (Schvarzer & Tavosnanska 2007). Esto implica que estos tres pafses
tienen el poder de determinar el precio de los granos de este cultivo. Si tenemos en cuenta
que en el 2003 el 45 % de la exportacion agricola se correspondia a la cosecha de soja, es
entendible que se califique a la Argentina como un pafs sojero. Sin embargo, para poder
entender qué significa el fenémeno de la sojizacion en nuestro pais, es necesario hacer una
pequefia revision de algunos de los factores que hicieron que la soja tenga un rol tan
importante en nuestra economia.

Como mencionamos al comienzo, recién hacia 1970 este cultivo comenzd a
proyectarse como una opcion interesante en nuestra agricultura. Esto en parte se debe a sus
origenes. La soja es una especie de la familia de las leguminosas, Fabaceae, originaria del
Este de Asia, especialmente China, y en particular las especies mas importantes son Glycine
soja 'y Glycine max, siendo ésta la especie cultivada. Su mayor particularidad radica en que los
granos de esta leguminosa presentan altos contenidos de proteinas y aceite, por ello
también pertenece al grupo de las oleoginosas. En nuestro pais es conocida desde 1862,
pero recién en 1909 se iniciaron los primeros cultivos en la Estacion Experimental
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Agronémica de Coérdoba, en donde se evalué su posible utilizacién como forrajera y la
factibilidad técnica y econémica de su cultivo. Estas practicas experimentales siguieron su
cauce lentamente y en 1924, el Ministerio de Agricultura introdujo nuevas variedades de
semillas, las cuales fueron difundidas en distintas regiones para evaluar su adaptaciéon a
diversas zonas del pais, siendo este el primer impulso para su difusién. No obstante, recién
en 1940 comienza el registro estadistico de la cantidad de hectareas ocupadas por la
leguminosa, no superando las 1.000 ha. A su vez, algunos productores privados comienzan
a evaluarla como posible opcién para la industria aceitera, ya que sus semillas contienen un
18 % de aceite. Sin embargo, las condiciones climaticas, las variedades de semillas
utilizadas, el desconocimiento sobre el manejo del cultivo, la baja demanda externa y el
apoyo a otros cultivos de leguminosas, fueron algunas de las variables que hicieron que el
cultivo de soja permaneciera casi ignorado hasta mediados de la década del ‘50. Hasta ese
entonces, la soja era vista como una especie de leguminosa exética y su cultivo era tomado
como una especie de abono verde, lo que la convertia en un cultivo marginal.

A partir de 1960, la soja comienza su etapa como grano de exportacion y, ya en la
década del ‘70, factores externos e internos terminan de definir el rumbo de la soja en
nuestro pais. Por un lado, luego de la Segunda Guerra Mundial el mercado europeo
comienza a demandar una mayor produccién de suplementos alimentarios para la
produccion ganadera. Por otro lado, se registra en esa época una fuerte caida de la oferta de
harina de pescado, que hasta entonces era utilizada como fuente de proteinas por la
industria de los alimentos balanceados. Estos dos factores condicionan el aumento de la
demanda de los granos de soja como fuente proteica en la industria ganadera. Ademas, su
creciente precio en alza y su fuerte demanda estimularon a algunos productores a volcarse
al cultivo de soja. Por dltimo, en 1973 se produce una caida de la exportacion de soja desde
Estados Unidos, lo cual da la oportunidad a Argentina y Brasil para insertarse en el
mercado mundial como grandes productores de soja. A partir de alli, la regién pampeana
comienza a expandirse como productora de soja, desplazando los cultivos de girasol y
luego la produccion ganadera, de la mano de los precios internacionales siempre en alza.

El verdadero auge de la soja comienza en la década de los 90, cuando los cultivos
de esa leguminosa para ese entonces ya ocupan la misma superficie que el total de los
cereales. Dos factores internos terminan de determinar el salto de Argentina como potencia
mundial. Por un lado, la estimulacién de los productores mediante politicas de apoyo a la
soja y por otro lado, un fuerte cambio a nivel técnico, caracterizado por la introduccion de
distintas variedades de semillas transgénicas resistentes a glifosato, pertenecientes a diversos
grupos de madurez. Este cambio permitié la adopcion de la siembra directa y la extension
del cultivo desde la regiéon pampeana hacia diversas zonas incluyendo el NEA y el NOA.
Ademas, impulso el desarrollo de nuevas maquinarias para la siembra directa, que a su vez
contribuyeron a una mayor reducciéon de costos. Asi, la rapida expansion territorial y el
aumento de la productividad son los dos factores clave que explican el crecimiento
exponencial de la produccién de soja en nuestro pais. De esta forma, Argentina logrd
convertirse en el tercer productor mundial de grano de soja, el primer exportador mundial
de aceite de soja y el segundo de harina de soja, generando una gran incidencia en el
producto bruto agropecuario y por ende impactando significativamente en la generacion de
divisas.
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Actualmente el cultivo de soja se centra en la regiéon pampeana, sobre todo en las
provincias de Buenos Aires, Cérdoba y Santa Fe, y luego se expande con una menor
produccion a las regiones del NOA y NEA, en donde las provincias que mas aportan son
Entre Rios, Santiago del Estero, Chaco, Salta y Tucuman. (Fig. 1.3.)

Aunque el rol de la soja como generadora de divisas en nuestro pafs parece ser
indiscutible, este aumento en la produccién, y en la expansion territorial del cultivo,
también traen aparejada una serie de efectos negativos, entre los cuales el régimen de
produccién con arrendamiento de la tierra favorece la tendencia a la practica del
monocultivo (Martinez et al. 2002). Como mencionamos, la introduccién de nuevas
tecnologfas como la siembra directa y la utilizacion de semillas transgénicas, indirectamente
favorecieron el desplazamiento de otros cultivos o de la actividad ganadera por parte de la
soja. Cabe mencionar que actualmente Argentina es el Gnico pais que utiliza casi en su
totalidad semillas transgénicas (Schvarzer & Tavosnanska 2007), por lo que el herbicida
glifosato es de uso rutinario y extendido a la casi totalidad de la zona de cultivo de soja
(Teubal 2007). Si bien este herbicida es considerado como de baja toxicidad y se cree que
afecta solamente a las plantas, se han reportado efectos adversos en animales (Benachour &
Séralini 2009, Paganelli et al. 2010) y en los casos donde se ha utilizado en exceso cerca de
centros urbanos se han registrado varios problemas sanitarios (Camara Civil y Comercial de
Santa Fe, Sala 2% (2009). Al presente no existe un conocimiento amplio acerca de como
este herbicida puede afectar a los microorganismos del suelo y como estos efectos pueden

impactar en el agroecosistema.

B e i o A
eS|

f’\ --\._r-—-\. = BERORLICL
= AR) ‘,::"-. ST mEnmATL
oy BT podiom

s 2| 04100000 T
; f},r’ Lo 100,000 & | 000,000 TH

1 COC.000 & 2.000 000 T
2 000,000 & 5,000 000 TH
5600000 2 10 con 000 TH

-

BE OO0

B L
e :

e

- ]

5L 1

LY L LT LT VS
B R

N ] "

[

bbb i
- R 9

Figura I.3. Mapa de las principales
provincias donde se cosecha soja
(2003-2004)

Fuente: Base de datos de NLAGyP
(wwu.sagpya.mecon gonar.)




Capitulo Tesis Doctoral  Julieta Covelli

A nivel general, podemos mencionar que uno de los problemas de la tendencia al
monocultivo a nivel econémico es que la condiciéon del mercado que favorecié y sigue
favoreciendo la expansion de la soja puede verse modificada a corto o mediano plazo,
como sucedi6 en su momento con la produccion de otros cultivos, cuyo valor o interés en
el mercado mundial de repente cae o es suplantado. Pero mas alla de su vulnerabilidad
econémica, el problema del monocultivo impacta a un nivel mas profundo y complejo
sobre el incremento de las enfermedades y plagas, como asi también sobre la pérdida de
sustentabilidad de los suelos, favoreciendo su compactacion, desbalance nutricional,
pérdida de materia organica, acidificacion y alteraciones en su macro y microbiota. En este
punto cabe destacar que Argentina casi no comercializa la soja en su mercado interno, por
lo que la exportacion de la cosecha de cada hectarea sembrada se traduce en una continua
extraccion y exportacion de nutrientes, que va depletando la fertilidad de nuestros suelos.
Esto podrtia tesolverse mediante la rotacién de cultivos y/o mediante la utilizacién de
fertilizantes.

I.1.1. Requerimientos nutricionales de la soja.

Las distintas variedades de semillas de soja hoy en dia difieren de las primeras
utilizadas en el siglo pasado, permitiendo disponer de distintos grupos de madurez y
tolerancia a glifosato. Ademads, esta leguminosa acumula una alta concentracién de
proteinas en la semilla, y por ello es tan atractiva para su utilizacién en la alimentacién del
ganado. Sin embargo, ese alto contenido de proteinas viene acompafiado de una alta
demanda de nitrégeno (N) .Es por ello que el N es el nutriente mas critico para el cultivo,
pudiendo estimarse que se requieren 80 kg de N para producir un tonelada de soja
(Gonzalez 2007). Si a ese valor lo correlacionamos con la estimaciéon de que una hectarea
de soja produce aproximadamente 3.000 kg de grano (Gonzalez 2007), nos da que la
demanda de N de este cultivo ronda los 240 kg/ha. La proyeccién de la campafia sojera
2012/2013 estima que en nuestro pais se cosecharan unas 19.700.000 ha de soja (Informe
Pre-Campafia 2012/2013, Bolsa de Cereales, http://www.bolcereales.com.ar/), que
implicarfan una demanda de 4.728.000 toneladas de N. Si este requerimiento nutricional
por parte de la soja fuera satisfecho solamente con N del suelo, la reposicién de todo ese N
tendria un costo extremadamente alto, no solamente en divisas, sino fundamentalmente en

términos de contaminacion ambiental. Si por el contrario, este elemento no fuera repuesto
de manera eficiente, afio a afio la fertilidad del suelo decaerfa, disminuyendo asi su
productividad. Por lo tanto, el cultivo de soja puede resultar en un expoliador de la
fertilidad. Una manera de revertir dicha situacion es con la utilizaciéon de fertilizantes. La
fertilizacion se puede llevar a cabo mediante la utilizacién de los denominados fertilizantes
quimicos, sin embargo estas sustancias presentan una contraparte negativa. La produccion
de fertilizantes quimicos requiere el consumo de una gran cantidad de combustible f6sil y
produce emisiones de CO, y NO, que favorecen el efecto invernadero. Ademas, la
utilizaciéon rutinaria de los fertilizantes quimicos produce alteraciones de la materia
organica, desbalances nutricionales y frecuentemente la acidificacion de los suelos,
favoreciendo la liberacién de iones como aluminio, que resultan fitotéxicos cuando estin
presentes en altas concentraciones (Bohn et al. 2001). Como opcién a la fertilizacion
quimica, se puede utilizar una caracteristica biologica presente en las leguminosas. Estas
plantas pueden asociarse de manera simbidtica con bacterias denominadas en su conjunto
rizobios, las cuales pueden tomar el dinitrégeno (N,) del aire y reducirlo a amoniaco (NH;)
que luego es incorporado en moléculas de aminodcidos o ureidos, asimilables por la
leguminosa. De esta manera la leguminosa aporta un medio favorable y fuentes de energfa
para el rizobio y éste a cambio suministra los requerimientos de N de la planta. La

5
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inoculacién de los rizobios a las leguminosas para su empleo como fuente indirecta de
fertilizacién nitrogenada es la denominada biofertilizacion. El insumo clave de la
biofertilizacion es el inoculante preparado con cepas seleccionadas de rizobios, siendo uno
de los productos biotecnoldgicos en los cuales se viene trabajando desde hace afios para
optimizar su performance en los diversos cultivos.

I.2. El nitrégeno y la simbiosis.
I.2.1. El ciclo del nitrégeno.

Uno de los componentes clave en el desarrollo y crecimiento de todos los
organismos es el N. Este elemento forma parte de biomoléculas como proteinas, acidos
nucleicos y vitaminas, esenciales para el desarrollo de la vida. El mayor reservorio de N se
encuentra en la atmosfera en forma de N,, constituyendo un 79 % de su composicién
gaseosa. Sin embargo, el N, es inerte desde el punto de vista quimico y la mayorfa de los
organismos multicelulares son incapaces de acceder a ¢l de forma directa para utilizarlo en
sus procesos metabolicos.

El ciclo del N hace referencia a dos grandes procesos que permiten el reciclaje
constante del N en la Tierra (Fig. 1.4). Estos procesos son: la fijacion de N, atmosférico,
que permite incorporar este elemento a la bidsfera para su utilizacién por los organismos
vivos, y la desnitrificacion, que permite devolver el N a la atmésfera. A su vez, la fijacion de
N, comprende la conversion del mismo a formas reducidas del N, principalmente a NH;,
su oxidacion, principalmente a nitratos (NOj ), y la asimilacién de ambos compuestos por
los organismos vivos. Las formas oxidadas del N, NO; o nitritos (NO, ), son las mas
utilizadas por los vegetales para incorporar este elemento. En cambio, la desnitrificacién
solo hace referencia al pasaje de las formas oxidadas del nitrégeno, como NO, a N,
gaseoso, que es nuevamente devuelto a la atmésfera. La primera etapa del ciclo y la mas
interesante desde el punto de vista de la incorporaciéon de N a los organismos para el
desarrollo de la vida, es la de la fijacién de N,. Este proceso puede ser llevado a cabo de
tres maneras independientes:

Nitrégeno Losa.

atmosférico ("J
S AR e
o S I
“. ﬁ“ﬁsﬁ- \l,

Plantas

Descomponedores
(bacterlas, hongos)
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fijadoras nitsificantes
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Figura 1. 4. Representacion esquematica del flujo de N a través del
medio ambiente. La importancia de las bacterias en el dclo del N es
inmediatamente reconocida como un elemento clave en estos procesos,
produciendo diferentes formas de compuestos de nitrégeno asimilables
por los organismos superiores.
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. Combustiéon o también denominada fijacién espontanea: es la que ocurre
mediante la actividad natural de descargas eléctricas sobre el N, de la
atmosfera. Sin embargo, esta reacciéon es muy lenta y dificultosa. Por este
medio se logra fijar aproximadamente unos 30 millones de toneladas de N
por afio (Socolow 1999).

. Fijacién industrial: es la asociada al proceso incorporado en el siglo XX, por
Haber — Bosch en el cual se acelera la fijacion espontinea de N, mediante el
uso de altas temperaturas (400 — 500 °C) y presiones (150 — 300
atmosferas). Este proceso es utilizado para obtener amoniaco en formas
industriales, y también para la produccion de fertilizantes nitrogenados. Por
este medio se logra incorporar aproximadamente 95 millones de toneladas
de N al afio. Este proceso, si bien es el mas eficiente y el mas utilizado, tiene
su contracara, por un lado asociada a un alto gasto de consumo de
combustible f6sil y polucion atmostérica, y por otro lado a la contaminacion
ambiental asociada a la utilizaciéon de los fertilizantes quimicos en si, los
cuales como ya mencionamos generan la polucién del agua debido a la
eutrofizacion de la desembocadura de cursos de agua que recogen los
excesos de NO; provenientes de los campos.

. Fijacion bioldgica de N, (FBN): es la asociada a la capacidad metabolica de
algunos procariontes, denominados diazétrofos, que logran fijar N,
mediante su reduccion a NH,, a costas de la utilizacion de adenina trifosfato
(ATP). La FBN aporta aproximadamente 45 millones de toneladas anuales
de N. Si bien esta forma de fijar N, es menos eficiente con respecto a la
industrial, no genera contaminacién, por lo tanto los microorganismos
asociados a la FBN cumplen un rol fundamental en el reciclado y el
mantenimiento de niveles constantes de N en el suelo. De forma anéloga, la
FBN es un factor importante desde el punto de vista de la conservacion de
los suelos y de la productividad agropecuaria (Peoples & Craswell 1992).

I.2.2.Fijacion biolégica de N, (FBN).

Hace unos 3.700 millones de afios, a partir del enfriamiento de la corteza de la
Tierra primitiva, comienza el ensamblaje de las primeras formas de vida. Este periodo es el
denominado Eon Arqueano, también conocido como la edad de la anaerobiosis, dado que
todos los procesos que ocurrieron se llevaron a cabo dentro de una atmosfera libre de
oxigeno (O,) (Awramik et al. 1983). Probablemente en esa misma época ocurrieron los
primeros procesos metabdlicos como la fotosintesis anaerdbica, la fijacién de didxido de
carbono (CO,) y la fyjacion de N, como asi también la aparicion de las primeras
biomoléculas, como los acidos nucleicos y las proteinas. Podemos entender asi que la FBN
o diazotrofia es un proceso muy antiguo y esencial para la vida. Actualmente este proceso
es exclusivo de los procariontes. La diazotrofia estd ampliamente distribuida entre los
procariontes, encontrandose en diversos grupos parafiléticos, como en diferentes estilos de
vida y metabolismos que incluyen: aerobios, anaerobios, autétrofos, heterétrofos, en vida
libre y en simbiosis (Raymond et al. 2001). La FBN es realizada por miembros de los
dominios Arquea y Bacteria. En Arquea la FBN solo ocurre en el reino Euryarchaeota, en
sus divisiones Methanosarcinales, Methanobacteriales, Halobacteriales y Methanococcales.
En cambio, en Bacteria ocurre en seis de los mas de 50 phyla descriptos hasta el momento
(Lloret & Martinez-Romero 2005). Entre ellos se encuentran las bacterias verdes del azufre,
las cianobacterias, las Gram-positivas de alto y bajo contenido G+C, las Spirochaetes, los
Firmicutes y las Proteobacteria, siendo esta ultima la division bacteriana la mas abundante y
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a la cual pertenecen los rizobios. Como mencionamos mas arriba, dependiendo de la forma
en que llevan a cabo la FBN, podemos distinguir a los diazotréfos en dos grupos:

. FBN en vida libre: como lo indica su nombre, hace referencia a la capacidad
de algunos procariontes de realizar la FBN sin necesidad de asociarse a un
organismo vivo de otra especie. Algunas cianobacterias presentan esta
caracteristica.

* BN en simbiosis: este caso hace referencia a que el microorganismo lleva a
cabo la FBN asociado a una planta. Dentro de este tipo de asociacion
podemos distinguir tres grupos de interacciones:

v Los heterocistos de las cianobacterias, que ocupan tejidos de hepiticas,
helechos, cicadas y dicotiledéneas.

v' Los actinomicetos, representados por Frankia, que realizan simbiosis con
plantas de varias familias no leguminosas que incluyen a los géneros Aluus y
Prusta.

v' Los que realizan simbiosis con muchas leguminosas y excepcionalmente
con una no leguminosa, Parisponia, miembro de la familia Ulmaceae. A estos
diazotréfos se los denomina en su conjunto como rizobios.

1.2.2.1. La FBN y la nitrogenasa.

Independientemente de las agrupaciones que realicemos, todos los organismos
capaces de realizar la FBN lo hacen gracias al complejo enzimatico de la nitrogenasa
(Raymond et al. 2004). Esta enzima presenta la peculiaridad de ser inactiva en presencia de
O,. Se cree que las primeras nitrogenasas debieron haberse originado antes de que la
condicién reductora de la atmoésfera primitiva cambie a su forma oxigénica actual por la
acumulacién de O, como producto final de la fotosintesis. A su vez, la nitrogenasa pudo
originalmente ser parte de algin proceso respiratorio analogo a la reduccién de sulfatos que
se observa en bacterias teductoras de sulfato. En ese ambiente reductor, también era
necesario gastar ATP para asegurar la expulsién de hidrogeno (H,), por lo que es probable
que la nitrogenasa también surgiera como un mecanismo de disipacién del poder reductor.
Dado que las primeras plantas terrestres aparecieron aproximadamente hace 400 millones
de afios, posiblemente la FBN en simbiosis con plantas aparecié6 mucho tiempo después de
los primeros diazotréfos, como una forma de proteccion de la atmosfera oxigénica (Lloret
& Martinez-Romero 2005).

La reaccién catalizada por la nitrogenasa para la reduccion de N, en NH; es:

N,+8H"+8e¢ +nATP 2> 2NH, + H, + n ADP + n Pi

donde P significa fosfato inorganico, ¢ electrones y # el nimero de moles.

A diferencia del proceso de Haber — Bosch, la nitrogenasa logra catalizar la reaccion
a temperatura ambiente y a presion atmosférica, utilizando una gran cantidad de ATP para
romper el triple enlace del N,. El consumo de ATP va a depender de las condiciones del
flujo de protones, asi, » = 16. Cuanto mas limitantes sean las condiciones del flujo de
protones ese gasto de ATP aumentara (Halbleib & Ludden 2000).
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Cuando mencionamos la nitrogenasa, en realidad estamos haciendo referencia a un
complejo multienzimatico, formado por la dinitrogenasa reductasa o proteina Fe y la
dinitrogenasa o proteina FeMo. Ambas son metaloproteinas con centros redox Fe-S, pero en
el caso de la dinitrogenasa la presencia adicional del cofactor Mo, hace que la enzima sea
desnaturalizada en presencia de O,, por lo tanto el complejo nitrogenasa se inactiva, no
logrando la reduccién de N, (Shaw & Brill 1977). Es por ello que se cree que los
diazotréfos desarrollaron diversas estrategias a lo largo de su evolucion para proteger a la
nitrogenasa del O,. Entre ellas podemos encontrar, como en el caso de Agvbacter, la
secrecion de polisacaridos que no permiten el ingreso de O, a la célula (Parker & Scutt.
1960). En cambio, en cianobacterias, esto se logra con la formacién de una estructura
especializada, llamada heterocisto (Lloret & Martinez-Romero 2005). Finalmente, los
rizobios realizan simbiosis con leguminosas, asociandose de forma estrecha con las raices
de la planta dentro de una estructura muy especializada llamada nédulo (Young 1992). En
la simbiosis rizobio-leguminosa, la planta es la encargada de proteger a la nitrogenasa, ya
que por un lado el nédulo posee una capa celular exterior que lo envuelve formando una
barrera de proteccion a la difusion del O, de la atmodsfera del suelo ( Davis 1984,
Kondorosi & Schultze 1998, Jones et al. 2007, Terpolilli et al. 2012), y por otro lado, dentro
del nédulo se produce una proteina llamada /Jeghemoglobina —por su homologia a la
hemoglobina animal— (Kundu et al. 2003) la cual es capaz de unir y transportar O, con gran
afinidad, reduciendo su concentracién dentro del nédulo unas 10* — 10° veces (Jones et al.
2007, Downie 2005).

I.3.Leguminosas y rizobios: una convivencia de dos linajes.

Al comienzo de este capitulo hemos hablado del rol econémico de la soja en
nuestro pafs, como asi también de su requerimiento nutricional, haciendo hincapié en su
alta demanda de N. Mas tarde mencionamos que, dentro de los procesos que permiten fijar
el N, atmosférico, se encuentra la FBN por parte de los rizobios. El hecho remarcable es
que para llevarla a cabo estos microorganismos se asocian con leguminosas como la soja en
una simbiosis mutualista, para lo cual ambos socios coevolucionaron durante cientos de
millones de afios. Como resultado, dos linajes ampliamente separados en el arbol de la vida
pueden convivir para beneficio mutuo, gracias a una serie de adaptaciones especiales
desarrolladas a lo largo de la optimizacion evolutiva del proceso simbidtico. A continuacion
describiremos las caracteristicas principales de esta interaccién, comenzando por la
descripciéon de los rizobios y continuando con el estudio de la infecciéon y posterior
integracion de estos microorganismos a las funciones de la planta.

1.3.1. Los Rizobios.

Los rizobios son bacterias diazotrofas que se caracterizan por su exclusiva
capacidad de formar estructuras fijadoras de N, denominadas nédulos en determinados
hospedadores. Las primeras descripciones de nédulos en plantas fueron realizadas en 1586
por Delechamps y posteriormente en 1679 por Malpighi, quienes en aquel entonces
asociaron estas estructuras en las raices a tumores, pero ya en 1858 Lachmann observé que
estas deformaciones de las raices eran producto de la presencia de bacterias. Afos mas
tarde, en 1888, Beijerinck fue el primero en aislar bacterias desde el nédulo de una raiz de
leguminosa, y las llamé Bacillus radicicola, por su forma bacilar y su origen radical. Sin
embargo, un afio mas tarde se propuso su nombre actual Rbizobium y en 1912, Zipfel
concluyd, en base a estudios de aglutinacién, que las bacterias fijadoras de N, provenientes
de distintas leguminosas no eran aislamientos de la misma especie, y describid seis grupos
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distintos. Dos afios mas tarde los rizobios fueron divididos en tres grupos, basados en su
velocidad de crecimiento y en la leguminosa huésped. De esta forma, en un grupo se
encontraban los rizobios de crecimiento lento, cuyas bacterias presentan flagelos y colonias
pequenas no muy elevadas, y que son capaces de nodular 1igna, Acacia y soja. En un
segundo grupo se encontraban los rizobios de crecimiento mas rapido, con colonias opacas
o petladas y que son capaces de nodular Melilotus, Medicago y Trigonella. En el tercer grupo, se
incluy6 las de muy rapido crecimiento, cuyas colonias eran semitraslicidas y que son
capaces de nodular 7cia, Pisum, Lens, Lathyrus, Trifolium, Phaseolusy Stylosanthes. Ya en 1929
se habian determinado especies de Rhizobium segin la leguminosa que nodularan: R.
legnminosarium, R. trifolii, R. phaseoli, R. meliloti, R. japonicum y R. lupini, basadas en la creencia
de que cada especie de rizobio era especifica de una especie de leguminosa. Sin embargo,

2

Wilson en 1944 reporté que un gran numero de rizobios nodulaban mas de una
leguminosa. Mas tarde, en 1964, se sugirié modificar la taxonomia, basandola en caracteres
fenotipicos. Ya en 1974, se realiz6 una gran division basada en la velocidad de crecimiento
en placas de Petri conteniendo medio de cultivo extracto de levadura-manitol (YEM): por
un lado se clasifico a los rizobios de crecimiento lento —a los que llamaremos
bradirrizobios— como Bradyrhizebinum y por otro a los rizobios —de crecimiento rapido— se
los denominé Rhzzobium.(Fabra et al. 2007). Con un criterio similar, se cre6 un género
aparte para los que muestran una velocidad de crecimiento intermedia —mesorrizobios— a
los que se denominé Mesorhizobinm.

Con el advenimiento de la Biologia Molecular, nuevamente se modificé la
clasificaciéon filogenética de las bacterias, basandosela ahora en comparaciones de
secuencias de ADN, como por ejemplo la del gen que codifica el ARNr 16S (Gutell et al.
1984,0lsen et al. 1986). Al presente, Proteobacteria es la division mas grande y diversa
dentro del dominio Bacteria, su filogenia agrupa cinco linajes designados como
subdivisiones nombradas por las letras del alfabeto griego: Q, B, Y, O y €. Los tizobios,
bradirtizobios y mesottizobios se encuentran agrupados en las subdivisiones O- y [3-
proteobacterias (Lloret & Martinez-Romero 2005). Dentro de las O-proteobacterias se
encuentran 80 especies distribuidas en siete géneros: Bradyrbizobium, Azorhizobinm,
Methylobacterinm, Mesorbizobium, Rhizobium y Sinorhizobinm, siendo los cuatro dltimos los que
cuentan con el mayor nimero de especies descriptas. En cambio, en las B-proteobacterias
solo se encuentran tres especies, pertenecientes a dos géneros: Wautersia y Burkholderia.

Independientemente del género al que pertenezcan los bradirrizobios,
mesorrizobios o rizobios, todos son bacterias Gram-negativas, con forma bacilar no
esporulantes, aerébicos y/o microaerdbicos (Jordan 1984) Se los puede encontrar en vida
libre en el suelo o asociados simbiéticamente a las raices de las leguminosas, y dependiendo
de ello, su morfologia y su metabolismo varfan. En vida libre su habitat es el suelo,
pudiendo persistir ya sea en forma independiente o planctéonica, o bien formando
biopeliculas como bacterias sésiles sobre sustratos bidticos o abidticos. Las formas
planctonicas suelen ser moviles, presentando flagelacion polar, peritrica o ambas, mientras
que las formas sésiles no poseen flagelos (Quispel 1974). Ademas, todas estas formas de
vida libre pueden utilizar diversas fuentes de carbono (C) para su metabolismo y en este
estado son incapaces de fijar N, En simbiosis con plantas se los encuentra formando parte
de estructuras denominadas nédulos, dentro de los cuales se diferencian a bacteroides (Oke
& Lon 1999). Estas formas no son moviles, solo son capaces de utilizar malato o succinato
como fuente de Cy tienen la capacidad de fijar N, Un hecho que también los diferencia del
resto de los diazotréfos, es que cuando estan en simbiosis no utilizan el producto de la
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fijacion de N, para satisfacer sus propias necesidades de N, ya que el bacteroide utiliza
tanto la fuente de C como la de N que le suministra la planta (Oldroyd et al. 2011).

I.3.2. Bacterias que nodulan soja.

Dado el origen asiatico de la soja, el mayor reservorio genético de bradirrizobios,
mesorrizobios y rizobios que la nodulan se encuentra en el Lejano Oriente. Por lo tanto, se
puede decir que Asia es uno de los centros de diversificacion de bacterias noduladoras de
soja. Sin embargo, se cree que a lo largo de los intercambios comerciales de semillas, las
mismas pueden haber transportado estas bacterias adheridas a sus tegumentos,
introduciéndolas asi en otros suelos, donde posteriormente pueden haberse naturalizado
como poblaciones aloctonas. Alternativamente, tales suelos también podrian poseer
bacterias simbiontes de otras leguminosas que eventualmente podrian adquirir la capacidad
de nodular soja. En ese contexto, y teniendo en cuenta que se ha planteado que los
organismos que interaccionan entre si tienden a coevolucionar, es probable que paises
como Argentina, Brasil o Estados Unidos se hayan convertido también en reservorios de la
diversidad de bacterias noduladoras de soja.

Si bien originalmente se crefa que B. japonicum era el tnico simbionte de soja (Jordan
1984), con el desarrollo de nuevas técnicas moleculares y de aislamientos en diversas aéreas
del mundo se logré definir otras dos especies de bradirrizobios capaces de nodular soja. De
esta manera podemos decir que hasta el momento existen tres especies de Bradyrbizobinm
que nodulan soja, de los cuales B. japonicum (Fred et al. 1932) y B. elkanii (Kuykendal et al.
1991) son de crecimiento lento y B. laoningenese (Xu et al. 1995) de crecimiento extra lento.
Por otro lado, también se identificaron rizobios capaces de nodular soja como Ewnsifer
(previamente Sinorhizobinm) fredii, Keyser et al. 1982), E. xinjiangensis (Chen et al. 1988) y un
mesortizobio, M. thianshanense (Chen et al.1995). Ademas, se observd que Rhbigobinm sp.
NGR234 es capaz de nodular soja (Saldafa et al. 2003). Cabe mencionar que esta cepa es
uno de los rizobios de comportamiento mas promiscuo, ya que es capaz de nodular a 232
leguminosas sobre 452 probadas (Lloret & Martinez-Romero 2005). Asi, hasta el momento
podemos decir que la soja puede ser nodulada por tres especies de bradirrizobios, tres de
rizobios y una de mesorrizobios. Sin embargo, esta dltima tiene muy escasa importancia,
por lo cual nos referiremos en conjunto a las bacterias noduladoras de soja como
(bradi)rizobios.

Con respecto a los bradirrizobios, que parecen constituir el grupo mas importante
en la interaccién con soja, se considera que USDA 110 y USDA 76 son cepas
representativas de B. japonicum y B. elkanii respectivamente, con lo cual suelen utilizarse
como referencia para clasificar nuevos aislamientos (Balatti 2007).

1.3.3. Simbiosis.

El termino simbiosis fue acufiado por el botinico aleman Anton de Bary en 1873,
para describir la estrecha relacion que se establece en ocasiones entre dos o mas individuos
de distintas especies. Asi, la palabra simbiosis (de origen griego), significa literalmente
“convivir”, y se trata de una relaciéon que puede durar un periodo de tiempo prolongado o
toda la vida. El término también hace referencia a que por lo menos uno de sus integrantes
o simbiontes logran un beneficio a costas del otro. En el caso particular de la simbiosis
(brady)rizobio-soja, ambos simbiontes pueden vivir de forma independiente, pero cuando

11



Capitulo

Tesis Doctoral  Julieta Covelli

se asocian, ambos se ven favorecidos, de ahi que se trate de una simbiosis mutualista. Sin
embargo, en suelos ricos en N la soja no forma nédulos (Gibson & Harper 1985). Este
hecho no ha de sorprender si recordamos el gasto energético necesario para que la
nitrogenasa pueda catalizar la fijacion de N,. Cuando hay suficiente N disponible en el
suelo, la planta, por razones de economia energética, privilegia la incorporaciéon del N
edafico por sobre el derivado de la atmodsfera (Perticari et al. 2007). De esta forma, el
establecimiento de una simbiosis efectiva requiere que exista una deficiencia de N en el
suelo, al menos en el ambiente de cercania a la raiz, y que se produzca una serie de eventos
concatenados que consisten en la percepcion de senales, su transduccién y la respuesta.
Estos procesos finalizan con la formacién del nédulo, un nuevo 6rgano en las raices de la
leguminosa, en donde el (bradi)rizobio se va a diferenciar a la forma capaz de fijar N,.
Como es de esperarse, este proceso de desarrollo y diferenciaciéon necesita un control
preciso en tiempo y espacio, el cual esta gobernado en gran parte por una serie de genes

regulatorios implicados en el desarrollo de la simbiosis (Schlaman et al. 1998).

El proceso y las etapas previas a la simbiosis han sido muy bien caracterizados y se

lo puede dividir en cinco acontecimientos principales: (Fig. I.5.)

Adhesioén de los rizobios a la superficie de las raices y colonizacion.
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1.3.3.1. Adhesion a la superficie radical y colonizacion.

La rizésfera, espacio contiguo a las raices, es un microhabitat rico en nutrientes con
respecto al suelo circundante. Este microhabitat puede ser colonizado por diversos
microorganismos que generalmente forman biopeliculas sobre la superficie de la rafz
(Fuqua et al. 2004). La rizosfera presenta tales caracteristicas dado que las plantas pueden
secretear como exudados entre un 5 a 20 % de los productos finales de la fotosintesis, los
que pueden ser utilizados por la microbiota para establecerse y proliferar. En tal sentido, la
mayoria de las bacterias edaficas, incluidos los (bradi)rizobios, poseen diversos mecanismos
de adhesién a las raices. Cabe hacer hincapié, en que la mayoria de esas bacterias edaficas
comparten algunos mecanismos de adhesiéon con los (brady)rizobios, con lo cual pueden
interferir con la unién de los mismos a sitios de infecciéon sobre la raiz, y asi impedir su
posterior entrada a la leguminosa. Por otro lado, dentro de esas bacterias edaficas con
capacidad de adherirse, encontramos las denominadas bacterias promotoras del
crecimiento vegetal o PGPR, por sus siglas en inglés (plant growth promoting
rhizobacteria)(Sowinski et al. 2007). Entre estas bacterias, que tienen la capacidad de
permanecer toda su vida adheridas a las raices, podemos destacar a Azospirillum brasilense,
Psendomonas spp., Bacillus subtilis B2 y Enterobacter (Fabra et al. 2007). Varias de estas especies
han sido incluidas en diversas formulaciones biotecnolégicas desarrolladas a nivel industrial
para mejorar el crecimiento y desarrollo de los cultivos (Nelson 2004).

Durante el proceso de adhesion no solo actian moléculas secretadas por parte de la
planta, sino también por parte del microsimbionte. Por el lado de la planta, se ha puesto de
manifiesto el rol de ciertas macromoléculas, entre ellas las lectinas, (glico)proteinas capaces
de unir selectivamente ciertos carbohidratos, y que suelen acumularse en las puntas de los
pelos radicales (Dazzo & Hubbell 1975). Por su parte, los microsimbiontes secretan
moléculas denominadas conjuntamente como adhesinas, que incluyen polisacaridos de
superficie, aglutininas, fimbrias, fibrillas de celulosa (Rhijin & Vanderleyden 1995) y hasta
algunos autores han propuesto que los flagelos podrian tener un rol como adhesinas (Croes
et al. 1993, Merino et al. 2006). Se ha sugerido que la adhesién puede tener cierto grado de
especificidad, reconociendo uniones especificas y no especificas (Lodeiro et al. 1995). Sin
embargo, no esta claro si esta especificidad tiene alguna relacién con el reconocimiento
simbiético o si simplemente se debe a que distintas especies de (brady)rizobios poseen
diferentes adhesinas y por lo tanto, se unen de diferentes maneras a la raiz (Mongiardini et
al. 2008). A partir de estudios con R. leguminosarinm by viciae, R. leguminosarium by trifoli y B.
Japonicum, se ha caracterizado el rol de las lectinas, tanto de origen vegetal ( Dazzo &
Hubbell 1975, Lodeiro et al. 2000) como bacteriano (Mongiardini et al. 2008) y de los
polisacaridos de superficie (Becker & Piihler 1998) en la etapa inicial, reversible, de la
adhesion. Esta etapa, que se completa en pocas horas, es seguida por una segunda etapa
irreversible, que requiere mas de 12 horas, donde las bacterias son ancladas a la raiz por
fibrillas de celulosa (Smit et al. 1992, Rhijin & Vanderleyden 1995). En concordancia con
los tiempos requeridos por cada una de estas etapas, se ha determinado que en general las
adhesinas involucradas en la etapa inicial son las que influyen sobre la nodulacién, a
diferencia de las involucradas en la etapa irreversible. Pese a todos los trabajos realizados en
el tema, los conocimientos sobre la adhesion todavia siguen siendo escasos, dado que en el
ambiente rizosférico, en el que se promueve la adhesion, influyen diversas variables que son
dificiles de emular en el laboratorio.
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1.3.3.2. El didlogo molecular: reconocimiento simbidtico.

Si bien el didlogo molecular entre simbionte y hospedante no esta diferenciado
temporalmente, podemos proponer que éste comienza con la secreciéon de moléculas
fenolicas, llamadas flavonoides, en el exudado radical de la leguminosa (Perret et al. 2000).
Estas moléculas van a disparar la activacion especifica de factores transcripcionales que
controlan la expresion de los genes de nodulacién en los rizobios, denominados 7od, noe 'y
nol. Cada uno de estos genes se hallan ubicados en operén (Perret et al. 2000) y codifican
las proteinas que van a catalizar la sintesis de un quito-lipooligosacarido denominado factor
Nod, el cual es clave en el desarrollo del nédulo (Mergaert et al. 1997, Fujishige et al. 2008,
Streng et al. 2011). Esta molécula es secretada por los rizobios y constituye una sefial para
la planta, induciendo el inicio de la simbiosis a varios niveles. Entre los procesos que
responden a la presencia del factor Nod se encuentran la deformacién y enrulado del pelo
radical mediante la reorganizaciéon de su citoesqueleto, y el inicio de la actividad mitogénica
en las células (sub)corticales de la raiz para dar origen al primordio del nédulo (Brencic &
Winans 2005). Estas conclusiones fueron obtenidas a partir de estudios realizados con
rizobios mutantes incapaces de sintetizar factores Nod, frente a los cuales los pelos
radicales no manifiestan reacciéon alguna (Rélic et al. 1993), y experimentos con plantas
inoculadas con factor Nod purificado, las que, en respuesta, desarrollan ndédulos en
ausencia de rizobios (Truchet et al. 1991). De esta manera, podemos observar que los
flavonoides, en conjunto con los factores Nod, constituyen las primeras moléculas-sefal
intercambiadas por ambos simbiontes. Si bien estas moléculas son las mas estudiadas, no
son las unicas producidas por ambos simbiontes que participan del evento de intercambio
de senales: del lado de la planta podemos mencionar betainas, acidos aldénicos, xantonas y
jasmonatos, todas ellas también inductores de los genes nod (Kiers et al. 2003, Cooper
2007), mientras que del lado de los (bradi)rizobios podemos mencionar polisacaridos de
superficie, proteinas de secrecién del tipo I, II y IV, acil-homoserina-lactonas (AHL),
hopanoides y acido indol acético, que actian como reguladores del crecimiento vegetal
(Cooper 2007). Dado que los flavonoides y los factores Nod son las moléculas mas
estudiadas y caracterizadas, a continuaciéon haremos un breve resumen de sus propiedades
mas relevantes.

1.3.3.2.1. Flavonoides.

Actualmente se conocen 4.000 tipos de flavonoides distintos, aislados a
partir de plantas vasculares, de ellos aproximadamente 30 han sido caracterizados como
inductores de genes nod (Brencic & Winans 2005). Todos los flavonoides consisten en dos
anillos de benceno unidos por un heterociclo de pirano o piranona. Las sustituciones
especificas en los anillos de esa estructura basica dan como resultado calchonas, flavonas,
flavononas, flavonoles e isoflavonoides entre otros. En particular, los isoflavonoides
producidos por soja, daidzeina y genisteina, son inductores especificos de los genes 7od en
B. japonicum (Subramanian et al. 2000) e inhiben la expresion de los genes nod en E. melilots,
cuyos genes #od son inducidos por luteolina (Peters 1986). En base a este tipo de
observaciones se ha sugerido que cada planta produce una mezcla distinta de estas
moléculas, la cual es especifica para su simbionte. A su vez la cantidad, aunque siempre del
orden nanomolar a micromolar, y el espectro de flavonoides pueden variar con la edad y el
estado fisiolégico de la leguminosa (Shaw et al. 2006). Curiosamente, este tipo de moléculas
también actian como sefales en las respuestas de defensa de la planta frente a
patégenos, lo cual esta de acuerdo con la idea de que durante su evolucién, la
simbiosis rizobio-leguminosa habria reclutado sistemas de transduccién de
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seflales de respuestas a patdégenos, y hoy seria una patogénesis atenuada (Perret
et al. 2000, Lodeiro et al. 2004, Brencic & Winans 2005).

1.3.2.2.2. Factores Nod.

El primer trabajo sobre el factor Nod se publicé en 1990, en base a la
caracterizaciéon de dicha molécula en E. melilori (Maillet et al. 1990). Tan solo seis afios
después ya se habian caracterizado los factores Nod de al menos 13 especies, lo que
permitié poner en evidencia que esta molécula presenta una estructura basica codificada
por los genes 70dABC, presentes en todos los ejemplos estudiados hasta el momento
(Mergaert & Montagu 1997). La estructura basica del factor Nod esta constituida por un
tetra o pentasacarido de N-acetil-B-D-glucosamina sustituido en el C2 de su extremo no
reductor por una cadena de acido graso insaturado. Ademas puede contener otros
sustituyentes, tanto en su extremo reductor como en su extremo no reductor (Mergaert et
al. 1997, Brencic & Winans 2005, Cooper 2007). Diferentes especies sintetizan diferentes
tipos de factor Nod, los cuales son distinguibles por el grado de saturaciéon de su cadena de
acido graso y los sustituyentes que presentan en sus extremos (Mergaert & Montagu 1997).
B. japonicum produce factores Nod cuya estructura basica puede estar constituida por
tetrameros o pentameros de N-acetil-8-D-glucosamina, presentando como sustituyentes
acidos grasos 18:1, 16:0 o 16:1 en su extremo no-reductor y O-metilfucosa, fucosa o
glicerol en su extremo reductor (Sanjuan et al. 1992). En la Fig. 1.6 se muestra el factor
Nod sintetizado por B. japonicuz USDA 110. De la mano de estos resultados, en un
principio se propuso, de forma analoga a lo observado con los flavonoides, que los factores
Nod también poseerfan especificidad simbidtica (Kondorosi & Schultze 1998). Sin
embargo, hasta el momento no se ha podido dilucidar por qué dos especies que nodulan
distintos hospedadores expresan un mismo factor Nod. Tal es el caso de R. e#i y M. loti,
quienes si bien sintetizan un mismo tipo de factor Nod, nodulan distintas especies: P.
vulgaris y Lotus japonicus, respectivamente (Perret et al. 2000). De manera adicional, también
se ha observado que rizobios pertenecientes al mismo género, capaces de nodular la misma
especie, presentan distintas sustituciones en la estructura base del factor Nod (Broughton et
al. 2000). En base a estas observaciones, actualmente se ha puesto en duda la idea de que la
especificidad simbidtica esté determinada solamente por la estructura del factor Nod.

O -Me-Fucosa

N S P e NN L

Figura 1.6, Estructura del factor Nod sintetizado por Bradyrbigabiun japonicurs USDA 110.

En rojo se muestran las modificaciones tipicas de esta cepa que son susceptibles de cambio en otras
cepas v/o especies de rizobios.

Fuente: Tesis Doctoral, J. I Ouelas, 2009 (Modificado de Cullimoreet al., 2001 y D"Haeze v Holsters,
2002)

Abreviatura: Me: grupo metilo.
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La biosintesis y secreciéon del factor Nod son procesos complejos, que estan
codificados en varios genes, conocidos como genes de nodulaciéon. Los genes de
nodulacién comunes 70dABC codifican la biosintesis y el ensamblaje de las unidades de N-
acetil-3-D-glucosamina y la unién de la cadena de acido graso —presentes en todas las
especies de bradirrizobios, mesorrizobios y rizobios— mientras que los genes de nodulacion
especificos, 7o/ y noe codifican las enzimas que catalizan la “decoraciéon” del factor Nod con
diferentes sustituyentes en sus extremos (Masson-Boivin et al. 2009). Ademas de esos
genes, también se han observado genes cuyos productos cumplen funciones activadoras,
como #odD, nodl’W o syrM, los que detectan a los flavonoides y como respuesta activan la
expresion de los otros genes nod. De forma analoga también se han reportado reguladores
negativos como 7oL, que son antagonistas de los genes activadores en respuesta a sefiales
de percepcion del quorum (Wisniewski & Downie, 2002). Se cree que esta ultima funciéon
permite inhibir la expresiéon de los genes de nodulaciéon una vez que se dispararon las
sefiales de desarrollo del nédulo y que las bacterias se encuentran dentro de la raiz (Loh &
Stacey, 2003).

1.3.3.3. La invasion de la raiz.

A partir del trabajo de Fahraeus (1957) se conocen las etapas de la infeccién de las
raices de las principales especies de leguminosas, entre las que se encuentra la soja.
Fahraeus observé que los pelos radicales muestran una deformaciéon denominada
“enrulado del pelo radical”, que atrapa a las bacterias simbidticas en la curvatura interior.
Estas bacterias posteriormente penetran a la rafz formando un canal caracteristico llamado
hilo de infeccién, que se desarrolla longitudinalmente en direccion a las células
(sub)corticales de la rafz. El hilo de infecciéon se forma por una invaginacién de la pared
celular del pelo radical que engloba a las bacterias, las que de esta manera, avanzan
permaneciendo siempre en el espacio exterior de la célula vegetal (Gage 2004). En otras
especies de leguminosas, las bacterias penetran por hendiduras dejadas por raices laterales
emergentes, en un proceso que se conoce como “crack entry” (Boogerd & Van Rossum
1997). En ambos casos, hilos de infeccion y crack entry, las bacterias quedan encerradas en
vesiculas limitadas por la membrana vegetal, las cuales son descargadas en el citoplasma de
las células (sub)corticales en divisién, donde se esta formando el nédulo (Gage 2004,
Boogerd & Van Rossum 1997).

Posteriormente a los trabajos iniciales de Bhuvaneswari et al. (1980) realizaron
mapas de las zonas radicales donde se van formando los nédulos a medida que la raiz crece
y se desarrolla, y a partir de esa informacién, determinaron qué zonas de la raiz son
infectables y durante cuanto tiempo. Asi, distinguieron tres zonas de la raiz, diferentes en
cuanto a su arquitectura y a su crecimiento (Fig. 1.7): la primera de ellas, a continuaciéon del
hipocotile, es la zona de pelos maduros, la siguiente es la zona de pelos radicales en
desarrollo y la tercera, llegando al apice, es la denominada zona apical, donde se encuentran
los pelos radicales emergentes (Bhuvaneswari et al. 1980, Gage 2004). En tal sentido,
Bhuvaneswari et al. (1980) observaron que los pelos radicales maduros (la primera zona) no
pueden ser infectados, induciendo la idea que para que haya enrulado es necesario que los
pelos radicales se encuentren en pleno crecimiento polar, ya que el enrulado ocurre por un
crecimiento desigual de las paredes celulares longitudinales del pelo. Ademas propusieron
que la infecciéon de una zona particular de la rafz de soja debe ocurrir dentro de las seis
horas de la inoculacién, ya que luego de ese tiempo, los pelos radicales de esa zona
maduraron y ya no son mas infectables (Bhuvaneswari et al. 1980). (Figs. 1.7 y 1.8)
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B (C)Pelos radicales maduros.

(B) Pelos radicales en desarrollo

(A) Zona Apical.

Figura 1.7 Representacién esquemdtica del mapa de las zonas
radicales. A y B: Zonas de pelos radicales maduros y en desarrollo, no
infectables por los rizobios. C: Zona apical susceptible de infeccion
por los rizobios. Los nuevos pelos radicales podran deformarse v
realizar el enrulado atrapando a los rizobios en su interior.

Fuente: Gage 2004, modificado.

pelos radicales

maduros en desarrollo sin pelos
A mﬂm-\-—--
raiz antes
de la inoculacién
: de infeccion

B

raiz luego de 20 dias
de inoculacién

FiguraI.8 Representacion esquematica de raices de soja antes (A} y después dela
inoculacion con rizobios compatibles (B). En A se muestran las zonas de la raiz en
desarrollo en base a la zonificacion de los pelos radicales y en B se muestra el lugar
de aparicion de nodulos sebre la raiz madura.

Fuente: Tesis Doctoral, || I Ouelas, 2009. (Modificado de Bhuvaneswari e al, 7980.)

Como seflalamos mas arriba, las deformaciones de los pelos radicales son inducidas
por el factor Nod. Esto tiene lugar en periodos de tiempo mucho mas cortos: se demostrd
que luego de tres a seis minutos de adicionar factor Nod purificado sobre la zona de pelos
emergentes en las raices ocurren cambios en el citoesqueleto de los pelos radicales
asociados con una depolimerizacion de los filamentos de actina (Allen 1996, Cardenas
1998). Sin embargo, trabajos mas recientes proponen que la deformacién del pelo radical
requiere del receptor del factor Nod (Amoret 2003, Radutoiu 2003) pero no de la via de
transduccion de senales que éste estimula (Esseling 2003, Miwa 2000).

Una vez enrulado el pelo radical e iniciado el hilo de infeccién, en general una sola
célula bacteriana penetra y da origen a una progenie clonal que es la que completa el avance
e invade el nédulo en formacion. De este modo, a menudo cada nédulo contiene un dnico
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clon de bacterias. Sin embargo, en ocasiones mas de una bacteria es atrapada durante el
enrulado, y si poseen distintos genotipos, es posible observar que dos bacterias diferentes
van a formar parte del hilo de infecciéon (Gage 2004). En estos casos, menos frecuentes, un
unico nodulo puede estar ocupado por mas de un clon (es extremadamente raro que haya
mas de dos), lo que suele ser referido como “doble ocupacién” de un nédulo.

Ya que el crecimiento del hilo de infeccién es ante todo una invasioén de los tejidos
de la planta por parte de un microorganismo, la planta naturalmente dispara respuestas de
defensa similares a las que utiliza frente a la invasién de un microorganismo patégeno
(Frayssé et al. 2003). Sin embargo, en el caso de la simbiosis, la planta debe atenuar estas
respuestas, permitiendo que ingresen las bacterias simbidticas en division y que no sean
tratadas como parasitos. Para ello, los polisacaridos superficiales parecerian tener un rol
crucial (Fraysse et al. 2003). En correspondencia con ello se observé que mutantes
delecionales del gen exoB en B. japonicum, afectados en la produccion del exopolisacarido
(EPS), son incapaces de invadir e infectar raices de soja y solo forman nédulos vacios
(desprovistos de bacterias o bacteroides) (Quelas et al. 2010). Por su parte, E. meliloti, que
expresa dos tipos de EPS: el succinoglicano o EPSI y el galactoglucano o EPSII, necesita
solo uno de ellos para producir una infeccién normal, pese a las diferencias estructurales
entre ambos, pero puede prescindir de los dos si posee intactos el polisacarido capsular
(KdoPS) y el lipopolisacarido (LPS) (Hozbor et al. 2004, Jones et al. 2007).

Las lectinas de la planta, ya mencionadas por su rol en la adhesion, también juegan
un papel en la infeccién, aunque el mismo no ha sido aclarado. Estas conclusiones se basan
en trabajos que han demostrado que plantas de trébol expresando la lectina de arveja
pueden ser noduladas por R. legumzinosarum by. viceae (Diaz. 1989), en tanto que plantas de L.
Japonicus llevando la lectina de soja son noduladas por B. japonicum (van Rhijn et al. 1998).
Sorprendentemente, en ambos casos cada especie de bacteria produjo su propio factor
Nod, lo que indica que la presencia de la lectina heteréloga de alguna manera relajé la
exigencia de la planta hospedadora para el reconocimiento simbiético mediante el sistema
de transduccion de sefiales que desencadena el factor Nod. Dado que el EPS parece ser el
receptor de las lectinas vegetales, se ha observado que no hay desarrollo del hilo de
infeccién cuando plantas transgénicas de L. japonicus son inoculadas con B. japonicum
alterados en la sintesis del EPS (van Rhijn et al. P 1998). En ese caso, los autores proponen
que el reconocimiento del EPS mediado por la lectina estarfa vinculado a la entrada de los
rizobios a la raiz via el hilo de infeccién. Por lo tanto, es probable que la lectina vegetal
actie como socia del EPS en la atenuacion de la respuesta de defensa (Pérez-Giménez et al.
2012).

El sistema de defensa de la planta también estarfa involucrado en la regulacién de la
cantidad de nédulos que puede formar la leguminosa. Se cree que la respuesta al factor
Nod es antagonizada por hormonas de la planta como etileno o acido jasmoénico (Sun et al.
2000), los cuales, aplicados en exceso, promueven que se aborten los hilos de infeccién
(Vasse 1993). Ademas de estos sistemas de defensa de la planta, se ha propuesto que
existen otros que permiten la regulaciéon del nimero de nédulos que pueden formarse. Esta
respuesta se conoce como autorregulacion de la nodulacién y esta regulada por un ciclo
donde intervienen kinasas y fosfatasas que perciben una senal producida por la raiz y que a
su vez induce la producciéon de un inhibidor en la parte aérea. Este inhibidor se traslada a
las raices e impide nueva nodulacién cuando el numero de nédulos en funcionamiento alli
ya es suficiente como para satisfacer las necesidades de asimilaciéon de N en la parte aérea
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(Reid et al. 2011). Como mencionamos al principio, la nodulacién solo ocurre cuando la
leguminosa crece en un suelo deficiente en N. Si a una planta que ya comenz6 con su
proceso de nodulaciéon se le adiciona una fuente alternativa de N, en particular NO;, ésta
inhibe la continuidad del proceso de nodulacion. Luego, una vez desarrollados los nédulos,
el agregado de una fuente alternativa de N inhibe la fijacién de N,. Estas reacciones,
sumadas a la reciente observaciéon de que plantas crecidas en NOj restringen la adhesion
(Perez-Gimenez et al. 2013), indican que la inhibiciéon de la simbiosis por la presencia de
fuentes alternativas de N ocurre a varios niveles yuxtapuestos. Esto es razonable, ya que
para una planta que dispone de fuentes alternativas de N en abundancia, la presencia de los
(bradi)rizobios dentro de sus tejidos radicales se asemeja mas a un parasitismo que a un
mutualismo. Sin embargo, aun falta aclarar mejor como se regulan e interconectan estos
procesos, y cudl es su relacion con los sistemas de defensa de la planta.

I.3.3. Organogénesis e invasiéon del nédulo.

En la etapa final del avance por el hilo de infeccién, los (brady)rhizobios alcanzan la
corteza interior de la raiz, donde se observa que las bacterias son internalizadas por las
células vegetales corticales. Esta internalizacién ocurre por medio de una endocitosis, en
donde una o unas pocas bacterias quedan englobadas por la membrana vegetal oriunda del
hilo de infeccién formando una vesicula que ingresa al citoplasma de la célula infectada.
Una vez endocitadas, estas vesiculas constituyen el denominado simbiosoma, y la
membrana que las rodea se denomina membrana peribacterial, MPB. (Rivilla & Bonilla.
2004). Durante el proceso de infecciéon y formacion de los simbiosomas, el primordio del
nédulo se va desarrollando y comienza a poblarse de células infectadas. En paralelo, los
(bradi)rizobios comienzan una diferenciaciéon que va a concluir con su transformacion en
bacteroide, el cual puede comenzar a fijar N, Dependiendo del genotipo de la leguminosa,
el primordio del nédulo se puede formar en alguna de las tres capas de células de la corteza
radical. Si se desarrollan en la corteza media o externa, dan lugar a los denominados
nédulos determinados, en cambio si lo hacen en la corteza interna, se forman los
denominados nédulos indeterminados(Patriarca et al. 2004) . Ambos tipos de nédulos no
solo difieren por la capa de células donde se desarrollan, sino que también difieren en su
crecimiento y organizaciéon histolégica. Si bien actualmente no se conoce por qué se
forman dos tipos de nodulos, si es sabido que este hecho depende de la leguminosa y no
del tipo de (bradi)rizobio que la invade (Limpens 2005). Por ejemplo, Rhigobinm tropici
forma nédulos determinados en P. vulgaris e indeterminados en Lewucaena leucocephala, pero
cada una de estas especies vegetales, que puede ser nodulada por una gran variedad de
rizobios, solo forma nédulos ya sea determinados (P. wulgaris) o indeterminados (L.
lencocephala).

Los nédulos determinados poseen un aspecto esferoide y albergan las células mas
jovenes en la periferia, mientras que hacia el centro se encuentran las células maduras y
luego las senescentes. Por lo tanto, la actividad fijadora de N, es mayor en las capas
intermedias y menor en el centro. Estos nédulos son tipicos de las leguminosas de origen
tropical, entre las cuales se encuentran G. max (soja), L. japonicus, P. vulgaris (poroto) y
especies de icia (Popp & Ott 2011). (Fig. 1.9.)

Por su parte, los nédulos indeterminados poseen forma alargada, debido a que en
su extremo apical mantienen un meristema que es fuente permanente de nuevas células
nodulares. Esto los distingue de los nédulos determinados, en los cuales no hay células
meristematicas. En un corte histolégico longitudinal se pueden diferenciar cuatro zonas: la
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zona de infecciéon (zona I), donde se encuentran las células jovenes, una zona intermedia
(Zona II), una zona de fijaciéon (zona III), con células maduras, y la zona de senescencia
(zona 1IV), que serfa equivalente a la zona central de los nédulos determinados. La zona I
puede ser infectada continuamente por rizobios que ya se encuentran dentro del nédulo.
Las leguminosas originarias de zonas templadas como M. sativa (alfalfa), P. sativum (arveja) y
Trifolium (trébol), forman nédulos de este tipo (Fig. 1.9.).

Nédulo

2 .
indeterminado y ' determinado

Figura 1.9. Representacion esquematica del desarrollo v
arquitectura general de un nodulo determinado (derecha) e
indeterminado (izquierda). En el nodulo indeterminado, se
diferencian cuatro zonas: I zona de crecimiento. II zona
intermedia, IIT zona de fijacion v IV. zona de senescencia.
El nédulo determinado solo presenta zona de fijacion.
Fuente: Pgpp y Oz (2011) - modificado

I.3.4. Diferenciacion de las bacterias a bacteroides y FBN.

La dltima etapa de la infecciéon implica la diferenciaciéon de los (brady)rizobios a
formas capaces de fijar N,. Durante esta diferenciaciéon ocurren cambios morfologicos y
metabolicos en la bacteria en su pasaje a la forma bacteroidal. A nivel morfolégico, el
(bradi)tizobio pierde el/los flagelos, se divide unas pocas veces y comienza a expresat la
enzima nitrogenasa, para dar comienzo a la fijaciéon de N,. En esta etapa diversos genes son
regulados de manera tanto positiva como negativa, ya sea por el tejido radical de la planta
(Gyorgyey et al. 2000) o por la bacteria (Brechenmacher et al. 2008, Oldroyd et al. 2011).

Se ha observado que, en el estado de bacteroide, los genes relacionados con el
metabolismo del ADN estan regulados negativamente, lo cual concuerda con la baja tasa de
division celular de los bacteroides, mencionada mas arriba. En cambio, los genes regulados
positivamente estan relacionados con la fijacion del N, (Bhuvaneswari et al. 1980, Oldroyd
et al. 2011). En tal sentido, se ha observado que el ambiente reductor dentro del
simbiosoma, dado por la baja tensiéon del O,, podria estar disparando la regulaciéon de
varios genes en el bacteroide (Prell & P. Poole 2006, Brechenmacher et al. 2008). En E.
meliloti, 1a baja tension de O, es detectada por un sensor que activa una cascada de sefiales
que culmina con la activaciéon de reguladores transcripcionales, entre los cuales se
encuentran NifA, FixLL y Fix], que son imprescindibles para la expresiéon diferencial de
genes que culminarin en el patrén de diferenciaciéon y metabolismo tipico de los
bacteroides (Jones et al. 2007). Si bien el O, parecerfa ser una sefial clave en la
diferenciacién, no debe ser la Gnica.
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El bacteroide utiliza fuentes de C y energia provenientes de la planta en forma de
acidos dicarboxilicos, en particular malato y succinato (Prell & P. Poole 2006). Estos
esqueletos carbonados ingresan al bacteroide mediante la proteina integral de transporte de
acidos dicarboxilicos, DctA (por sus siglas en ingles C4-dicarboxylic acid transport protein).
Ademas, la actividad de la enzima malica dependiente de NAD" que produce piruvato
directamente desde malato, es requerida para la fijaciéon de N, (Prell & P. Poole 20006). Este
hecho sugiere que la produccion de acetil-CoA a partir de malato usando la enzima malica y
la enzima piruvato dehidrogenasa son importantes para la alimentaciéon del ciclo de los
acidos tricarboxilicos en los bacteroides. Una vez que ingresan al bacteroide, estas fuentes
de C son utilizadas en el ciclo de Krebs y la fosforilacién oxidativa para la generacion de
ATP, que sera utilizado posteriormente por la nitrogenasa. A cambio de estas fuentes de C,
el bacteroide cede completamente el producto de la fijacién de N,. Para que esto ocurra el
bacteroide inhibe su propia via de asimilaciéon, para tal fin se ha observado que en
bacteroides tanto la glutamina sintetasa (GS) y la glutamato sintasa (GOGAT) estan
inhibidas. De este modo, todo el NH; producido por la nitrogenasa sale del bacteroide y es
asimilado por la célula vegetal, por medio de la GS y la asparagina sintetasa ( Larrainzar et
al. 2009, Oldroyd et al. 2011). Dependiendo del tipo de nédulo formado por la leguminosa,
ésta exportara distintos productos nitrogenados al xilema, para transportarlos al resto de la
planta. En particular, los ndédulos determinados exportan ureidos, como alantoina o acido
alantoico, mientras que la asparagina o glutamina son las formas comunes con la que se
transporta el N en nédulos indeterminados (Oldroyd et al. 2011).

1.3.5. Medicion de 1a FBN.

Una de las caracteristicas deseables de los (bradi)rizobios es que posean una buena
actividad fijadora de N, lo cual se conoce como su efectividad. Por lo tanto, existe un gran
interés en medir apropiadamente la actividad nitrogenasa, tanto para el mejoramiento de las
cepas de rizobios a utilizar en los inoculantes, como para el mejoramiento de las
leguminosas.

De acuerdo con lo expuesto y dependiendo el tipo de leguminosa y el rizobio a
evaluar podemos clasificar a los algunos de los métodos mas utilizados en base a:

. Cuantificacion de la actividad nitrogenasa.
v Directos:
= Método de reducciéon de acetileno.
= Ensayo de evolucion de H,
v Indirectos: Cuantificacién y visualizaciéon de la nodulacion.
. Cuantificaciéon de Rendimiento.
v" Cuantificacién de peso seco de la parte aérea.
v Cuantificacién de ureidos.
. Cuantificacion del N incorporado.
v" Métodos isotépicos con °N.

v" Cuantificacién del N total por el método de Kjeldahl.
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A continuacién, haremos un breve resumen de cada uno haciendo hincapié en sus
utilidades, ventajas y desventajas (para una revision mas detallada: Unkovich & Pate. 2000,
Grageda-Cabrera et al. 2003, Terpolilli et al. 2012).

1.3.5.1. Cuantificacion de la actividad nitrogenasa.

1.3.5.1.1. Ensayo de reduccion de acetileno.

Se cree que en la atmoésfera primitiva la funcién ancestral de la enzima nitrogenasa
estaba mas relacionada con la detoxificacion de derivados del 4cido cianhidrico (HCN) que
con la reducciéon de N,, ya que la FBN asociada a la simbiosis con plantas ocurrié mucho
tiempo después (Silver & Posgate 1973). Por otro lado también se cree que dicha funcion
permitia la disipacién del poder reductor, mediando la expulsién de H,. Esta creencia se
basa en que la enzima nitrogenasa reduce ademas de nitrégeno molecular, otros sustratos
como acetileno (C,H,), azidas y HCN (Lloret & Martinez-Romero 2005). Esto sucede
debido a que la enzima reconoceria como sustrato a los dobles o triples enlaces presentes
en dichas moléculas (Halbleib & Ludden 2000). En tal sentido uno de los métodos directos
de la cuantificaciéon de la actividad nitrogenasa se basa en la medicién de la reduccién de
C,H, a etileno (C,H,), catalizada por dicha enzima. Particularmente, tanto la membrana
vegetal como asi también la del bacteroide son permeables al C,H, y al C,H,, y por lo tanto,
su medicion puede resultar muy sencilla (Halbleib & Ludden 2000). La reaccion catalizada
por la nitrogenasa es la siguiente:

CH,+2H " +2¢ 2 CH,

Este ensayo —también denominado ARA por sus siglas en inglés, acetylene
reduction assay— es utilizado desde 1968 (Hardy et al. 1968). Sus mayores ventajas
consisten que el C,H, producido es muy facil de cuantificar, el C,H, es un sustrato de bajo
costo y el ensayo es rapido: solo se necesita tener la planta crecida y al momento de realizar
la medida debe encerrirsela herméticamente para la inyeccion del C,H, y posterior
recuperacion del C,H,. Sin embargo, presenta una serie de desventajas que hacen que
actualmente no sea el mas apropiado para medir la actividad nitrogenasa (Witty & Minchin
1998, Grageda-Cabrera et al. 2003). La primera de ellas es la suposicion de que ni el
reemplazo de N, por C,H,, ni el cambio del producto de NH; a C,H, modifican la
actividad de la nitrogenasa, ni su afinidad por uno u otro sustrato. Se ha observado que en
tiempos cortos el C,H, no sélo es un sustrato de la nitrogenasa, sino que también puede
actuar como inhibidor, ademas, en presencia de este compuesto la tasa de respiracion
disminuye considerablemente. Por otra parte, en algunas especies de Azobacter se ha
determinado que el K, de la nitrogenasa por el C,H, es de 0,4-1,2 mM en comparacién con
el valor de 0,1 mM por el N,, indicando que la nitrogenasa posee menor afinidad por el
C,H,. Estos efectos, en su conjunto, se traducen en una subestimaciéon de la actividad
reductora de N, de la nitrogenasa (Peoples & Craswell 1992, Witty & Minchin 1998).

1.3.5.1.2. Ensayo de evolucion de H,.

Un método alternativo al ensayo de ARA, es medir uno de los subproductos de la
reaccion de reduccion de N, en este caso la evolucion de H, (Grageda-Cabrera et al. 2003,
Witty & Minchin 1998, Hunt & Layzell 1993) Este ensayo también es conocido por ANA
por sus siglas en inglés (apparent nitrogenase assay). Basicamente, este ensayo cuantifica el
H, liberado por la nitrogenasa. L.a medida de la evolucién del H, en el aire es una medida
aparente de la nitrogenasa porque representa solo una porcion del flujo total de electrones
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de dicha enzima. Si se quisiera cuantificar la actividad total, se deberfa adicionar una medida
que incluya la incubacién de las plantas noduladas en un ambiente carente de N, como
podria ser una mezcla de argdn/oxigeno. Sin embargo, esta mezcla, a tiempos largos, puede
disminuir la actividad nitrogenasa (Hunt & Layzell 1993).

Como en el caso anterior, su grandes ventajas son el bajo costo, su practicidad y su
rapidez, dado que solo se requiere una mezcla conocida de N, (79% de N, y 21% de O,),
H, (para calibrar el equipo), un detector de H,, es decir un electrodo amperométrico y un
software que permita convertir la sefial de diferencia de voltaje a ppm. Ademas, al no ser
invasivo, se pueden hacer determinaciones a lo largo del desarrollo de la leguminosa y no
introduce un inhibidor de la nitrogenasa. Como desventaja, a nivel metodolégico se
observa que en cada medicion se debe realizar una calibracién del equipo. Ademas este tipo
de mediciones suelen tener una baja sensibilidad (* 0,01 ppm) por lo cual dependiendo las
condiciones del ensayo, puede ser desaconsejado (Witty & Minchin 1998, Arrese-Igor et al.
2011). No obstante, la mayor desventaja que posee es que no puede ser utilizado en
aquellas bacterias que realizan el proceso de reciclaje de hidrégeno, que en el caso de los
bradirrizobios que nodulan soja son mayoria (Grageda-Cabrera et al. 2003).

Los (bradi)rizobios que expresan la actividad hidrogenasa, Hup (por sus siglas
hydrogen uptake), son capaces de re-oxidar el H, liberado por la nitrogenasa y utilizarlo
para obtener energia por fosforilaciéon oxidativa, este hecho se traduciria en una mejor
eficiencia energética de la simbiosis (Ruiz Argueso et al. 2000, Brito et al. 2005). Por lo
tanto, los nédulos o bien no desprenden H, o bien lo hacen a muy baja concentracién. Es
sorprendente el hecho de que esta funcién metabdlica no esté ampliamente distribuida
dentro del género Rhigobium. Es mas, en algunos casos se han encontrado los genes Jup,
pero no se ha observado la expresiéon de los mismos (Maier & Triplett 1996). En base a
ciertas observaciones, pareceria que la actividad Hup estarfa mayormente presente en los
bradirrizobios, pero no es una propiedad del género. Es decir, no todos los (bradi)rizobios
que contengan los genes A#p van a presentar actividad hidrogenasa, a su vez no todos los
tizobios van a ser Hup', ni todos los braditrizobios, Hup® (Ruiz Argueso et al. 2000). En
base a estos conocimientos, el ensayo de ANA va a estar confinado solo a aquellos
(bradi)rizobios que hayan sido previamente demostrados como Hup'.

1.3.5.1.3. Cuantificacion y visualizacién de la nodulacidn.

Una manera indirecta de medir la eficiencia de la actividad nitrogenasa es evaluar la
nodulaciéon. Se supone que los (bradi)rizobios que presenten una eficiente tasa fijacion de
N, presentaran pocos noédulos de tamafio mediano o grande, distribuidos mayoritariamente
sobre la raiz principal (Appleby 1984). A su vez, estos nédulos presentaran un color rojo
intenso en su interior, debido a la presencia de leghemoglobina (Appleby 1984, Arrese-Igor
et al. 2011, Terpolilli et al. 2012). Contrariamente, los (bradi)rizobios deficientes produciran
una mayor cantidad de nédulos de tamafio pequefio, mayormente distribuidos en las raices
secundarias. Estos nédulos no presentaran altos contenidos de leghemoglobina y por lo
tanto su interior serda de color blanco (Somasegaran & Hoben 1985). Asi, la determinacion
del peso seco de los nédulos (PSN), su nimero y la visualizacion de su ubicacion en la raiz,
nos permiten realizar una estimacion cualitativa de la actividad FBN total en la planta. La
mayor desventaja que presenta este método es que no mide la actividad de la nitrogenasa, a
su vez estos parametros no son indicadores fiables de la eficiencia de la cepa. Sin embargo,
puede resultar un indicador practico sobre el desempefio del cultivo cuando se toman
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muestras en el campo. Este tipo de medicion se recomienda realizarla en complementacion

de ensayos de cuantificacién del rendimiento o de la tasa de N incorporado ( Somasegaran
& Hoben 1985, Grageda-Cabrera et al. 2003).

1.3.5.2. Cuantificacion del rendimiento.
1.3.5.2.1. Cuantificacion del peso seco de la parte aérea.

Si hay una buena actividad de fijacién de N, ésta se reflejara directamente con un
aumento en el rendimiento. Por lo tanto, la cuantificaciéon de la biomasa vegetal puede ser
utilizada como un parametro indirecto de dicha actividad. Asi, el peso seco de la parte aérea
(PSA, que incluye tallo y hojas) en la etapa de iniciacion floral de las leguminosas inoculadas
con (bradi)rizobios es un criterio generalmente aceptado para estimar la eficiencia de la
FBN, en particular cuando se trata de cultivos hidropénicos que crecieron sin el agregado
de otras fuentes de N, ya que en este caso, la diferencia de PSA frente a testigos sin
inocular reflejara directamente la actividad nitrogenasa acumulada a lo largo del crecimiento
de la planta. Nuevamente, la mayor desventaja es que no se realiza una medicion directa de
la actividad nitrogenasa y en particular se mide un parametro vegetal, el cual puede estar
condicionado por otras variables independientes de la actividad nitrogenasa (Somasegaran
& Hoben 1985, Grageda-Cabrera et al. 2003).

1.3.5.2.2. Cuantificacion de ureidos.

Este método se basa en la capacidad de las leguminosas de nédulos determinados
de exportar el N fijado al resto de los tejidos vegetales en forma de los ureidos alantoina y
acido alantoico. Al medir el contenido de ureidos en la parte aérea, se obtiene un reflejo de
la actividad fijadora de N, total y por ende resulta en un parametro del rendimiento. Cabe
mencionar que este método también puede utilizarse para medir de forma indirecta la
actividad nitrogenasa, sin embargo, cuando se lo utiliza en esta modalidad, dicha medicion
debe realizarse en el xilema (McNeil & Larue 1984, Shigeyuki et al. 2004, Todd et al. 2000).
La gran ventaja de este método es que la técnica utilizada se basa en una reaccién
colorimétrica, la cual es muy sencilla, barata y rapida (Trijbels & Vogels 1966). Como
desventaja, al igual que el ensayo de ANA, solo se puede realizar en un determinado grupo,
en este caso el ensayo no se puede realizar en leguminosas con nédulos indeterminados. En
algunos casos se ha observado que la concentracién de estos compuestos puede verse
afectada por las condiciones ambientales (McNeil & Larue 1984).

1.3.5.3. Cuantificacion del N incorporado.

La actividad fijadora de N, acumulada a lo largo del cultivo de la leguminosa puede
medirse a partir de la determinacién de la incorporaciéon de N en los tejidos de la planta. En
estos métodos se utiliza la comparaciéon entre plantas inoculadas y plantas testigo sin
inocular, lo cual nos provee una medida indirecta de la actividad nitrogenasa durante el
tiempo de cultivo de las plantas inoculadas. Asimismo, suelen incluirse en estos ensayos a
plantas fertilizadas con N inorganico para estimar la incorporaciéon maxima de N, aunque
esta ultima estimacion no es del todo exacta, ya que las rutas de asimilacién son diferentes a
lo largo del ciclo del cultivo, y la planta puede responder de manera diferencial a una y otra
fuente de N.
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1.3.5.3.1. Métodos isotdpicos con '’ N.

Los métodos descriptos anteriormente solo pueden llevarse a cabo en laboratorio,
dado que en los campos no es posible asegurar que los suelos no contengan N. Una
manera de realizar este tipo de mediciones a campo, es utilizar el isétopo pesado no
radioactivo °N. Basicamente se pueden hacer dos tipos de mediciones, una de ellas es
incorporar directamente al suelo un fertilizante con "N y luego medir el contenido de este
is6topo en los tejidos vegetales (Unkovich & Pate 2000, Grageda-Cabrera et al. 2003,
Perticari et al. 2007). Al realizar esto, se supone que una parte del N incorporado sera
debido a la FBN y por lo tanto poseera solamente ‘N y el resto se deberd a la
incorporacion de la fuente nitrogenada del fertilizante y por lo tanto contendra una
proporcién predecible de °N. La mayor desventaja de este tipo de medicién es que se esta
agregando N al sistema y por lo tanto se perturba la FBN, que como mencionamos
anteriormente es inhibida en presencia de fuentes nitrogenadas en el medio.

La segunda opcién se basa en que algunos suelos presentan una abundancia natural
del "N algo mayor que la encontrada en la atmésfera. De esta forma, lo que se mide es la
abundancia relativa de "N en el cultivo que se quiere analizar y se la compara con la de
cultivos que no realizan FBN (Unkovich & Pate 2000).

La mayor desventaja de estos dos métodos es que se requiere contar con variedades
de leguminosas que sean incapaces de nodular para utilizarlas como plantas testigos que no
fijen N,.(Unkovich & Pate 2000).

Una variedad dentro de los métodos de cuantificacién de nitrégeno con "N es
utilizar N, gaseoso marcado con el isétopo (Molero et al. 2011). De esta forma, el "N
medido en los tejidos vegetales correspondera al fijado por la nitrogenasa. Sin embargo,
este ensayo solo puede ser realizado en el laboratorio e implica contar con sistemas
herméticamente cerrados que pueden modificar la tasa de FBN debido al estrés y la medida
sera dependiente del momento del dia en que se la realice.

Por dltimo, la gran desventaja que presentan los métodos con "N, es que se
requiere un espectrémetro de masa o de emision para poder cuantificarlo. Estos equipos no
suelen estar presentes en la mayorfa de los laboratorios y suelen ser costosos.

1.3.5.3.2. Cuantificacion del N total por el método de Kjeldabl.

Entre las técnicas mas utilizadas en el laboratorio para medir N podemos
mencionar al método de Kjeldahl (Somasegaran & Hoben 1985, Grageda-Cabrera et al.
2003). Basicamente, consiste en realizar una digestién acida del material a analizar y luego
convertir todo el N en hidréxido de amonio (NH,OH), el cual se determina por titulacion.
Como no se utilizan isétopos del '*N, este método solo puede ser empleado en ensayos de
laboratorio con plantas que no reciban fuentes alternativas de N. Asi, la comparacion del N
total en material vegetal de plantas inoculadas en relaciéon con testigos sin inocular da una
idea de la FBN total a lo largo del ciclo de crecimiento que se haya analizado. Si bien este
método es sencillo y econémico, posee como desventajas una baja sensibilidad y que es una
medida indirecta.
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I.4. Biofertilizacion y agricultura sustentable.

Al inicio de este capitulo hemos planteado que el cultivo de soja actualmente posee
un rol protagénico en nuestra economia. Sin embargo, esta leguminosa posee un alto
requerimiento de N, y por ende es capaz de extraer una gran cantidad de este nutriente del
suelo, poniendo en riesgo su fertilidad y sustentabilidad. El concepto de sustentabilidad
hace referencia al uso de un recurso —en este caso el suelo— de tal manera que no se alteren
sus propiedades y pueda estar asi disponible para generaciones siguientes. La agricultura
actual requiere una muy alta productividad para satisfacer la demanda mundial de
alimentos, con lo cual alcanzar el criterio de sustentabilidad del suelo es de por si una meta
ambiciosa. Para lograrlo, no solo se debe mantener la fertilidad del mismo, sino que
también debe prestarse atencion al empleo de practicas agricolas conservacionistas, como
podrian ser la rotacion de cultivos y la siembra directa. Nosotros en particular hemos hecho
hincapié sobre la utilizaciéon de la biofertilizacién como herramienta “amigable” con el
ecosistema, ya que este método aprovecha la capacidad de los (bradi)rizobios para realizar
FBN cuando se encuentran en simbiosis con la leguminosa, disminuyendo la necesidad de
la planta de sustraerlo del suelo.

El insumo principal para la biofertilizacion es el inoculante, una preparacion de
(bradi)rizobios vivos formulados de tal manera que puedan transportarse y almacenarse sin
pérdida de viabilidad, para luego ser aplicados a los cultivos. En esta secciéon describiremos
las caracteristicas que deben poseer los inoculantes para ser utilizados en cultivos de
leguminosas, y luego nos enfocaremos en la situacion de los inoculantes para soja en
Argentina.

1.4.1. Los inoculantes.

La utilizacién de (bradi)rizobios para conservar el nivel de N de los suelos puede
considerarse como un desarrollo biotecnologico que ha registrado un importante avance en
las ultimas décadas, inducido por el incremento de la productividad agricola a nivel mundial
y la busqueda de nuevas opciones no contaminantes para las tecnologfas de produccion. Sin
embargo, el empleo de esta técnica, aunque no su comprension, se remonta al siglo XIX, y
mucho antes diversos autores habian realizado observaciones del impacto de las
leguminosas sobre la fertilidad del suelo. Asi, entre los presocraticos, el filésofo Teofrasto
de Efeso (371 — 287 a.c.) describia en su libro Historia de las Plantas, que “/as habas son las
que mis vigorizan el suelo”. Posteriormente, el romano Lucius Junius Moderatus (4- 70 d.c.)
afirmaba que “/a alfalfa abona la tierra”. Ya entrados en el siglo XIX, en el trabajo de Fred
(1832) se menciona el hecho de que la practica de transferir suelos “productivos” (suelos
donde se habfa realizado un cultivo de leguminosas) de un campo a otro, permitia
incorporar las bondades presentes en el primero al segundo, lo cual se ponia de manifiesto
con un aumento en el rendimiento de los cultivos. Teniendo en cuenta esta practica, en el
trabajo liminar de Hellriegel en 1886 se propone utilizar esta transferencia de suelos como
método de inoculacion a leguminosas. Luego de la propuesta de Hellriegel, este método fue
sucesivamente mejorado pasando de un “método seco” a un “metodo humedo” en donde
se realizaba una pasta de suelos “productivos” con agua que permitia mejorar la adherencia
de la “productividad” a las semillas antes de iniciar el cultivo (Smith 1992).

Tan solo ocho afos después del primer aislamiento de rizobios obtenido por
Beijerinck, en Estados Unidos se publicaba la primera patente que describfa cémo obtener
cultivos puros de (bradi)rizobios, bajo el nombre de Nitragin. Asi Nobbe y Hiltner (1886)
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no solo obtuvieron la patente sobre el producto, sino que también marcaron el inicio de la
comercializacion de los (bradi)rizobios como inoculantes de leguminosas. Por su parte, esta
patente también permitié que Estados Unidos no solo comenzara a liderar el mercado de la
soja sino que también encabezara a nivel mundial la produccién de inoculantes. En 1930 ya

se reportaban en ese pafs 23 empresas de inoculantes, los cuales se utilizaban por lo menos
en 20 estados (Smith 1992).

Desde aquel momento hasta la actualidad, los inoculantes evolucionaron y seguiran
evolucionando, para mejorar no solo el rendimiento de las leguminosas, sino también para
afrontar nuevos desafios, como puede ser su adaptacion a nuevas tecnologias de
distribucion (p. ej. inoculacién en linea de siembra), compatibilidad con fungicidas e
insecticidas, estabilidad en diversas condiciones (temperatura, pH, estrés hidrico),
mejoramiento en la conservacién y transporte, etc.

1.4.1.1 Caracteristicas relevantes de los inoculantes.

Hoy en dia, la técnica de biofertilizacion se basa en adicionar el inoculante a la
semilla 0 a su entorno en el momento de la siembra. Por su parte, el concepto de
inoculante hace referencia a la utilizacion de cultivos de rizobios, en alta concentracidn,
llevados por un soporte o carrier. A su vez, los inoculantes pueden contener diversos
aditivos que van a permitir la conservacion de la viabilidad de los (bradi)rizobios desde su
produccién hasta su utilizaciéon en el campo, como asi también mejorar su eficiencia
simbiética. Por dltimo y no menos importante, todas estas caracteristicas deben poder
mantenerse en un envase adecuado para su posterior transporte, conservacion y utilizacion
(Perticari et al. 1994).

Dado que existen muchas formas de cultivar a los (bradi)rizobios y diversos
soportes posibles, las distintas combinaciones entre ellos abren un abanico de posibilidades
en las formulaciones de los inoculantes. Ademas, la eleccién de un inoculante va a
determinar en parte el método de su aplicacién al cultivo. Por todo esto, a continuacién
haremos un breve resumen de los componentes de los inoculantes.

1.4.1.1.1.Cultivos de (bradi)rizobios.

De las 80 especies conocidas de bacterias simbiontes de leguminosas solo se utiliza
comercialmente un nimero muy reducido, siendo las mas importantes B. japonicum, B.
elkanii, R. etl, R. leguminosarum y E. meliloti (Perticari et al. 1994). En la primera etapa de la
produccién se requiere alcanzar una concentracién celular de por lo menos 10" bacterias
por ml de cultivo en batch, la cual ademas debe lograrse en un gran volumen. La obtencién
de estos cultivos a escala industrial no solo va a estar influenciada por los requerimientos
microbiolégicos propios de la cepa que se quiere hacer crecer, sino también por el nivel
tecnologico de escala de cultivo, distribucion y aplicacion. En tal sentido y a manera de
asegurar un ¢éxito industrial se deben tener en cuenta los siguientes aspectos.

. Requerimientos nutricionales de cada tipo de microorganismo.

. Influencia del pH, presién osmotica, temperatura, aireacion, biomasa.
. Cambios de escala.

. Equipos de fermentacion.
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A nivel de los requerimientos nutricionales, la industria puede utilizar tanto los
medios de cultivos recomendados en diversos manuales, como Vincent, (1970) o
Somesaragan y Hoben (1985) o los que recomiendan los distintos organismos relacionados
con el desarrollo agropecuario. En nuestro pais, dicha funcién la desempefia el Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), que no solo provee dicha informacién sino
también asistencia técnica, tanto sobre la produccién como sobre el manejo de los
inoculantes.

Como es de esperar, los requerimientos nutricionales van a estar relacionados
directamente con la cepa seleccionada para utilizar en el inoculante. La seleccion de la cepa
va a tener en cuenta su capacidad simbiotica, su adaptabilidad al agroecosistema donde se la
utilizara y su capacidad de competir por la nodulacién en suelos con poblaciones de
(bradi)rizobios aléctonos. Estos tres puntos son de gran interés en los inoculantes ya que se
relacionan directamente con su eficiencia final para producir un aumento en el rendimiento
del cultivo. En la mayorfa de los paises con historial de cultivo de leguminosas y de
utilizaciéon de inoculantes, existen colecciones de cepas de (bradi)rizobios caracterizadas
desde el punto de vista simbibtico y ecoldgico. Estas colecciones estan tanto a disposicion
de investigadores como de empresas de inoculantes. En este punto, cabe destacar que
como Estados Unidos fue uno de los pioneros en explotar el potencial de las leguminosas
como cultivo de exportacion y el primero en patentar un inoculante, no es de sorprender
que este pafs posea una de las mayores colecciones de (bradi)rizobios. Estas cepas
presentan una denominacién que comienza con USDA (debido a su origen), seguido de un
numero, y son ampliamente utilizadas a nivel mundial. Particularmente, USDA 110 es la
cepa de referencia de B. japonicum para la mayorfa de las investigaciones, y su genoma ya ha
sido secuenciado (Kaneko et al. 2002). En nuestra regioén esta tarea es llevada a cabo por
INTA en Argentina, Embrapa en Brasil y CIAT en Colombia.

1.4.1.1.2. Los soportes.

Se entiende como soportes a las sustancias que permiten proveer un medio
adecuado para la supervivencia de los (bradi)rizobios en condiciones infectivas durante un
tiempo prolongado, es decir desde que salen del biorreactor y se comercializan hasta que
son utilizados en la biofertilizacién del cultivo de leguminosas. El soporte también deberia
aumentar la eficiencia de unién de los (bradi)rizobios a las semillas o a la dispersion del
inoculante en el suelo. En tal sentido, el primer inoculante patentado contenfa gelatina
como soporte (Smith 1992). Actualmente los soportes disponibles en el mercado se dividen
en soportes liquidos, ya sean acuosos u oleosos y en soportes pulverulentos, como turba,
dolomita, o vermiculita. El uso de estos soportes da origen asi a los inoculantes liquidos,
oleosos o granulados (Perticari et al.1994). Ademas de las caracteristicas mencionadas, los
soportes deben poseer, entre otras:

. Alta capacidad de retencion de agua.

. Uniformidad fisica y quimica.

. Biodegradabilidad e inocuidad ambiental.

. Carencia de reactividad biologica (en lo posible, esterilidad).
. Capacidad para admitir suplementos de nutrientes y aditivos.
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. Facilidad de manejo, tanto durante la fabricaciéon, como en la administracion
del inoculante.

. Facilidad de obtencién.

. Bajo costo.

Una vez procesados, deben agregarse los rizobios de forma tal que se distribuyan de
manera uniforme en la mezcla. A excepcién de los inoculantes con soportes liquidos, que
suelen ser el mismo caldo de cultivo, el resto de los soportes son esterilizados directamente
en el envase comercial y luego se inyectan los (bradi)rizobios, previamente crecidos en un
medio liquido, a través de una pequefia perforacion, la cual es sellada inmediatamente. Esto
logra que se eviten posibles contaminaciones del inoculante, aumentando su duracién sin
perjudicar la calidad del mismo.

1.4.1.2. Métodos de biofertilizacion.

Uno de los puntos clave para aprovechar el potencial de los inoculantes es poder
lograr una aplicacion practica y de forma adecuada. Esto significa contar con métodos de
aplicacion del inoculante que de manera sencilla lo distribuyan de forma homogénea ya sea
en la semilla o en el surco de siembra, manteniendo el nimero adecuado de bacterias vivas.
De esta forma podemos mencionar tres metodologias, cada una con sus propias ventajas y
desventajas en ambos sentidos mencionados mas arriba.

. Sobre la semilla.

. Directo.

J Pelletizado.

J Pre-inoculacion.

. En linea de siembra.
. En cobertura.

1.4.1.2.1. Directo sobre la semilla.

Este es el método mas comin de aplicaciéon en los inoculantes. Basicamente
consiste en poner a la semilla en contacto con el inoculante antes de realizar la siembra y
permitir la adhesion de los rizobios a la superficie del tegumento. Este método, desde el
punto de vista practico, es muy sencillo de utilizar y no requiere maquinarias especiales. Sin
embargo, la efectividad con que los rizobios se adhieren a las semillas depende en gran
medida del soporte utilizado y de las condiciones en que se realiza la inoculacion. En este
sentido, se plantea un cierto compromiso en el tiempo de exposicion de la mezcla de
semilla, adhesivo e inoculante: por un lado se la debe dejar un tiempo lo suficientemente
largo para que se produzca la adhesion efectiva, pero lo suficientemente corto como para
evitar una excesiva mortandad de los (bradi)rizobios y el secado del adhesivo, que da como
resultado una distribucion heterogénea de las semillas inoculadas.
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1.4.1.2.2. Semillas pelletizadas.

Este método es muy similar al primero pero en vez de realizar la adhesion de las
bacterias a las semillas inmediatamente antes de sembrarlas, se realiza un pelletizado sobre
las semillas con cal o con sulfato de calcio, de manera tal de generar una cubierta donde las
bacterias pueden permanecer viables por periodos mas prolongados, protegiéndolas de la
acidez o la desecacion. Sin embargo, este método enfrenta las mismas desventajas que el
anteriof.

1.4.1.2.3. Semillas con pre-inoculaciin.

Teniendo en cuenta que muchas veces el fracaso de la biofertilizacion se debia a los
problemas de la deficiente aplicaciéon del inoculante, el Instituto de Microbiologia y
Zoologia Agricola IMYZA) del INTA-Castelar desarrolla en 1989 el denominado sistema
de preinoculaciéon o inoculacién anticipada. Esta metodologia se basé en desarrollos
previos de aplicaciones de curasemillas, que permiten distribuir comercialmente semillas
con los agroquimicos ya aplicados, listas para sembrar. Asi, el objetivo fue obtener semillas
de leguminosas que pudieran almacenarse y distribuirse con el inoculante ya aplicado, lo
cual garantiza una uniforme distribucién de los (bradi)rizobios por semilla. Ademas de la
ventaja de una aplicacion mas uniforme del inoculante sobre las semillas, este método no
involucra un costo mayor a la inoculacién convencional y le ahorra tiempo al agricultor
durante la operacion de siembra.(Perticari et al. 1994, Gonzalez 2007).

1.4.1.2.4. Inoculacion en el surco de siembra.

Una alternativa al revestimiento de las semillas con el inoculante es realizar la
biofertilizacién directamente en el suelo. Una de las ventajas que presenta este método es
que los (bradi)rizobios pueden quedar ubicados en el lugar por donde van a pasar las rafces
en crecimiento, con lo cual su llegada a los sitios de infeccién se ve favorecida con respecto
a las otras metodologias. Adicionalmente, presenta la ventaja de que la aplicacion del
inoculante no se interfiere con la de ciertos agroquimicos que se colocan sobre las semillas
y que podrian alterar la viabilidad y/o infectividad de los (bradi)tizobios. Para este tipo de
método, los inoculantes liquidos y los granulados son los mas propicios, aunque aquellos
que contengan como soporte turba también pueden distribuirse de esta manera previa
suspension en agua. Este tipo de inoculacién ha demostrado en general mejores respuestas
de la nodulacién, la FBN y el rendimiento en suelos sin poblaciones aléctonas (Smith,
1992). Este comportamiento también podria esperarse en suelos con poblaciones
aloctonas, ya que de esta manera se permite una mejor distribucion de los (bradi)rizobios
del inoculante, lo que les podria permitir una mejor competitividad para nodular (Lépez-
Garcia et al. 2002, 2009, Althabegoiti et al. 2008).

La mayor desventaja de esta metodologia es que requiere varias operaciones
adicionales al momento de la siembra y, en el caso particular de los inoculantes liquidos o
con base en turba, requieren el transporte de grandes volimenes de agua, lo cual puede ser
contraproducente en cultivos extensivos como la soja.

1.4.1.2.5. Inoculacidn en cobertura.

Este método se basa en distribuir los (bradi)rizobios mediante la utilizaciéon de
equipos de riego. Si bien no es un método ampliamente difundido, se han reportado
aumentos en el rendimiento cuando se lo utiliz6 como refuerzo en aplicaciones post-
siembra (Danso et al. 1990). Su contracara es que su aplicaciéon requiere de inoculantes
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liquidos ya que de otro modo pueden quedar particulas en suspension (procedentes de los
soportes solidos) que obstruyan los conductos de los equipos de riego.

I.4.2. Situacién de los inoculantes en Argentina.

Desde su expansion en la década del 70, se considerd necesaria la incorporacion de
B. japonicum o B. elkanii a los campos con cultivo de soja. Dado que en su momento esta
leguminosa era foranea, no existian (bradi)rizobios noduladores de soja en nuestros suelos.
Estos dos hechos favorecieron la obtenciéon de aumentos del rendimiento en respuesta a la
biofertilizacion, haciendo que los productores rapidamente incorporaran esta técnica en sus
cultivos. En nuestro pafs, se puede considerar que la adopcién de la técnica de inoculacion
en los campos con soja es alta. En el 2004 se estimaba que el 87 % de los campos con
cultivo de soja eran inoculados y que el 94 % de los productores conocia los beneficios
relacionados con dicha técnica, como asi también que la mayorfa de ellos preferia los
inoculantes liquidos.

1.4.2.1. Reglamentacion de los inoculantes.

En nuestro pafs, el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA) se encarga de regular y aprobar los nuevos productos utilizados como
inoculantes.

Segun los registros de ese organismo, disponibles hasta 2000, existen por lo menos
176 marcas comerciales de inoculantes para soja registradas por 75 empresas productoras
habilitadas para tal fin. E1 70% de dichos productos se corresponden a inoculantes liquidos
acuosos y un 20% con sustrato sélido (Gonzalez 2007).

Sin embargo, un hecho que llama la atencién es que no existe la obligaciéon de
declarar con qué cepa o cepas se formulan los inoculantes (Anexo A). En tal sentido, desde
los comienzos del auge de la soja en nuestro pais, el INTA ha tenido un rol determinante,
no solo asesorando al productor, sino también llevando a cabo estudios sobre las cepas de
rizobios a utilizar en nuestros suelos.

1.4.2.2. Cepas de rizobios utilizadas en los inoculantes.

De la mano de la expansion de la soja, el INTA comenzé en 1980 un programa de
seleccion de cepas, tarea que fue llevada a cabo por el IMYZA. Se postulé6 que la cepa
seleccionada para las formulaciones de nuestros inoculantes debia ser infectiva, efectiva y
capaz de adaptarse a nuestros suelos. Si bien tanto B. japonicum como B. elkanii son las
especies mas ampliamente utilizadas en la mayoria de los inoculantes comerciales a nivel
mundial, sobre todo porque han mostrado eficiencia y efectividad para nodular especies de
soja mejoradas (Kuykendall et al. 1992), algunos autores han propuesto que B. japonicum es
mas eficiente para la FBN que B. e/kanii (Boddey & M. A. Hungtia 1994). Por otro lado, se
ha observado que E. fredii parecerfa tener un comportamiento dependiente de la region. Por
ejemplo, algunos trabajos indican que en China esta especie posee baja eficiencia de FBN
(Keyser et al. 1982), sin embargo en Espafia ha demostrado mayor eficiencia de nodulaciéon
y FBN cuando se la compara con B. japonicum (Buendia-Claveria et al. 1994). Teniendo en
cuenta estos trabajos, en 1994 el IMYZA, en conjunto con el INTA-Santa Fe y el Instituto
de Fisiologia Vegetal (INFIVE) de la UNLP, realizaron una evaluacién comparativa de la
nodulacién y la eficiencia de la FBN de cepas de B. japonicum, B. elkaniiy E. fredii inoculadas
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sobre distintos cultivares en el area de Reconquista (Santa Fe). Como cepas tipo de B.
Japonicum se utilizo: E109, E109B (variante de laboratorio), CPAC1809, CPAC5118 vy
SEMIA 5080, de B. elkanii: SEMIA 5079, de E. fredi: SM-12, H102 y H103. Los resultados
indicaron una alta capacidad de nodulacion para las cepas de B. japonicum y B. elkanit, siendo
E109B y SEMIA 5080 las mas eficientes. En cambio, las cepas de E. fredii mostraron una
buena eficiencia de nodulacién, pero no asi de la FBN. Esta evaluacion indica que por el
momento E. fredii no serfa apropiada para utilizar en los inoculantes de soja en Argentina.

Dado que B. japonicurz E109 muestra resultados coincidentes con trabajos
anteriores, permanece como cepa recomendada para los inoculantes (Perticari et al. 1996).
A partir de ese momento, el INTA comenzé a recomendar la cepa E109 para los
inoculantes comerciales. Actualmente se estima que alrededor del 46,5 % de los inoculantes

estan formulados con E109 y un 19,5 % con E109 mas otro/s microorganismos (Gonzalez
2007).

1.4.2.3. Efectos de Ia inoculacion.

Las estimaciones relacionadas con los niveles de rendimiento indican que, en
condiciones ideales, la soja inoculada con (bradi)rizobios podria fijar hasta 450 kg de N por
ha (Perticari et al. 2007). Sin embargo, las estimaciones del 2006 indicaron que la FBN
aportd un 50 % del total requerido por el cultivo en nuestro pafs. Ademas, en regiones
como de Concepcién del Uruguay o Tucuman, el aporte de la FBN rondé entre 26 y 70 %
respectivamente (Gonzalez et al. 2007). Estos resultados pueden estar relacionados con el
historial del cultivo de soja en dichas zonas de cultivo.

Cuando los niveles de N del suelo son bajos y no hay limitaciones nutricionales, se
esperan aumentos del rendimiento minimos del 50 % gracias a la biofertilizacién, pero si
los suelos presentan historial de cultivo de soja e inoculacidn, dichas respuestas a la
biofertilizacion resultan muy variables (Perticari et al. 2007). La pregunta que se desprende
de esto es ¢a qué se deben las diferencias en la respuesta del rendimiento?

1.4.3.3.1. Limitaciones de la simbiosis (bradi)rizobio—leguminosa.

Para comenzar, debemos tener en cuenta que la simbiosis (bradi)rizobio-
leguminosa es un proceso biolégico, y por lo tanto, posee dos actores principales: la soja y
el inoculante, relacionados entre si por el ambiente edafico. Asi, podemos clasificar a los
factores que van a estar influenciando dicho proceso en tres grandes grupos:

. Relacionados con las caracteristicas del inoculante.

. Relacionados con las caracteristicas de la soja.

. Relacionados con la influencia del ambiente edafico sobre el par soja-
inoculante.

Como veremos mas adelante, este ultimo grupo, que posee un peso muy
significativo, es frecuentemente ignorado en los estudios de laboratorio. Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que la simbiosis no ocurre como un proceso aislado, determinado por las
caracteristicas intrinsecas de sus dos socios, sino que mas bien es la conjuncién de los tres
aspectos, es decir que es un proceso complejo que depende de diversas variables
interrelacionadas entre si (Fig. 1.10.). Con respecto a las caracteristicas del inoculante, los
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Rizobios
aloctonos

Figural.10. Representacion esquematica de los principales factores bioticos v abioticos
que influyen en la competicion para la nodulacion.

bradirrizobios presentes en el mismo han sido seleccionados de forma tal de ser eficientes y
efectivos en la FBN. Por su parte, las variedades de soja utilizadas para los cultivos también
han sido mejoradas genéticamente, aunque su capacidad de asociarse con los bradirrizobios
para la FBN no suele ser un caracter tomado en cuenta especialmente en los planes de
mejoramiento. Esto puede resultar serio, ya que la via metabodlica de asimilacion del N a
partir de ureidos estd catalizada por un conjunto de enzimas diferente al de la via de
asimilacion del N a partir de NOj7, con lo cual los alelos seleccionados en programas de
mejoramiento donde las plantas se hayan cultivado en suelos ricos y/o con el aporte de
fertilizantes nitrogenados pueden no ser de utilidad para asimilar eficientemente el N
proveniente de la FBN.

A nivel de las condiciones edaficas, uno de los factores que limitan la FBN en soja
es la presencia de formas combinadas de N en el suelo. En particular, la disponibilidad de
formas combinadas de N como NO;™ van a retardar el inicio de la nodulacién y/o van a
inhibir el funcionamiento de la nitrogenasa (Lett et al. 1998). En tal sentido, los suelos de la
region central y Sureste de Buenos Aires, presentan altas concentraciones de materia
organica y altas tasas de mineralizaciéon (Echeverria & Bergonzi, 1995), con lo cual las
concentraciones de esta forma de N combinado podrian ser significativas. Otro aspecto
que limita y condiciona la simbiosis es el pH del suelo (Napoles et al. 2000). Se ha
observado una relacién inversa con los valores de este parametro y las concentraciones de
AP* y Mn®" en el suelo. En particular se ha observado que los (bradi)rizobios, mas alld de
sus niveles de tolerancia a la acidez, los cuales varfan entre especies y aun entre cepas de la
misma especie, son sensibles a aquellos iones, siendo los rizobios en general mas sensibles
que los bradirrizobios. También se ha observado que a pH 4acidos el proceso de simbiosis
es alterado, disminuyendo la tasa de simbiosis exitosa (Zahran 1999). Nuestros suelos,
dependiendo de la regién, tienen valores de pH con tendencia a la acidez, lo cual podria
tener cierta influencia en la FBN y su impacto en el rendimiento.

Por ultimo, en suelos con historial de cultivo de soja y biofertilizacién, se observa
que a lo largo de las sucesivas biofertilizaciones se desarrollan poblaciones de
(bradi)rizobios naturalizados, denominados (bradi)rizobios aléctonos. Estos (bradi)rizobios
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representan ahora una tercer variable —bidtica— dentro del proceso biologico de la
simbiosis inoculante—soja, que nuevamente esta relacionada con el ambiente edafico. Las
altas tasas de FBN son mads bien una necesidad humana que una caracteristica
evolutivamente determinante para la sobrevida de los (bradi)rizobios en el suelo o en
simbiosis, analogamente a otros caracteres de interés agronémico, como la alta produccién
de granos o las uniformidades en la altura de planta o la fecha de floracién, que no son
seleccionados favorablemente en las poblaciones de plantas silvestres. Por ello, no es de
sorprender que los rizobios al6ctonos presenten una tasa de FBN heterogénea. Pero por
otro lado, la capacidad de nodular, si resultarfa un rasgo adaptativo, dado que el nédulo
puede verse como un ambiente protector. Asi, al introducir poblaciones de (bradi)rizobios
afio a afio con la repetida biofertilizacién, se van introduciendo al suelo bacterias que logran
naturalizarse, pudiendo perder sus altas tasas de FBN pero conservando una inefectividad
alta. Esto llevaria a que en cada nueva biofertilizacion los (bradi)rizobios del inoculante
encuentren una poblacién aléctona cada vez mas eficiente para ocupar los limitados sitios
de infeccién en las raices y por lo tanto, al ocupar una proporciéon de nédulos cada vez
menor, la aplicacion del inoculante no siempre produzca un aumento del rendimiento
(Thies et al. 1991, Gonzalez 2007, Perticari et al. 2007, Pérez-Giménez et al. 2010). Dada la
importancia de este fenémeno como un problema relacionado directamente con la falta de
respuesta del rendimiento a la biofertilizacion, se lo ha denominado “el problema de la
competicion para la nodulaciéon”. Este fenémeno ha cobrado vital importancia como cuello
de botella para el éxito de la biofertilizacion, dado que actualmente la mayoria de los suelos
en donde se cultiva soja presentan una dilatada historia previa de cultivo con esa
leguminosa. Como el problema de la competiciéon para la nodulaciéon depende de diversas
variables relacionadas entre si, en la siguiente seccién haremos una descripcion detallada del
mismo.

I.5. La competicion para la nodulacion.

En la seccién anterior mencionamos solo algunas de las variables que condicionan
la respuesta del rendimiento de los cultivos de soja a la biofertilizacion. Como pudo
apreciarse, se trata de muchas variables que ademas interactiian entre si, con lo cual analizar
su influencia en el rendimiento es muy complejo. Sin embargo, pudimos poner énfasis en
una de las variables: la presencia de (bradi)rizobios al6ctonos del suelo que van a competir
por la nodulacién con la nueva cepa introducida al realizar la biofertilizacién, ya que esta
limitante ocurre en todos los suelos con historial de cultivo de soja, independientemente
del resto de las variables edaficas, ya sea bidticas o abioticas. Esta idea subyace desde hace
afios, debido a que en suelos con historial de cultivo de soja, se observa sistematicamente
que solo entre un 5 a 20 % de los nédulos totales son ocupados por la cepa del inoculante
(McDermott & Graham 1989). Si recordamos, por un lado, que los nédulos constituyen un
ambiente favorable para los (bradi)rizobios y por otro lado, que solo uno de cada mil
(bradi)rizobios de los que colonizan la rizésfera puede penetrar en un noédulo, se
comprende que la competencia que se genera entre los (bradi)rizobios individuales por
abrirse paso hacia ese ambiente protector es muy intensa. Asi, podemos definir al problema
de la competiciéon para la nodulacién como la interacciéon competitiva entre dos o mas
genotipos de (brady)rizobios por penetrar los limitados sitios de infeccién de las raices y
alcanzar exitosamente las zonas (sub)corticales para colonizar al nédulo en formacién, en
un ambiente edafico particular, cuyas caracteristicas pueden influir dicha competiciéon. Por
lo tanto, una manera de realizar un acercamiento a la comprension de la problematica es
evaluar por un lado qué caracteristicas intrinsecas posee cada una de las poblaciones en
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competencia y por otro lado, qué condiciones del ambiente las pueden poner en ventaja a
una sobre otra. De la mano de esta comprension, se podria mejorar la calidad de las cepas
de los inoculantes, no solo desde el punto de vista de su eficiencia y efectividad, sino
también de su competitividad. A continuacién nos centraremos en las caracteristicas
principales que pueden estar influenciando o aventajando la competencia para la
nodulacioén.

I.5.1. Los suelos, su dinamica y su biodiversidad.

El suelo puede verse como uno de los ecosistemas mas complejos y diversos, con
una estructura que lo caracteriza. Un suelo esta compuesto por particulas minerales de
distintos tamafios, que se clasifican en arcilla (menos de 2 Pm), limo (entre 2 y 50 pUm) y
arena (entre 50 Pm y 2 mm). Asi, las proporciones relativas de cada tamafio de particula
que conforman el suelo definen su textura, que en consecuencia puede clasificarse a
grandes rasgos en arcillosa, limosa y arenosa. Ademas, el suelo posee materia organica con
distintos grados de descomposicion, llegando hasta las sustancias humicas, que cumplen
funciones cementantes de las particulas minerales del suelo. Asi, con cada textura se
forman estructuras estables, que pueden visualizarse como terrones, dentro de las cuales
existen distintos tipos y tamafios de poros que determinan la capacidad de retenciéon de
agua y la aireacion del suelo.

Los tipos de organismos presentes en el suelo presentan una gran diversidad, cuya
magnitud depende de las condiciones del suelo, las especies vegetales presentes, como asi
también el historial de cultivos realizados en el mismo (Watt et al. 2006). En un suelo
agricola tipico, las raices representan la mayor fracciéon del material biolégico. De esa
fraccion una porcién corresponde a raices muertas, ya sea de plantas vivas o de remanentes
de cultivos anteriores, pero todas ellas van a estar formando parte de la rizosfera, que es un
ambiente mucho mas rico que el suelo no rizosférico (cf. 1.3.2.1).

Los organismos presentes en la rizésfera dependeran en gran medida de las
condiciones del suelo y de las especies vegetales, pero a grandes rasgos las bacterias y los
hongos constituyen la fraccion de biomasa mas grande, incluyendo (bradi)rizobios,
bacterias filamentosas, solubilizadoras de fésforo, fijadoras de N, de vida libre y micorrizas.
Las densidades de la poblacién bacteriana pueden variar en hasta tres 6rdenes de magnitud,
dependiendo del ambiente. En el suelo también se encuentra una microfauna, como
protozoos y nematodos, que van a estar interactuando con las poblaciones de
microorganismos (Gupta 1994). Por su parte, la mesofauna del suelo esta formada por
lombrices, colémbolos y artropodos como acaros, termitas y hormigas, todos los cuales
cumplen un papel importante en el movimiento de las particulas del suelo, la formacién de
poros y la dispersion de la microbiota. La porosidad del suelo influye no solamente en el
crecimiento de las rafces, sino que resulta esencial para el establecimiento de las
poblaciones bacterianas.

La biota del suelo condiciona la evolucién del mismo, de acuerdo con la
composicion y tasa de degradacion de la materia organica que genera, lo cual a su vez
puede modificar el pH y la composicion ionica del suelo y en ultimo término, la propia
biodiversidad. Es decir, el suelo es un ambiente vivo y dinamico, razén por la cual es muy
complejo y cambiante en tiempo y espacio. Por lo tanto, las poblaciones (bradi)rizobianas
presentes dependeran en parte del tipo de suelo donde se encuentren. Sin embargo hay
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ciertas caracteristicas de los (bradi)rizobios que se mantienen independientemente del tipo
de suelo.

Diversos trabajos han demostrado que los rizobios pueden persistir en vida libre
durante largos periodos de tiempo (McLoughlin et al.1990, Sadowski & Graham, 1998). En
particular, pueden adherirse a todo tipo de superficies vivas o inertes, como podrian ser
superficies de raices o restos celulares. Muchas veces, la persistencia de los rizobios puede
relacionarse con la capacidad de formar biopeliculas, microcolonias estructuradas dentro
una matriz de polimeros extracelulares —entre los que predominan los EPS— con
microcanales por donde circulan agua y nutrientes (Parsek & Fuqua 2004, Danhorn &
Fuqua 2007). Se ha observado que las bacterias Gram-negativas son mucho mas resistentes
en las biopeliculas que en el estado plancténico frente a una diversidad de agresiones, como
por ejemplo antibidticos, luz ultravioleta, desecacion y predadores. (Stoodley et al., 2002).
En el caso de B. japonicum, la formacion de biopeliculas se ve favorecida por la lectina de
soja bajo condiciones de laboratorio, pero podria suponerse que en el suelo, los restos de
raices de soja podrian liberar lectina y actuar como nucleos de formacién de biopeliculas en
las zonas donde anteriormente hubo rizésferas de soja. Dado que la lectina de soja es una
proteina extraordinariamente estable, esto podria beneficiar la persistencia del bradirrizobio
en el medio edafico, especialmente en microambientes que previamente hayan sido
moldeados de alguna manera por la simbiosis (Pérez-Giménez et al. 2009). Por otro lado,
se ha observado que en situaciones de escasez de N, B. japonicum aumenta la sintesis de EPS
(Lopez-Garcia et al. 2001). Este hecho nuevamente pondria de manifiesto que B. japonicum
podria formar biopeliculas para sobrevivir durante largos periodos en suelos pobres en N.

Aparte de la interacciéon con las leguminosas, se ha observado que los
(bradi)rizobios interactuan de con otras organismos que forman parte del ecosistema en el
suelo. Madsen y Alexander (1982) han observado que las lombrices del suelo son agentes
muy activos en la dispersion de los bradirrizobios. Posteriormente, Horiuchi et al. (2005)
han registrado un comportamiento similar con los nematodes. También se ha observado
que los microorganismos con actividad promotora del crecimiento (PGPR) interactian con
los (bradi)rizobios de manera beneficiosa, promoviendo la simbiosis (Nelson 2004).

Las poblaciones de (bradi)rizobios son en general muy diversas. Se estima que en
suelos con cultivos de soja estas poblaciones se encuentran en un rango de entre 10’y 10’
bacterias por gramo de suelo en las proximidad de la rafz (Pérez-Giménez et al. 2010)
Diversos trabajos han mencionado que en suelos con historial de cultivo de soja la
diversidad de (bradi)rizobios es mayor a la que podria esperarse (Hungria et al. 2006, M.
Loureiro et al. 2006, Gomes Barcellos et al. 2007, Melchiorre et al. 2010) asf por ejemplo en
Mato Grosso, Brasil, se observé que en suelos que no presentaban (bradi)rizobios, luego de
18 afios de inoculacién se observaron nueve perfiles genéticos distintos a las cepas de los
inoculantes (Loureiro et al. 2006). Para explicar estos niveles de diversidad, algunos autores
han propuesto que aunque un determinado genotipo inicialmente se encuentre con una
baja frecuencia, podria aumentar rapidamente si consigue invadir de manera eficiente los
noédulos de la leguminosa (Provorov & Vorobyov 2000). Asi, la capacidad de competir
eficientemente por la nodulacién podria ser heredada en poco tiempo desde unos pocos
individuos hacia una poblacién mucho mayor. Esta adaptacion podria perfeccionarse por
medio de transferencia horizontal de material genético, lo cual permitirfa la dispersion de la
capacidad competitiva de la mano de una alta diversidad genotipica. También se ha
reportado que los rizobios al6ctonos podrian tener un comportamiento muy competitivo
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pero deficiente para la fijacion de N, con respecto a las cepas de los inoculantes, sobre la
base de estudios realizados con aislamientos de suelos del medio-oeste de Estados Unidos
(Sadowsky & Graham 1998). De manera analoga, en suelos de Hawaii se ha observado que
la presencia de 10 a 100 rizobios noduladores por gramo de suelo resulta suficiente para
impedir el efecto de la biofertilizaciéon sobre el rendimiento de cultivos de poroto (Thies et
al. 1991). Sin embargo, ambas observaciones han sido realizadas en Estados Unidos con
(brady)rizobios de suelos con caracteristicas distintas a los nuestros, por lo cual no
necesariamente deberfa ocurrir lo mismo en Argentina. En nuestro pais se ha observado
que en provincias del NOA, como Salta y Tucuman, se encuentran cepas aléctonas que
promueven mayores rendimientos en cultivos de soja con respecto a B. japonicum E109
(Perticari et al. 1998). Por otro lado Melchiorre et al. (2011) han observado una alta
diversidad en poblaciones aléctonas de bradirrizobios noduladores de soja aislados de 10
zonas con historial de cultivo de esta leguminosa, en algunas de las cuales habia poca
representatividad de E109 y una tasa de FBN similar a la de esta cepa.

I.5.2. Los inoculantes y la posiciéon de los (bradi)rizobios en el suelo.

Segun la resolucion del SENASA (Apendice A), los inoculantes deben contener por
lo menos una concentracién de 10° (bradi)rizobios vivos por ml o g a la fecha de
vencimiento. Sin embargo, una semilla bien inoculada puede contener entre 10° y 10°
bacterias y se estima que aproximadamente el 80 % de ellas mueren dentro de las primeras
dos horas transcurridas después de la inoculacion (Streeter 2007). Ademas, mencionamos
que muchas de ellas quedan adheridas a los tegumentos de los cotiledones por lo cual, al
desarrollarse la plantula y emerger los cotiledones de la superficie, las llevan consigo fuera
del suelo. Por lo tanto, si consideramos todos los eventos desde la inoculacién hasta que se
inicia el enraizamiento, las bacterias del inoculante quedarfan es desventaja competitiva
frente los (bradi)rizobios aléctonos, que para ese momento ya estan distribuidos en el perfil
de suelo que va a ser ocupado por la rizésfera, en una concentracién aproximada de 10° a
10" (bradi)rizobios por gramo de suelo. Es decir que los (bradi)rizobios aléctonos ya estan
presentes en las cercanfas de las posibles zonas de infecciéon de las raices que, debemos
recordarlo, se mantienen en el estado infectable durante un periodo muy estrecho. De este
modo, solo una muy rapida movilidad permitirfa a las pocas bacterias del inoculante
remanentes en los alrededores del cuello de la raiz llegar a las zonas infectables antes que
los (bradi)rizobios de la poblacién aléctona. Esta exigencia se hara tanto mas intensa a
medida que las raices crezcan, llevando las zonas de los pelos emergentes cada vez mas
lejos del cuello de la raiz.

Los (bradi)rizobios son bacilos méviles, y responden quimiotacticamente a diversas
sustancias como las que son exudadas por las raices a la rizosfera (Caetano-Anollés et al.
1988, Barbour et al. 1991, Kurdish 2002, Brencic & Winans 2005). Estas propiedades han
llevado a la creencia de que los (bradi)rizobios son capaces de moverse hacia las raices
atraidos por los exudados de las mismas a una velocidad lo suficientemente alta como para
que esa movilidad efectivamente los lleve desde la zona del cuello de la rafz hasta los sitios
de infeccién en la zona de los pelos emergentes. Esta hipotesis se apoya en diversos
trabajos, entre ellos que mutantes defectivos en la movilidad son incapaces de realizar la
colonizacién radical disminuyendo la tasa de nodulaciéon (Caetano Mellor et al. 1981),
observaciones microscopicas de bacterias vivas dirigiéndose hacia la zona de los pelos
emergentes (Gulash et al. 1984) mediciones de dispersion rizobiana en forma horizontal en
las capas superficiales del suelo (Lowther & Patrick 1993), o la incapacidad de mutantes
alterados en quimiotaxis para competir por la nodulacién (Yost et al. 2003). De esta

37



Capitulo Tesis Doctoral  Julieta Covelli

manera, durante afios se ha postulado que tanto la quimiotaxis como la movilidad de los
(bradi)rizobios juegan un rol determinante a la hora de posicionarlos de manera mas
eficiente en los sitios de infeccion. Asi, los (bradi)rizobios con deficiente movilidad
deberfan ser poco competitivos comparados con las cepas moviles (Gonzalez & Marketon
2003, Yost et al. 2003, Fujishige et al. 2006). Sin embargo, el defecto comun que presentan
estos trabajos es que se llevaron a cabo en medios liquidos, o con raices sobre superficies
de agar, o en el mejor de los casos, en medios porosos saturados de agua. Estas
condiciones no representan al medio edafico, el cual, como veremos enseguida, tiene
profundas diferencias con un medio liquido homogéneo. Por lo tanto, si bien no podemos
negar que los rizobios se mueven y que en efecto responden a los quimioatractantes, esto
no es suficiente como para concluir que las propiedades que determinan la movilidad y la
quimiotaxis en medios liquidos también rijan el posible acercamiento de los (bradi)rizobios
a las raices en el suelo.

Por otra parte, se ha propuesto que la desventaja en la competicion para la
nodulacién podria estar relacionada con diferencias en el estado fisiolégico entre las
bacterias del inoculante y las aléctonas. Por un lado se supone que las bacterias al6ctonas se
encuentran en un estado nutricional deficiente con respecto a las de los inoculantes, las que
provienen de un medio de cultivo rico, necesario para llegar a la concentracién antes
mencionada. De esta manera, se supone que las primeras estan en algin estado de inanicién
y por lo tanto tienen mayor voracidad para colonizar la rizésfera e infectar las raices. Esta
propuesta se fundamenta en aumentos observados en la adhesividad e infectividad de
(bradi)rizobios incubados en solucién mineral o con limitaciones de nutrientes (Lodeiro &
Favelukes 1999). De manera correspondiente, se ha observado que bradirrizobios crecidos
con limitacién en la fuente de N aumentan la expresion de #0dC (Lopez-Garcia et al. 2001).
Sin embargo, también se ha reportado la existencia de genes como #fe (por sus siglas en
inglés de “nodule formation efficiency”) que codificarfan funciones relacionadas con la
competitividad intrinseca de las bacterias. Estos genes se relacionarfan con la eficiencia en
la nodulacién y competicion pero no jugarfan un papel para establecer el proceso
simbiético (Toro 1996).

En 2002, Lopez Garcia et al. pusieron a prueba estas propuestas. Inocularon
macetas con vermiculita con una cepa de bradirrizobios, a la que incubaron durante 30 dias
en ausencia de plantas, con el fin de simular el establecimiento de una “poblacién
al6ctona”. Dado que durante todo ese tiempo estos bradirrizobios solo recibieron solucion
mineral libre de fuentes de C y N, la incubacién condujo a un estado de inanicién de la
poblacioén. Finalizado el periodo de incubacién, en una parte de las macetas sembraron soja
inoculada en las semillas con una cepa isogénica y de la otra parte de las macetas extrajeron
la “poblacién aléctona”, la que fue mezclada en forma homogénea en medio liquido con las
bacterias del “inoculante” y con esa mezcla regaron macetas nuevas en las que se sembro
soja sin inocular (Fig. I1.11.). Cultivaron las plantas para permitir la nodulacién, y
observaron que cuando el inoculante era colocado sobre las semillas, casi no ocupaba
noédulos, tal como se esperarfa de acuerdo con la hipdtesis de que la inanicién de la
“poblacién aléctona” la volvia mas competitiva. Sin embargo, esto no se confirmé en el
otro grupo de macetas, donde las bacterias del “inoculante” ocuparon casi el 90 % de los
noédulos cuando estuvieron distribuidas homogéneamente en la maceta, al igual que la
“poblacion aléctona” hambreada (Figura 1.11.). De este experimento se desprende que fue
la posicion de los bradirrizobios respecto de las raices, y no su estado nutricional, la que
jug6 el rol determinante en la competicion para la nodulaciéon. Como corolario, estos
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resultados estuvieron de acuerdo con la hipétesis de que la movilidad vertical de los
bradirrizobios en un medio poroso no saturado de agua es escasa, la cual se apoya en el
trabajo de Madsen y Alexander (1982), donde los autores reportaron que el desplazamiento
de los bradirrizobios en el suelo a capacidad de campo se logra por un transporte pasivo
sobre las lombrices o arrastrados por el agua luego de un riego o por la misma accién de la
labranza, el trabajo de Mc Dermott y Graham (1989), quienes observaron que la poblacion
de B. japonicum inoculado sobre semillas disminuye a lo largo de la raiz a medida que
aumenta la distancia desde el punto de inoculacion, el trabajo de Liu et al. (1989) quienes
observaron que mutantes no moviles de B. japonicum compitieron eficazmente por la
nodulacién frente a la cepa salvaje en un suelo a capacidad de campo, y el trabajo de
Horiuchi et al. (2005), donde se demuestra que E. meliloti no se desplaza en un suelo a
capacidad de campo a menos que sea llevado en forma pasiva sobre la superficie o dentro
del tracto intestinal de los nematodos. Estos resultados plantean, entonces ¢como llegan los
rizobios a las raices?

Competitividad: ;Estado nuincional o posicidn?
'i.r' A Wy

4 R o

T Wy -

Figtira 1. 11. Evaluacidn de Ls influencaa del estado putocronal (A) v la posicadn (B) de
loa rizehios en ks competicion par Ls podulscion. En A v B se tepresents el esguema
ensayado pars eviluat lanfluencia del estado putniconal v la peswcion de los nixokaos
respecuvamente. C: porcentaje de nddulos ocupados en A v B LP 3001 v LP 3004 scn
CEPd 1RO ek

Tomado de: LaperCoards ot all (2002

A priori podemos proponer dos hipétesis no mutuamente excluyentes. La primera
de ellas implica el hecho conocido de que a medida que la planta se desarrolla las raices
también lo hacen en busca de nuevos nutrientes, asi podriamos plantear que a medida que
las raices se desplazan en el suelo van “barriendo” microcolonias de (bradi)rizobios que se
encontraban distribuidas como pequefas biopeliculas, de las cuales, aquellas que por
casualidad entren en contacto con la zona infectable de la rafz podrian liberar
(bradi)rizobios que comiencen la infecciéon de inmediato. La segunda hipétesis se relaciona
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con la posible movilidad de los (bradi)rizobios hacia las raices, lo cual, como ya vimos, en el
suelo solo podria ocurrir en distancias cortas y a baja velocidad.

Si recordamos la estructura de un suelo, en el mismo existen poros de distintos
diametros. Estos poros permiten distintos niveles de retenciéon de agua luego de una lluvia
o riego, como asi también la constitucion de distintos nichos. A grandes rasgos podemos
mencionar que cuanto mas chico sea el diametro del poro, mayor sera su retencion del
agua, permitiendo clasificarlos en poros capilares, cuyo tamafio oscila entre 0,1 y 6 Um en
los cuales el agua es retenida con mayor fuerza que la gravedad, y poros no capilares de
donde el agua gravitacional drena facilmente. De esta manera se esperaria que los poros
capilares formen habitats favorables para las bacterias y que presenten pequefios canales
discontinuos por dentro de los cuales las mismas podrian desplazarse (Bohn et al. 2001).
Sin embargo, el camino de las bacterias por estos poros es muy tortuoso. Puede estimarse
que, a la velocidad que nada B. japonicum (Kanbe et al. 2007) una bacteria que recorra poros
capilares se irda encontrando y chocando con la superficie de una particula de suelo cada
menos de un segundo. Dado que el sistema de quimiotaxis le permite a estas bacterias
nadar en linea recta en un liquido durante tres o cuatro segundos cuando son atraidas por
un quimioatractante pero no permite el nado en linea recta por mas de un segundo cuando
el quimioatractante esta ausente, es dificil imaginar cual puede ser la utilidad de este sistema
para desplazarse en el suelo, si es que pretendemos extrapolar el comportamiento en medio
liquido al comportamiento en el suelo. Los trabajos realizados en medios porosos indican
que aqui la quimiotaxis no juega un papel tan importante, siendo mas determinante la
capacidad de las bacterias para cambiar de direcciéon (Barton & Ford 1995, Liu & Ford
2009). Estos cambios de direccion serfan los que le permitirian a la bacteria ya sea esquivar
las particulas de suelo o bien salir de su superficie después de haber chocado con ellas (Liu
& Ford 2009, Jimenez-Sanchez et al. 2012). Si bien los cambios de direccién también estan
gobernados por el sistema de quimiotaxis, en este contexto no cumplirian el rol de
responder a la “atraccién” que las sustancias “quimioatractantes” ejercerfan sobre la
bacteria.

En este sentido, Althabegoiti et al. (2011) realizaron un experimento que podtia dar
un indicio de la extension de cada uno de los movimientos antes mencionados: la rafz hacia
los bradirrizobios o los bradirrizobios hacia la rafz. Los autores coinocularon plantas de
soja con dos cepas de B. japonicunrz: una cepa salvaje y otra mutante derivada de la primera,
que no posefa flagelos y por lo tanto, no era moévil. Cuando se midi6 la competicién para la
nodulacién entre estas dos cepas en macetas con vermiculita a capacidad de campo,
practicamente no hubo diferencias en los porcentajes de ocupacion de nédulos por parte
de una y otra, pese a que una era completamente movil y quimiotactica y la otra no. Sin
embargo, cuando el experimento se realizé en paralelo con macetas que se mantuvieron
inundadas durante todo el ensayo, la cepa salvaje ocupd mas del 85 % de los nédulos.
Estos resultados indicaron que solo bajo condiciones de total anegamiento la movilidad de
los bradirrizobios hacia la rafz jugd un papel importante en la competiciéon para la
nodulacién, sin embargo, en condiciones de capacidad de campo el movimiento de las
raices hacia los rizobios parece haber sido el mas determinante. Volveremos sobre este
punto mas adelante, ya que parte del trabajo de esta Tesis estara dirigido a plantear un
modelo de como estos movimientos podrian estar ocurriendo en el suelo y como esto
puede condicionar la competitividad para nodular frente a poblaciones al6ctonas.
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I.5.3. La inoculacioén en el surco de siembra y el mejoramiento de la movilidad de B.
japonicum pueden incrementar el rendimiento del cultivo de soja.

De acuerdo con los resultados de los experimentos en medios porosos no
saturados, en nuestro laboratorio se planteo la posibilidad de que el método de inoculacién
en semillas no serfa el mas apropiado para la biofertilizacion cuando el suelo donde se va a
implantar el cultivo contiene una poblaciéon aléctona de bacterias noduladoras. Entonces,
en la campafia 2002/2003 se realizé un ensayo en Marcos Juarez donde en un suelo con
poblacién aléctona se comparé la inoculacion en semilla con la inoculacién en el surco de
siembra, en ambos casos con un inoculante liquido, ya que la inoculaciéon en el surco de
siembra permitirfa una mejor distribucion de los bradirrizobios en el suelo. Como
resultado, se observé que la inoculacion en el surco de siembra permitié duplicar el
porcentaje de ocupaciéon de nédulos por parte del inoculante, lo cual fue acompanado por
un aumento en el rendimiento (Tesis Doctoral, Lopez Garcia, SL. 2004.)

Posteriormente, Althabegoiti et al. (2008) pudieron obtener una cepa con movilidad
aumentada a partir de B. japonicum USDA 110 gracias a un proceso de seleccion artificial.
Esta cepa, llamada LP 3008, presenta una mayor movilidad en agar semisolido con respecto
a su cepa parental. Al evaluar esta cepa, los autores observaron que presenta una cinética de
crecimiento igual a su parental, con lo cual la generacion de halos de movilidad de mayor
diametro no puede atribuirse a una diferencia de crecimiento. Su quimiotaxis hacia manitol
y aminoacidos, y su capacidad de adhesion e infectividad a raices de soja en medios liquidos
fueron mayores que en la parental, pero no asi su movilidad sobre las raices en tubos con
vermiculita a capacidad de campo.

Para evaluar su comportamiento a campo, se compar6 la competiciéon para la
nodulacién de LP 3008 y la cepa salvaje en cuatro localidades diferentes, es decir frente a
distintas poblaciones aléctonas, tanto con inoculacién en semilla como con inoculacién en
el surco de siembra. Si bien las dos cepas ocuparon mas nédulos cuando fueron inoculadas
en el surco de siembra que cuando fueron inoculadas en semillas, en general LP 3008 fue la
que ocup6 mas nédulos. Ademas, el rendimiento en grano de estos cultivos experimentales
se incremento significativamente, en forma correlacionada con el aumento de ocupacion de
los nédulos por la cepa inoculada (Althabegoiti et al. 2008, Lopez Garcia et al., 2009). Por
lo tanto, el aumento de la movilidad en LP 3008 no solo impacté positivamente en la
competitividad para nodular a campo, sino que este aumento de competitividad para
nodular se tradujo en un aumento del rendimiento en grano del cultivo de soja gracias a la
simbiosis, lo cual es el objetivo final de todos estos trabajos de mejoramiento
microbiolégico. Estas capacidades de LP 3008 se vieron favorecidas por la inoculacién en
el surco de siembra.

Estos resultados vuelven a poner de manifiesto la complejidad del sistema edafico,
donde se han realizado muy pocos estudios vinculando la movilidad de los (bradi)rizobios y
la simbiosis. Es posible que los (bradi)rizobios se movilicen en los cortos periodos de
anegamiento luego de las lluvias y que ello contribuya a su distribucién en el suelo para
favorecer su encuentro con las raices en crecimiento. Sin embargo, no es sencillo disectar
estos fenémenos, no solamente por la complejidad del sistema edafico, sino también
porque los (bradi)rizobios pueden moverse de distintas maneras (no solamente mediante el
conocido movimiento de natacién), con lo cual deben considerarse los otros movimientos
que el inoculante podria realizar. Por lo tanto, en las préximas secciones realizaremos una
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descripcion del sistema locomotor de B. japonicurz USDA 110, como asi también cuales
podrian ser los tipos de movimiento que realice esta cepa teniendo en cuenta las
caracteristicas del suelo.

I1.6. B. japonicum USDA 110 y sus flagelos.

Al igual que otros (bradi)rizobios, B. japonicun USDA110 comparte la mayoria de las
caracteristicas de vida libre y simbiosis que sus pares, sin embargo esta cepa posee una
particularidad que la distingue del resto, y es que presenta flagelaciéon mixta (Kanbe et al.
2007, Althabegoiti et al. 2011). Esta caracteristica la comparte con un grupo muy reducido
de bacterias de otras especies, como Vibrio parabaemolityens (Shinoda & Okamoto, 1977),
Vibrio alginolyticns (Kawagishi et al., 1995), Aeromonas spp. (Shimada et al., 1985), Azospirilium
brasilense (Tarrand et al., 1978, Hall & Krieg, 1983), Rhodospirillum centenum (McClain et al.,
2002), Helicobacter mustelae (O’Rouke et al., 1992) y Plesiomonas shigelloides (Inoue et al., 1991) (
Merino et al. 2006, Merino & Tomas 2009). La flagelacién mixta observada en B. japonicum
implica que cada uno de los flagelos posee una estructura y un sistema de control de la
expresion independiente del otro (Kanbe et al. 2007, Althabegoiti et al. 2011).

Los flagelos son las estructuras de locomocién mas ampliamente distribuidas en
bacterias y arqueas (McCarter 2004), en su construccién y movimientos participan mas de
40 proteinas diferentes, codificadas en genes estrictamente regulados (McCarter 2006). La
estructura general de los flagelos presenta tres partes bien definidas: el cuerpo basal, que es
la parte que se inserta en las membranas celulares y que posee un motor que es el que va a
permitir el movimiento de giro, el filamento, que es la estructura mas externa y visible, y el
gancho, que es la conexion entre el cuerpo basal y el filamento (Fig. 1.12). Este filamento
esta formado por la polimerizacién de miles de moléculas de flagelina, una proteina cuyo
tamafio molecular en general es de alrededor de 30 kDa, pero que puede llegar a tener mas
de 70 kDa en algunas especies.

Filamento

N

Gancho

Membrana
Externa

Peptidoglicano
™ Cuerpo basal

Membrana
interna

Figura 1.12. Esquema de la estructura general de un tlagelo de
bacterias Gram- negativas,
Fuente: Prescoft s Microbiolgy 5ed — modihicado.
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Es decir que la unidad estructural del filamento es la flagelina. Asi, se suele clasificar
a los flagelos en simples o complejos, dependiendo del nimero de flagelinas distintas que
los constituyen. En B. japonicurz ambos flagelos son complejos. Uno de los flagelos esta
formado por cuatro flagelinas, conocidas como FliC1, FliC2, FliC3 y FliC4 (Kanbe et al.
2007), cada una de las cuales poseen una masa molecular de 65 kDa y se encuentran
codificadas por los genes b//5843, bi[5844, bl5845 v bl5846 respectivamente segun la
nomenclatura del genoma definida por Kaneko ¢ a/ (2002). Este flagelo tiene una
ubicacién subpolar y una forma relajada cuando se lo observa al microscopio electronico de
transmision (MET). El otro flagelo esta formado por dos tipos de flagelinas codificadas por
los genes bl6866 v bll6865, cuya masa molecular es de 33 kDa cada una. Estas proteinas
fueron denominadas por Kanbe et al. (2007) FliCI y FliCII, basados en el modelo de
Salmonella (Kanbe et al. 2007). Sin embargo, estos flagelos son inducibles, y al realizar
observaciones al MET, se observa que presentan ubicacién lateral o peritrica y una forma
mas sinusoidal (Fig. 1.13.), por lo cual nosotros proponemos renombrarlas LafAl y LafA2
respectivamente, de acuerdo a la definiciéon dada por Merino y Tomas (S. Merino & Tomas
2009). Los genes que codifican tanto las flagelinas subpolares como las laterales, son, en
todos los casos, monocistronicos (Tesis Doctoral, M. J. Althabegoiti 2011). Un analisis
bioinformatico realizado en nuestro laboratorio permitié concluir que los genes que
codifican los componentes y los reguladores del flagelo subpolar presentan similitud con
los de Caunlobacter crescentus, en cambio los que codifican estas funciones para el flagelo lateral
presentan similitud con Brucella melitensis, por lo cual podria hipotetizarse que B. japonicum
USDA 110 presenta una regulacién independiente en cada uno de sus flagelos, la cual se
asemejaria a la de cada una de estas bacterias (Mongiardini, com. pers.). Cabe destacar que
hasta el momento no hay trabajos acerca de la regulacién de la expresion de los flagelos en
nuestro sistema. También, con relacién a lo observado en otras especies con flagelacién
mixta, se puede hipotetizar que el motor del flagelo subpolar podria funcionar por medio
de la diferencia del potencial i6nico, en particular de Na”, y que en cambio el flagelo lateral
obtendrfa su energfa por medio de la fuerza protén-motriz (Atsumi et al. 1996, Mc Clain et
al. 2002, McCarter 2001, McCarter 2004). Kanbe et al. (2007) intentaron analizar esto
mediante el uso de ion6foros que disipan cada uno de estos potenciales y reportaron que el

Figura I. 13. Morfologia del flagelo de B. japonicum. A: Flagelo subpolar (flecha) en LP 3004.
B: Flagelos laterales (cabezas de flecha) v flagelo subpolar (flecha) en LP 3008. C: Flagelo supolar (flecha)
v flagelo lateral (cabeza de flecha) desprendidos de LP 3008

Tomado de : M. J. Althabegoiti et. al. 2008.
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flagelo subpolar parece moverse gracias a una fuerza protén-motriz, aunque los resultados
se presentan de una forma semicuantitativa sin aclarar la relacién entre la dosis de ion6foro
y la movilidad. Por su parte, los resultados que reportan para el flagelo lateral se basan en
muy pocas observaciones, con lo cual no pueden considerarse concluyentes.

Como mencionamos al principio, B. japonicum se diferencia del resto de los
(bradi)rizobios por poseer flagelacion mixta, pero también se diferencia dentro de las
bacterias con este tipo de flagelacion dado que nuestra cepa también presenta la
caracteristica de que su flagelo lateral presenta expresion diferencial dependiendo la fuente
de carbono (Tesis Doctoral, M. J. Althabegoiti 2011). En particular en nuestro laboratorio
hemos observado que B. japonicum expresa el flagelo lateral en medios de cultivo liquidos
con gluconato de Na o arabinosa, pero no asi en aquellos con manitol o extracto de
levadura como tunicas fuente de C (Althabegoiti et al. 2011). Si bien se ha reportado que
muchas de las especies con flagelacion mixta presentan expresion diferencial del flagelo
lateral, esta expresion se relaciona con diferencias en la viscosidad del medio, pero no ha
sido reportado previamente que dicha expresion dependa de la fuente de carbono (Atsumi
et al. 1996, McCarter 2004, Merino et al. 20006). Por otro lado el flagelo subpolar o grueso
presenta una expresion constitutiva.

El analisis de los tamafios moleculares de las flagelinas indica una discrepancia entre
los tamanos de LafAl y LafA2 observados en electroforesis desnaturalizante y los
respectivos tamafios predichos a partir de sus secuencias de aminoacidos (Althabegoiti et al.
2008). Por analisis bioinformatico hemos detectado potenciales sitios de glicosilacién tanto
en estas flagelinas como en FliC1, FliC2, FliC3 y FliC4, con lo cual es probable que ambos
filamentos estén glicosilados, aunque todavia no lo hemos comprobado.

Por dltimo, Althabegoiti et al. (2011) observaron que los dos flagelos no solo
difieren por su estructura y patron de expresion, sino también por el tipo de rotacién de sus
motores. El flagelo subpolar puede rotar en sentidos horario y antihorario. Por su parte el
flagelo lateral o fino solo puede rotar en direccion antihoraria y en este caso una bacteria
mutante que solo expresa el flagelo lateral realiza cambios de direcciéon mas frecuentes que
la del tipo silvestre (Althabegoiti et al. 2011).

En vista de las caracteristicas de los flagelos de B. japonicum y el posible rol de la
movilidad en la competiciéon para la nodulacion, es inevitable preguntarnos para qué tiene
dos flagelos distintos y si esto le confiere algun tipo de ventaja en el ambiente edafico.

I.7. Movilidad dependiente de flagelos.

Los procariontes, a lo largo de su evolucion, adquirieron diversas estrategias que les
permitieron desplazarse sobre diferentes superficies. Asi, existen en estos microorganismos
distintos tipos de movimiento que pueden implicar la utilizacién de aparatos locomotores
externos como flagelos o pili, internos como la organizaciéon del citoesqueleto o la
utilizacién de vesiculas con gases, como asi también extensiones de la membrana
citoplasmatica formando “pseudo-piernas” que en el caso de los Mycoplasmas le van a
permitir “caminar” (Jarrell & Mcbride 2008). Independientemente del tipo de maquinaria
utilizada para desplazarse, los microorganismos utilizan sistemas sensoriales complejos que
le van a permitir controlar sus desplazamientos en respuesta a estimulos, en el caso de las
bacterias, la quimiotaxis estarfa cumpliendo dicha funciéon (Wolfe & Berg 1989, Lux & Shi
2001, McCarter 2004, Baker et al. 2006, Zhao et al. 2007, Caiazza et al. 2007, Partridge &
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Harshey 2013). Actualmente existen tantas clasificaciones como tipos de movimiento
observados en las bacterias. Asi, los movimientos se pueden clasificar en sociales o
individuales, activos o pasivos, en funcién del tipo de motor que utilizan, en funcién de la
superficie en donde se realizan, etc. (Jarrell & Mcbride 2008). Cabe destacar que ya en 1972,
Henrichsen (1972), describia y clasificaba a cinco tipos de movimiento que ocurrian sobre
superficies semisolidas: swarming, twitching, gliding, sliding y darting, y un tipo de movimiento
que ocurria en medios liquidos: swimming o natacion. Tanto la natacion como el swarming
utilizan los flagelos como aparato locomotor, en cambio el #witching y el gliding social utilizan
el pili tipo IV y el resto de los movimientos: gliding individual, skding y darting, no dependen
de aparatos locomotores y en el caso de los dos tltimos se tratarfa de movimientos pasivos.
(Fig. 1.14)

Si bien desde aquella época se los conoce y se los ha descripto, los movimientos
dependientes de flagelos son por lejos los mas estudiados y en particular la natacién ha sido
muy bien caracterizada en diversos procariontes. El ejemplo mas claro lo constituyen
Escherichia coli y Salmonella, que no solo han servido de modelo para describir la natacion,
sino también la expresion y regulacion de sus flagelos y su relacion con el aparato
quimiotactico. Hoy en difa los modelos del aparato de quimiotaxis estin basados en los
estudios realizados en dichas bacterias (Baker et al. 20006, Kentner & Sourjik 2000) .

Teniendo en cuenta las caracteristicas de los flagelos de B. japonicurz USDA 110, esta
cepa podria desplazarse tanto con natacién como con swarming en el ambiente edafico.
Hasta la fecha de la realizacion de este trabajo de Tesis, el swarmming no habia sido descripto
en esta especie y solo existfan unos pocos reportes en rizobios.

I.7.1. Desplazamientos en medios liquidos: natacion.

La natacién ha sido ampliamente estudiada en diversas bacterias y se la define como
el desplazamiento de bacterias en medios liquidos de forma individual, dependiente de
flagelos (Harshey 2003, Bardy 2003, Armitage 2000, Jarrell & Mcbride 2008). El nimero de
flagelos y su disposicion va a depender del tipo de especie estudiada, asi, en especies con un
solo tipo de flagelo se ha observado que se pueden utilizar tanto los flagelos peritricos
como en el caso de E. coli y S. entérica serovar Typhinurium o los flagelos subpolares, como P.
aernginosa. A su vez, la direccion del movimiento va a estar sujeta a la quimiotaxis, lo cual va
a motivar que el flagelo rote en sentido horario o antihorario. Se cree que todas las
bacterias flageladas pueden realizar nataciéon con unos pocos flagelos, y que para producir
el movimiento de swarming se requiere una diferenciacién morfolégica que involucra la
produccion de un gran nimero de flagelos. Por su parte, en bacterias con flagelacion mixta,
se ha propuesto que el flagelo subpolar y de expresion constitutiva es el encargado de
realizar este movimiento (Henrichsen 1972, Harshey 2003, Jarrell & Mcbride 2008)

En nuestro laboratorio, Althabegoiti et al. (2011) caracterizaron la nataciéon de B.
Japonicurr USDA 110, y su derivada con aumentada movilidad, LP 3008. Para ello,
obtuvieron mutantes desprovistos de cada uno de los flagelos o de ambos, en cada uno de
los dos acervos genémicos mencionados. La nataciéon puede visualizarse en el laboratorio
mediante el empleo de cajas de Petri con medio de cultivo semisélido, con un porcentaje de
agar de generalmente 0,3% p/v. Estas cajas, al observarlas tangencialmente, deben mostrar
una migracion por debajo del agar, es decir por dentro de los canales de agua formados
entre la malla de agar. De esta forma se logré caracterizar la nataciéon en USDA 110,
encontrando que independientemente de las fuentes de carbono utilizadas (extracto de
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levadura, manitol, gluconato de sodio y arabinosa), LP 3008 siempre presenta un fenotipo
de mayor movilidad, observado como un halo de dispersiéon de mayor diametro en la placa
de Petri con respecto a su cepa parental. A su vez, los mutantes desprovistos de ambos
flagelos son incapaces de realizar desplazamientos, confirmando que se trata de un
movimiento dependiente de flagelos. En cambio, los mutantes desprovistos de uno u otro
flagelo, generan halos de menor diametro. Por lo tanto, B. japonicnrz USDA 110 podria
utilizar ambos flagelos para realizar natacion, pero el flagelo lateral tendrfa un rol mayor en
dicho desplazamiento. (Althabegoiti et al. 2011). Este resultado nos result6é curioso, dado
que contradecia a lo propuesto por Kanbe ¢z a/ (2007), quienes, mediante la utilizaciéon de
mutantes de la misma indole habian planteado que el flagelo subpolar era el utilizado para
natacion, tal como se postula para bacterias con flagelacion mixta.

1.7.2. Desplazamientos en medios semisdlidos: swarming.

A diferencia de la natacién, el swarmming hasta el momento ha sido observado en
pocas especies bacterianas, particularmente en algunas Gram-positivas como firmicutes o
en Gram-negativas como, O- y Y-proteobacterias (Partridge & Harshey 2013, Harshey 2003,
Kearns 2011) (Fig. 1.15). A este desplazamiento se lo define como un movimiento social,
que ocurre sobre superficies humedas, en donde las bacterias se diferencian aumentando el
numero de flagelos, secretan sustancias con actividad surfactante, como asi también
sustancias relacionadas con la percepcion del quérum, todo lo cual les permite organizarse
y poder traslocarse en masa (Harshey 2003). Este movimiento ha sido observado, la
mayoria de las veces, en bacterias patégenas como Profeus mirabilis, Serratia liguifaciens,
Clostridium  septicum, y Bacillus cereus, por lo cual se cree que este tipo de desplazamiento
permite colonizar nuevas superficies (Harshey 2003, Kearns 2011, Partridge & Harshey
2013). Aunque su definicion es muy sencilla, el fenotipo asociado y las condiciones
necesarias para ponerlo de manifiesto dependeran de cada especie.

Swarming
(flagelos)

Natacion
(flagelos)

Tuitching
(pili IV)

Figura I.14. Representacién esquematica de los tipos de movimiento
realizados por la bacterias mediante 1a utilizacion de flagelos (swarming v
natacion) o pili IV (twtching). Swarming es un movimiento social que
ocurre sobre superficies mediante la asociacidén de las células y sus
flagelos. Natacién es un movimiento individual que ocurre en medios
liquidos. Tiwitehing es un movimiento individual mediado la retraccion
del pili TV sobre superficies.

Tomado de: Kearns 2077 (modificado)
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Para realizar este movimiento las bacterias sintetizan un gran numero de flagelos.
(Fig. 1.16.) En aquellas bacterias que solo expresen un tipo de flagelo, bastara con
hiperflagelarse (Harshey 2003, Jarrell & Mcbride 2008, Partridge & Harshey 2013) pero en
especies con flagelacion mixta, se observa que el flagelo lateral o peritrico es inducido
diferencialmente para ser utilizado en el swarming (Harshey 2003, McCarter 2004, Merino et
al. 2006, Merino & Tomas 2009, Jarrell & Mcbride 2008, Verstracten et al. 2008, Kearns
2011). Sin embargo, como toda regla tiene su excepcion, en R. centenum se ha reportado que
es necesaria la presencia del flagelo polar para realizar swarming (Mc Clain et al. 2002). Al ser
un movimiento que se realiza sobre superficies, algunos autores han propuesto que este
tipo de desplazamiento permite que las bacterias migren en busqueda de nuevos sitios de
colonizacién promoviendo la simbiosis ya sea mutualista o patogénica con plantas o
animales (Harshey 2003, McCarter 2004, Kaiser 2007).

A diferencia de la natacion, los requerimientos para visualizar el swarming son
mucho mas especificos y dependientes de cada cepa. De hecho, la mayorfa de las
publicaciones sobre swarming solo se limitan a visualizarlo y caracterizarlo en diferentes
condiciones, pero muy pocas lo estudian en base a la funcién que podria tener este tipo de
movilidad para colonizar nuevos nichos.

En este punto, vale la pena aclarar que muchas veces en la literatura se confunde el
desplazamiento de swarming con la natacién o en otros casos se hace referencia a “zonas de
swarming’ para indicar “zonas de desplazamiento”, como ya observaba Henrichsen en su
trabajo de 1972 (Henrichsen 1972). Sin embargo, este tipo de confusiones todavia ocurren,
como as{ también una cierta falta de rigor en el apego a la definicién con respecto a las
caracteristicas que deberfan observarse en cepas que realizan swarming. De hecho, algunos
autores proponen que el swarmming también puede ser realizado sin flagelos, por medio de la
utilizacion del pili tipo IV (Kaiser 2007), lo cual, a nuestro entender, y de acuerdo a las
definiciones dadas mas arriba, podria tratarse de un tipo de gliding social. A continuacion,
haremos un breve resumen de las caracteristicas mas importantes del swarming.

Bactaria e e Firmicutes

Alpha-
proteobactaria

Figura I.15. Distribucion filogenética del swarming en bacterias. Los colores
azul, rojo y verde indican las los grupos y especies en donde se ha

observado swarming.
Tomado de: Kearns (2011)

47



Capitulo Tesis Doctoral  Julieta Covelli

1.7.2.1 Visualizacion del swarming en el laboratorio.

Como primera aproximacion a este movimiento se debe tener en cuenta que ha
sido reportado que algunas cepas de uso rutinario en el laboratorio no presentan swarming (
Kearns & Losick 2003, Patrick & Kearns 2009). Sin embargo, esta imposibilidad podria
estar relacionada con el proceso de domesticacion y variacion de fase. Asi, se observé que
cepas de B. subtilis adaptadas al laboratorio son incapaces de realizar swarming, mientras que
cepas sin domesticar logran realizar el movimiento de forma robusta (Kearns & Losick
2004, Patrick & Kearns 2009).

Como se mencioné anteriormente, el swarming es un movimiento social en
superficie, la cual debe estar himeda para que las células puedan trasladarse. Una superficie
que cumple idealmente con estos requisitos es la del agar, que es donde Henrichsen realizé
sus observaciones (Henrichsen 1972). Por lo tanto, la concentraciéon de agar requerida en
las placas de Petri es critica, ya que no debe ser demasiado blando como para que las
bacterias migren por debajo de la superficie haciendo natacion, ni demasiado dura como
para que no fluya la suficiente humedad a la superficie. Diversos autores plantean que por
encima de 0,3 % p/v se restringe la natacion, y se fuerza a la bacteria, si es posible, a
realizar swarming. Sin embargo, la maxima concentraciéon recomendada depende del autor y
la especie bacteriana. Asi, Kearns (2011), Tambalo et al. (2010) y Kim y Surette (2004),
plantean que por encima de 1 % p/v el desplazamiento ya no puede realizarse debido a una
muy alta tensiéon superficial, por otro lado, Butler et al. (2010), Verstracten (2008) y
Harshey (2003) plantean que la concentracién éptima ronda entre 0,5 y 0,7 % p/v de agar,
denominandolo swarming en agar blando, pero que algunas especies como Proteus , 1ibrio,
Rbodospirillum y Azospirillum pueden realizar el desplazamiento en “agar duro” con
concentraciones de entre 1.5 %—2 %, dado que estas especies son capaces de sintetizar y
secretar sustancias con buena capacidad surfactante que les permiten disminuir la tension
superficial del medio. En el caso de los pocos rizobios en los que se ha caracterizado el
swarming, este porcentaje rondé entre 0,6 y 0,75 % para cepas de E. meliloti, R. leguminosarum
y R. etli (Soto et al. 2002, Bracken et al. 2008, Tambalo et al. 2010).

Como todo movimiento, el swarming requiere energfa, pero muchas veces, las células
no deben estar demasiado alimentadas, como para que tengan el estimulo de explorar otros
ambientes. Por lo tanto, el medio de cultivo y los requerimientos nutricionales también son
bastante especificos, y dependen de la especie. Asi, B. subtilis podria realizar swarming en casi
cualquier medio lo suficientemente rico, sin embargo S. enterica pareceria requerir glucosa
en el medio y R. e#/i, medios de cultivo minimos (Braeken et al. 2008, Kearns 2011).

1.7.2.2. Caracteres morfolégicos del swarming.

Uno de los rasgos mas comunes del swarming es que las bacterias se diferencian a un
estado hiperflagelado. Se cree que, en microorganismos con flagelacion mixta, el flagelo
subpolar con expresiéon constitutiva tiende a rotar con dificultad en un medio de alta
viscosidad como podria ser la placa de Petri, lo cual resultaria en un aumento de la fuerza
de torque. Este aumento se traduciria en la des-represion de la sintesis del flagelo lateral, lo
que conduciria a la hiperflagelaciéon. Sin embargo el mecanismo que termina de
desencadenar esta respuesta todavia no se ha dilucidado (Atsumi et al. 1996, McCarter
2004, Wilhelms et al. 2012). Por otro lado, esta hipotesis no serfa aplicable a bacterias con
un solo tipo de flagelo, que también presentan hiperflagelacion durante el swarming (Patrick
& Kearns 2012). Algunos autores proponen que en ciertos casos, como podria ser el de P.
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aernginosa, que presenta un solo tipo de flagelo polar, las bacterias sintetizan un motor
alternativo para realizar el swarming, el cual les va a permitir desplazarse en medios
viscosos (Kearns 2011).

Una vez hiperflageladas, las bacterias deben asociarse entre si y coordinar la
rotacién de sus flagelos. Este hecho cobra vital importancia en el denominado swarming en
“agar duro”, donde las bacterias deben generar una mayor fuerza de torque para poder
desplazarse. Asi, se ha planteado que las mismas deben aumentar su superficie de contacto
de manera tal de favorecer la unién longitudinal entre células. Este comportamiento no
serfa necesario en aquellas bacterias que realicen swarming en “agar blando”, tal como se
observa en los rizobios en los que dicho movimiento ha sido caracterizado (Soto et al.
2002, Braeken et al. 2008, Kearns 2011). En P. mirabilis, que fue la primer bacteria en donde
se estudi6 el swarming, se observéd que para que las células obtengan una mayor superficie de
contacto, éstas deben adquirir una especie de forma filamentosa y por ello se las ha
observado multinucleadas. Aunque este comportamiento se ha sugerido como general, solo
se ha observado fehacientemente en dicha especie y estarfa mas relacionado a una
deficiente septacion que al swarming (Kearns 2011).

Algunas bacterias son capaces de sintetizar y secretar sustancias con actividad
surfactante, de manera tal de disminuir la tensién superficial y permitir el desplazamiento.
La presencia de surfactantes se suele observar en el frente de desplazamiento de la colonia
(Kearns 2011). A su vez, la presencia de surfactantes se relaciona con la percepcion del
quérum, el cual podria estar regulando la organizacion entre las células (Daniels et al. 2004).
La naturaleza del surfactante va a depender de la especie bacteriana, por ejemplo B. subtilis y
Serratia  liguefaciens  secretan  lipopéptidos denominados surfactina y serrawettina
respectivamente (Daniels et al. 2004, Kearns 2011). Por su parte, P. aeruginosa secreta
rhamnolipidos (dos azicares unidos a un acido graso) (An et al. 2000, Butler et al. 2010).
En cambio, E. coli y S. enterica no secretan surfactantes, pero en compensacion utilizan el
LPS para disminuir la tensién superficial (Burkart et al. 2000). Por lo tanto, se cree que la
percepcion del quérum no es un requisito fundamental para realizar el swarming.
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Figura 1.16. Representacion esquematica de las diferenciasen la
expresion de flagelos entre natacion y swarming en especies con
flagelacion simple (A ) y muixta (B). Durante el swarming las células
se diferencian a formas hiperflageladas, aquellas especies con un
solo tipo de flagelo (A) aumentaran su nimero y aquellas que
presenten flagelacion mixta, induciran la expresion del segundo
tipo de flagelo.

Tomado de : Kearns, (2011 )-modificado.
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Por dltimo, en B. subtilus se ha observado que existe un intervalo de tiempo
denominado “swarming lag’, en el cual las bacterias se diferencian y se adaptan para pasar de
un medio liquido a un medio semisélido, antes de comenzar a realizar el desplazamiento
(Kearns & Losick 2003). Este tiempo puede ser disminuido si una nueva placa de swarming
es inoculada con bacterias que ya vienen de placas de dicho movimiento, dado que de esta
forma ya se encuentran diferenciadas y listas para desplazarse (Kearns 2011).

1.7.2.3. Fenotipo macroscopico asociado al swarming.

Aqui vale la pena hacer la mencién de que el fenotipo asociado al swarmming no solo
va a depender de la especie evaluada sino también de las condiciones en las cuales se
desarrolla la colonia de swarming (Fraser & Hughes 1999, Tambalo et al. 2010). Por lo tanto,
pueden observarse tantos fenotipos como especies y condiciones se evalien, sin embargo,
a grandes rasgos las colonias de swarming pueden enmarcarse dentro de tres posibles
patrones. El primero de ellos es el observado en P. wmirabilis, donde el fenotipo asociado
forma anillos concéntricos dado que esta bacteria se desplaza en ciclos. El segundo patron
es el observado en P. aeruginosa: esta bacteria forma colonias de swarming con bordes
irregulares, similares a dendritas. El tercer patrén es el denominado desplazamiento en
vortex observandose bordes irregulares, como en oleadas (Kearns 2011). En este patrén
suelen encajar los fenotipos de swarming observados en R. etli, R leguminosarium y E. meliloti
(Soto et al. 2002, Braecken et al. 2008, Tambalo et al. 2010). En la Fig. 1.17 se observan los
patrones descriptos.

1.7.2.4. El rol de Ia quimiotaxis.

A diferencia de la natacion, en donde es necesario el direccionamiento continuo de
las bacterias en el medio liquido, en el swarming pareceria la quimiotaxis no tendrfa un rol
determinante. En particular, en E. /i se ha observado que el sistema quimiotactico es
necesario para realizar el swarming, pero no la quimiotaxis en si (Burkart et al. 1998). En
base a esta observacion, algunos autores proponen que el aparato quimiotictico es
necesario para mantener la rotacion de los flagelos, pero no para orientar a la célula. A su
vez, también proponen que algunas de las proteinas de dicho sistema estarian involucradas
en la expresion diferencial del flagelo lateral. Sin embargo estas hipétesis todavia no han
sido demostradas y por lo tanto actualmente no se comprende cudl es el rol de la
quimiotaxis en el swarming (Kearns 2011).

1.7.3. Swarming en rizobios.

Como hemos mencionado a lo largo de esta seccion, son pocos los rizobios en los
cuales se podido evidenciar el swarming. El primero en donde se describi6é fue en una cepa
de E. meliloti, lamada RM1021, que presenta una mutaciéon en el gen fadD. La proteina
codificada en este gen se relaciona con la sintesis de acidos grasos y pereceria que en su
ausencia se disparan las sefiales para dar comienzo al desplazamiento (Soto et al. 2002). En
este trabajo solo pudieron caracterizar el swarming en la mutante pero no en la cepa salvaje.
Recién ocho afios mas tarde del primer trabajo con este mutante fz/D, el mismo grupo
realiza una trascriptomica de las células que hacen swarimmng, y es en este trabajo donde
pueden mostrar el swarming por parte de la cepa salvaje (Nogales et al. 2010). Los autores
sugieren que en la cepa salvaje es necesaria la sintesis de un sider6foro para que se realice el
swarming, lo cual no es necesario en el mutante. Por dltimo, en un trabajo posterior plantean
que si bien la expresion del EPS no es necesaria para el swarming, si esta presente facilita la
traslocacion (Nogales et al. 2012).
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Otros autores observaron en 2008 que mutantes delecionados en el sistema de
percepcion del quérum son incapaces de realizar el desplazamiento (Hoang et al. 2008).
Mas tarde, también se realizaba una caracterizacién de los patrones de swarming segin las
condiciones de cultivo en R. leguminosarum viciae en las cepas 3841 y VEF39SM (Tambalo et
al. 2010). Por dltimo, en R. e#/i también se ha observado y caracterizado el swarming. En este
caso, hasta la fecha solo se reportaron dos trabajos en los cuales se ha demostrado, a partir
de mutantes, que en esta especie es necesario el metabolismo de aminodacidos y poliaminas,
como asi también la percepcion del quorum, y la sintesis y secrecion de los EPS, como
posibles surfactantes (Braecken et al. 2008). Como hemos visto, la mayoria de estos trabajos
solo realizaron la caracterizaciéon del movimiento en cajas de Petri, estudiando los
requerimientos genéticos o de cultivo, dada la complejidad que requiere poner en evidencia
el swarming en el laboratorio. Sin embargo, ninguno de ellos hace referencia al posible rol de
este movimiento en el ambiente edafico.

Por otro lado, estos rizobios presentan un solo tipo de flagelos, en donde E. meliloti
presenta flagelacion peritrica y en cambio R. leguminosarum y R. etli presentan flagelos
subpolares. Por lo tanto, las observaciones del swarming en estos rizobios no necesariamente
serian aplicables a B. japonicum. Sin embargo, si buscamos en la bibliografia reportes acerca
del swarming en Bracella o en Caunlobacter, dada la similitud de los flagelos de nuestra cepa con
los estas dos especies, observamos que en la primera especie hasta el momento no hay
reportes, mientras que en la segunda solo hay uno, donde caracterizan e/ swarming en
relacion con el ciclo de vida (Lin et al. 2010).

I.8. Resumen.

En este capitulo hemos hecho mencién a la importancia que tiene el cultivo de soja
en nuestro pafs. Sin embargo, esta leguminosa requiere un aporte importante de N para
obtener buenos rendimientos, el cual, si se quiere promover la agricultura sustentable a
largo plazo, no deberfa salir exclusivamente de la fertilidad del suelo, ni aun siendo
suplementado por fertilizantes quimicos. Una manera de abastecer N de forma sustentable
y econémica para lograr altos rindes podria ser la utilizacion del potencial de los rizobios
fijadores de N,. Asi, la biofertilizaciéon ha sido la técnica utilizada desde los comienzos de
este cultivo, como una forma de mantener los niveles de N en el suelo. Sin embargo, en
suelos con historial de cultivo de soja, a lo largo de las sucesivas biofertilizaciones se va
perdiendo la respuesta del rendimiento. Este hecho se observa dado que las

Figura I. 17. Diferentes fenotipos macroscopicos de suwarming. El patron observado va
depender de la especie estudiada v de las condiciones evaluadas. Estos patrones se
pueden clasificar en: A. Swarming en forma de anillos concéntricos, este tipo de fenotipo
se observa en P. mirabilis. B. Swarming en forma dendritica. Este patron es el observado
en P. aeryginosa: C. Swarming en forma de vortex, observandose bordes irregulares, como
en oleadas. Este fenotipo es asociado a R. eti.

Tomado de: Verstraeten et. al. (2008 )-modificado.

51



Capitulo Tesis Doctoral  Julieta Covelli

biofertilizaciones facilitan el desarrollo de poblaciones de bacterias noduladoras de soja en
el suelo, la cuales pueden adaptarse a las condiciones edaficas, formando las denominadas
poblaciones aléctonas. Estas poblaciones, en algunos casos, se han sefialado como
poblaciones de (bradi)rizobios muy competitivas para la nodulaciéon pero deficientes en la
FBN, por lo cual impedirfan el ingreso a los nédulos de los bradirrizobios inoculados
durante la biofertilizacion. Esto, a su vez, explicaria por qué no se obtienen respuestas en el
rendimiento luego de la biofertilizaciéon. A este fenémeno se lo ha denominado “el
problema de la competicion para nodulaciéon”, el cual, por su extensiéon geografica y
ubicuidad en distintos agroecosistemas, constituye uno de los puntos clave de la mala
performance general de la biofertilizacién. Por lo tanto, es necesario conocerlo y encarar
mejoras para evitarlo. Como todo proceso bioldgico, la competicién para la nodulacién
depende de diversos factores, entre ellos podemos mencionar las caracteristicas propias de
la poblacién bacteriana del suelo y otros inherentes a la cepa inoculada, como asi también
factores ambientales y la posicién de los (bradi)rizobios en el suelo. Con respecto al dltimo
punto, la movilidad de los (bradi)rizobios suele ser un punto en discusiéon y no esta claro
hasta qué punto este factor influye en la competitividad para nodular. B. japonicum, la
especie utilizada generalmente en los inoculantes para soja, posee flagelaciéon mixta, por lo
cual es de esperar que los dos sistemas de flagelos tengan algun rol dentro del ciclo de vida
de este microorganismo en el ambiente edafico. En nuestro laboratorio ya se ha
caracterizado la nataciéon de esta cepa, pero dadas las condiciones del medio edafico es
posible que este bradirrizobio utilice alli un tipo de desplazamiento caracterizado por ser en
superficie, el swarming. A partir de estos interrogantes se plantean los objetivos de esta
Tesis.

1.9.0bjetivos generales.

Profundizar nuestra comprensiéon de las variables que condicionan y determinan el
fenémeno de la competicién para nodulacion.

Objetivos especificos.

. Evaluar las poblaciones aléctonas de (bradi)rizobios noduladores de soja
presentes en suelos argentinos en base a su genotipo, su capacidad
simbidtica, competitiva y de adaptacion a su medio de origen.

. Observar el swarming en B. japonicum, caracterizarlo en laboratorio y averiguar
si este tipo de movilidad es el utilizado en el medio edafico.
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I1.1. Material biolégico utilizado.
I1.1.1. Cepas bacterianas.

Las cepas bacterianas utilizadas durante esta Tesis se detallan en las Tablas II.1
(aislamientos de suelos) y IL2 (cepas de laboratorio), junto con sus principales
caracteristicas (Althabegoiti et al. 2008, 2011; Lopez-Garcia et al. 2002).

11.1.2. Plantas.

Se trabajé con Glycine max (L.) Mert. (soja), variedad DonMario 4800, provista por
el Ing. Agr. Alejandro Perticari del IMYZA-INTA (Castelar, Pcia. de Buenos Aires) o por
Barenbrug-Palaversich S.A. (Pergamino, Pcia. de Buenos Aires).

I1.2. Medios de cultivos para (bradi)rizobios y plantas.

I1.2.1. Medios de cultivo y de conservacion de (bradi)rizobios.
11.2.1.1. Medios de mantenimiento y conservacion de (bradi)rizobios.

Para mantener las cepas de (bradi)rizobios, se utilizé el medio de cultivo extracto de
levadura-manitol (YEM) agarizado cuya composicién (en g.l") se detalla a continuacién:
extracto de levadura 0,4; manitol 10; NaCl 0,1; MgSO,.7H,O 0,2; K,HPO, 0,5; agar 15;
rojo congo 2,5.107 (Vincent 1970). Los cultivos asi preparados se mantuvieron a 4 °C
durante un maximo de 60 dfas para su uso rutinario. Para su conservacién a largo plazo las
bacterias fueron cultivadas en el medio YEM liquido sin rojo congo hasta fase logaritmica
tardia, se suplementaron con glicerol estéril 25 % (v/v) o 50 % (v/v) y se almacenaron a —
80 °C 0 —20 °C, respectivamente.

La esterilizacién de los medios y las soluciones stock se realizé durante 20 minutos
a 121 °C en autoclave.

11.2.1.2. Medjos de cultivo de rizobios.

Para los experimentos de velocidad de crecimiento, modificacion del pH vy
tolerancia a la acidez y al aluminio, se modificé el medio adicionando el indicador de pH
azul de bromotimol 2,5.10° g.I" en sustituciéon del colorante rojo congo (Somasegaran &
Hoben 1985). Cuando fue necesario, el medio YEM-agar fue modificado llevando su pH a
4,8 con HCl 1 N y/o incorporando AICl, 6,67.10° gl'. Los estudios de tolerancia a
glifosato se llevaron a cabo utilizando el medio minimo MSR (Moorman et al. 1992), cuya
composicion (en g.l'1) se detalla a continuacion: HEPES 1,3; MES 1,1; manitol 10;,
glutamina 0,29; biotina 2.107; tiamina-HCI 2.10°; riboflavina 2.10”; 4cido p-aminobenzoico
2.10”; piridoxina 2.10°. La mezcla de HEPES, MES y manitol fue esterilizada durante 20
minutos en autoclave a 121 °C. Las soluciones de vitaminas y de glutamina fueron
preparadas por separado y esterilizadas por filtracién por membrana de 0,22 pm y luego
agregadas al resto del medio esterilizado, una vez enfriado. En caso de ser necesario se
incorporé al medio glifosato (isopropilamina de N-fosfonometilglicina) 0,42 gl'. La
solucién stock de glifosato fue preparada a una concentracién de 8,4 gl' utilizando el
medio MSR como solvente y esterilizada por filtracion por membrana de 0,22 pm.

54



Tesis Doctoral  Julieta Covelli

Capitulo 11

Tabla I1.1. Aislamientos de rizobios utilizados.
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TablaII.2. Cepas de rizobios utilizados.

‘Especie Cepa Caracteristicas Relevantes Referencia/Fuente
109 Cepasalvaje, denominacion antenor T5DAL3S8, MY ZA INTA, Acgenting
MNad”, Fix *
LT 3018 Sepdderrdiada Ll Lapez- Garcia et &, 2009,
HNod”, Fix *
Departamento de Agsicultura
UsDA 110 Cepasalvaje, Cm’, MNod * Pt de Estados Unidos (USDA),
N— Cepa denvada de TTSDA 110 Lépez- Gareia efad, 2002
Cr’, Sm’, Mod ™, Fiz *
Cepa dertvada de LT 3004 .
LI 5843 Althabegoiti efal, 2011
Crm?”, Sm’, K"
Cepa derivada de L 3004 Althabegoiti efal, 2011
LT 6365
Bragybisobins o', Snr, Sp
P Cepa derivada de LF 3004 Althabepoii etal, 2011
L343
Cm’, 3m’, Sp, Km’
SRR Cepa denvada de LT 3004 Althabegoiti etaf, 2008
Crn’, S, Mod ¥, Fix *
Cepadenvada de LT 3003
LT 5344 Cea®, S, Ken®. Althabegoiti efal, 2011
Cepa dertvada de LF 3008
LP 6866 Crer’, Seer’, Sp7, K Althabegoiti et al, 2011
Cepa denivada de LF 3008
Althabegoiti efal, 2011
LT 644 Crm’, Sm’, Sp, K’
B104 Denominacién anteror SEMTA 587 MY ZA, TNTA, Argenting
S, Sp7, MNod*, Fix ©
Bradyvbizobines dkani
i Denominacion anterior 20%, MY Z& INTA, Argenting
Mod”, Fim *
EJ::Z:’ USDA 205 Sm’, SP’: Mod +’ Fi ¥ ]:M:YZA_, H\]TPL_, ﬂtgentina.

Abreviaturas y simbalos: Crm, cloranfenical, Fie, fyacidn de I,; Mad, nodulaciédn, Km, kanamicina S, estreptomicina; Sp,

espectnomicina. Los supenindices ry +, denotan resistencia al antibidtico y actividad positiva respectivamente. .

56




Capitulo 11 Tesis Doctoral  Julieta Covelli

Para los ensayos de swarming, se utilizaron el medio AG (Sadowsky et al. 1987) y el
medio minimo de Gétz et al. (1982). El medio AG contiene (en g.l"): Na,HPO, 0,125;
Na,SO, 0,25; NH,CI 0,32; MgSO,.7 H,0 0,18; FeCl; 0,004; CaCl,.2H,0 0,0013; HEPES
1,3; MES 1,1; extracto de levadura 1; L-arabinosa 1; gluconato de sodio 1. Las soluciones
de NH,CI, MgSO, y CaCl, se esterilizaron individualmente en autoclave durante 20
minutos a 121 °C, y la solucién de FeCl; se esterilizé por filtracién por membrana de 0,22
um. Todas estas soluciones se agregaron luego de autoclavar el medio. LLa composicion del
medio de Gétz (en gl') es: manitol 5,0; K,HPO, 1,06; KH,PO, 0,53; MgSO, 0,25;
(NH,),SO, 0,13; CaCl, 0,015; NaCl 5,85.107%; Na,MoO, 2,42.10* FeSO,.7H,0 2,8.10%
biotina 2.107; tiamina-HCl 2.107; riboflavina 2.107; 4cido paminobenzoico 2.107;
piridoxina 2.10”. La solucién basal de manitol, fosfatos, sulfato de amonio, cloruro de
sodio y molibdato de sodio fue esterilizada en autoclave 20 minutos a 121 °C. Las
soluciones de calcio y magnesio fueron esterilizadas en forma separada también por calor
humedo, en cambio la mezcla de vitaminas y la solucion de sulfato ferroso fueron
esterilizadas por filtracion por membrana de 0,22 um. Estas soluciones se agregaron a la
solucion basal una vez enfriada. En algunos ensayos se utiliz6 como fuente de C L-
arabinosa, gluconato de sodio o extracto de levadura a la misma concentraciéon que el
manitol. Para obtener el medio semisélido se agregé agar Oxoid 5 g1

11.2.1.3. Antibioticos.

Los antibidticos se prepararon en agua bidestilada a excepciéon de la
espectinomicina, que fue preparada en metanol. En todos los casos se prepararon a una
concentraciéon 1.000 X y se esterilizaron por filtracion por membrana de 0,22 um. Las
concentraciones finales en los medios de cultivo fueron las siguientes: kanamicina sulfato
(Km) 0,15 mg.l’, estreptomicina (Sm) 0,40 mgl', espectinomicina (Sp) 0,20 mgl’,
cloranfenicol (Cm) 0,02 mg.l" y cicloheximida (Ch) 0,02 mg.1".

I1.2.2. Soluciones para el cultivo hidropdnico de plantas.

Para los ensayos con plantas se utiliz6 la solucion de Fihraeus modificada libre de
nitrégeno (Lodeiro et al. 2000), la misma contiene (en gl'): CaCL.2H,O 0,11,
MgSO,.7H,O 0,12; K.HPO, 0,20; KH,PO, 0,17; NaCl 0,06; citrato férrico 0,005 y los
siguientes micronutrientes (en mg.l"): KCI 3,73;, H,BO, 1,55; MnSO, H,O 0,85; CuSO, 5
H,O 0,13; ZnSO, 7 H,0O 0,58; (NH,)Mo.O,, 4 H,O 18; pH 7,0. Las soluciénes de
fosfatos, cloruro de sodio, citrato férrico y micronutrientes se esterilizé en autoclave por 20
minutos a 121 °C. Una vez enfriada se le agregaron las sales de calcio y magnesio
previamente esterilizadas en autoclave.

I1.3. Métodos microbioldgicos.
I1.3.1. Cultivos bacterianos y preparacion de los inéculos.

Para la mayoria de los ensayos los cultivos se iniciaron a partir de stocks en YEM-
agar a 4 °C o bien a partir de cultivos conservados en glicerol a —20°C. Las bacterias se
hicieron crecer en medio YEM a 28 °C con agitacion rotatoria a 180 rpm hasta saturacion.
Luego se diluyeron 1:100 en medio de cultivo fresco y su cultivo se continud por otros tres
dfas mas, con el fin de que todas las células alcanzaran la fase de crecimiento exponencial.
A partir de este cultivo iniciador se realizaron diluciones 1:50 en los medios a ser
estudiados y se continud su cultivo en las mismas condiciones hasta la fase de crecimiento
deseada.
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I1.3.2. Estimacion de la biomasa y recuento de células viables.

La biomasa se estim6 por lecturas de densidad 6ptica a 500 nm (DO;,). En los
ensayos de competicion para la nodulacién, adicionalmente se estimoé el numero de células
totales por recuento al microscopio 6ptico empleando una camara de Neubauer. El
numero de células viables se estimé por recuento en placa de las unidades formadoras de
colonias (UFC) en el medio YEM-agar. Los recuentos se realizaron por el método de la
gota (Somasegaran & Hoben 1985) colocandose gotas de 5 ul del cultivo bacteriano diluido
de forma tal que se puedan contar entre 5 a 40 UFC provenientes de cada gota. Se
colocaron de 10 a 15 gotas por diluciéon y tres diluciones por placa. En caso de ser
necesario, los recuentos se realizaron en presencia del antibiético correspondiente.

I1.4. Técnicas de biologia molecular.
I1.4.1. Obtencion de ADN.

Se utilizaron dos técnicas de extraccion de ADN para su posterior utilizacion en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, ver mas adelante).

I1.4.1.1 Obtencion de ADN total mediante resinas.

A partir de una estria de cultivo se recogié masa bacteriana en una punta de pipeta y
se la resuspendié en 300 pl de NaCl 1 M. Se agit6é vigorosamente por vortex y se incubd
toda la noche a 4 °C. La muestra se centrifugd en microcentrifuga a 14.000 rpm durante 4
minutos y el pellet obtenido se lavé dos veces con 300 pl de agua bidestilada estéril. Luego
se continud con el protocolo empleando una resina de calidad para biologia molecular, que
tiene la capacidad de unir ADN (Walsh et al. 1991). Para ello se agregaron 150 ul de resina
Chelex-100 (Bio-Rad) 5 % (p/v) con agitaciéon y se mezclé manualmente. Se incubé
durante 20 minutos a 56 °C, se agité con vortex y se volvi a incubar durante 8 minutos a
99 °C. Finalmente se agité con vortex y se conservo a 4 °C.

I1.4.2. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Los ensayos de PCR fueron realizados empleando un ciclador térmico. Para los
ensayos de huella digital se utilizo el cebador Box AIR (Versalovic et al. 1994) y fue
sintetizado por encargo en Operon Co. (EEUU). La composiciéon de las mezclas de
reaccion fue: tampon de reaccion Tris-HCI 10 X, MgCl, 2,5 mM, dNTPs 200 uM, 20 pM
del cebador Box A1R y 2 unidades de Taq polimerasa (Invitrogen o PBL), completando un
volumen final de mezcla de reaccién, para todos los casos, de 20 pl. Como molde se utilizo
5 ul de una dilucién de la extracciéon de ADN total de forma tal de tener 20 ng de ADN en
la mezcla de reaccion.

El ciclado se realizé respetando el esquema basico de una desnaturalizacion inicial;
35 ciclos de desnaturalizacién, hibridaciéon (annealing) y elongacién; y por dltimo una
elongacion final. Los tiempos y temperaturas utilizados se detallan en la Tabla I1.3. Al
finalizar las reacciones de PCR, los productos de las mismas fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa.

I1.4.3 Electroforesis en geles de agarosa.

La electroforesis horizontal en geles de agarosa fue la técnica que se utilizé para
observar el producto de las extracciones de ADN total, como asi también los productos
obtenidos por PCR. El porcentaje de agarosa de la solucién (0,8 — 2% p/v) preparada
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empleando solucion tampoén TBE (Tris 89 mM, EDTA Na, 2,5 mM, BO;H; 89 mM, pH
8,2) se eligié segun el producto que se deseaba observar. Las muestras se mezclaron para su
siembra con solucion de carga 6 X (sacarosa 40 % p/v y azul de bromofenol 0,25 % p/v en
TBE). Las corridas se realizaron a voltaje constante (80 a 120 volts), utilizando como
solucién tampon de corrida el mismo TBE. Para los productos obtenidos por PCR con los
cebadores BoxARI1, se realizé una corrida electroforética a 70 voltios durante 5 horas.

TablaI1.3. Ciclado utilizado en PCR.

Ciclado Box AlR
Diesnaturalizacion inicial 8957 C-5min
‘ Desnaturalizacidn | 84°C - 1 min
35 ciclos | Hibridacién | 52°C -1 min
| Elongacién | 65°C -8 min
Elongacion final I GE7C - 16 min

11.4.3.1 Revelado de los geles y fotografia.

El agregado de 0,5 ug.ml" de bromuro de etidio a los geles de agarosa permitié la
visualizacién de los fragmentos de ADN por transiluminacién con luz ultravioleta de
longitud de onda A = 260 nm. El registro de los resultados se realiz6 mediante fotografia
de los geles con una camara digital Kodak modelo DC 120 (software EDAS-Kodak) bajo

iluminacién ultravioleta.

En caso de ser necesario determinar el peso molecular de los fragmentos
visualizados, se corrié en paralelo con las muestras el marcador de peso molecular DNA

ladder plus 100 pb (Genbiotech).

I1.5. Microscopia.
IL.5.1. Optica.

Los cultivos de rizobios se colocaron entre porta y cubreobjetos y se observaron en
un microscopio 6ptico Catl Zeiss Jena por contraste de fase con un aumento de 1.000 X
con luz visible.

I1.5.2. Electrénica de Transmision (MET).

Para observar células a partir de colonias de swarming, se utilizé el método de Kirov
et al. (2002) con las siguientes modificaciones: la muestra se tomé directamente colocando
la grilla conteniendo una gota de buffer PIPES (piperazina-N, N-bis [dcido 2-
etanosulfénicol) pH 7,3 sobre la zona de la colonia a observar. Una vez obtenida la muestra
sobre la rejilla, se fij6 con glutaraldehido 0,5 % (p/v) en buffer PIPES 0,1 M durante dos
minutos. Las grillas fueron lavadas tres veces con buffer PIPES durante 10 segundos y
tefiidas negativamente durante 10-30 segundos con fosfotungstato de potasio 2 % (p/v).
El microscopio electronico de transmision utilizado fue un JEM 1200 EX II (JEOL),
ubicado en el Servicio Central de Microscopia de la Facultad de Ciencias Veterinarias,
UNLP.
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I1.6. Ensayos biologicos.

I1.6.1. Ensayos microbiolégicos.
11.6.1.1. Caracterizacion fenotipica de aislamientos de (bradi)rizobios
noduladores de soja.

Los aislamientos de (bradi)rizobios detallados en la tabla I1.2 fueron evaluados
segun su crecimiento en YEM-agar para caracterizar sus fenotipos mas relevantes.

Para estimar la velocidad de crecimiento, cada uno de los aislamientos fue
sembrado en placas suplementadas con rojo congo o con azul de bromotimol. En ambos
casos, las placas fueron incubadas en estufa a 28 °C y se realizaron observaciones diarias,
hasta ver la apariciéon de colonias tipicas de (bradi)rizobios. De acuerdo con Somasegaran
& Hoben (1985) los (bradi)rizobios pueden ser catalogados como de crecimiento rapido si
se observa un color amarillo (acido) en placas de YEM-agar con azul de bromotimol y la
apariciéon de colonias ocurre entre los tres a cinco dias. En cambio, pueden ser clasificados
como bradirrizobios cuando alcalinizan el medio produciendo un cambio de color hacia el
azul y presentan colonias a partir de los cinco a siete dias.

Para evaluar la capacidad de los aislamientos para crecer a temperaturas altas, se los
sembré en placas de YEM-agar por duplicado, de forma tal de obtener colonias aisladas.
Uno de los duplicados fue incubado durante 10 dias en estufa a 37 °C, mientras el otro fue
incubado durante el mismo petiodo a 28 °C. Las placas fueron observadas a los 3, 5, 7 y 10
dfas. Como referencia se utiliz6 la cepa E109.

La tolerancia de los rizobios para crecer en presencia de aluminio y a pH acido en
YEM-agar se evalué de acuerdo con Ayanaba et al. (1983). Previamente, se realizé un
ensayo para evaluar la capacidad de los rizobios para crecer en YEM-agar con azul de
bromotimol a pH 4,8 durante 10 dias en estufa a 28 °C. Una vez observada esta capacidad,
se evalu6 de la misma forma la capacidad para crecer en placas conteniendo el medio acido
y en presencia de aluminio (para mas detalles de los medios véase el apartado 11.2.1.2).
Como referencias se incluyeron las cepas E109 y USDA110.

Para evaluar la tolerancia a glifosato se utiliz6 el método propuesto por Moorman
et al. (1992). Las cepas fueron crecidas en medio MSR, con agitacién a 180 rpm y a 28 °C
hasta una concentracién aproximada de 10° células.ml’, constituyendo asf el cultivo
iniciador. A partir de este cultivo, se realizaron las diluciones adecuadas para obtener
aproximadamente 10" células.ml’ en el medio MSR con o sin glifosato 2,5 mM. Los
cultivos diluidos fueron crecidos con agitacion a 180 rpm y 28 °C durante cuatro dias. En
todos los casos se tomaron muestras para medir DO, y para realizar el recuento de viables
tanto del cultivo iniciador como del cultivo diluido; en este dltimo caso se tomaron
muestras a los dias 0, 1, 2 y 3. Como cepa de referencia se utilizo LP3018.

11.6.1.2. Caracterizacion molecular de los aislamientos de (bradi)-rizobios
noduladores de soja.

Para evaluar la variabilidad genémica de los aislamientos se utilizo 1a huella digital
de ADN por PCR con cebadores Box AIR. Una vez terminada la reacciéon de PCR, se
realiz6 la separacion de los fragmentos obtenidos para cada muestra mediante electroforesis
en gel de agarosa 2 % (p/v) en donde para cada reaccién de PCR de los aislamientos se
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realizaron dos geles de agarosa independientes. En cada gel se sembraron 5 pl de producto
de PCR por triplicado. La corrida electroforética se realiz6 durante cinco horas a 70 V
(constante). En todos los casos cada gel fue sembrado en los extremos con marcador de
peso molecular y con alguno de los controles positivos con su duplicado de PCR. Cada gel
fue fotografiado y analizado con el software GelCompare II 4.0 (Applied Maths, Kortrijk,
Belgium) como se detalla mas adelante.

11.6.1.3. Ensayos de movilidad.

Para preparar las placas de Petri con gradiente de la fuente de C para ensayos de
swarming se utilizaron dos medios de Gotz, a uno de los cuales no se le adicioné la fuente de
C. En flujo laminar, las placas fueron elevadas en uno de los lados aproximadamente 0,5
cm y se les adicion6 25 ml del medio de G6tz fundido conteniendo la fuente de C. Se las
dejo secar durante 15 minutos en flujo laminar y se les retir la inclinaciéon. Por dltimo se
les adicion6 25 ml del medio de Go6tz sin la fuente de C y se las dejé secar por otros 15
minutos en flujo laminar. Las placas de Petri preparadas de esta manera fueron incubadas
toda la noche en estufa a 28 °C para favorecer / formacion del gradiente (Fig. IL1).
Paralelamente, se cultivaron las bacterias en AG sin antibiéticos, hasta una DO, de 1,5
(fase logaritmica). Dos ul de ese cultivo se inocularon a aproximadamente 2 cm del borde
de la placa del lado en donde la concentracién de C era 0 g/1. Las placas inoculadas se
dejaron secar unos minutos en flujo laminar y se las incubd en estufa a 28 °C durante
aproximadamente 10 dias, con la tapa hacia arriba y envueltas en parafilm para evitar la
desecacion (Fig. 11.2).

Q Q

] — | o =
A B C

FiguraIll. Protocolo parala formacién de gradientss dela fuente de carbono en placas dePetri

(A)En flujo larninar las placas de Petrd fueron elevadas 0,2 em v se les adicione 25 ml de medio de Gétz {con la
fuente de carbono a evaluar). (B). Luego de 15 minutos de secado en flujo laminar 3 inclinacién fue refirada (C)
Por ulimo se wolvic a adicionar a la placa 25 ml de medio de Gétz sin fuente de C y se o dejé secar otros 15
minutes en flujo laminar. (D) Las placas fueron incubadas durante toda la noche en estufa a 28 °C, para favorecer la
formacion del gradiente

I
Baja concentracion de
la fuente de carbeno
Alta concentracian de @ @
1a fuente de carbono A B C

Figurall.2. Esquema general paralos ensayos de swarweing.

Previaments al ensayo se preparon placas de Petri con gradients en la fuente de catbono. (A) En ellas seinocularen a
2 em del borde de la zona de baja concentradén de la fuente de C, 2 pl de la suspension bacteriana a evaluar, las
cuales fueron cultivadas en medic AG hasta alcanzar una DOy de 1,5. (B) Las placas inoculadas fueron incubadas
en estufa a 28°C, con la tapa hacia arriba ¥ envueltas con parafilm para evitar la desecacién. (C) A partir de los 10-15
dias se observaron las colonias de swanming totalmente expandidas
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Para analizar la movilidad de los rizobios en muestras de suelo con contenidos
hidricos conocidos, se incluyeron las mismas en placas de Petri con medio AG-agar 1,5 %.

El contenido hidrico de las muestras de suelo se regulé de acuerdo con su
capacidad de campo (CC), la cual se determiné gravimétricamente. Para ello se colocé una
cantidad conocida de suelo seco en un vaso de plastico que posefa perforaciones en su base
y se le agregd agua bidestilada hasta saturaciéon. Se dejé que drene el agua gravitacional
durante aproximadamente 14 horas evitando la evaporacion, tras lo cual se volvié a pesar el
vaso y la diferencia de pesos entre el suelo seco y el suelo humedo representé el volumen
de agua retenida por esa cantidad de suelo. El valor de CC se calculé como la cantidad de
agua retenida por gramo de suelo.

Para incluir las muestras de suelo en las placas, se practicaron huecos de 1,4 cm de
diametro en el medio de cultivo, los cuales setfan rellenados con cantidades conocidas de
suelo. Para determinar la cantidad de suelo que rellenaria cada hueco, las muestras de suelo
fueron colocadas en tubos Eppendorf y esterilizadas tres veces en autoclave durante 20
minutos a 121 °C. Luego de la esterilizaciéon cada tubo fue pesado en balanza analitica. Con
cada una de esas muestras de suelo se rellen6 cada uno de los huecos de las placas de Petri
y se volvié a pesar el contenido remanente de cada tubo. La diferencia de pesos de los
tubos antes y después de llenar los huecos permitié calcular la cantidad exacta con la cual se
rellen6 cada hueco en el medio AG-agar. A cada muestra de suelo se le adicioné el
volumen correspondiente de agua bidestilada estéril de forma tal de obtener un 80 % o 100
% de la CC. Por ultimo, se inocularon 2 ul de la suspensiéon bacteriana (previamente
cultivada en AG hasta una DOy, de 1,5) en el centro de cada muestra de suelo. Las placas
se secaron en flujo laminar por 30 min y se incubaron en estufa a 28 °C, con la tapa hacia
arriba y envueltas en parafilm durante 10 dias. Como control negativo, en una de las
muestras de suelo se inocularon 2 ul de agua bidestilada estéril (Fig. 11.3).

Figura I1.3. Esquema general
para los ensayos de mowlidad
con suelo.

Ay En flujo laminar se
prepararon placas con medio
AG ggar 1,5% (p/v). Una vez
solidificade &l medo, se
realizaron huecos de
aproximadamente 1,4 an de
dismetro, (B) Los huscos
fueron rellenados con cantidades
coneaidas de suele. (C) Cada
unc de lo huecos rellenos de
suelo fueron hidratados con
agua  bidestilada  estéril, de
marnera tal de cbtener el 80% o
el 100% de su CC. (D) Por
ulimo, 2 Pl de la suspensiin
bactenana cultivada en medio
AG hasta DOy, de 15 fue
inoculada en el centro de los
apujeros rellencs de suske. Las
placas se dejaron sscar en fluo
laminar y se incubaron con la
tapa para ariba en estufa a 28
°C y tapadas con parafilm. (E)
Aprozimadamente a los 10 dias
se observé el desplazamiento de
las bacterias por el crecmiento
en la interfase entre el suele y el
medic AG.
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I1.6.2. Ensayos con plantas.
11.6.2.1. Esterilizacion superficial y germinacion de semillas de soja.

Las semillas de soja se lavaron durante unos segundos con alcohol 96 % (v/v) y
luego fueron inmersas en una solucién de lavandina comercial diluida al 20 % (v/v) durante
10 minutos, con agitacién ocasional. En algunos casos, se reemplazé la solucién de
lavandina por una solucién de perdxido de hidrégeno 3 % (v/v) y se las dejé inmersas
durante cinco minutos, con agitaciéon ocasional. En ambos casos, se descart6 la solucién y
se lavaron al menos seis veces con agua destilada estéril, de forma tal de eliminar el
remanente de lavandina o peréxido de hidrogeno. Una vez esterilizadas, las semillas fueron
germinadas sobre una superficie de agar-agua al 1,5 % (p/v) durante 2 a 4 dias, en estufa a
28 °Cy en oscuridad.

11.6.2.2. Ensayos de competicion para Ia nodulacion.

En estos ensayos las cepas evaluadas se compitieron contra una cepa de referencia
que presentaba resistencia a antibidticos para permitir su posterior identificacién. Las
plantas se cultivaron en vasos de plastico descartables de aproximadamente 500 ml,
previamente esterilizados mediante lavados con alcohol 96° y exposicién de dos horas a la
luz ultravioleta en camara cerrada. Los vasos se llenaron con vermiculita previamente
esterilizada en autoclave durante 1 hora a 121 °C, y a cada uno se lo regd con un exceso de
solucién de Fihraeus modificada estéril conteniendo aproximadamente 10° bacterias.ml” de
cada cepa, provenientes de cultivos liquidos en AG. El tamafio del inéculo utilizado fue
ajustado por recuentos al microscopio Optico y posteriormente, el nimero de UFC
inoculadas fue confirmado por recuento usando el método de la gota. La siembra de soja se
realiz6 inmediatamente después de regar y cada en cada maceta se colocaron dos semillas
de soja germinadas. Por cada condicién se ensayaron 15 plantas. A su vez en cada ensayo se
incluyeron cinco macetas inoculadas con Fahraeus modificada estéril sin bacterias y cinco
macetas inoculadas con cada cepa a evaluar en forma separada, constituyendo asi los
controles negativos y de nodulacién respectivamente. Las macetas sembradas fueron
tapadas con film y llevadas al invernaculo. Al tercer dfa de la siembra se realizé un corte en
el film para permitir que las plantulas puedan emerger. Las macetas permanecieron en el
invernaculo durante 30 dias, con una temperatura diurna de aproximadamente 26-28 °C'y
una nocturna de 14 °C, una fotofase de 14 horas y un riego periédico con agua destilada
estéril para mantener la humedad. Transcurridos 30 dias las plantas fueron llevadas al
laboratorio para determinar los porcentajes de ocupaciéon de nédulos de cada cepa. Los
nédulos de cada tratamiento fueron extraidos y cada uno colocado separadamente en fosas
de placas multipocillo estériles. Una vez depositados, se procedié a la esterilizacién
superficial con lavandina al 20 % (v/v) durante cinco minutos, seguidos de al menos seis
lavados con agua destilada estéril. De esta manera cada nédulo pudo ser procesado de
manera independiente en su fosa, evitando la contaminacién cruzada. Los nédulos
esterilizados superficialmente fueron macerados con palillos estériles con una de sus puntas
truncas, y este mismo material se depositd en placas de Petri réplicas. Una de esas placas
contenfa los antibiéticos selectivos para la cepa de referencia, lo que permitié determinar
qué cepa ocupaba cada nédulo.

11.6.2.3. Ensayos de fijacion de N,.

Las plantas se cultivaron en tuppers Ta-Tay de 600 ml, con tapa a rosca (Plasticos
Ta-Tay S.A. Barcelona, Espana). En cada tapa se practicé un orificio de aproximadamente
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5 cm de didmetro, para que posteriormente las plantulas puedan emerger. Esta tapa
permitié eliminar cualquier fuente de contaminacién cruzada. Los tuppers fueron
estetilizados como se describié arriba y llenados con una mezcla de vermiculita/petlita
estéril en una relacién 2:1, previamente esterilizada en autoclave durante 1 hora a 121°C.
Cada tupper fue regado con 250 ml de solucién de Fahraeus modificada e inmediatamente
se sembraron semillas de soja previamente germinadas como se describié. Cada semilla fue
inoculada directamente con 1 ml de suspension bacteriana, preparada a partir de cultivos en
YEM-agar resuspendidos en solucién de Fahraeus modificada. Se ensayaron 8 plantas por
cepa y se incluyeron controles con plantas sin inocular y controles con plantas inoculadas
con cepas de referencia (E109 y USDA110). Las macetas sembradas e inoculadas fueron
trasladadas a un fitotron con una fotofase de 16 horas, temperatura diurna de 26 °C con
humedad relativa del 60 % y temperatura nocturna de 18 °C con humedad relativa del 80
%. Se aplico un régimen de tres riegos semanales de los cuales uno se realizaba con
solucién de Fihraeus modificada y el resto con agua destilada estéril. A los 20 dfas las
plantas fueron nuevamente inoculadas con 1 ml de suspension bacteriana. A los 50 dias las
plantas se encontraban en la etapa vegetativa V5, momento en el que fueron procesadas.
De cada planta se separd la parte aérea (tallo y hojas), la raiz y los nédulos, y se registraron
los correspondientes pesos frescos. Posteriormente, el material vegetal fue secado hasta
constancia de peso en estufa a 60°C, y se determind su peso seco. Luego, se tomaron
muestras de 10 mg de hojas para determinar su concentracién de alantoina. A cada muestra
se le adicion6 1 ml de NaOH 0,2 N, se lo calent6 durante 30 minutos a 100 °C y se
centrifugd durante 10 minutos a 7.500 rpm. La cuantificacion de la alantoina se llevé a cabo
por duplicado con el método colorimétrico de Trijbels & Vogels (1960).

I1.7. Analisis estadisticos y bioinformaticos.
I1.7.1. Analisis estadisticos.

El andlisis de los datos provenientes de las medidas de tolerancia a glifosato se
realizé mediante el calculo del intervalo de confianza. En los ensayos de plantas se utilizo el
analisis de varianza (ANOVA). En el ensayo de fijaciéon de N, se utilizaron tanto un
ANOVA segun un diseno en bloques completamente aleatorizados (DCBA), como un
disefio completamente aleatorizado (DCA). Para establecer entre qué medias existian
diferencias significativas se utilizo el test de Tukey. Para evaluar el ensayo de competicion
para la nodulacién se realizé una transformacién angular de los porcentajes de ocupacion
de nédulos antes de aplicar un ANOVA (Lison 1976). Para tener en cuenta la posibilidad
de que los nédulos estuvieran ocupados por ambas cepas competidoras al mismo tiempo
(doble ocupacién), se utilizé un anilisis de X*. Esta misma prueba fue utilizada en el analisis
de clados obtenidos mediante la tipificacién molecular con Box AR1, en donde se evalué la
distribuciéon de los agrupamientos observados.

I1.7.2. Analisis bioinformaticos.

Para el analisis del perfil de bandas obtenido con los cebadores Box A1R, se utilizo
el software Gelcompar II 4.0 (Applied. Maths, Kortrijk, Belgium). Los geles fueron
normalizados por medio del marcador de peso molecular y analizados por presencia o
ausencia de bandas. A su vez, al perfil de bandas obtenido se le aplicé una optimizacién y
una tolerancia de 1,5 %. El cladograma se obtuvo con el algoritmo UPGMA (Sneath &
Sokal 1973) y el coeficiente de Jaccard (Jaccard 1912).
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Para comprender el problema de la competicion para la nodulacion desde el

punto de vista del microsimbionte deben abordarse dos aspectos complementarios, como
caras de una misma moneda: quién compite y contra quiénes compite.

El primero es sin dudas el inoculante. Las cepas utilizadas en los inoculantes han
sido seleccionadas y ensayadas, y en Argentina B. japonicumz E109 es la recomendada
actualmente por el INTA. Sin embargo, la legislacién argentina no exige declarar con qué
cepas se formulan los inoculantes; de hecho, solo el 46,5 % de los inoculantes inscriptos
declaran estar formulados con esta cepa (Gonzalez 2007) y el resto lleva mezclas de E109
con otros bradirrizobios.

Los segundos representan un universo todavia muy poco explorado en los suelos
de nuestro pais (Gonzalez 2007, Melchiorre et al. 2011). La planta de soja puede ser
nodulada por Bradyrbizobium japonicum, B. elkanii, Ensifer fredii B. liaoningense, Rhizobium sp.
NGR234, Eunsifer xinjiangensis y Meshorizobium thianshanenese. Pese a esto, por los valores de
pH en nuestros suelos es esperable que en Argentina la soja sea nodulada en mayor
proporcion por el género Bradyrhizobium, en particular por B. japonicum y B. elkani.
(Gonzalez et al. 2000).

Trabajos realizados en otros paises de la regiéon demuestran que las poblaciones
aloctonas aisladas de suelos con historial de cultivo de soja poseen un alto polimorfismo en
comparacion con las cepas de los inoculantes (Hungria et al. 2006, Loureiro et al. 20006,
Batista et al. 2007). Por lo tanto, es probable que nuestras poblaciones al6ctonas también
sean diversas, aunque el genotipo de E109 deberia ser el predominante, debido al extenso
uso que se hace de la biofertilizaciéon. Dado que nuestro laboratorio cuenta con una
coleccion de aislamientos de rizobios noduladores de soja provenientes de distintas zonas
del cinturén sojero, en esta primera parte de mi Tesis trataremos de responder a la pregunta
planteada mas arriba y conocer mejor contra quiénes debe competir el inoculante. Para ello,
en este capitulo evaluaremos las caracteristicas fenotipicas y genotipicas mas relevantes de
100 aislamientos tomados de esa coleccién, y nos preguntaremos si los genotipos
dominantes en los nédulos tienen alguna particularidad con respecto a la poblacién en
general. Esto nos va permitir realizar una aproximacioén al entendimiento del fenémeno de
competicion para la nodulaciéon y eventualmente, encontrar cepas adaptadas a ambientes
locales que puedan poseer caracteristicas simbidticas deseables para futuros inoculantes.

En ese sentido la caracterizacion del conjunto de aislamientos de (bradi)rizobios
puede encararse de distintas formas dependiendo de los parametros a evaluar. Nosotros
nos propusimos realizar una caracterizacion de la coleccién de (bradi)rizobios al6ctonos

mediante:
. Analisis de caracteres fenotipicos (morfologicos y fisiologicos).
. Tipificacion genotipica mediante huella digital de ADN.

ITI.1. Obtencién de la coleccion de (bradi)rizobios al6ctonos.

En la Fig. III.1 se observa la distribucién geografica de los sitios a partir de los
cuales se obtuvieron los aislamientos que seran caracterizados en este estudio. En
particular, los sitios de muestreo pertenecen a dependencias del INTA (provincias de
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Buenos Aires y Entre Rios) y a un establecimiento agropecuario de la provincia de
Coérdoba. Los sitios de muestreo fueron:

v INTA-Castelar, (CA) Pcia de Buenos Aires.
INTA-Concepcién del Uruguay, (CU) Pcia de Entre Rios.
INTA-Nueve de Julio, (N]) Pcia de Buenos Aires.

INTA-San Antonio de Areco, (SA) Pcia de Buenos Aires.

AN NN

Est. “Kilgruman” Cavanagh, cercano a Venado Tuerto, (VT) Pcia. de
Cérdoba.

Figura III1. Mapa de la distribucion geografica de los sitios de muestreo de donde se cbtuve la
colecaion de (bradijrizobios aldctonos noduladores de soja.

INTA Castelar (Bs. As) W INTA Concepecidn del Uruguay (Entre Rios) INTA 9 deJulio
(Bs. As) '[NTA San Antonio de Areco (Bs. As) v Est. "Kilgruman' Cavanagh (Cérdaoba).

Los partidos sefialados en werde indican zonas donde se cultiva soja. Fuente: Ministerio de

Apgricultura, Ganaderia y Pesca de lalNacion (modificada).

En estas localidades los suelos presentan un historial de cultivo de soja y
biofertilizacion con E109 de al menos un afio. En la cosecha anterior a los muestreos se
cultivé soja en Castelar y Concepcion del Uruguay, trigo en San Antonio de Areco y maiz
en Nueve de Julio y Venado Tuerto. En todos los casos la estructura del suelo era similar.
Las principales caracteristicas de estos suelos se resumen en la Tabla III.1.

Para comenzar nuestro estudio de los (bradi)rizobios al6ctonos noduladores de soja
nos preguntamos en primer lugar si los que eran capaces de ocupar nédulos bajo las
condiciones de suelo y clima particulares del sitio y en el momento del muestreo, serfan
genotipicamente distintos de los (bradi)rizobios noduladores de soja de la poblacién
general. Este aspecto reviste importancia ecoldgica porque podria ocurrir que existan
adaptaciones especificas para realizar el proceso de infeccién/nodulacién bajo condiciones
ambientales particulares, lo que podria otorgar ventajas a las cepas aléctonas en su
competitividad para nodular. Por lo tanto, realizamos dos tipos de muestreo:
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TablaIIl1 Principales caracteristicas de los suclos de donde se obtuvieron los aislamientos de rizobios noduladores de soja.

cA NJ SA
Sitio de Procedencia INTA INTA
Castelar O de Julia
Hapludol éntico. Serie
Tipo de suclo Asgindol vietlro, | Peludsrte dmico. Serie Urdinawsin | Augiudol visticn Sasle Cavarghe Lic.
| Norunbega
‘Tesxtura horizonte superficial Franca lmoso Aenilla- Wmoso Areniaso Franco- amillosa Asmillass
Cobertura vegeral Escasa | Media | Escasa | Densafastojo de tign) | Media
Culiive antecesor Soja Sofa Mz Teigo Maiz
Labranza anterior Conwensiond Convenciona Convenciona Diisacta Disacta
Materia orginica (%) | a6 | 431 29 | 3,38 | 2,38
N orgsnice (i) | 0,26 | 018 . 013 | 018 014
Relacién C/N 10,3 13,9 10,2 10,6 ag
Fésforoasimilible (ppm) 58 | 58 [ 16,4 | 18,6 | 10,7
$H (en HyO) 57 G4 62 43 56

Abrswiaturas: CA, Castelar, CU, Conespeién del Unguay; M, Huevs ds Julio; SA, San Antonia ds Areco VT, Venads Tuetto

1. Rizobios aislados a partir de ndédulos obtenidos de plantas de soja sin
inocular cultivadas en cada sitio (IN).
2. Rizobios aislados a partir de muestras de suelo tomadas en cada sitio (S).

Con la primera metodologia se logré rescatar a rizobios que efectivamente
ocuparon noédulos desarrollados en el sitio de muestreo, es decir rizobios que fueron
capaces de infectar y nodular en las condiciones particulares de suelo y clima del sitio en
cuestioén. Con la segunda metodologia se partié directamente de extractos de la solucién del
suelo, los cuales fueron inoculados a plantas de soja en condiciones controladas de
laboratorio (plantas “trampa”) y recuperados de sus noédulos, representando asi a los
rizobios potencialmente capaces de nodular independientemente de las condiciones locales.
De esta forma el subgrupo de rizobios N, que podrian poseer ventajas adaptativas para
nodular en cada lugar de muestreo deberia quedar incluido en la poblacién de rizobios
potencialmente noduladores de soja (S).

En todos los casos (N y S), los rizobios obtenidos desde los nédulos se purificaron
por estria en YEM-agar, hasta obtener colonias puras. A partir de una colonia se inocularon
nuevamente plantas de soja, las cuales se cultivaron en vermiculita estéril con solucién de
Fahraeus modificada hasta su nodulacién. A continuacién se extrajeron tres nédulos de la
raiz principal de cada planta y se recuperaron los rizobios de su interior. Estos rizobios
fueron nuevamente purificados por otros tres pasajes de estria en YEM-agar, tras lo cual se
tomo una colonia al azar y se la congel6 en glicerol. Esta coleccion se realizé a lo largo de
seis afios con la colaboracién de la Qca. Cecilia Cimino y actualmente consta de mas de 500
aislamientos, que se mantienen en el IBBM.

A partir de esta coleccion seleccionamos al azar veinte aislamientos de cada sitio de
muestreo, que incluyeron diez aislamientos N y diez aislamientos S. Asi, utilizamos un total
de 100 aislamientos para los estudios que se describen a continuacién. Los nombres
asignados a los aislamientos hacen referencia al sitio de procedencia y al tipo de muestreo,
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asi por ejemplo CU42S, implica que es la cepa 42 aislada en el INTA-Concepcion del
Uruguay (Pcia. de Entre Rios) y que fue obtenida a partir de una muestra de suelo.

I1I.2. Analisis de la diversidad genotipica.

Con la llegada de la biologia molecular como herramienta, se desarrollaron diversos
marcadores moleculares para realizar estudios sobre la diversidad de organismos presentes
en una poblacién, inferir sobre relaciones filogenéticas e identificar a un microorganismo.
Si nos centramos en el estudio de diversidad en poblaciones bacterianas, actualmente
existen multiples métodos para evaluarla, entre ellos podemos mencionar: amplificacion
aleatoria de ADN polimérfico (RAPD, Thomas-Oates et al. 2003), analisis de fragmentos
de restriccion con polimorfismo de longitud, (RFLP, Qin Qin et al. 2011) electroforesis en
gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE, Webster et al. 2012) y huella digital
(Fingerprint, De Bruijn et. al. 1992). Estas técnicas pueden ser utilizadas tanto de forma
individual(Chen et al. 2000), como en conjunto (Batista et al. 2007, Hungria et al. 2006)
dependiendo del objetivo y nivel de informacién que se desea obtener. En particular, la
técnica de huella digital ha sido ampliamente utilizada para caracterizar la diversidad de
poblaciones aléctonas de bacterias noduladoras de leguminosas (Laguerre et al. 1994,
Rademaker et al. 2000, Thomas-Oates et al. 2003, Grange & Mariangela Hungria 2004,
Loureiro et al. 2006, Menna et al. 20006, Saeki 2008, Batista et al. 2007, Estrella et al. 2009,
Angelini et al. 2011). Esto se debe a que la huella digital de ADN es un método muy
sencillo que analiza la existencia de secuencias repetitivas dentro del genoma (Versalovic et
al. 1994). Para ello se utiliza la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con
cebadores especificos para tales secuencias. Ademas, este tipo de método, utilizado en
forma conjunta con el analisis de secuencias que codifican al ARNr 16S, o de genes como
nodC, nifH ginA, ginll, recA, dnaK, permite identificar e inferir las relaciones filogenéticas de
las cepas entre si (Lloret & Martinez-Romero 2005, Menna et al. 2006, Ribeiro et al. 2009).

En esta secciéon analizamos la diversidad genotipica de nuestra colecciéon de
aislamientos mediante el método de huella digital de ADN con los cebadores Box A1R, los
cuales ya han sido utilizados exitosamente por diversos autores (Loureiro et al. 2000,
Batista et al. 2007, Gomes Barcellos et al. 2007, Melchiorre et al. 2010) Los resultados de
dicha técnica fueron analizados mediante la utilizaciéon del software GelCompar II 4.0
(Applied Maths, Kortrijk, Belgium).

II1.2.1. Tipificacién genotipica.

Para realizar el analisis con el software GelCompare II 4.0 nos basamos en el
analisis de presencia o ausencia de cada banda en el gel de agarosa. Debido a que la
asignacion de “presencia/ausencia” depende de la posicion de la banda en el gel, debfamos
asegurar la reproducibilidad de los perfiles obtenidos. Las reacciones de PCR suelen estar
sujetas a variaciones por ser una metodologia de muy alta sensibilidad; por lo tanto, con el
fin de minimizar esta variabilidad decidimos llevar a cabo el disefio experimental que se
describe a continuacion.

Realizamos una sola mezcla de reaccién para PCR, con un duplicado para cada
muestra. Ademas incluimos a otras cepas noduladoras de soja como cepas de referencia,
por un lado E104 y E110, ambas B. e/kanii, y por otro E109 y USDA 110, ambas B.
Japonicum. Para evaluar la reproducibilidad del perfil de bandas, realizamos dos geles de
agarosa independientes para cada aislamiento, y a su vez en cada gel sembramos cada
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muestra por triplicado. De esta manera cada aislamiento tenfa dos reacciones de PCR a
partir de la misma mezcla de reaccién, y su perfil de bandas resultante se visualizé por
medio de dos geles de agarosa independientes sembrados cada uno por triplicado. Por su
parte, USDA 110 también fue utilizada como cepa de control interno en cada uno de los
geles de agarosa, es decir que esta cepa se utiliz6 en absolutamente todos los geles
realizados, y a diferencia del resto de las cepas, ésta tuvo sextuplicados pero se sembré solo
por duplicado. En la Fig. I11.2 se muestra un gel de agarosa representativo de los obtenidos
para el analisis de la coleccion de aislamientos.

Una vez obtenidas todas las fotografias de los geles, se procedi6 a realizar el analisis
de los perfiles de bandas. Aunque se traté de minimizar las fuentes de variabilidad entre los
geles, muchas veces observamos que dos bandas del mismo peso molecular no quedaban
exactamente en la misma posiciéon en un mismo gel. Esto puede ser corregido en el
GelCompar II 4.0 mediante la eleccién de los porcentajes de los parametros denominados
tolerancia y posicién. Estos dos parametros hacen referencia a los limites del software para
interpretar que dos bandas son diferentes, es decir acepta hasta un cierto valor
(determinado por el usuario) de diferencia de posiciéon por encima y por debajo entre dos
bandas para seguir tomandolas como si se tratara de la misma banda. En tal sentido,
(Vinuesa 2007) propone utilizar valores de optimizaciéon y tolerancia de 1,5 a 2 %
respectivamente, aunque se pueden encontrar en la bibliografia valores de tolerancia que
llegan al 5 %, dependiendo de la poblacién bajo estudio (Batista et al. 2007, Loureiro et al.
20006). Por lo expuesto, previamente al analisis de los cien aislamientos, realizamos una
evaluacion de los porcentajes de tolerancia, utilizando el perfil de bandas de las cepas de
referencia (USDA 110, E104, E109, E110 y E. fredii USDA 205) y fijando los valores de
este parametro en 2 y 5 %. Como se observa en la Fig. II1.3, el porcentaje de tolerancia que
mejor se adapté a nuestro perfil de bandas fue 2 %, dado que con ese valor las cepas del
género Bradyrhizobinm quedaron agrupadas tal como esperabamos: las cepas de una misma
especie —por ejemplo E109 y USDA 110- se relacionaron dentro de un mismo grupo y en
cambio E. fredii se ubicé en un grupo distinto. Finalmente, realizamos el anilisis de
similitud con el coeficiente de Jaccard, dado que es el que se adapta mejor cuando los geles
evaluados presentan manchas (Grange & Mariangela Hungria 2004).

Y=o
USDALIS PM

Figura I11.2. Perfil de bandas representativo de aislamientos provenientes de Castelar, obterido con los cebadores Box AR
Cince ul de producto de PCR fueron sembrades en cada calle del gel de agaresa 2 %, y se realind una corrida electroforética
durante 5 horas a 70 V (constantes). La tincién se realizé con bromuro de etidio y el revelado con Iuz ultravicleta (% = 260 nm).
La fotografia fue tomada con una camara digital Kodak modelo DC 120 bajo la misma intensidad de luz. USDA 110, cepa de
referencia, PM: marcador de pese molecular de 100 phb.
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Figura ITL3. Evaluacion del los porcentajes de tolerancia en el software GelCompar IT 4.0,
utilizando las cepas de referencia B japoriverns USDA 110 y E109, B efbaneg E104 y E110, v
& predsi USDA 205, El parametro de optimizacién se mantuvo en un valor fijo (1,5 %0) v los
porcentajes de tolerancia se establecieron en 2 %% (arriba) o 5 % (abajo). El cladograma y
el porcentaje de similitud se obtuwieron en ambos casos con el algoritmo UPGMA  y el

coeficiente de Jaccard.

I11.2.2. Analisis del cladograma.

En la Fig. I1I1.4 se observa el cladograma obtenido para nuestra colecciéon de 100
aislamientos, donde ademas incluimos informacién sobre el sitio de procedencia (CA, CU,
NJ, SA, VT) y el tipo de muestreo utilizado (S o N). Como puede observarse, hay una
significativa diversidad, que puede agruparse en clados de mayor o menor tamafio segun el
porcentaje de similitud que se escoja para trazar la linea de corte. Si se elige un 45 % de
similitud, resultan nueve clados mayoritarios bien distinguibles, que hemos numerado del 1
al IX (Fig. 111.4). Entre estos clados destaca el Nro. VI por contener mas de la mitad de las
huellas digitales de ADN, y por lo tanto lo hemos subdividido con una linea de corte al 54
% de similitud en tres clados a los que hemos llamado VIA, VIB y VIC. Posteriormente, y
como la inmensa mayoria de los aislamientos del clado VI quedaron agrupados en el clado
VIB, decidimos realizar una subdivisién adicional de este clado con una linea de corte al 62
% de similitud, con lo cual resultaron los clados VIB1, VIB2 y VIB3.

Si bien estas divisiones y subdivisiones son en cierto modo arbitrarias, en todos los
casos se tomaron lineas de corte con porcentajes de similitud inferiores a la similitud
necesaria para considerar que dos aislamientos pertenecen a la misma cepa (Kaschuk et al.
20006, Loureiro et al. 2006). En efecto, si consideramos que huellas digitales de ADN con
similitudes mayores o iguales a 70 % pertenecen a la misma cepa, nuestra colecciéon de
aislamientos contendria por lo menos 44 cepas distintas.

Asimismo, la mayoria de los clados observados en base a nuestras divisiones
arbitrarias contienen un ndmero de aislamientos tal que permite realizar un analisis
estadistico de las tendencias de distribucién de los genotipos de acuerdo al tipo de
muestreo utilizado para ver si es posible corroborar la hipotesis planteada mas arriba, segun
la cual podria existir una adaptabilidad especifica para nodular enlas condiciones
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Figura II1.4. Cladograma de la coleccién de (bradi)rizobios aldctonos aislados de suelos con historial de cultivo
de soja ¥ las cepas de referencia B japomdense USDATI0 v E109, B Efkand E104 v E110 v E. fredid USDA 205
basado en la huella digital de ADIN con Box AlR. Los datos fueron analizados con el software GelCompar 1T 4.0
mediante el algoritmo de UFPGMA v el cocficiente de Jaccard. Las lineas verticales marcan los porcentajes de
similitud uvtilizados para dividir los clados las lineas horizontales dividen los clados mayoritarios. Los nombres
matrcados con recuadros de color, indican las cepas seleccionadas para continuar los ensayos de caracterizacion.
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particulares de suelo y clima de cada muestreo. Si esta hipotesis es cierta, deberfa observarse
una tendencia de los aislamientos N a agruparse juntos, distintamente de los aislamientos S,
que deberfan aparecer dispersos en el cladograma. Si esto no se cumple, el criterio de
divisiéon adoptado para agrupar los genotipos nos puede permitir detectar si hay alguna otra
tendencia estadisticamente significativa al agrupamiento por otra propiedad.

Para detectar estas posibles tendencias utilizamos la prueba de X, que permite
comparar dos hipotesis: la hipdtesis nula, segin la cual la propiedad elegida se distribuirfa de
forma aleatoria entre los clados, y la hipdtesis alternativa, segin la cual la propiedad elegida
tenderfa a concentrarse en forma significativamente sesgada en uno o unos pocos clados
particulares en detrimento de los otros. El calculo se realiza sobre la base de evaluar los
cuadrados de las diferencias entre los valores esperados de la distribuciéon de las
propiedades si ésta fuera al azar, y los efectivamente observados. Asi, si hubiera un ajuste
perfecto de los valores observados con los esperados, el resultado del X* deberfa ser cero.
Sin embargo, deben esperarse desviaciones de este valor debido a la aleatoriedad de las
muestras. Para valorar estadisticamente estas desviaciones se compara el valor de X
calculado con valores tabulados, que representan los méaximos valores de X* que podrian
obtenerse con una probabilidad dada debido a la aleatoriedad del muestreo, si ain la
hipétesis nula fuera cierta.

Nosotros planteamos como hipétesis nula que los aislamientos N y S se distribuyen
al azar entre los clados, por lo que se esperarfa que en cada clado haya aproximadamente un
50 % de aislamientos de cada tipo, ya que la mitad de los aislamientos son N y la mitad son
S. Para realizar el calculo consideramos solamente a los cinco clados que contienen como
minimo cinco aislamientos cada uno, con lo cual el andlisis consté de diez comparaciones.
El valor de X obtenido al comparar la distribucién de los genotipos contra esta hipotesis
nula fue de 16,01 mientras que, con 9 grados de libertad, el valor limite por encima del cual
la hipétesis nula puede rechazarse con una probabilidad de error menor que 0,05 es de
16,92; lo cual indica que los aislamientos N y S efectivamente estan distribuidos al azar
entre los clados.

La otra propiedad ecologicamente importante de los aislamientos es su sitio de
procedencia. Por lo tanto, repetimos el calculo esta vez planteando como hipdtesis nula
que en cada clado todos los sitios de procedencia estan representados al azar. Nuevamente,
dado que la coleccion de 100 aislamientos estd compuesta por 20 aislamientos de cada sitio,
se esperaria que de cumplirse la hipétesis nula, cada clado con al menos cinco aislamientos
deberfa contener en promedio uno de cada sitio (20 %). Esta vez se realizaron 25
comparaciones, y el valor de X* obtenido al comparar la distribucién de los sitios de
procedencia dentro de los clados frente a la hipétesis nula fue de 133,06; mientras que, con
24 grados de libertad, el valor limite de X tabulado por encima del cual puede rechazarse la
hipétesis nula con una probabilidad de error menor que 0,001 es de 51,18. Este resultado
indica que existe un sesgo estadisticamente muy significativo en la distribucién de los
genotipos por sitio de procedencia entre los clados.

Para visualizar este resultado en forma grafica, analizamos histogramas de la
distribucién de cada sitio de procedencia dentro de los clados, como muestra la Fig. I11.5.
De aqui podemos observar lo siguiente:
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. CA: Tendi6 a agruparse en el clado VI, distribuyéndose con mayor
frecuencia en los clados VIB.2 y VIB.3 (81 % de los aislamientos) y en
menor proporcién en los clados VIB.1, I y 11

. CU: Se agrupé casi por completo en el clado I con un 82% de los
aislamientos.

. NJ: Se distribuy6é de forma pareja entre todos los clados, excepto en los
clados II (que contiene solo tres aislamientos) y el IX (formado por un solo
aislamiento).

. SA: Se distribuyé con un 55% de los aislamientos en el clado VIA y con un
33% en el VIB.1.

. VT: El 59% se agrupé en el clado VIB.1 y el 30% en el VIB.3.

Dado que el clado VI se subdividié dos veces, realizamos otros dos analisis de X
para ver si esta subdivisién introducia un sesgo artificial. En el primer analisis consideramos
al clado VI sin subdividir, y nuevamente la probabilidad de que la distribucién de los sitios
de procedencia fuera al azar entre los clados fue menor que 0,001. Alternativamente,
analizamos solamente al clado VI con sus subdivisiones y hallamos también que la
distribucion de los sitios de muestreo dentro de este clado tiene un sesgo estadisticamente
significativo, con una probabilidad de error menor a 0,001.

El analisis de los clados nos sugirié por un lado, que las cepas obtenidas en este
trabajo poseen una fuerte adaptaciéon a su zona de origen, pero que las cepas que
efectivamente nodularon en el sitio y el afio de muestreo dentro de cada zona no poseen
una adaptacion particular entre las que potencialmente son capaces de nodular soja en
dichas zonas. Ademas, pareceria que la cepa utilizada mayormente como inoculante en
estos suelos, B. japonicurm E109, esta pobremente representada, ya que la misma se agrupa
en el clado 111, el cual contiene menos del 4% del total de cepas analizadas.
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IT1.3. Caracterizacion Fenotipica.

Hoy en dia, la caracterizacién de un (bradi)rizobio se basa tanto en los caracteres
fenotipicos como genotipicos. De esto modo de acuerdo a Jordan (en Manual de
Bacteriologia Sistematica de Bergey 1984) los (bradi)rizobios pueden ser descriptos de
acuerdo a su crecimiento en medios de cultivo sélidos o liquidos. Tanto el tamafo, la
forma, el color y la textura de las colonias, como asi también la capacidad de modificar el
pH del medio, son caracteristicas estables que pueden utilizarse para la caracterizaciéon de
cepas. Los (bradi)rizobios presentan una temperatura 6ptima de crecimiento de 25 a 30 °C,
en medios de cultivo con pH entre 6y 7.

Para comenzar nuestra caracterizacion de los 100 aislamientos de rizobios
noduladores de soja realizamos una evaluacion de distintos aspectos fenotipicos y
fisiologicos. De esta manera obtuvimos una aproximacion del tipo de diversidad rizobiana
de cada sitio. En esta seccion evaluamos los siguientes caracteres:

1. Capacidad de crecimiento a 28 °Cy 37 °C.

2. Coloracién de las colonias crecidas en YEM-agar suplementado con rojo
congo.

3. Acidificacion o alcalinizacion del medio YEM agar suplementado con azul de
bromotimol.

I11.3.1. Capacidad de crecimiento de las colonias a distintas temperaturas.

Con el fin de evaluar la capacidad de los aislamientos para crecer a temperaturas
por encima de la 6ptima tolerada por los (bradi)rizobios, cultivamos las bacterias en placas
de YEM-agar con rojo congo a 28 °C y a 37 °C. La primera temperatura es la normal para
el crecimiento de (bradi)rizobios y la segunda no es tolerada por (bradi)rizobios mesofilos,
aunque en los suelos puede haber cortos periodos con estas marcas térmicas en zonas
expuestas al sol durante el verano. Como se observa en la Tabla IIL.2, todos los
aislamientos fueron capaces de crecer a 37 °C, en contraste con la cepa E109 utilizada
como referencia. La coleccion de (bradi)rizobios presentd un tiempo de formaciéon de
nuevas colonias a 37 °C similar al observado a 28 °C. Este resultado sugiere que nuestros
aislamientos pueden poseer una ventaja selectiva frente a la cepa utlizada en los
inoculantes por su tolerancia a la alta temperatura. La soja es un cultivo de verano, y la
formacion de los nédulos que mas contribuyen a la fijaciéon de N, total del cultivo ocurre
en las primeras etapas, entre diciembre y febrero, meses que suelen ser muy calientes en las
zonas donde se realizaron los muestreos.

I11.3.2. Evaluacion de la coloracion de las colonias en YEM-agar con rojo congo.

El medio YEM-agar con rojo congo es uno de los medios de cultivo mas utilizados
para (bradi)rizobios, por ser indicador para este género de bacterias en base a la baja o nula
capacidad de las mismas para absorber el colorante. Como resultado, las colonias de estas
bacterias son generalmente blancas con los bordes regulares, pudiendo virar al rojo un
cierto tiempo después que se completd el crecimiento debido a la biosintesis tardia de
celulosa. Por lo tanto, dentro de esta caracteristica y dependiendo del (bradi)rizobio,
podemos encontrar distintos grados de coloracion, incluyendo colonias blancas, opacas,
traslicidas, rosadas y en algunos casos rojas (E. meliloti). La Tabla 111.2 nos muestra la
distribucién del tipo de coloracién obtenido en nuestra coleccion. Si bien es clara la
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Tabla III.2. Caractenizacion fenotipica y crecuniento a 37 °C de los aislamientos.

Color de las colonias en YEM Color del medio de YEM con Crecimiento a
N " o
Procedencia Con rojo congo (Ve azulde bromotimol (4) 37 °C ()
Blancas/ Blancas/
Translicidas Rosadas Azul Amarillo Verde
Opacas Translicidas _
Castelar | 15 - 75 10 15 10 75 100
SRR | 10 5 15 65 i 70 15 100
| ewdgio | 10 © ) 3 5 | w0 | 1
A8 - 45 20 35 20 45 100
30 & 35 an 35 30 35 100

diversidad, la mayorfa de las cepas presentaron un fenotipo translicido, a diferencia de
E109, que present6 colonias blancas mas tipicas del crecimiento de B. japonicum en YEM-
agar con rojo congo. Estos resultados ademas indican que la capacidad de sintetizar
celulosa esta pobremente representada en nuestra coleccion.

II1.3.3. Evaluacién de la modificacion del pH del medio y la velocidad de
crecimiento.

Para observar la capacidad de estas cepas para modificar el pH del medio
suplementamos el YEM-agar con azul de bromotimol. Este colorante es utilizado como
marcador de pH, dado que su viraje a un color amarillo indica la acidificaciéon del medio,
mientras que su viraje hacia el azul se corresponde con la alcalinizacion. Estas
modificaciones en el pH del medio se correlacionan ademas con la velocidad de
crecimiento. Los rizobios como E. fredii, liberan al medio acidos organicos, disminuyendo
asi su pH. En cambio, los bradirrizobios como B. japonicum liberan al medio cationes que lo
alcalinizan. Mediante estas observaciones hemos dividido a los aislamientos en
bradirrizobios, en los cuales la presencia de colonias se evidenciaba a partir de los cinco
dfas de crecimiento y el medio viraba al azul, y los rizobios, en los que las colonias fueron
visibles en dos dfas y el medio viraba al amarillo. Como referencias utilizamos a B. japonicum
E109 como representante de los bradirrizobios y E. fredii USDA 205 como representante
de los rizobios. Cabe destacar que algunos aislamientos no mostraron modificacioén del pH
del medio. En esos casos, no pudimos determinar con certeza si se trataba de
bradirrizobios o rizobios (para mas detalles, véase Tabla 1 en el apéndice B).

Si realizamos el analisis por viraje de pH, en todos los sitios se obtuvo entre un 45
% y 75 % de aislamientos que dieron color verde (G) excepto para CU que solo mostré un
15 % de esta categoria. El color verde implicaria un pH neutro y por lo tanto no podemos
determinar si se trata de bradirrizobios o rizobios. Si analizamos el viraje a pH alcalino,
vemos que en Castelar y Concepcion del Uruguay el 15 % de los aislamientos mostraron un
color azul (B) y en Nueve de Julio, San Antonio de Areco y Venado Tuerto lo hicieron un
35 % de las cepas. Por dltimo, si analizamos el viraje a pH acido, en todos los casos
obtuvimos unos valores de entre 10 y 35 %, excepto para Concepcion del Uruguay, que
mostré un 70 %. En forma global, el 42 % de las cepas produjo un pH neutro, el 33 % un
pH acido y el 25 %, alcalino. Con respecto al tipo de crecimiento, observamos que el 25 %
de los aislamientos serfan de crecimiento lento, el 33% de crecimiento rapido y a un 42%
no lo pudimos determinar por este medio (Tabla III1.2).
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I11.3.4. Eleccién de cepas para continuar el estudio.

Los proximos pasos que nos propusimos para nuestro estudio consistieron en:

1. Tratar de develar qué caracteristicas ambientales podrian explicar el sesgo en
la distribucién de los genotipos por sitio de procedencia, y si ello podria
tener relacion con la baja representatividad de la cepa E109 en el
cladograma.

2. Analizar las capacidades simbi6ticas de las cepas de esta coleccion con el fin
de poner a prueba experimentalmente la hipotesis corriente de que las cepas
aloctonas de la poblacion del suelo son buenas competidoras para la
nodulaciéon pero mediocres fijadoras de N,, y eventualmente, encontrar
cepas con caracteres deseables para su uso en nuevos inoculantes.

Debido a que resultaba imposible llevar a cabo estos analisis con los 100
aislamientos, decidimos elegir dos representantes de cada sitio de muestreo, de modo tal
que también estuvieran representados los otros criterios, es decir: pertenencia a diferentes
clados, modo de aislamiento y capacidad de modificar el pH del medio (asimilable a
crecimiento ripido o lento). Con este criterio elegimos las siguientes cepas: CA12S,
CAOGIN, CUO5N, CU42S, NJ33N, NJ63N, VT12S, VT16S, SA35N, SA37S (para mas
detalles, ver Tabla 1 en el Apéndice B).

I11.4. Evaluacion de la tolerancia a la acidez.

Con el objeto de encontrar posibles caracteristicas ambientales que expliquen el
agrupamiento de los genotipos por zona de origen, realizamos un analisis de las
caracteristicas de los suelos de donde provenfan nuestros aislamientos. Entre las
caracteristicas evaluadas incluimos los valores de pH de cada suelo (Tabla IIL.1). La
medicion de este parametro es afectada tanto por la dilucién de la muestra utilizada, como
por la concentracion de sales que presenta. Por ello, este parametro puede ser medido por
dos metodologias: en disolucién con KCI (nos da una idea de los H" disueltos y de los
iones adsorbidos en la muestra) o con H,O (nos da el valor de la concentracién de H"
disueltos). Dependiendo del método utilizado, se puede definir una clasificaciéon de los
suelos. Dado que nuestras muestras habian sido medidas en H,O, tomamos la clasificacion
definida en el manual Soz/ Chemestry (Bohn et al. 2001).

. Suelos débilmente acidos: aquellos que presentan un rango de pH de 6,1 a
6,5, incluyendo en este grupo a los suelos de Nueve de Julio (pH 6,2) y
Concepcion del Uruguay (pH 6,4).

. Suelos moderadamente acidos: aquellos con un rango de pH de 5,6 a 6,
ubicando en este grupo a Castelar (pH 5,7) y a Venado Tuerto (pH 5,8).

. Suelos muy fuertemente acidos: como aquellos que presentan un rango de
pH de 4,5 a 5, en este grupo ubicamos a San Antonio de Areco (pH 4,8).
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Figura IIL6. Relacion de la disteibucion de los asslamuentos en clados con el nivel de acidez de los suelos de donde se los obtuvieron. Izguieida:

(moditicado). Deyecha: Distribucion de los valotes de pH del suelo dentro del cladograma obtemido por huella digital con Box ALR.

Distubucton geogratica de los valotes de pH del suelo
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1zados en esta Tests. Fuente: INTA- Balcarce
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Como se observa en la Fig. III.6, esos valores de pH se correspondieron con la
distribucién de los clados evidenciados con la técnica de huella digital de ADN, donde
ademas se puede observar que las cepas de referencia se ubican en clados relacionados con
suelos débilmente acidos. Es decir que el agrupamiento por zonas de origen podria
relacionarse con el pH de los suelos de dichas zonas y por lo tanto, esto podria reflejar una
cierta adaptabilidad de las cepas bajo estudio a esos rangos de acidez.

Ademas de la influencia del pH en el crecimiento de los rizobios y los
bradirrizobios, es conocido el hecho de que en suelos acidos aumentan las concentraciones
de los cationes A’ y Mn™ y se reducen las de Ca®*, PO,”, Mg** y Mo’*. En particular,
cuando el suelo presenta pH por debajo de 5,3 la concentracion de AI’" disponible
aumenta, llegando a observarse un efecto téxico para las plantas, como asi también para
este grupo de bacterias, y por ende la simbiosis resulta afectada (Keyser & Munns 1978).

Por todo lo expuesto, decidimos continuar nuestros estudios evaluando la
tolerancia a la acidez y al AI’" tanto de las diez cepas seleccionadas como de la cepa E109.
Para realizar este analisis utilizamos el método propuesto por el grupo de Ayanaba et al.
(1983) excepto que el medio minimo propuesto por ellos fue reemplazado por YEM-agar
(20 g1™). Asi, las cepas a evaluar fueron estriadas en placas de Petri conteniendo:

v YEM-agar, pH 7 (control de crecimiento).
v YEM-agar, pH 48.
v YEM-agar, pH 4,8 suplementadas con AICL; 50 pM.

En todos los casos los medios contenfan el colorante azul de bromotimol como
indicador de pH. Como se observa en la Tabla II1.3, todas las cepas fueron capaces de
crecer a pH 4,8 y pH 7 luego de 10 dias de incubacion a 28 °C. Sin embargo, cuando
evaluamos su crecimiento a pH 4,8 en presencia de AICL,;, observamos que todas las cepas
aloctonas crecieron, mientras E109 no. Dentro de las cepas aloctonas observamos dos
comportamientos: algunas crecieron igual en presencia o ausencia de AICL;, mientras que
otras crecieron en menor medida en presencia de AlCl,. Por lo tanto, en lineas generales
podemos afirmar que las cepas aloctonas presentan mayor tolerancia al aluminio que la
cepa E109. El analisis en conjunto del crecimiento a pH 4acido nos revela que esta
propiedad no fue exclusiva de las cepas provenientes de suelos fuertemente acidos, con lo
cual podria ser una cualidad intrinseca de todo este grupo de bacterias, no necesariamente
sujeta a selecciéon en su nicho particular. Por otro lado, encontramos cepas que fueron
aisladas de suelos débilmente acidos (NJ33N, NJ63N, CUOSN y CU42S) y que resultaron
tolerantes a aluminio, mientras que la cepa SA35N, que fue aislada desde el suelo con
menor pH, fue menos tolerante. Estos resultados indican que la tolerancia a aluminio
tampoco se correlacionarfa con la acidez del suelo de origen. En cualquiera de los casos,
estas caracterfsticas no parecerfan estar relacionadas con la velocidad de crecimiento, es
decir si son bradirrizobios o rizobios.

Por lo tanto, si bien es claro que hubo una tendencia de los genotipos a agruparse
segun el nivel de acidez de sus suelos de origen, la capacidad de estas cepas para crecer en
medio YEM a pH 4,8 en presencia o ausencia de AlCl; no explica la adaptabilidad sugerida
por dicho agrupamiento.
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Tabla I11.3. Crecimiento en YEM-agar al pH indicado, en presencia o ausencia de AlCl,
(50 phvly de las cepas representativas de cada clado y de E109.

Crecimiento a 28 °C

MNombre
YEM pH 7 YEM pH 4 YEM pH 4 / AIC
[ esns i ' 5t ' st
3 _ S _ S _ Si*
g NJ63N si si it
e Si S Si*
S S S
S S S
3 { |
B S S S
s INJEXN i i S
& 5 58 5
& _ _
S 5 5
E109 S 5 No

3i/MNo, indica si se observd o no crecimiento en las placas de Petri al cabo de 10 dias.
Elsimbolo * indica que hubo crecimiento, pero que fue menor al observado en laplacade YEM pH 4 6 7.

I11.5. Evaluacion de la tolerancia al glifosato.

El herbicida glifosato (isopropilamina de N-fosfonometilglicina) ha sido
ampliamente utilizado en los cultivos de soja en nuestro pafs. Esto se debe a que el 95 % de
los cultivos de soja se realizan empleando la variedad transgénica RR, la cual es resistente a
este herbicida. El glifosato actia como inhibidor competitivo de la enzima 3-enoil-
piruvilshikimato-5-fosfato (EPSP) sintasa (EC 2.5.1.19), dado que presenta una estructura
quimica muy similar al fosfoenolpiruvato (PEP), sustrato de dicha enzima (Steinrucken &
Amrhein 1980). La EPSP sintasa esta presente en plantas y microorganismos, pero no en
animales. Hsta enzima reviste vital importancia ya que pertenece a la via metabélica de la
sintesis de aminoacidos aromaticos.

Algunas especies de bacterias, tales como Agrobacterinm tumefaciens, poseen formas de
EPSP sintasa resistentes a glifosato. Ademas, este herbicida puede ser degradado y utilizado
como fuente de fésforo. Diversos reportes muestran que esta capacidad es una
caracteristica ampliamente extendida en la familia Rhizobiaceae, sin embargo muy pocas
especies son capaces de utilizarlo como tunica fuente de fésforo (Liu et al. 1991). En
particular B. japonicurn USDA110, USDA123 y USDA138 han sido reportadas como
sensibles a glifosato en medios libres de aminoacidos aromaticos (Moorman et al. 1992).

Para evaluar la posible tolerancia a glifosato de las cepas aldctonas utilizamos el
método propuesto por (Moorman et al. 1992) (para mas detalles véase Capitulo II). En la
Fig. III.7 se muestran los resultados como porcentaje de sobrevivientes en una incubacién
en MSR con glifosato 0,42 gl' con respecto a una incubaciéon paralela en MSR sin
glifosato. LLa mayorfa de las cepas aloéctonas presentaron un mayor porcentaje de sobrevida
al glifosato en relaciéon con E109, cuya supervivencia no super6 el 50 %, de acuerdo con lo
observado en otras cepas de B. japonicurz (Moorman et al. 1992). La excepcion fue CAGIN,
que result inhibida un 70 %.
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Si bien estos resultados por si solos no explican la baja representatividad del
genotipo de E109 en el cladograma, sugieren que la tolerancia al glifosato de las cepas
aloctonas podria jugar un papel en su adaptabilidad a los suelos bajo cultivo de soja.

Rizobios Bradirrizobios

150

140

120

120

110

Porcentaje de supervivencia con glifosato 0,42 g.I'

SA35N  NJG3N E109 CAGIN SA37S CUOSN VT165  NJ33N

FiguraIIL.7. Tolerancia a glifosato. Para cada cepa se inocularon dos frascos de medio MSR libre de aminoacidos aromaticos con 108 UFC.ml.
A uno de los frascos se le agregé glifosato disuelto en MSR (concentracién final 0,42 gl') y al otro el mismo wolumen de medic MSR. Luego de
tres dias de crecimiento se realizé el recuento de UFC. El porcentaje de supervivencia representa las UFC del frasco con glifosato en relacion con
las del frasco sin glifosato.

III.6. Resumen y discusion.

En este capitulo nos propusimos realizar una caracterizaciéon de las bacterias
aloctonas frente a las cuales deben competir los bradirrizobios de los inoculantes, de
manera tal de tratar de comprender mejor ese aspecto de la problematica de la competicién
para la nodulacién de soja en Argentina. A partir de una colecciéon de aislamientos de
bacterias noduladoras de soja obtenidos de cinco zonas del denominado cinturén sojero de
nuestro pafs logramos realizar un paneo de su diversidad bioldgica, tanto desde el punto de
vista fenotipico como genotipico. El material utilizado incluyé muestras de las provincias
de Buenos Aires (Castelar, Nueve de Julio y San Antonio de Areco), Entre Rios
(Concepciodn del Uruguay) y Cérdoba (Cavanagh, cercana a Venado Tuerto), las que fueron
obtenidas con dos métodos de muestreo: desde nédulos desarrollados en el sitio o desde
muestras de suelo (N o S respectivamente). De esta forma, los aislamientos fueron
evaluados por area de muestreo y por su potencial de nodulacién tanto en condiciones
optimas (laboratorio), como en una condiciéon ambiental particular. Esto también nos
permiti6 evaluar la posible adaptaciéon de los aislamientos a cada zona y hacer una
estimacion de la influencia de las condiciones del suelo sobre la adaptabilidad de la cepa
E109, usualmente utilizada en los inoculantes.

Al realizar la caracterizacién fenotipica de los aislamientos mediante la evaluacion
del tipo de colonia formada en placas de YEM-agar con rojo congo y su capacidad de
modificar el pH en YEM-agar suplementado con azul de bromotimol, observamos un alto
grado de diversidad entre ellos. Este comportamiento fue independiente de la zona de la
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cual fueron obtenidos, como asi también del método de muestreo utilizado. Sin embargo,
cuando evaluamos su capacidad para tolerar temperaturas superiores (37 °C) a la 6ptima de
cultivo (28 °C), observamos una alta homogeneidad, dado que el 100 % de los aislamientos
crecieron a 37 °C a diferencia de la cepa E109, que fue incapaz de tolerar dicha
temperatura. Este tipo de evaluaciéon nos puso de manifiesto que nuestra coleccion
presentaba un alto grado de heterogeneidad con respecto a caracteristicas morfologicas y de
crecimiento, pero no asi en su adaptabilidad a una caracteristica ambiental generalizada en
las zonas de muestreo.

Al realizar la caracterizaciéon genotipica por medio de la técnica de huella digital de
ADN, obtuvimos un cladograma que nos permitié evidenciar nuevamente un alto grado de
diversidad en los perfiles de bandas. Asimismo, creemos que la coleccién esta formada por
al menos 44 cepas distintas, si consideramos como la misma cepa a un conjunto de
aislamientos que presentan un valor de similitud mayor al 70 % (Loureiro et al. 2000).

La diversidad de cepas aléctonas tendid a agruparse en clados segun el sitio de
procedencia y en particular, segun el nivel de acidez del suelo de procedencia

Debido a que resultaba imposible llevar a cabo analisis biolégicos mas
pormenorizados con todas las cepas, decidimos elegir dos representantes de cada sitio de
muestreo para continuar el trabajo. Los criterios de eleccién fueron: pertenencia a
diferentes clados, modo de aislamiento y capacidad de modificar el pH del medio
(crecimiento rapido o lento). Con estos criterios elegimos las siguientes cepas: CA12S,
CAOG1IN, CUO5N, CU42S, NJ33N, NJ63N, VT12S, VT16S, SA35N, SA37S.

Los suelos de los cuales habfan sido aisladas las cepas presentaban un pH acido. De
acuerdo a sus valores, pudimos clasificarlos en suelos débilmente 4acidos (Nueve de Julio y
Concepcién del Uruguay), moderadamente acidos (Venado Tuerto y Castelar) y muy
fuertemente acidos (San Antonio de Areco). A su vez, encontramos que el ordenamiento
de los valores de pH de cada suelo se correlacioné con la distribuciéon de los clados. Asi, los
aislamientos de suelos catalogados en débilmente acidos (NJ y CU) se ubicaron en un
extremo del cladograma, mientras los aislamientos provenientes del suelo extremadamente
acido (SA), se ubicaron en el extremo opuesto. Por su parte, la cepa E109 se agrupé dentro
del clado correspondiente a suelos débilmente acidos. Sin embargo, todas las cepas
analizadas fueron tolerantes a la acidez en medio YEM, pero solo las cepas aloctonas
fueron al mismo tiempo tolerantes a aluminio. Un comportamiento similar tuvieron en su
tolerancia a glifosato, donde E109 fue sensible, mientras que nueve de las diez cepas
analizadas resultaron resistentes.

Los resultados de este capitulo nos indican la existencia de un alto grado de
diversidad rizobiana en los suelos bajo cultivo de soja en Argentina. Esta diversidad parece
relacionarse con el sitio de procedencia de cada poblacién, pero pareceria que todas las
cepas aléctonas sufrieron la misma presion de seleccién, ya que todas mostraron un
comportamiento homogéneo para los caracteres selectivos estudiados: tolerancia a la alta
temperatura, a la acidez, al aluminio y al glifosato, independientemente del sitio de
procedencia, tipo de muestreo y velocidad de crecimiento. Este comportamiento no es
general de los (bradi)rizobios, ya que fue diferencial a E109, la que resulté sensible a la alta
temperatura, al aluminio y al glifosato. El analisis del cladograma nos puso de manifiesto
que el genotipo de la cepa E109 se ubicaba en un clado representado por menos del 6 %
del total de los genotipos, lo que nos indicaba que esta cepa presentaba una baja
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representatividad dentro de nuestra coleccion. Esta baja representatividad podria estar
relacionada con la adaptabilidad diferencial de las cepas aléctonas, pero no puede
descartarse que haya otros caracteres adaptativos que también sean diferenciales entre
aquéllas y E109.

Los resultados presentados en este capitulo indican que a la hora de formular
nuevos inoculantes, no solo se deberia tener en cuenta su eficiencia simbidtica, sino
también su capacidad de adaptacion general al sitio donde se pretende que sean utilizados.
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En el capitulo anterior pudimos agrupar a las cien cepas aisladas de suelos con

historial de cultivo de soja en nueve clados de acuerdo a sus huellas digitales de ADN por
PCR con cebadores arbitrarios Box AIR (Versalovic et al. 1994). En la mayoria de los
casos, las cepas se agruparon con una tendencia estadisticamente significativa, segin su
zona de procedencia, pero no asi por su tipo de crecimiento en placas de YEM-agar ni por
el tipo de muestreo (Fig. I11.4.). Por lo tanto, estos clados solo nos proporcionan
informacién sobre las relaciones genotipicas de estas cepas. Si bien todas estas cepas ya
habfan demostrado su capacidad de nodular, hasta el momento no tenfamos una visién
clara de sus capacidades simbidticas, las que no pueden derivarse del agrupamiento
genotipico.

La hipotesis mas cominmente aceptada para explicar la falta de respuesta a la
biofertilizacién en suelos con poblaciones aloctonas de (bradi)rizobios noduladores de soja
es que dichas poblaciones son muy competitivas para nodular pero poco eficientes para
fijar N,, razén por la cual interfieren con el biofertilizante al ocupar la mayoria de los
nédulos y por lo tanto, conducen a una pobre FBN en general. La simbiosis, como se
menciond anteriormente, es un proceso complejo que no solo esta determinado por el
(bradi)rizobio sino también por las necesidades nutricionales de la planta y los factores
biéticos y abidticos que condicionan la infectividad. De este modo, en este capitulo
pondremos a prueba experimentalmente la hipétesis antedicha, evaluando la capacidad
simbibtica de nuestras cepas, no solamente desde el punto de vista de su capacidad para
nodular y fijar N,, sino también de su capacidad intrinseca para competir por la nodulacion.

Dado que, por razones de espacio, los experimentos de interaccioén rizobio-planta
no podian llevarse a cabo con las cien cepas, utilizamos las 10 cepas seleccionadas en el
capitulo anterior, las cuales que fueron evaluadas en comparacion con B. japonicun E109
(empleada en la mayoria de los inoculantes en la Argentina) y B. japonicurz USDA 110 [cuyo
genoma se encuentra totalmente secuenciado (Kaneko et al. 2002)] como cepas de
referencia (Tabla IV.1). Ademas de poner a prueba la hipétesis de que estas cepas deberfan
poseer, mayoritariamente, una alta competitividad para nodular y una baja eficiencia para
fijar N,, contemplamos la posibilidad de que exista algun tipo de relacion entre la eficiencia
simbidbtica de cada cepa y su lugar de procedencia.

IV.1. Disefo del ensayo de fijacion de FBN.

Para realizar los ensayos de nodulacion y fijaciéon de N, se inocularon ocho plantas
con cada cepa, y se dejaron ocho plantas sin inocular como controles negativos. A cada
planta se le midio el peso seco de la parte aérea, el nimero de nédulos, el peso seco de los
nédulos y el contenido de ureidos en hojas. '

Teniendo en cuenta el nimero de plantas totales (104), el espacio fisico a utilizar y
la manipulacién necesaria para el procesamiento de las mismas, se decidi6é realizar el
experimento en dos etapas, inoculando cuatro plantas con cada cepa en un dia y repitiendo
la operaciéon con otras cuatro plantas al dia siguiente. Esto permitié realizar todas las
manipulaciones de inoculacién y cosecha adecuadamente, pero trajo el inconveniente de
que los dos grupos de cuatro plantas que recibieron indéculos de una dada cepa fueron
inoculados con cultivos distintos, lo cual podria implicar que las unidades experimentales
de un grupo de plantas difirieran de las del otro grupo de cuatro plantas. Para ver si este
disefio experimental incorporaba una fuente de variacion adicional, se realizaron analisis de

Realizado en la Universidad Publica de Navarra (Pamplona, Espafia) bajo la direccién del Dr. Cesar Arrese-Igor
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Tabla IV.l. Cepas utilizadas para los ensayos simbidticos v de competicidn para la

nodulacién, y sus caracteristcas relevantes.

MNombre o }
Sitio de procedencia

CA128 Castelar

Coneepeidn del

Uruguay
NT63N Nueve de Julio

Rizobios

Wenado Tuerto
Castelar

Coneepeidn del

Uruguay
T334 Mueve de Julio

Biradirrizobios

Wenado Tuerto
E109
UsDA 110

LP 3018 Coleccidn propia.

NE: Mo especificada.

San Antonio de Areco

San Antonio de Areco

Caracteristicas relevantes

IMétodo de
aislamiento®

Suelo

Suelo

MNadulo
MNadulo
Suelo

MNadulo

MNadulo

MNédulo
Suelo
Suelo
NEt
NE#*
NE!

Welocidad de

crecimiento”
Riépida
Ripida

Riépida
Riépida
Ripida

Lenta
Lenta

Lenta
Lenta
Lenta
Lenta
Lenta

Lenta

Clado

VIEBZ

III
V1A
VIB1
VIB3

WIIT

VIBZ

VIB1

VIBlL
III
III

variancia segun un disefio en bloques completamente aleatorizados, DBCA, donde los
bloques fueron los grupos de cuatro plantas inoculadas en dias sucesivos. En la Tabla IV.2
se muestra el analisis de los datos de peso seco de la parte aérea a modo de ejemplo, donde
se observa que no hubo diferencias significativas entre los dos bloques. Resultados
similares se obtuvieron con las otras variables, de lo cual se concluyé que esta inoculacion
en dos etapas no introdujo una fuente de variacion adicional. Por lo tanto, en lo sucesivo el
experimento se analiz6 segun un disefio completamente aleatorizado, DCA, considerando a
las ocho plantas inoculadas con cada cepa como unidades experimentales equivalentes.
Posteriormente, para analizar si existian diferencias significativas entre las performances de
las diferentes cepas, se aplicé el analisis de variancia seguido de un test de Tukey (p < 0,05).

TablaIV.2. Anilisis de varianza segin un DBCA de los datos de peso seco dela

parte aérea de las plantas inoculadas con las cepas indicadas en la Tabla I'V.1.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado F (tablas,
Variacidn cuadrados libertad Medio F (calculado) p < 0,05)
Cepas 34,34 12 2,86 12,95% 2,39
Bloques 0,96 1 0,96 4,34 6,93

Error 19,92 90 0,22
Total 55,225 103 0,54
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IV. 2 Analisis de parametros nodulares

Se evaluaron tanto el peso seco promedio de los nédulos, como el nimero total de
ellos de cada planta. Como primera medida al procesar cada bloque, se verifico que los
controles negativos no presentaran noédulos en sus raices. A continuaciéon se procedi6 al
procesamiento de las plantas.

Al analizar estadisticamente el peso seco promedio por nédulo (PSN, Fig. IV.1.) se
observo que las cepas se separaban claramente en cuatro grupos: 1) las que producian
menor PSN que las cepas de referencia, 2) las que producian mayor PSN que las cepas de
referencia, 3) las que producian PSN dentro del rango de las cepas de referencia, y 4)
SA37S, que produjo un PSN significativamente mayor que todas las otras cepas. A los fines
practicos, en lo que sigue incluiremos a SA37S dentro del grupo que produjo mayor PSN
que las cepas de referencia.

Al analizar los tres grupos por sus caracteristicas de crecimiento, éstas también se
relacionaron. El grupo que presenté menor PSN estuvo integrado por rizobios, excepto
CUO5N. Esta cepa, como se coment6 en el capitulo anterior, es representativa del clado
VIII, el cual presenta un 75 % de cepas provenientes de Nueve de Julio y de crecimiento
rapido. Por otro lado el grupo de mayor PSN estuvo constituido por bradirrizobios,
excepto CU42S. El tercer grupo, de PSN sin diferencias significativas con respecto a las
cepas de referencia contiene sélo a NJ33N, la cual también es un bradirrizobio y por tales
razones decidimos incluirla con el resto de las cepas de crecimiento lento, con el fin de
simplificar el analisis. Con estos datos, podemos plantear que el conjunto de cepas
analizadas se puede dividir en dos grandes grupos:

1. Cepas mayoritariamente de crecimiento rapido (MCR) y de bajo PSN,
integrado por las cepas CA12S, NJ63N, SA35N, VTO02S (todas rizobios) y
CUO5N (bradirrizobio).

2. Cepas de mayoritariamente de crecimiento lento (MCL) y de mayor PSN,
integrado por las cepas CAGIN, NJ33N, SA37S, VTI16S (todas
bradirrizobios) y CU42S (rizobio).

La pregunta que se desprende de este resultado es ¢el bajo PSN se debe a un bajo
numero de nédulos? Para responder a esta pregunta analizamos los datos de niumero de
noédulos por planta obtenidos con cada cepa.

A diferencia de lo observado para el PSN, la tendencia de numero medio de
nédulos no fue tan marcada (Fig. IV.2). No obstante, puede observarse una relacion
inversa entre el PSN y el numero medio de nédulos comparando el grupo MCL con el
grupo MCR. Si bien las cepas MCL produjeron un mayor PSN que las MCR, el nimero
medio de nédulos en las MCL resulté menor que en las MCR. En otras palabras, las cepas
MCL produjeron pocos nédulos pero de mayor tamafio. Por su parte, en el grupo de cepas
MCR, el nimero medio de nédulos producidos no fue tan consistente como en el caso
anterior (Fig. IV.2).

Al analizar los dos parametros de nodulaciéon en conjunto podemos deducir que las
cepas MCL presentaron caracteres compatibles con una mayor actividad nitrogenasa. Por
otro lado, en las cepas MCR el menor PSN se relacioné con el tamafio de los nédulos de
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manera dispar. En las cepas SA35N, CA12S y NJ63N, tal efecto resulté de un alto nimero
de noédulos, pero de tamafio pequeno. En cambio, en VT02S y CUO5SN, el bajo PSN se
debi6 a un numero pequefio de nédulos de tamafo heterogéneo. En cualquiera de los dos
casos, y tal como describimos anteriormente, un bajo PSN implicaria una deficiente tasa de
FBN. Para tratar de corroborar esto, analizamos el contenido de ureidos en nuestras
plantas.
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FiguraIV.1 Peso seco de los nddulos por planta (mg). Las barras representan las medias aritméticas (n==8) de los pesos
secos del total de nédulos en cada planta. Las letras distintas representan diferencias significativas entre las medias al ser
comparadas mediante ANOVA seguido de un andlisis con test de Tukey (p< 0, 05) y las barras de error representan el
desvio estindar de la media. C- control negativo (sin inocular).

BC
B
»
=]
'-5' 80 AB
:g AB
=
o
= B
60 - C— I
g
AB
g i ]
LT
h=] -
.
Z 40 - ———— I : -
w E
5 =
. m
. m
S
. m
20 B - —] —— - w =
5 =
5 =
5 m
s m
® m
= =
0 Rana
> ) > o = S
<& V &S v > %
C- ‘X’b Q‘?N (9@ &Q §: USDA110 %\’5 E109

FiguraIV.2. Nimero de nédulos por planta. Las barras representan las medias aritméticas (n=8) del total de nédulos
obtenidos en cada planta. Las letras distintas representan diferencias significativas entre las medias al ser comparadas
mediante ANOVA seguido de un andlisis con test de Tukey (p=< 0, 05) y las barras de error representan el desvio estandar
dela media. C-: control negativo (sin inocular).
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IV. 3. Estimacion de la actividad nodular
IV.3.1. Analisis de la concentracion de ureidos en hojas.

De los resultados observados en el analisis de la nodulacién, podriamos estimar que
las cepas MCL, con mayor peso seco medio de nédulos y bajo nimero medio de nédulos
por planta, deberfan tener una eficiente fijacion de nitrégeno y lo contrario deberfa ocurrir
con las MCR.

Para corroboratlo, determinamos la concentracioén de ureidos en hojas. Este ensayo
nos da una medida indirecta de cuan eficiente es la FBN a nivel global, ya que los ureidos
son los compuestos mediante los cuales la soja transloca el nitrégeno asimilado, y de
acuerdo con ello, se ha establecido una correlacion positiva entre la FBN y la concentracion
de ureidos en hojas (Grageda-Cabrera et al. 2003). A cada muestra de hojas proveniente de
cada planta, se le realizé la medida de concentracion de ureidos por cuadriplicado. A los
datos obtenidos de cada planta se le aplic6 un analisis de varianza (p < 0,05) y en todos los
casos se observé que los datos no mostraban diferencias estadisticamente significativas
para los resultados de los cuadruplicados. Esto indicé que las cuatro medidas de cada
planta eran consistentes y por lo tanto, se continué el analisis de datos trabajando con la
media obtenida en cada planta como una repeticion.

Al analizar los datos por grupos de cepas MCL y MCR se observaron nuevamente
dos comportamientos bien definidos (Fig. IV.3). Tal como esperabamos, las cepas MCL
tuvieron en general una mayor concentracion de ureidos en hojas que las MCR. Estas
diferencias fueron estadisticamente significativas excepto para VI16S y CU42S (ambas
MCL), que mostraron un comportamiento intermedio. La cepa USDA 110 no presentd
diferencias estadisticamente significativas con ninguna de las cepas MCR o MCL, no
obstante se siguié observando con ella la tendencia intermedia antes mencionada. Entre las
cepas MCR, CA12S (Fig. IV.3) present6 una llamativamente mayor concentracion de
ureidos en hojas con respecto al resto del grupo y sin diferencias estadisticamente
significativas con el grupo MCL. Este resultado no era el esperado « priori dado que, como
observamos anteriormente, CA12S presentaba muchos nédulos de tamafio pequefio y bajo
peso seco (Fig. IV.1 y IV.2), por lo que suponiamos que los mismos serfan ineficientes para
la FBN.

Con estos resultados y teniendo en cuenta lo observado con los parametros
nodulares podriamos interpretar que las cepas MCL tendrian una mayor actividad fijadora
de N, que las cepas MCR, e incluso podriamos proponer que CAGIN y SA37S tendrian un
mejor comportamiento simbibtico general que la cepa E109. Para corroborarlo, analizamos
la produccion de biomasa total de la parte aérea.

IV.3.2. Analisis del peso seco de la parte aérea.

El interés agronémico en la eficiencia simbidtica es lograr un aumento en el
rendimiento y la calidad de las leguminosas sin que esto implique una pérdida de nutrientes
para el suelo. Teniendo esto en mente, nos preguntamos si el comportamiento observado
con las diferentes cepas se veria reflejado en la biomasa total de la parte aérea de las plantas,
la cual se traslada luego a la produccion de granos. De este modo, y para poder concluir
nuestro estudio sobre la eficiencia simbidtica, analizamos el peso seco promedio de la parte
aérea (PSA, Fig. IV.4). Con este parametro volvimos a corroborar que las cepas MCR y
MCL se dividian en los mismos dos grupos que ya caracterizamos.
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FiguraIV.3. Concentracidn de ureidos en hoja (mbd). Las barras representan las medias aritméticas (n=8) dela
concentracién de ureidos en hojas de cada planta. Las letras distintas representan diferencias significativas entre las
medias al ser comparadas mediante ANOVA seguido de un analisis con test de Tukey (p< 0, 05) y las barras de error
representan el desvio estdndar de la media. C-: control negativo (sin inocular).
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FiguraIV.4, Peso seco de la parte aérea (g). Las barras representan las medias aritméticas (n=38) del peso seco de la parte
aérea de cada planta Las letras distintas representan diferencias sigruficativas entre las medias al ser comparadas mediante
ANOVA seguido de un anilisis con test de Tukey (p< 0, 05) y las barras de error representan el desvio estindar de la
media. C-: control negativo (sin inocular).
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Las cepas MCR presentaron, tal como esperabamos, un PSA significativamente
menor que las cepas MCL. Excepto CA12S, el resto de las cepas MCR no tuvo diferencias
estadisticamente significativas con el control negativo. La cepa CA12S ya habia sido notada
como andémala en los analisis anteriores. Esta cepa produjo muchos nédulos de bajo peso
seco, y promovid una concentracion de ureidos del mismo orden que las cepas MCL. De
este modo, no nos extrané el hecho de que las plantas inoculadas con esta cepa tuvieran un
PSA significativamente mayor que el resto de las cepas MCR. Sin embargo, y a diferencia
de lo ocurrido con la concentraciéon de ureidos, el PSA de estas plantas solo alcanzé al 73%
del obtenido con E109. En el caso de las plantas inoculadas con las cepas MCL, excepto
CU428S, el resto tuvo un peso medio de la parte aérea del mismo orden que USDA 110 y
E109, y significativamente mayor que las cepas MCR. CU42S es un rizobio (Tabla IV.1)
que ya habia mostrado deficiencias en la produccion de ureidos, y fue la cepa que produjo
el menor nimero de nédulos por planta (Fig. IV.1-3)

De este modo, el agrupamiento MCL, realizado en base al peso seco de los
noédulos, se reduce a un conjunto de bradirrizobios cuando consideramos al resto de los
parametros simbioticos. Este conjunto esta formado por cuatro de las cinco cepas de
bradirrizobios elegidas para este trabajo, a saber: CA61N, NJ33N, SA37S y VT16S. Por su
parte, CU42S habria quedado incluida en este grupo MCL al ser una excepcion entre las
cepas de crecimiento rapido (en general de baja eficiencia simbidtica), por presentar
algunos parametros, tales como PSN y concentracién de ureidos en hojas, compatibles con
una moderada eficiencia en la FBN.

Por dltimo, la cepa NJ33N también mantuvo la tendencia observada con los
anteriores parametros. Esta cepa siempre se comporté de manera similar a las cepas de
referencia USDA110 y E109, aun cuando estas dos cepas pertenecen a un clado bien
diferenciado, con una similitud menor al 40 % respecto de NJ33N (Fig. I11.4).

IV 4. Correlacion entre distintos parametros.

Hasta aqui hemos realizado un analisis de los parametros nodulares y de la
estimacion de la actividad nodular, basindonos en que cada uno de ellos tiene una relacién
directa con la eficiencia de la FBN. Estas relaciones se encuentran ampliamente descriptas
en la literatura, pero cexiste alguna relacién directa entre cada uno de los parametros
analizados en este trabajo? Para tratar de contestar esta pregunta y de manera de obtener
una corroboracién adicional de la consistencia de los resultados obtenidos hasta aqui,
medimos la correlacién estadistica entre los distintos parametros. En particular,
establecimos la correlacion entre:

1) PSN vs. PSA
2) PSN vs. concentracion de ureidos en hojas
3) PSA vs. concentracién de ureidos en hojas

Para cada una de las correlaciones calculadas utilizamos el conjunto de todos los
datos de cada uno de los ensayos incluidas las plantas sin inocular. Como se observa en la
Fig. IV.5, en los tres casos existe la tendencia de una pendiente positiva. Para verificar si
esta tendencia tiene significaciéon estadistica calculamos, para cada par de datos, el
coeficiente de Pearson (7).
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En los tres casos evaluados, el valor de » dio entre 0,42 y 0,47 (Fig. IV.5), indicando
una correlacién estadisticamente significativa y positiva con p< 0,0001 entre los tres pares
de variables analizadas.
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Figura IV.5. Correlaciones entre los distintos pardmetros simbiéticas. Todas las cantidades se expresan por planta. A: Ureidos (mM) vs peso seco de la
parte aérea (g), #=104, r= 0,4763. B: Ureidos (mM) vs peso seco de nddulos (mg); #=104, r= 0,4224. C: Peso seco de la parte aérea (g) vs peso seco de
nédules (mg); #=104, r= 0,4651. En los tres casos la correlacién observada fue estadisticamente significativa (p< 0,0001).

IV.5. Competitividad para la nodulacion.

En esta seccién evaluamos la capacidad intrinseca de las diez cepas para competir
por la nodulacién. Definimos como “capacidad intrinseca” a la que muestra una cepa dada
puesta a competir frente a una cepa de referencia en iguales condiciones tanto de numero
de UFC, estado fisiologico y distribucion respecto de la raiz (Amarger & Lobreau 1982,
Lopez-Garcia et al. 2001, 2002).

Nuevamente, el numero de plantas a utilizar nos obligé a dividir el ensayo en dos
bloques, evaluando asi por un lado a los bradirrizobios frente a la cepa de referencia y luego
a los rizobios frente a la misma cepa de referencia. En todos los casos la cepa de referencia
fue LP 3018 (E109 resistente a Sm y Sp, Tabla I1.2), ya que previamente verificamos que
nuestras cepas eran sensibles a al menos uno de estos antibidticos. Antes de inocular las
macetas conteniendo la mezcla de cepas a competir, realizamos diluciones de los in6culos
iniciales para asegurarnos de que todas las competiciones se realizaran con igual nimero de
bacterias. Como se observa en la tabla IV.3, en todos los casos los recuentos fueron del
orden de 10" UFC ml". Luego de 3 semanas en inverniculo, se recogieron las plantas y se
sacaron los nédulos para procesarlos. Dado que nuestros aislamientos no presentaban
alguna resistencia a antibidticos que los diferenciara de LP 3018, no pudimos distinguir la
proporcion de nédulos ocupados solamente por esta cepa de la proporcion de ndédulos con
doble ocupacion, la que podtia abarcar al 10-20 % de los nédulos totales (Althabegoiti et al.
2011). Por lo tanto, realizamos un analisis de X* con dos hipétesis nulas alternativas. En
una de ellas supusimos que hasta un 20 % de los nddulos podrian presentar doble
ocupacion. Esta hipétesis nula prevé que el 60 % de los nédulos que presenten crecimiento
en placas con o sin antibiético, representan un 40 % ocupado por la cepa LP3018 y un 20
% con doble ocupacién. Por otro lado, el 40 % restante contendra bacterias capaces de
crecer solo en placas sin antibiético. En la otra hipdtesis nula planteada, supusimos que
solo el 10 % de los nédulos podrian presentar doble ocupacién. Haciendo el mismo
razonamiento que en el caso anterior, podiamos esperar que un 55 % de los nédulos estén
ocupados con LP3018 y un 45 % con las cepas a evaluar. Los valores obtenidos se
muestran en la Tabla IV.3 y nos indican, por un lado, que los rizobios fueron muy malos
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competidores, ya que solo ocuparon entre 1,4% (CU42S) y 7% (VT02S) de los nédulos, en
coincidencia con trabajos previos realizados con cepas provenientes de otros suelos
(Pastorino et al. 2009). Un comportamiento atipico fue observado para el rizobio CA12S,
que ocupd un 39,7% de de los nédulos, indicando una competitividad similar a LP3018.

En el caso de los bradirrizobios, el porcentaje de ocupacién de noédulos
comprendié entre un 6 % (NJ33N) y un 36 % (SA37S). En particular, las cepas NJ33N,
VT16S y CUO5SN fueron significativamente menos competitivas que LP3018, mientras que
CAGIN y SA37S presentaron la misma capacidad competitiva que la cepa de referencia.

TablaIV.3. Competicién para la nodulacién de cada una de las 10 cepas seleccionadas frente a B,

Japonioum LP 3018, en todos los casos con una relacion aproximada 1.1,

Nombre

Rizobios

LF 3018

CAGIN

Bradirrizobios

LF 3018

tLos potcentajes de ocupacién de nédulos se refieren a los obtenidos para cada cepa competida con LF 3018, Las cepas aldctonas inoculadas

Bacterias estimadas
por DO (500nm)
9,90. 107
9,90.107
1,00.108
9,78.107
9,80.107

1,10.108
9,20, 107
1,00.10%
9,20, 107
9,10. 107
9,60. 107

9,30, 107

Inécule inicial
Bacterias viables
(UFC.mlh
9.57. 107
9,33, 107
1,00. 108
9,23107
9,67, 107

1,01, 10%
8,89. 107
1,03.10%
8,01. 107
8,74. 107
8,29. 107

8,69. 107

Bacterias totadles
(bacterias.ml=)
| 9,87. 107
9,43, 107
1,03. 108
9,71. 107
1,00. 108

1,04, 10%
8,71. 107
1,00.10#
8,71. 107
8,04. 107
8,00. 107

8,47. 107

Dcu_Eacién de nédulos C’/o)T

Smt/ Spt
60,30
82,22
04,44
96,59
92,94

100
70,40
98,59
94,70
64,60
87,10

100

individualmente no produjeron nodulos con bacterias Sm#/3pt Los controles sin inocular no produjeron nédulos.

Sensibles a
antbidticos
39,7
17,78%

5, 5igH*
Kt
7.0k

0
29,60
1,41%%
5,304+
35,40
12,00%

Asteriscos: porcentajes estadisticamente diferentes a la hipétesis nula teniendo un cuenta un 10 % de doble ocupacién de nédulos, analizado

con P2 (p< 0,05) (% p=< 0,01,

IV.6. Resumen y discusion.

A lo largo de este capitulo, analizamos las 10 cepas aléctonas seleccionadas en el
capitulo anterior y evaluamos su capacidad simbidtica y su competitividad intrinseca para la
nodulacién. En particular analizamos:

1) Peso seco de los nédulos.

2) Nuamero de nédulos.

3) Concentracion de ureidos en la parte aérea.
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4) Peso seco de la parte aérea.
5) Competitividad para la nodulacion.

En los 5 casos, observamos una tendencia diferencial entre los bradirrizobios y los
rizobios. En los parametros relacionados con la simbiosis y la FBN generalmente los
bradirrizobios mostraron un comportamiento similar a las cepas de referencia E109 y
USDA 110, y significativamente superior a los rizobios. Las diferencias de comportamiento
observadas evidenciaron la existencia de una correlaciéon positiva y estadisticamente
significativa entre el PSN;, el PSA y la concentracién de ureidos.

Las cepas MCL, excepto CU42S, mostraron un bajo nimero de nédulos con un
alto peso seco por nédulo. Estos dos parametros nos indican que los nédulos formados
por estas cepas poseen buena eficiencia de FBN. Esto se corrobora al cuantificar tanto la
concentracion de ureidos en hojas como el PSA. Por lo tanto, estas cepas resultan mas que
interesantes para mejorar la respuesta del rendimiento a la biofertilizacién con cepas
adaptadas a nuestros suelos. En particular Perticari et al. (1998) seleccionaron cepas
aloctonas del NOA con potencial uso en inoculantes, lo cual, de acuerdo con nuestros
resultados y los de Melchiorre et al. (2011) podria extenderse a la zona pampeana. Sin
embargo el proceso de seleccién no es un proceso cerrado, lo cual a futuro se podria dirigir
a la busqueda de nuevas cepas para la formulacion de biofertilizantes adaptados a cada una
de las regiones donde se desarrolla el cultivo de soja en nuestro pafs.

Por su parte, las cepas MCR tuvieron un comportamiento inverso a las MCL:
excepto CA12S, el resto present6 un alto numero de nédulos pero de bajo PSN, lo cual se
tradujo en una baja concentracioén de ureidos en hojas y bajo PSA.

Las excepciones CU42S y CA12S tuvieron un deficiente rendimiento de la parte
aérea. En el caso de CA12S, se observé un gran niumero de nédulos pero de bajo PSN (Fig.
IV.6), lo cual sugiere que son deficientes para la FBN. Sin embargo, la concentracion de
ureidos fue mayor que en los rizobios del mismo grupo y del orden de las cepas de
referencia, lo cual podria explicarse suponiendo que el alto nimero de nédulos podria
haber provisto una actividad nitrogenasa global significativa. De todos modos, el PSA fue
bajo y las hojas presentaron un color amarillo similar al de la planta que no recibié
inoculacién (Fig. IV.6), indicando que esta cepa podria inhibir de algin modo la utilizacién
de los ureidos o inducir clorosis en las hojas (O'Connell & Handelsman 1993) Por su parte,
en la otra excepcion, CU42S, el bajo rendimiento de la parte aérea se correspondié con una
baja concentracion de ureidos. Esto podria deberse al tamafio heterogéneo los nédulos
(Fig. 1V.6), lo que implicarfa que varios de ellos habran tenido una deficiente actividad
FBN.

Cuando evaluamos la capacidad intrinseca para competir para la nodulacién frente a
la cepa de referencia LP 3018 (E109 Sm'/Sp"), observamos que excepto CA12S (rizobio),
CAGIN y SA37S (bradirrizobios), el resto de la cepas fue deficiente, ocupando solamente
un 141 % a 17,78 % de los ndédulos. Por lo tanto, no se observo la tendencia de
comportamiento diferencial entre rizobios y bradirrizobios observada en los otros
caracteres de la simbiosis y en general se puede decir que las cepas aldctonas estudiadas
aqui son malas competidoras para la nodulacién en comparaciéon con LP 3018. Entre las
cepas de buen comportamiento, CAGIN y SA37S no presentaron diferencias significativas
de competitividad intrinseca con LP 3018. Por su parte, CA12S también mostré una similar



Capitulo IV Tesis Doctoral  Julieta Covelli

competitividad intrinseca que la cepa de referencia, lo cual no coincide con que los rizobios
suelen ser deficientes noduladores cuando se los compite con bradirrizobios (O Chueire et
al. 1997, Pastorino et al. 2009).

En general, no hemos observado una mayor competitividad para nodular en las cepas
aloctonas, contrariamente a reportes previos (McDermott & Graham 1989). Esto nos
induce a pensar que la mayor competitividad de la poblacién aléctona observada a campo
(Lopez Garcia et al. 2009) podria estar relacionada con su adaptacion y supervivencia en el
medio edafico, y por ello también observamos una baja representatividad de la cepa E109
en el cladograma. En tal sentido, Buendia—Claveria et al. (1994), observaron una clara
relacion entre el pH de los suelos y la capacidad de competir entre USDA110 y E. fredii
HH103. En particular, estos autores observaron que a pH acidos USDA 110 presenta una
mayor ocupacion de nédulos, en cambio a pH alcalinos la relacion se invierte y E. fredii
ocupa hasta un 80 % de los nédulos, lo que indicarfa que el pH de los suelos estaria
jugando un rol determinante en dichas competiciones. De forma andloga, nosotros
podemos hipotetizar que la distribucién espacial de los (bradi)rizobios en el suelo, su
movilidad y su adaptabilidad a las condiciones locales pueden estar jugando un rol
determinante en la competitividad para nodular a campo (Althabegoiti et al. 2008, Lopez-
Garcfa et al. 2002, 2009). Por lo tanto, ademds de la competitividad intrinseca del
inoculante y la poblacién aléctona, es imprescindible entender cémo juegan estos otros
factores en el resultado final de la ocupacién de nédulos a campo. Los trabajos previos del
laboratorio han sefialado que la movilidad de los (bradi)rizobios en el suelo puede ser un
factor determinante en el problema de la competicién para la nodulacién (Althabegoiti et
al. 2008, 2011, Lopez-Garcia et al. 2002, 2009) pero atn no se comprenden bien todos los
tipos de movilidad que estas bacterias podrian utilizar en el suelo. En particular la
movilidad sobre superficies podtia jugar un rol en la colonizacién de diversos nichos en el
suelo y la rizosfera, por lo cual es necesario caracterizatrla en los bradirrizobios.

CA125

CA125 ClU425

Figura IV.0. Fotos representativas de la parte aérea, raices v nodulos de la cepa de
referencia B109, del control sin mocular (C-) 7 de 2 cepas aléctonas: CA125 (MCR) v
CU425 MMCL). Ambas cepas aloctonas presentaron un comportamiento diferencial con
respecto a su grupo. CAI125 v CU42S presentaron bajo rendimiento de la parte aérea y
color simmlar al control sin mocular C-. CAIL2S presentd gran numerc de nédulos pero
de bajo peso seco con respecto a E109. CU42ZS presentd bajo numero de nadulos de
tamaflo heterogénes con respecto a B109.
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En los capitulos anteriores hemos hecho referencia al término “competicién para

la nodulacién” para describir un fenémeno complejo, que puede ser estudiado desde
distintos puntos de vista. También hemos sefialado que, al estudiarlo desde el punto de
vista del microsimbionte, es necesario abarcarlo conociendo quién compite y contra
quiénes compite.

Asi, en la primera parte de esta Tesis realizamos un estudio sobre las caracteristicas
fenotipicas, genotipicas y simbioticas de las cepas aléctonas contra quienes debe competir
el inoculante. Como una de las conclusiones principales de esos estudios hemos observado
que la competitividad intrinseca de representantes de esa poblacién fue sorprendentemente
baja, no pudiendo explicar por si sola al problema de la competicién para la nodulacién, al
menos en los suelos del cinturén sojero de Argentina. Por lo tanto, alguna otra
perturbacién conspira contra la competitividad del inoculante, con lo cual ha llegado el
momento de profundizar nuestro conocimiento acerca de quién compite. Pero mas alld de
sus caracteristicas intrinsecas, es necesario estudiar a dicho participante desde el punto de
vista de como se posiciona en el ambiente edafico, escenario de esta competicion.

Desde hace afios, en nuestro laboratorio ha sido demostrado que la movilidad de
los bradirrizobios en el suelo, junto a su distribucién en profundidad, pueden determinar el
resultado de la competicion aun cuando se comparen cepas con la misma capacidad
competitiva intrinseca (Althabegoiti et al. 2008, Lopez-Garcfa et al. 2009). Ello se debe a
que la distribucion de los (bradi)rizobios al6ctonos suele ser mucho mas amplia que la de
las bacterias recién inoculadas, que quedan restringidas a un pequefio volumen de suelo
alrededor de la semilla. Asi, la rafz emerge y crece hacia la zona ocupada por la poblacion
aloctona, con pocas chances de encontrarse con los bradirrizobios inoculados. Por lo tanto,
la movilidad de las bacterias llevadas en el inoculante es clave para que puedan distribuirse
activamente hacia los puntos de infecciéon tempranos de la raiz en crecimiento. Es por ello
que, para avanzar en el estudio de los factores que condicionan la competitividad del
inoculante, nos enfocaremos en la movilidad de B. japonicum.

Desde la década del 70 se describen por lo menos seis formas distintas en que las
bacterias pueden desplazarse, tanto sobre medios soélidos como dentro de liquidos
(Henrichsen 1972). Estos tipos de desplazamientos pueden ser clasificados de diversas
maneras (sociales, individuales, activos, pasivos, etc) (Jarrell & McBride 2008). Sin
embargo, una de las clasificaciones mas utilizadas es la que se basa en diferenciarlos por el
tipo de aparato celular que utilizan para desplazarse; de esta manera podemos distinguir
entre los que utilizan el o los flagelos de los que utilizan otros tipos de locomocién (véase
1.7). Entre los desplazamientos dependientes de flagelos se han caracterizado la nataciéon en
medios liquidos (1.7.1) y el swamning, un movimiento social que ocurre sobre superficies
solidas o semisolidas (1.7.2). Es importante destacar que muchas veces en la literatura se ha
utilizado el término swamming para hacer referencia a zonas de desplazamiento o como
sinénimo de la natacién (Henrichsen 1972, Kearns 2011). Sin embargo el swarming es un
tipo de desplazamiento que se caracteriza, a diferencia de la natacién, por ser un
movimiento en masa, dependiente de flagelos, que ocurre sobre superficies solidas o
semisolidas. Para lograr esto, las bacterias se diferencian a formas hiperflageladas y secretan
sustancias que disminuyen la tensiéon superficial, como asi también moléculas que ayudan a
la organizacion entre células (Kearns 2011). Debido a estas caracteristicas, el swarming
podria ser el tipo de movimiento mediante el cual los (bradi)rizobios se desplacen sobre las
particulas del suelo o de la raiz, con lo cual podria resultar clave para que el inoculante
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pueda distribuirse en el suelo de tal manera que pueda expresar su mayor competitividad
para nodular frente a las cepas al6ctonas.

Para intentar averiguar si el swarming puede jugar un papel en la distribucién de los
bradirrizobios del inoculante en el suelo, primero es necesario ponerlo de manifiesto en
este tipo de bacterias. Entre los rizobios son muy pocas las especies en donde se ha
demostrado el movimiento de swarming. (Kearns 2011). Ademas, en la mayoria de los casos
solo se observé el swarming en cepas particulares o en mutantes; como ejemplos podemos
nombrar a Ewnsifer meliloti (Nogales et al. 2010, 2012), Rhizobium etli (Daniels et al. 2000,
Verstraeten et al. 2008) y R. leguminosarum bv. viceae (Tambalo et al. 2010), pero al momento
de realizar este trabajo no existian reportes de este tipo de movimiento en B. japonicum.
Dado que B. japonicunz USDA 110 presenta dos tipos de flagelos diferentes (Kanbe et al.
2007, Althabegoiti et al. 2008), es de esperar que sea capaz de desplazarse por swarming. Por
lo tanto, decidimos encarar nuestros estudios con B. japonicum USDA 110, que se encuentra
totalmente secuenciada (Kaneko et al. 2002) y de la cual poseemos mutantes en cada flagelo
(Althabegoiti et al. 2011), para encontrar las condiciones en las cuales un bradirrizobio
podria desplazarse por swarming y describir sus requerimientos principales.

V.1. Posibles fenotipos del swarming.

Aunque las caracteristicas que definen al swarming estan muy definidas, no ocurre lo
mismo con las condiciones fisiologicas necesarias para que se desarrolle este movimiento,
ni el fenotipo esperado en placas de Petri. Es mas, parecerfa que dependiendo de la cepa a
estudiar las condiciones de cultivo podrian ir desde medios ricos a condiciones especificas
(como presencia de hierro o glucosa) o a medios con deficiencia nutricional. Por su parte el
fenotipo asociado podria variar de acuerdo de diversas variables de cultivo, como podrian
ser: concentracion de agar, temperatura de incubacion, fuente de C etc. (Daniels et al. 2004,
Kearns 2011)

En base a lo expuesto nos hemos enfrentado a dos desafios:

1- Encontrar las condiciones en las cuales se podria evidenciar el swarming en B.
Japonicurz USDA 110.

2- Verificar si los movimientos observados en B. japonicuzz USDA 110 bajo
esas condiciones podrian ser considerados como swarming.

Asi, ademas de poder poner a punto la metodologia para evidenciar este
movimiento, debimos definir qué fenotipo podriamos esperar observar. En ese sentido,
nosotros decidimos utilizar la caracterizaciéon dada por Kearns (2011). De acuerdo a este
autor, el swarming se define como un movimiento multicelular dependiente de flagelos, el
cual requiere una diferenciacién de las células, un aumento de la sintesis de los flagelos,
interacciones célula—célula y de la secrecion de sustancias que puedan actuar como
surfactantes. En el laboratorio, este tipo de movimiento puede ser evidenciado utilizando
placas de agar con concentraciones superiores a 0,3% (ya que por debajo de esta
concentracion las células tienden a realizar natacién) y menores al 1% (a mayores
concentraciones, la tension superficial podria inhibir el desplazamiento). El fenotipo
asociado implica la formacion de una monocapa de células, que se extiende uniformemente
desde el punto de inoculacién (Kearns 2011), la cual suele ser traslicida por el efecto de los
surfactantes. Las células del borde de la monocapa son las que se encuentran diferenciadas
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con respecto a las del centro de la colonia. Dicho desplazamiento puede adoptar alguna de
las siguientes formas: anillos concéntricos, ramificaciones tipo dendriticas, o una especie de
“crecimiento en vortex”. Como la mayorfa de los rizobios que realizan swarming presentan
un fenotipo de bordes con pequenas ramificaciones o en forma de ‘“crecimiento en
vortex”, nosotros enfocamos nuestra busqueda a un fenotipo similar en B. japonicum.

V.2. Obtenciéon de las condiciones experimentales para evidenciar el
swarming en cepas derivadas de B. japonicum USDA 110.

Las cepas B. japonicum LP 3004 y LP 3008 derivan de B. japonicumz USDA 110 y son
Nod" y Fix" en soja. LP 3004 es una mutante espontinea con resistencia a estreptomicina
(Lopez-Garcia et al. 2002) y LP 3008 fue seleccionada por mayor movilidad a partir de LP
3004 (Althabegoiti et al. 2008). Al ser caracterizadas por su perfil de expresion de flagelinas
en el medio minimo de Go6tz, la cepa LP 3004 presenté solamente al conjunto de las
flagelinas subpolares (FliC1234), mientras que LP 3008 present6 tanto FliC1234 como las
flagelinas laterales (LafA12) (Tesis Doctoral M. J. Althabegoiti 2011, UNLP)

Para comenzar nuestro estudio del swarming, no solo debfamos encontrar el medio
de cultivo adecuado para observarlo, sino también ajustar ciertas condiciones clave, como
la concentraciéon de agar, la cantidad y el estado fisiolégico de las bacterias, como asi
también las condiciones de incubacién. Ya que en ese momento no habia ninguna
publicacién al respecto en Bradyrhizobinm, empezamos por reproducir las condiciones que
ya habian sido utilizadas en otras especies de rizobios.

Los primeros ensayos los realizamos en placas de Petri conteniendo YEM-agar
semisoélido (0,5; 0,6 y 0,7 % de agar). En esas placas inoculamos cultivos de LP 3004 o LP
3008 crecidos en YEM liquido hasta una DO, de 1. Ademas, y sobre la base de un reporte
de Thampuran y Surendran (1996), modificamos las concentraciones de algunas sales del
medio de cultivo (Tabla V.I). Otra de las variables a ensayar era la cantidad y el estado
fisiolégico de las bacterias, por lo cual decidimos probar las fases de crecimiento

‘Tabla V.1, Modificacion del medic de cultivo YEM apar evaluados para sarmmeng,

Sales modificadas (g/1)

Medio MNaCl MgSO,.TH,O
YEM (original) 0,1 0,2
YEM1 0,1 0,1
YEM2 0,1 1
YEM3 05 0,2
YEM4 0,5 0,1
YEMS 0,5 1
YEME 1 0,2
YEM7 i 01
YEMSB 1 1
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logaritmica y exponencial tardia, como asi también distintas concentraciones del inéculo
(10%, 10°, 10° y 10° UFC.ml™" de medio de cultivo). Adicionalmente, probamos las siguientes
temperaturas de incubacién: 22, 28 y 30 °C. A modo de control positivo, utilizamos la cepa
R. etli CNPAF512 puesto que el swarming en la misma ya habfa sido reportado y
caracterizado (Daniels et al. 20006).

Si bien el fenotipo de swarming que obtuvimos en R. e#f CNPAF512 no fue idéntico
al descripto previamente, resultaba claro que se trataba de dicho movimiento (Fig. V.1.),
corroborando asi que nuestras condiciones de ensayo permitian reproducitlo. Sin embargo,
nosotros no logramos observar el swarming en LP 3004 ni en LP 3008 durante estos
primeros experimentos.

En vista de esos resultados, decidimos cambiar de medio de cultivo y utilizar un
medio minimo en la placa de Petri. Para tal fin elegimos el medio de Go6tz, debido a que
por un lado habia sido desarrollado para estudios de movilidad en E. meliloti (G6tz et al.
1982) y por otro, ya habia sido utilizado en el laboratorio para estudiar la nataciéon de LP
3004 y LP 3008 (Althabegoiti et al. 2008, 2011). Nuevamente variamos las concentraciones
de sales, en este caso CaCl,.2H,O, ya sea aumentando o disminuyendo su concentraciéon 10
veces (0,01; 0,1 y 1 gl'). Ademis, dado que algunos reportes sefialaban que la
incorporaciéon de sustancias con actividad surfactante favorecian el desarrollo de colonias
de swarming (Soto et al. 2002, Niu et al. 2005), decidimos incorporar a las placas de Petri
sustancias que disminuyeran la tensiéon superficial. Con tal fin, utilizamos carboximetil
celulosa, dodecilsulfato sédico o Tween 20. Sin embargo, los resultados volvieron a ser
negativos. Una posible explicacién para esta imposibilidad de ver el swarming podtia ser que
USDA 110 no produce acil-homoserina lactonas (acil-HSL) (Pongsilp et al. 2005), que
ademas de su conocido rol en la percepcion del quérum presentan actividad surfactante
(Daniels et al. 2004, 2006). Por otro lado, se habia encontrado que las raices de soja pueden
secretar moléculas homologas a las acil-HSL (Teplitski et al. 2000), con lo cual pensamos
que podria ser necesario agregar exudados de raices de soja en nuestros ensayos. Por lo
tanto, agregamos exudados de raices de soja, o extractos de raices de soja o extractos de
semilla de soja, pero nuevamente obtuvimos resultados negativos. Lo mismo ocurri6 con el
agregado de otras sustancias como 4acido etilendiamin-tetra acético (EDTA) o
casaminoacidos.

Figura V.1. Fenotipo macroscopico de swarmingen R. e/t CINPAFS12. Esta cepa

fue utilizada como control positivo de los protocelos evaluados pata evidenciar este
desplazamiento en B, jgponiowrn USDAL110
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Hasta ese momento nosotros no podiamos poner en evidencia que las sefiales que
disparaban este tipo de movimiento en otras bacterias lo hicieran en LP 3004 o LP3008.
Sin embargo, B japonicum esta evolutivamente poco relacionado con los otros rizobios, lo
que nos hizo plantear que tal vez las condiciones que disparaban el swarming en nuestras
cepas eran distintas a las requeridas en aquéllos. Asi, nos propusimos que un estrés
nutricional en la placa de Petri podria estimular este desplazamiento. Para que este efecto
sea mas severo, decidimos cambiar el medio YEM para el crecimiento del inéculo liquido
por el medio AG (Sadowsky et al. 1987). Este es un medio rico y fue elegido dado que las
cepas cultivadas en el mismo presentaban una tasa de duplicacién alta. A su vez en este
medio tanto USDA 110 como LP 3004 expresan ambos flagelos. Es decir, nos planteamos
cultivar las cepas en un medio rico, con extracto de levadura y dos fuentes de C
(L-arabinosa y gluconato de sodio) y luego exponerlas a un estrés nutricional por el cambio
brusco del medio rico al medio minimo en las placas de Petri. El medio de G6tz contiene
manitol 0,05 gI" y (NH,),SO,, 0,13 g1, lo que permite el crecimiento sostenido de estas
bacterias. Por ello también nos planteamos que deberfamos potenciar el efecto nutricional.
Una forma de potenciar el efecto causado por el déficit nutricional, podria ser inocular las
bacterias en un gradiente de concentracién de la fuente de C o de N en las placas, entre
cero y la concentracién normal del medio. A continuacién describimos los experimentos
realizados con esta metodologfa.

V.2.1 Obtencién de gradientes en placas de Petri.

Para poner de manifiesto nuestra idea de que un estrés nutricional podria requerirse
para que B. japonicurmz comience a realizar swarming, iniciamos experimentos tratando de
generar un gradiente en las placas de Petri. Como primera aproximacion a la formacion del
gradiente, preparamos placas segun se describi6 en la seccion I1.6.1.3, excepto que a una
fraccion del medio de cultivo se le agregd rojo congo. Estas placas fueron incubadas
durante la noche en estufa a 28 °C, para favorecer la formacién del gradiente. Como se
observa en la Fig. V.2., pudimos observar la formacién de un gradiente del colorante en las
placas de Petri, el cual se visualizaba por la variacién de la intensidad del color rojo desde
un extremo de la placa hacia el otro. De manera analoga pensamos que eliminando en uno
de los medios agarizados las fuentes de nutrientes podriamos formar los gradientes de
concentracion de las fuentes de C o N.

Figura V.2. Visualizacién de los gradientes mediante el emplec de rojo congo en

placas de Petri. A: Gradiente realizado colocando primero el medic YEM-agar sin
colorante y posteriormente con colorante. B: Gradiente realizado colocando
primero el medio de YEM-agar con colorante ¥ posteriormente sin colorante.

C: Placas de Petri sin gradiente, colocando ambos medios con colorante. Para més
detalles acerca del procedimiento, véase 11.6.1.3.
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Con este protocolo pusimos a prueba las fuentes de C y N, en particular manitol
(en gradiente de 0 a 5 gl') o (NH,),SO, (en gradiente de 0 a 1,3 gl") respectivamente.
Ademas, evaluamos nuevamente distintas condiciones del in6culo inicial y de la incubacion.
Al cabo de aproximadamente 6 dias post-inoculacién, comenzamos a observar pequefias
irregularidades en los bordes de la colonia de B. japonicum LP 3004 y LP 3008. Esto se
observaba en aquellas placas cuya inoculacién habfa sido a aproximadamente a 2 cm del
borde correspondiente al extremo de concentracién 0 g.lI'. Este efecto era mas nototio en
la cepa LP 3008 (Fig. V.3.).

Este resultado fue mucho mas reproducible en las placas de Petri con el gradiente
en la fuente de carbono, las cuales habfan sido inoculadas con cultivos crecidos hasta fase
exponencial tardfa. En cuanto a la variable temperatura, observamos que a 22 °C o0 a 30 °C,
el swarming pareceria estar inhibido, dado que solo observamos colonias de crecimiento con
los bordes homogéneos. Con respecto a las concentraciones de agar evaluadas (0,5; 0,6 y
0,7%), solo con 0,5% obtuvimos un fenotipo reproducible. Ademas, esta concentracion
nos permitia observar una mayor expansion del movimiento con respecto a las otras
concentraciones evaluadas. Finalmente, el in6éculo con el que observamos un mayor
desplazamiento fue 2 pl del cultivo DOy, de 1,5 (fase exponencial tardia).

Figura V.3. Fenotipo macroscopico de swarmimgen LP 3008 utilizando placas de Petrl con medio Gétz con

gradiente de manitol como tnica fuente de C. At Inicio del desplazamiento a los 6 dias postinoculacién. Be
Desplazamiento maximo observado alos 10 dias post-inoculacidn.

Asi, finalmente pudimos establecer un protocolo reproducible para observar un
fenotipo macroscopico que coincidiera con los fenotipos descriptos como swarming. En
resumen, el protocolo consistié en:

1- Las bacterias se cultivaron en medio AG liquido sin antibiéticos a 28 °C
hasta alcanzar una a DO, de 1,5.

2- El dia anterior a realizar el ensayo de swarming se prepararon las placas con
gradiente en la fuente de C como se describi6 anteriormente. Las placas de
Petri fueron incubadas toda la noche en estufa a 28 °C, para favorecer la
formacion del gradiente.

3- En flujo laminar, se inocularon 2 ul de la suspension de bacterias a 2 cm del
borde de la placa donde se habia colocado el medio sin fuente de C.
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4- Las placas de Petri fueron tapadas y se dejaron secar en flujo laminar hasta
que se observé que la suspension bacteriana fue absorbida. Por dltimo, las
placas de Petri fueron envueltas con Parafilm y se las incub6 con la tapa
hacia arriba en estufa a 28 °C durante aproximadamente 10 dias (Fig.
V.3.B.).

V.2.2 Observacion microscopica de los rizobios tomados de colonias de swarming.

Para confirmar si el fenotipo macroscopico observado en las placas de Petri con
gradiente en la fuente de C se trataba de swarming, realizamos observaciones del fenotipo
microscopico. Si las bacterias se encontraban realizando swarming, se esperaria que las
células de los bordes se encontraran diferenciadas con respecto a las del centro de la
colonia, las cuales suelen ser no moviles. Esta diferenciacion implica la multiflagelacion y
un aumento del tamafio celular para favorecer la asociaciéon entre las células, lo cual
permitirfa coordinar el movimiento. Asi, la observacion de este tipo de diferenciacion en las
colonias que se desplazan sobre la superficie del medio de G6tz con gradiente de la fuente
de C permitiria confirmar que el movimiento observado en las derivadas de USDA110 es
swarming. Por lo tanto, realizamos observaciones al microscopio electronico de transmision
(MET) de las células de los bordes y del centro de las colonias de swarming obtenidas con
LP 3008. No obstante, nuevamente nos enfrentamos a una puesta a punto de la técnica de
fijacion de las células de los bordes de la colonia de swarming, antes de visualizarlas en el
MET ya que por un lado, sabfamos que los flagelos de B. japonicum se desprenden con
facilidad y que la morfologia de sus células puede sufrir distorsiones al ser fijadas. Por otro
lado, algunos autores postulan que basta una gota de agua para disgregar las asociaciones
entre las células y favorecer que las mismas realicen nataciéon (Henrichsen 1972). Para ello
realizamos modificaciones al protocolo propuesto por el grupo de Kirov et al. (2002). Este
protocolo, a diferencia de otros, incluye una fijaciéon de las células directamente sobre el
centro o en los bordes de la colonia (para mas detalles véase capitulo II). Como se observa
en la Fig. V.4, las células de LP 3008 fijadas desde los bordes de la colonia de swarming
(Fig. V.4.C) se encontraban diferenciadas con respecto a las células tomadas desde el centro
de la misma colonia (Fig. V.4.B). A su vez éstas se observaban mucho mas flageladas que
las células de LP 3008 tomadas desde una colonia de crecimiento en placas de Petri con
medio de G6tz sin gradiente (Fig. V.4.D-F). Al realizar una comparaciéon mas profunda de
los parametros que deberifan ser diferenciales en colonias de swarmning, pudimos caracterizar
lo siguiente:

* Flagelos: En las células tomadas desde los bordes de las colonias de
swarming se observé una hiperflagelacion con respecto a las del centro o a
células tomadas de placas de crecimiento sin gradiente. Aunque LP 3008
expresa ambos flagelos en medio de cultivo liquido (Althabegoiti et al.
2008), no tenfamos evidencias si sucedia lo mismo en medio semisélido. En
este caso también pudimos poner en evidencia que se expresaban ambos
flagelos pero no logramos determinar con precision si alguno de ellos lo
hacia en mayor medida.

* Tipo de asociacion: las células de los bordes se encontraban asociadas,
pero a diferencia de lo esperado, estas se encontraban asociadas por los
polos. Este tipo de asociacion fue similar al observado por Ho et al. (1990)
debido a la actividad de la lectina bacteriana BJ38. Si bien no era el tipo de
asociacion esperada, la misma no contradecia la caracterizaciéon dada por
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Kearns (2011), quien postula que no siempre se observan asociaciones
longitudinales, y por lo tanto no deberfa tomarse como un requisito esencial
para corroborar que el fenotipo observado en la placa de Petri es swarming,
sin embargo lo que si debe cumplirse es el aumento de los flagelos. Otros
autores ademas postulan que la asociacion longitudinal entre células solo es
requisito para aquellas especies capaces de realizar swarming en
concentraciones de agar mayores a 1 %. (Harshey 2003).

* Supetficie de contacto: Las células de los bordes generalmente
presentaban una superficie de contacto mayor que las células tomadas desde
una placa de crecimiento sin gradiente. Esto no se observaba en las células
tomadas desde el centro de la colonia. Las células del centro de la colonia
presentaban la misma morfologia de las células de las placas de crecimiento
en medio G6tz sin gradiente.

Con estas diferencias de morfologia con respecto a las células del centro de la
colonia, pudimos confirmar dos hechos que hasta ese momento eran desconocidos. El
primero de ellos era que habiamos encontrado por lo menos una condicién reproducible
para evidenciar el swarming en B. japonicum, y el segundo, que LP 3008 era capaz de realizar
dicho movimiento en placas con gradiente de la fuente de C. Estos resultados ahora nos
inducfan a tratar de develar si la condicién que disparaba el swarming en LP 3008 era la
existencia de un gradiente de la fuente de C o si solo era necesaria una determinada
concentracion de la misma.

Figura V.4 Fenotipo macro ¥ microscopico (MET) de colonias de LP 3008 en placas de Petri
realizando swarming (A, B, C) o creciendo (D, E, F) a los 10 dias post-inoculacién. A y D
Fenotipo macroscapico del swarming o crecimiento observado en placas de Petri con medio de

Gétz con gradiente de manitol (A) o sin gradiente (13). B y E: Fenotipo microscépico
observado al tomar células desde el centra de la colenia de swarzng (B) o de crecimients (E). C
v F: Fenotipo microscépico abservade al tomar células desde el borde de la colonia de swarming

(C) o de crecimiento (F).
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V.3. ¢Gradiente o deficiencia nutricional?

El hecho de haber observado swarming solo cuando la placa de Petri contenia un
gradiente, nos llamo particularmente la atencion. ¢Serfa el gradiente de concentraciones de
fuente de C lo que disparaba las sefiales para que la célula comenzara a realizar swarming o
solo serfa necesaria una concentracion particular de fuente de C? Para continuar nuestros
estudios, nos planteamos realizar variantes a nuestro protocolo, con el fin de determinar
cual de las condiciones era la que disparaba el swamning en B. japonicum. Como el gradiente
de concentraciones de la fuente de C iba de 0 g.I" a 5 g.I" realizamos dos experimentos. Por
un lado, preparamos placas con gradiente de la fuente de C como detallamos mas arriba,
pero en vez de inocularlas a 2 cm de distancia del borde que no tenfa la fuente de C,
inoculamos a distintas distancias barriendo un rango de concentraciones del gradiente. Por
otro lado preparamos placas con medio G6tz sin gradiente, con concentraciones definidas
de la fuente de C dentro de los limites que elegimos para el gradiente, en particular
ensayamos con 5; 2,5y 1 gl'. En el primer caso evidenciamos que solo cuando la cepa se
inoculaba en la parte de menor concentraciéon se observaba un fenotipo similar al
observado anteriormente, pero en el caso de concentraciones definidas de la fuente de
carbono, no pudimos observar el fenotipo en ninguna de las concentraciones. Estos
resultados nos terminaban de indicar que era necesaria la formaciéon de un gradiente, a
menos que la concentracion de fuente de carbono requerida para el swarming sea muy
particular y en un rango estrecho. Sin embargo, ciertas propiedades del suelo y en especial,
de la rizosfera, podrian explicar el requerimiento de un gradiente de concentracion. Dichos
gradientes son comunes en los suelos, dado que en ciertos lugares puede haber altas
concentraciones de materia organica en disolucién y lenta difusiéon (como por ejemplo,
alrededor de restos animales o vegetales). Asimismo, en la rizésfera es esperable que se
formen gradientes de concentracion de nutrientes debido a la constante exudacion de los
mismos por parte de las rafces y al consumo simultaneo por parte de la microflora que
coloniza tanto la rizésfera como el rizoplano. Asi, en condiciones naturales podrian existir
gradientes dinamicos. En el caso de nuestras placas, los gradientes se van disipando con el
tiempo y por lo tanto, en el punto donde se han inoculado las bacterias existe un constante
influjo de fuente de C que proviene desde la zona rica, yendo hacia la zona de falta de
fuente de C. Quizas estos gradientes dinamicos estimulen el swarming en B. japonicum.

V.4. Relacidon entre el swarming, la expresion de flagelos y las
fuentes de C.

Como mencionamos al principio del capitulo, las fuentes de C influyen sobre la
expresion de uno de los flagelos de USDA 110. Este hecho no ha sido reportado para otras
especies bacterianas que presenten dos tipos de flagelos. En particular, el flagelo que
expresa de manera diferencial USDA 110 en gluconato o L- arabinosa, es el flagelo
peritrico o lateral. La cepa LP 3004, dado que pertenece al mismo acervo genético que
USDA 110, presenta el mismo comportamiento de expresion en medios de cultivo con
dichas fuentes de carbono. En particular, el flagelo peritrico estd compuesto por las
flagelinas LafAl y LafA2 (en adelante nos referiremos a ellas en conjunto como LafA1-2),
que poseen un peso molecular de 33 KDa, a diferencia de las flagelinas del flagelo subpolar,
llamadas FliC1, FliC2, FliC3 y FliC4 (en adelante, FliC1-4) cuyo peso molecular es mayor
que el promedio de las flagelinas (65 KDa). Las flagelinas LafA1-2 no se producen cuando
LP 3004 o USDA 110 son cultivados en medio liquido conteniendo manitol o extracto de
levadura como unica fuente de carbono, a diferencia de sus ARNm, lo cual indica que el
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control de su sintesis es al nivel de la traduccién (Tesis Doctoral M. J. Althabegoiti 2011,
UNLP). Bajo esas mismas condiciones en LP 3008, que presenta mayor movilidad, se
observa el perfil de bandas correspondientes a ambas flagelinas (Althabegoiti et al. 2011).

Dado que en varias especies de bacterias que poseen dos sistemas de flagelos se ha
propuesto que uno de ellos se utiliza para la natacién y el otro para el swarmming (Atsumi et
al. 1996, Kirov et al. 2002, Stewart & McCarter 2003, McCarter 2004, Merino et al. 20006,
Turner et al. 2010, Partridge & Harshey 2013) nos preguntamos si el efecto de las fuentes
de C sobre la sintesis de LafA1-2 también se veria reflejado en el swarming.

Para ello, analizamos y caracterizamos el swarming en las cepas LP 3004 y LP3008 en
placas con gradiente de cada una de las fuentes de C mencionadas.

V.4.1 Swarming en las distintas fuentes de C.

Como se observa en la Fig. V.5.A, tanto LP 3004 como LP 3008 fueron capaces de
realizar swarming en el medio de Gotz ya sea con L-arabinosa, o extracto de levadura, o
manitol o gluconato como unica fuente de C. Sin embargo, y aunque es dificil medir con
precision la extension de las colonias de swarming, LP 3008 siempre presenté una mayor
movilidad con cualquiera de las fuentes de C evaluadas. Este hecho igualmente no nos
llam¢ la atencidén, ya que previamente se habfa observado que la mayor movilidad de LP
3008 no esta relacionada solamente con la expresion constitutiva del flagelo lateral, puesto
que mutantes de LP 3008 carentes de este flagelo siguen siendo mas moéviles que mutantes
similares en el acervo de LP 3004 (Althabegoiti et al. 2011). Ademas, la expresion
diferencial del flagelo peritrico en LP 3004 se observé en medios liquidos, lo cual no
necesariamente deberfa ocurrir en un medio semisolido. Existen varios reportes que indican
que los flagelos laterales se inducen en contacto con superficies viscosas (Kirov et al. 2002,
Stewart & McCarter 2003, Merino et al. 2006). Sumado a esto, como mencionamos
anteriormente, la regulaciéon del flagelo lateral pareceria ser a nivel traduccional. Por lo
tanto, podria ocurrir que si bien LafA1-2 no se detectaran en medio liquido de G6tz con
manitol o extracto de levadura como unicas fuente de carbono, el flagelo lateral si se
expresara en mayor proporcion en LP 3004 una vez que esta bacteria entrara en contacto
con la superficie. Volveremos sobre esta cuestion mas adelante, al analizar las imagenes de
estas células obtenidas por microscopia electrénica.

V.4.2. Tiempo de formacién de colonias de swarming.

Tanto LP 3004 como LP 3008 presentaron aproximadamente el mismo tiempo de
formaciéon de las colonias, sin embargo las diferencias se dieron al comparar sus
comportamientos en las distintas fuentes de C.

En manitol, gluconato y L-arabinosa las colonias comenzaron a expandirse y
ramificarse a partir de los cinco dfas luego de la inoculacién, en cambio en extracto de
levadura este efecto comenzo a los 10 dias. La expansiéon completa se obtuvo a los 10 dias
en L-arabinosa y gluconato, a los 15 dias en manitol, y a los 20 dias en extracto de levadura.
Teniendo en cuenta datos previos (Althabegoiti 2011) de los tiempos de duplicacién en las
distintas fuentes de carbono, calculamos el nuimero de duplicaciones necesarias para
desarrollar el swarming. Como se observa en la Tabla V.2., los valores obtenidos para
gluconato y L-arabinosa fueron 6 y 11 duplicaciones respectivamente. Estos valores fueron
similares a los observados en S. weliloti, que teniendo un tiempo de duplicacion de
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aproximadamente 2-3 horas tarda unas 20 hs, es decir unas 7 a 10 duplicaciones, para
expandir la colonia (Nogales et al. 2012).

Tabla V2. Velocidad de expansién de las colonias de swarming en B, japonicem

IMumero de duplicaciones
Fuente de Carbono 3

{gradientede 0a 5 g/l

Tiempo de duplicacion (hs) requeridas para la maxima
expansion de la colonia

Manitol 20-22 16
Gluconato 40 ]
L-Arabinosa 2l 1
Eztracto de Levadura 20-22 24

V.4.3 Morfologia macroscépica.

Al comparar la morfologia de las colonias de swamning observamos que,
dependiendo de la fuente de C, las mismas adoptaban fenotipos particulares. En todos los
casos siempre observamos tanto para LP 3004 como para LP 3008 un desarrollo de la
colonia por encima del agar, pero en particular en L-arabinosa y gluconato, los bordes de la
colonia eran mas difusos que en manitol o extracto de levadura (Fig. V.5.A).

Ademas, en algunos casos LP 3004 y LP 3008 presentaron en el centro de la
colonia un color mas oscuro que en los bordes. Esto nos sugiere cierta diferenciacién
fisiologica entre las células del centro y las del borde (Fig. V.5.A). Esta diferencia de color
nunca habia sido observada en colonias de crecimiento en placas con 1,5 % de agar, lo que
nos sugerirfa el requerimiento de una diferenciacion fisiolégica para la iniciacion del
Swarming.

V.4.4. Motfologia microscoépica.

Para caracterizar la morfologia celular se tomaron muestras del centro y de los
bordes de cada colonia de swarming, obtenidas en cada una de las fuentes de carbono y las
observamos en el MET con el protocolo de fijaciéon antes mencionado. Tal como habiamos
observado en el fenotipo macroscépico de LP 3008, su mayor desplazamiento también se
relacionaba con el fenotipo microscopico, presentando un mayor nimero de flagelos con
respecto a LP 3004. En particular, en las células tomadas del borde de las colonias
obtenidas con L-arabinosa obsetvamos claramente, tanto en LP 3004 como en LLP 3008, la
presencia de ambos flagelos (Fig. V.5.B). La morfologia de los flagelos peritricos
presentaba una forma sinusoidal, en cambio el flagelo subpolar presentaba una forma mas
relajada (Fig. V.5.B) de acuerdo con observaciones previas (Althabegoiti et al. 2008). En el
caso de LP 3008, los flagelos peritricos fueron observados de forma mas abundante en
todos los casos. En cambio, en LP 3004 los flagelos peritricos no pudieron ser observados
en manitol o extracto de levadura, lo cual nos sorprendié, dado que como se menciond
anteriormente, en otras especies el flagelo lateral esta presente cuando las bacterias realizan
swarming y podria ser inducido por el contacto con la superficie de mayor viscosidad. Sin
embargo, se ha observado que en Rhbodospirillum es necesaria la presencia del flagelo polar
para desplazarse (McClain et al. 2002).
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Por ultimo, volvimos a corroborar que las células tomadas desde los bordes de la
colonia presentaban una morfologia distinta a las células tomadas del centro
independientemente de la fuente de C, y ademas observamos nuevamente el tipo de
asoclacion de las células por los polos en las placas con manitol o gluconato como unica
fuente de C.

V.5. Resumen y discusion.

Al comenzar este capitulo, hemos comentado sobre la importancia de la movilidad
en la competiciéon para la nodulaciéon. De entre los tipos de movilidad identificados en
bacterias (Henrischen, 1972) el swarming podria jugar un papel en el desplazamiento de los
(bradi)rizobios sobre las superficies del suelo o la planta y por lo tanto, podria estar
implicado en la dispersiéon de los (bradi)rizobios en el suelo, la cual es determinante de su
competitividad para nodular (Lépez Garcia et al. 2002). Ademas, B. japonicum, a diferencia
de otros (bradi)rizobios, expresa dos sistemas flagelares diferentes, uno subpolar y otro
lateral. Se ha sugerido en otras bacterias que el sistema lateral podria ser el responsable del
swarming, lo cual nos indic6é que este tipo de movimiento muy probablemente fuera llevado
a cabo por B. japonicum. Por ello, decidimos estudiar la capacidad de B. japonicum 1P 3004 y
LP 3008 (derivadas de USDA 110) para realizar dicho desplazamiento. Como no
contabamos con un protocolo para poner en evidencia al swarming, nuestro primer objetivo
inclufa encontrar las condiciones adecuadas en las cuales B. japonicum podria realizatlo.
Luego de un nimero de intentos negativos, en los cuales fuimos probando diversas
variables, encontramos un protocolo que nos permitié6 observar el swaruing de forma
reproducible en cepas derivadas de USDA 110. Este protocolo se basé en la utilizacion de
un gradiente de la fuente de C en las placas de Petri. El gradiente implicarfa un déficit
nutricional para la bacteria, y al mismo tiempo podria ser representativo de cambios
dinamicos de las concentraciones que ocurren en el suelo y en la rizosfera.

Como segundo objetivo nos planteamos confirmar que el fenotipo macroscépico
observado en las placas de Petri con gradiente en la fuente de C se correlacionaba con el
fenotipo microscopico esperado para las células que realizan swarming. Para realizar la
observacién microscopica, nuevamente nos enfrentamos al desafio de poner a punto un
protocolo para fijar y tefiir las células para su posterior visualizaciéon en el MET. En nuestro
caso, realizamos una adaptacion del método propuesto por Kirov et al. (2002), en el cual las
células son fijadas directamente desde la colonia de swarming, evitando asi el
desprendimiento de flagelos y la modificaciéon de las estructuras de asociacioén entre
bacterias. Con este protocolo logramos observar y caracterizar microscopicamente las
células de B. japonicum que realizaban swarming. Las células de los bordes presentaban una
morfologia diferencial con respecto a las células del centro o a las células que provenian de
colonias en crecimiento en placas sin gradiente. En particular, y en concordancia con lo
descripto para otras bacterias que realizan swarming, las células de los bordes presentaban
mayor superficie de contacto y mostraban hiperflagelacién. Sin embargo, estas células
estaban asociadas por los polos. Este hecho, si bien no esta descripto para otras bacterias
que realizan swarming, tampoco contradice la definicion general del movimiento que
mencionamos mas arriba.

Cuando evaluamos si existia algin tipo de relaciéon entre las fuentes de C y el
desarrollo del swarming, observamos que las células de los bordes se encontraban
hiperflageladas, pero que LP 3008 siempre presenté un mayor numero de flagelos
peritricos, independientemente de la fuente de C utilizada. En cambio, en la cepa LP 3004
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el flagelo peritrico no pudo ser observado en las placas de swarming que contenian manitol o
extracto de levadura como fuente de C. Este resultado se correspondia con el perfil de
flagelinas observado en medios liquidos (Althabegoiti et al. 2011). Sin embargo a nivel del
fenotipo macroscopico, observamos que de manera analoga a lo observado para el
movimiento de natacién, LP 3008 siempre mostrd un perfil de desplazamiento mayor que
LP 3004, independientemente de las fuentes de C. Al inquirir si existfa alguna diferencia del
swarming con las distintas fuentes de C, observamos que con gluconato o L-arabinosa se
necesitaba un menor numero de duplicaciones. Estos valores eran similares a los
observados en colonias de swarming de E. meliloti (Nogales et al. 2010). En algunos casos,
observamos que los centros de las colonias de swarming presentaban un color mas oscuro
con respecto a los bordes, que eran blancos y traslucidos. Esto nos indicaria que las células
del centro de la colonia presentaban una diferenciacion fisiolégica con respecto a las del
borde. Se ha demostrado que para realizar el swamuing es necesario que las bacterias secreten
sustancias surfactantes, una de las cuales son las acil-HSL (Daniels et al. 2004, 2006, Kearns
2011). Aunque bien es conocido que B. japonicum USDA 110 no sintetiza en cantidades
significativas de acil-HSL (Pongsilp et al. 2005), se ha demostrado que en bacterias como
E. coli o S. enterica los lipopolisacaridos (LPS) superficiales estarfan cumpliendo dicha
funcién (Kearns 2011). Por lo tanto no serfa raro que en B. japonicum las células de los
bordes de la colonia de swarming estuvieran sintetizando una mayor cantidad de LPS a fin de
disminuir la tensién superficial y favorecer la translocacion. Esta suposicion podria ponerse
a prueba con mutantes especificos en la biosintesis de polisacaridos superficiales.

Hasta aqui, si bien habiamos logrado caracterizar el swarming en LP 3004 y LP 3008
en diversas fuentes de carbono tanto a nivel macroscépico como microscopico, no
habfamos podido determinar si la condiciéon en la cual B. japonicum realizaba swarming era
debido al déficit nutricional o solo al gradiente nutricional. Si extrapolaramos nuestros
resultados a las condiciones naturales a las cuales deberfan estar expuestas las bacterias,
resulta razonable que las mismas necesiten un gradiente de nutrientes, ya que es esperable
que en la rizésfera la concentraciéon de los nutrientes no sea estatica. Sin embargo, las
células no se desplazaron en las placas de Petri de forma direccionada hacia las zonas de
mayor concentraciéon de nutrientes, lo cual resulta curioso dado que las bacterias presentan
un sistema de quimiotaxis que les permite censar la diferencia de concentracién de los
nutrientes y en base a ello orientar su desplazamiento. Por analisis bioinformatico de la
secuencia nucleotidica de B. japonicuz USDA 110 (Kaneko et al. 2002), hemos hallado dos
sistemas quimiotacticos, lo cual nos harfa pensar que cada uno de ellos podria estar
relacionado con cada uno de los flagelos. Sin embargo, en E. c/i se ha propuesto que el
sistema quimiotactico pero no la quimiotaxis en si es necesario para que esta bacteria realice
swarming (Burkart et al. 1998), si bien no se ha aclarado del todo cual es la funcién del
sistema quimiotactico en este contexto. Ademas, se ha reportado que durante el swarming las
bacterias no pueden modificar la direccién de sus movimientos por medios de tumbos, tal
como ocurre en respuesta al sistema de quimiotaxis en medios liquidos (Kearns 2011). En
base a esto podriamos hipotetizar que el posible requerimiento del gradiente nutricional
para que B. japonicum realice swarming podria relacionarse con un rol del sistema
quimiotactico en percibir dicho gradiente, lo cual podria ser parte del disparo de la
seflalizacion intracelular que va dar como resultado la hiperflagelaciéon y la activacion del
movimiento.
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Los dos sistemas de flagelos de B. japonicum ditieren completamente entre si no

solamente por el tipo de filamento que presentan, sino por los diferentes reguladores que
controlarfan su biosintesis y las distintas proteinas que conforman sus cuerpos basales y
motores, todo lo cual parece tener un origen evolutivo independiente (Liu & Ochman
2007, Mongiardini, com. pers.). La flagelaciéon mixta observada en B. japonicum es un rasgo
que se observa en pocas especies bacterianas, entre las cuales podemos nombrar [7zbrio
parahaemolyticus, Rhodospirillum centenum, Azospirillum sp. y Aeromonas sp. En estas especies se
ha demostrado que el flagelo lateral se expresa de forma adicional al subpolar en medios
solidos o de alta viscosidad, donde se requiere mayor fuerza de traccion y eventualmente,
las bacterias conmutan su movimiento de nataciéon por el de swarming. Por lo tanto, se
propone que el movimiento constitutivo de estas bacterias es la natacion, y dependiendo de
las circunstancias se inducirfa el movimiento de swarming, que requeriria al flagelo lateral
(McCarter 2004, Jarrell & Mcbride 2008, Merino & Tomas 2009, Kearns 2011). En el caso
de B. japonicum, la propuesta de que cada flagelo se utiliza para cada tipo de movimiento no
se ha sustentado con evidencia experimental. Por otra parte, Kanbe et al. (2007) sugirieron
que ambos flagelos utilizan la fuerza proton-motriz para hacer funcionar sus motores, a
diferencia de otras especias de flagelacion mixta, en donde el flagelo polar utiliza la fuerza
de la bomba de Na' y el flagelo lateral utiliza la fuerza protén-motriz. Por lo tanto, no
puede descartarse que B. japonicum utilice cualquiera de los dos flagelos para realizar el
Swarming.

En nuestro laboratorio contamos con mutantes delecionales de cada uno de los
flagelos y de ambos, tanto en el acervo genémico de LP 3004 como en el de LP 3008
(Tabla VL1). Los mutantes LP 5843 (AfliC1234/lafA12") y LP 6865 (fiC1234"/ AlafA12),
ambos derivados de LP 3004, expanden sus halos de natacién a una tasa similar en medio
de G6tz con agar 0,3 %. Sin embargo, no ocurre lo mismo con los mutantes equivalentes
derivados de LP 3008. El mutante denominado LP 5844 (A4fiC1234/1afA12") que solo
posee el flagelo lateral, muestra una tasa de expansién del halo de natacion del 90% con
respecto a su cepa parental; en cambio, el mutante LP 6866 (f4C1234" / AlafA12), que solo
posee el flagelo polar, tiene una tasa de expansion del halo de natacién del 60% de su cepa
parental (Althabegoiti et al. 2011). Estos resultados nos indican que B. japonicum, a
diferencia de las otras bacterias con flagelacion mixta, utiliza ambos flagelos para realizar
natacion, y en particular, seflalan que esta especie bacteriana es capaz de realizar natacién
solamente con el flagelo lateral. Nuevamente, estas evidencias nos pusieron de manifiesto
que no tiene por qué haber una tendencia marcada en B. japonicum para utilizar un tipo de
flagelo en particular para cada tipo de movimiento.

Para ver si el flagelo lateral es requerido para el swarming nos propusimos analizar la
capacidad de la coleccién de mutantes en cada uno de los flagelos de LP 3004 y LP 3008
para realizar este tipo de movimiento. En los experimentos que se describen a continuacion
utilizamos como fuentes de C, L-arabinosa o extracto de levadura, dado que con la primera
se expresan los dos flagelos y se observa el fenotipo macroscépico en 10 dfas, mientras que
con la segunda no se detecta el flagelo lateral y el fenotipo macroscépico se obtiene luego
de 20 dias. De esta manera evaluamos el rol de cada flagelo en las condiciones nutricionales
mas opuestas que hemos podido caracterizar.
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VI.1. El movimiento social observado en el capitulo anterior requiere
los flagelos.

Entre los tipos de movimiento descriptos por Henrichsen (1972) solamente la
natacion y el swarming requieren los flagelos. A su vez, estos dos tipos de movimientos se
distinguen entre si por las caracteristicas resefiadas en el Cap. V, y muy especialmente por
ser el swarming un movimiento en superficie y la natacién un movimiento en el interior de
un liquido. Por lo tanto, el hecho de que el movimiento observado por nosotros en el Cap.
V fuera en superficie descarta la posibilidad de que sea natacién. Si ademads este tipo de
movimiento es dependiente de los flagelos, podriamos confirmar que se trata de swarmning.
Para encarar esta cuestibn comenzamos por estudiar el movimiento en superficie de las
cepas LP 6543 y LP 6644, carentes de ambos flagelos, en comparacion con sus respectivas
cepas parentales (Tabla VI.1). Tal como se esperaria en el caso de que se tratara de
swarming, ambos mutantes fueron incapaces de moverse sobre la superficie de las placas con
gradiente de la fuente de C (Fig. VI.1). Cabe mencionar que estudios previos en nuestro
laboratorio mostraron que los distintos mutantes poseen la misma tasa de crecimiento que
su cepa parental (Tesis Doctoral M. J. Althabegoiti 2011, UNLP), por lo que la diferencia
en el tamafio de la colonia de swarming refleja directamente la diferencia en la tasa de
movilidad. La diferencia entre LP 3004 y LP 6543, o LP 3008 y LP 6844 para realizar
swarming se observo independientemente de la fuente de carbono utilizada.

Con este resultado descartamos que el desplazamiento superficial observado en esta
Tesis se tratara de mwitching, gliding, skding o darting (Henrichsen 1972). Estos hechos, unidos
a la observacién de que se trata de un movimiento social, con mayor flagelaciéon y aumento
de la longitud celular, nos confirmaron que el movimiento caracterizado por nosotros
efectivamente es swarming.

En la mayoria de los casos, las mutantes aflageladas LP 6543 y LP 6644
presentaron, al igual que LP 3004 y LP 3008, un color marrén en el centro de la colonia,
cuyos bordes seguian siendo blancos aunque no se expandian como en las cepas de tipo
silvestre. Como mencionamos en el capitulo anterior, esto podria implicar una
diferenciacion fisioloégico-metabolica de las células previa a realizar el swarming.

‘Tabla VI.1. Cepas utilizadas ¥ sus caracteristicas con respecto a la expresion de flagelos y natacién (Althabegoiti et. al. 2011).

Natacion con
Cepa Cepa parental Genotipo Fenotipo de flagelos* respecto a su

parental (%)

LP 3004 USDA 110 FUC1245" flagar st Subpolar y lateratl _
1P 3008 1P 3004 FUCT245* flagarzt Subpolar y lateral® _
1P 5843 1P 3004 AfC12347 lafa 1z Lateral 70
1P 5844 1P 3008 AfC12347 lafd 1z Latersl 90
1P 6865 1P 3004 Alafd 12 [AC1245 Subpolar 70
1P 6866 1P 3008 AlfATz (i 1243* Subpolar 55
1P 6543 LD 6865 AfliC12354 - Niafa 12 Hinguno 0
LD G644 1P 6866 ATC1234 - N Isf 12 Hinguno 0

*Los supraindices € e [ indican expresion constitutiva o inducible respectivamente
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LPG6543 LP 3004 LPé544 LP 3008
(iC1234 '/lafA'lZ‘) (Parental) (liC1234 '/lafAlZ‘) (Parental)

L- Arabinosa

Extracto
de
Levadura

Figura VIL1. Rol de los flagelos en el swamwing en relacion con la fuente
de C: L-arabinosa (arniba) o extracto de levadura {abajo). A la 1zquierda:
mutantes ILP 6543 y LP 6544, delecionados en ambos flagelos
(AfiC1234 ) AlafA12); a la derecha: sus cepas parentales LP 3004 y LP

3008 respectivamente.

De este modo podriamos suponer que la condicién de gradiente de la fuente de
carbono dispararfa una sefializaciéon de diferenciaciéon metabolica requerida para iniciar el
swarming, la cual ocurre aun cuando las células sean luego incapaces de moverse por carecer
de flagelos. Sin embargo, ain no sabemos si las células carentes de flagelos por falta de
flagelina pueden formar las estructuras del cuerpo basal y el motor, dado que la
construccion del filamento flagelar es la dltima etapa de la biosintesis de esta organela
(Brown et al. 2009).

Por lo tanto, esta diferenciacién de colores entre los bordes y el centro de la colonia
podria indicar un proceso de diferenciacion en preparacion para el swarming que podria estar
ocurriendo ya sea independientemente de la sintesis del flagelo o bien en paralelo con el
disparo de las etapas iniciales de la misma. Si bien algunos autores proponen que existe una
diferenciacion celular previa al swarming (Kearns & Losick 2003, Kearns 2011) ésta no
siempre se asocia con una diferenciaciéon de colores en la misma colonia. Dado que la
generacion del pigmento marrén no se observé en el 100 % de los casos, podria ocurrir
que las condiciones 6ptimas para su acumulacion hasta un nivel tal que sea visible varfan de
un experimento a otro. De todos modos, la formacién de este pigmento resulta curiosa y
ofrece la oportunidad de realizar experimentos mas dedicados para dilucidar si se trata de
parte de un proceso de diferenciacion previo al swarming.

VI.2. Los mutantes que solo expresan el flagelo subpolar (AlafA12)
estan severamente afectados en el swarming.

Las cepas LP 6865 y LP 6866, derivadas de LP 3004 y LP 3008 respectivamente,
poseen deleciones en /afA72 y por ello solo son capaces de expresar el flagelo subpolar,
propuesto como el responsable de la natacion en B. japonicum (Kanbe et al. 2007). Sin
embargo, LP 6865 y LP 6866 presentan disminuciones de sus halos de natacién del 30 o el
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45 % con respecto a su cepa parental respectivamente (Althabegoiti et al. 2011), indicando
que el flagelo lateral también es requerido para la natacién. De este modo, resulta dificil
anticipar si los mutantes delecionales de /f£A472 presentaran alteraciones en el swarming. Sin
embargo, como se observa en la Fig. VL2, tanto LP 6865 como LP 6866 realizaron
swarming con extracto de levadura y con L-arabinosa como unica fuente de carbono, pero el
mismo fue drasticamente reducido. En la mayorfa de los casos volvimos a observar la
diferenciacion de color entre el centro y los bordes de la colonia. Este resultado nos sugiri6
que B. japonicum es capaz de utilizar el flagelo subpolar para realizar swarming, pero que el
flagelo lateral deberfa estar realizando un aporte mayoritario en este tipo de

LP 6865 LP 3004 LP 6866 LP 3008
(iC1234 */lafA12) (Parental) (fliC1234 +/1afA12)  (Parental)

L- Arabinosa

Extracto
de
Levadura

Figura VI.2. Rol de los tlagelos en el swarming en relacion con la tuente
de C: L-arabinosa (arriba) o extracto de levadura (abajo). A la 1zquerda:
mutantes LP 6865 y LP 6866, que solo expresan el flagelo subpolar,
(fiC1234 *[ AlafA12): a la derecha: sus cepas parentales LP 3004 y LP
3008 respectivamente,

desplazamiento.

VI.3. Los mutantes que solo expresan el flagelo lateral (AliC1234) estan

menos afectados en el swarming.

Las cepas LP 5843 y LP 5844, con una deleciéon de los genes fZC71234, son
incapaces de expresar las flagelinas FliC1234 que forman parte del flagelo subpolar y por lo
tanto solo pueden expresar el lateral. Como observamos en el capitulo anterior, las células
de LP 3004 y LP 3008 provenientes de colonias de swarming presentaron diferentes perfiles
de expresion de flagelos. En particular, LP 3008 produjo ambos flagelos con todas las
fuentes de carbono, mientras que en LP 3004 no pudimos detectar con el MET al flagelo
lateral, ya sea en manitol o extracto de levadura. Este resultado coincidié con los obtenidos
en natacién. Si bien el flagelo lateral fue propuesto como responsable del swarming en
bacterias con flagelacion mixta, hasta el momento no habia sido debidamente demostrado
el rol de dicho flagelo en el swarming de B. japonicum. Como se observa en la Figura V1.3
ambos mutantes, LP 5843 y LP 5844, fueron capaces de realizar swarming, de acuerdo a lo
predicho. Si bien el tamafio de las colonias de swarming producidas por estos mutantes era
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considerable, nunca llegaron a desarrollar colonias del mismo tamafio que sus cepas
parentales en ninguna de las dos fuentes de C ensayadas. Si comparamos ambos mutantes,
LP 5843 o LP 5844 con su cepa parental LP 3004 o LP 3008 respectivamente, observamos
que independientemente de la fuente de carbono, en ambos casos el tamafio de la colonia
de la mutante fue menor. Este hecho nos confirmé que si bien el flagelo lateral aportaria en
mayor proporcion al swarming, ambos flagelos estan implicados en este tipo de movimiento
ya que cuando estan presentes ambos se obtiene la mayor expansion de la colonia de
swarming.

En particular, en extracto de levadura la reducciéon del tamafio de la colonia de
swarming fue mas pronunciado que en L-arabinosa. Esto podria estar relacionado con la
eficiencia metabodlica de las bacterias en estas dos fuentes de carbono, ya que la
disponibilidad de protones para la formacioén del gradiente que genera la fuerza protén-
motriz en células crecidas en L-arabinosa es muy alta, presumiblemente mayor que la que
podrian otorgar los componentes del extracto de levadura (Thorne & Burris 1940).

LP5843 LP 3004 LP5844 LP3008
(C1234 /lafA12%  (Farental) (MC1234 /lafA12"  (Parental)

L- Arabinosa

Extracto
de
Levadura

Figura VL.3. Rol de los flagelos en el swarming con relacion a la fuente
de C: L-arabimosa (arriba) o extracto de levadura (abajo). A la tzquierda:
mutantes LP 5843 y 5844, que solo expresan el tlagelo lateral
(AfC1234/ lafAT27): a la derecha: sus cepas parentales LP 3004 y LP
3008 respectivamente.

VI.4. Resumen y discusion.

En ese capitulo hemos evaluado el rol de cada uno de los flagelos de B. japonicum
sobre el desplazamiento de swarming. De manera complementaria a lo obtenido en el
capitulo anterior, hemos observado que los mutantes que carecen de ambos flagelos fueron
incapaces de moverse en placas con medio de Gotz-agar 0,5 % con gradiente de la fuente
de carbono, lo que nos indicarfa, junto a la caracterizacién micro y macroscopica ya
realizada, que el desplazamiento social observado es dependiente de flagelos y por lo tanto
se trata de swarming.

A continuacion analizamos la influencia del flagelo subpolar y del lateral por
separado, mediante el empleo de mutantes delecionados en una u otra de las flagelinas.
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Pudimos observar que B. japonicum tue capaz de utilizar cualquiera de los dos flagelos para
el swarming, aunque la total expansion de la colonia requiri6 la presencia de ambos. La falta
del flagelo lateral redujo drasticamente al swarming, mientras que en los mutantes carentes
del flagelo subpolar el defecto del swarming fue menos pronunciado. Tomados en conjunto,
estos resultados nos indicarfan que si bien B. japonicum necesita de los dos flagelos para el
swarming, el flagelo lateral es mas determinante. Este hecho se contradice con lo propuesto
por Kanbe et al. (2007), pero coincide con lo observado en otras especies con flagelacion
mixta. En particular, en R. centenum se ha observado que aun cuando el flagelo lateral juega
un papel importante en el swarming, células desprovistas de dicho flagelo son capaces de
realizar swarming solo con el flagelo polar. Por otro lado, en 1. parahaemolyticus se ha
observado que si bien el flagelo polar no participa del movimiento de swarming el mismo es
utilizado como un sensor de la viscosidad del medio, controlando asi la expresion del
flagelo lateral.

En otros estudios se observd que el flagelo polar rota en sentido horario y
antihorario (Althabegoiti et al. 2011). En general, las bacterias nadan linealmente cuando
sus flagelos se mueven en sentido antihorario, pero al cambiar el sentido de rotacién de los
flagelos al sentido horario, la bacteria comienza a dar tumbos, lo cual le permite cambiar el
sentido del movimiento. Estos cambios de sentido de rotaciéon de los flagelos estan
controlados por el sistema de quimiotaxis (Schmitt 2002) y le permiten a la bacteria nadar
en una trayectoria sesgada hacia el aumento de concentraciéon de nutrientes, por ejemplo.
En el caso del flagelo lateral, su movimiento es solamente en sentido antihorario
(Althabegoiti et al. 2011), pero los mutantes que poseen solo este flagelo muestran una
mayor tasa de tumbos (Kanbe et al. 2007, Althabegoiti et al. 2011). El flagelo lateral parece
derivar del flagelo de E. meliloti y Brucella spp (Liu & Ochman 2007), y en estas especies lo
tumbos ocurren como consecuencia de la detencién asincronica de la rotacion de los
flagelos, lo que favorece el desmembramiento del bucle de flagelos, similarmente a como
ocurre en otras especies al cambiar el sentido de rotaciéon (Attmannspacher et al. 2005).
Segun Kearns (2011), las bacterias que realizan swarming solo pueden moverse en una
direccién, y no presentan cambios de direccion mediados por tumbos. Esto serfa
favorecido con el flagelo lateral, el cual rota en una sola direccién y, dado que el swarming
ocurre sobre una superficie, el movimiento browniano no deberfa influir.
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Al comenzar esta Tesis hemos hecho hincapié en la problematica de la

competicion para la nodulacion desde dos grandes puntos de vista: uno de ellos relacionado
con los factores ambientales bi6ticos y el otro con las caracteristicas propias de los rizobios
empleados como inoculantes. Asi, en la primera parte hemos estudiado la biodiversidad y
las propiedades de las bacterias noduladoras de soja que se encuentran como poblaciones
aloctonas en los suelos bajo cultivo de esta leguminosa, y ya en la segunda nos hemos
enfocado en la movilidad de los bradirrizobios y en particular en el swarming como un factor
propio del bradirrizobio inoculado que podria influir en su competitividad.

La relacion entre la movilidad, la colonizacién rizosférica y la competitividad para
nodular es bastante mas compleja que lo que se pensé en un principio. Diversos autores
han propuesto que los (bradi)rizobios, atraidos por quimioatractantes del exudado radical,
se desplazarfan hacia las raices para colonizar la rizésfera y comenzar el proceso de
simbiosis. Esta proposicién se sustenta en ensayos con mutantes no moéviles, que son
incapaces de iniciar la colonizacién radical, o en la quimiotaxis de los (brady)rizobios hacia
sustancias liberadas en los exudados radicales (Gulash et al. 1984, Barbour et al. 1991,
Caetano-Anollés & Gresshoff 1991). Sin embargo, la mayoria de estos ensayos se llevaron a
cabo en condiciones de laboratorio y particularmente en medios liquidos o saturados de
agua. Ahora bien, si tenemos en cuenta las caracteristicas del medio edafico, en donde
realmente ocurre el desplazamiento de estas bacterias, no se deberia esperar una difusiéon
homogénea de los quimioatractantes, ya que los canales de agua del suelo no son
continuos, y por lo tanto, las condiciones recreadas en el laboratorio para evidenciar el
desplazamiento, tal cual como lo han observado estos autores, pueden conducir a
extrapolaciones erréneas. Ello podria explicar la contradicciéon entre los trabajos
mencionados y otros realizados en medios porosos insaturados, donde se observé una
escasa movilidad y en especial, una pobre correlacién entre la capacidad de moverse y la
competitividad para nodular (Madsen & Alexander, 1982, Liu et al. 1989, McDermott &
Graham 1989, Lépez- Garcia et al. 2002, Horiuchi 2005).

Por supuesto, no podemos discutir que B. japonicum posee movilidad y mas ain, que
cepas con mayor movilidad son mas competitivas (Althabegoiti et al. 2008, 2011), pero eso
no indica que dicha movilidad se ejerza como una quimiotaxis hacia la raiz. Entonces ¢Cual
es el rol de la movilidad en los medios edaficos? La respuesta a esta pregunta va a depender
de diversas variables, las cuales son imposibles de estudiar de manera conjunta. Sin
embargo, la respuesta no deberfa abordarse desde experimentos en medios liquidos o
agarizados, los cuales no representan las condiciones edaficas, sino mas bien desde el
propio suelo como modelo experimental.

El suelo esta constituido por particulas de distintos tamafios y materia organica, que
en conjunto favorecen la formacién una estructura estable, con poros de diversos
diametros. Estos poros le confieren al suelo la capacidad de retener agua, siendo inversa la
relacién entre el didmetro de cada poro y su capacidad de retenciéon de agua. De esta
manera, los poros pueden ser clasificados en poros no capilares, que suelen drenar
facilmente el agua (referida como agua gravitacional) y en poros capilares, en los cuales el
agua si puede ser retenida con distintas presiones dependiendo del tamafio de los poros y el
contenido hidrico del suelo. Los poros capilares, debido a su tamafio, le confieren a las
bacterias del suelo un microhabitat que excluye a los protozoos.
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El contenido de agua del suelo es muy variable; asi, el suelo solo se va a encontrar
saturado de agua (inundado) luego de una precipitacién o un riego. En condiciones
normales los suelos insaturados van a contener algunos canales de agua en los cuales los
(bradi)rizobios van a poder nadar libremente, como asi también superficies con menor
contenido de agua, que podrian favorecer el movimiento de swarming. Por lo tanto, en un
suelo insaturado el movimiento de swarming podria ser mas comun que la natacion, y ello
podria explicar la aparente contradiccion entre los resultados experimentales obtenidos en
medios liquidos y aquellos obtenidos en medios porosos insaturados.

Hasta el momento no ha sido demostrado qué tipo de movimiento es el que
podrian realizar los (bradi)rizobios en el suelo para colonizar diferentes nichos. Como
describimos en los dos capitulos anteriores, hemos logrado poner en evidencia al
movimiento de swarming en B. japonicum y caracterizarlo en funcién del requerimiento cada
uno de los dos flagelos de esta especie, como asi también en relaciéon con la influencia de
las fuentes de C sobre la expresion del flagelo lateral. Asi concluimos que B. japonicum
necesita de sus dos tipos de flagelos para desplazarse por swarming, pero en particular el
flagelo lateral serfa el mas necesario.

No obstante, como hemos observado, las condiciones en las cuales B. japonicum es
capaz de realizar swarming en una caja de Petri son muy restrictivas y particulares, como para
que ocurran en las condiciones naturales del suelo. Si bien nosotros postulamos que el
gradiente de la fuente de carbono podria estar presente en la rizésfera, nuestras
observaciones indicarfan que el intervalo de concentraciones necesarias para disparar la
diferenciacion hacia el swarming es muy estrecho, como asi también el estado fisioldgico de
crecimiento del inéculo, el contenido de humedad de la caja de Petri, la calidad del agar
empleado, y el tamano del inéculo, todo lo cual no necesariamente ocurra asi en el suelo,
haciendo que nos planteemos si este tipo de desplazamiento realmente puede ocurrir en el
suelo.

Si bien no pretendemos resolver la cuestion de la movilidad en el suelo, en los
estudios que se presentan en este capitulo hemos tratado de realizar una aproximacion al
conocimiento de los desplazamientos de B. japonicum mediados por flagelos en su ambiente
natural. Para ello, utilizamos la cepa LP 3008 y sus mutantes en cada uno de sus flagelos o
en ambos, ya que es el acervo genémico que presenté un fenotipo de movilidad mas
evidente tanto en natacion (Althabegoiti et al. 2011) como en swarming (Cap. VI).

V.II.1. Evaluacion del swarming en suelos hidratados a distintos
porcentajes de su capacidad de campo.

Se entiende como capacidad de campo (CC) a la cantidad de agua que es capaz de
retener el suelo después de haber drenado el agua gravitacional. Asi, se esperaria que la
natacion se vea favorecida en tanto mayor sea el contenido hidrico respecto de la CC. Es
decir que al 100 % de la CC, se observara el mayor contenido de agua en los poros
capilares, donde las bacterias podran realizar nataciéon en los canales del suelo, y por lo
tanto se favorecera la observacion de este desplazamiento sobre el swarming. En cambio en
suelos con menor CC, ambos movimientos estarfan presentes y el swarming iria
prevaleciendo a medida que el contenido de agua disminuyera.
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Por lo tanto para estos experimentos elegimos llevar el suelo hasta el 80 % o el 100
% de su CC, dado que en ensayos previos donde evaluamos la competiciéon para la
nodulaciéon de las cepas mutantes contra su parental en macetas con vermiculita, utilizamos
estas mismas condiciones (Althabegoiti et al. 2011).

A su vez, la utilizacién de los mutantes derivados de LP 3008 nos permitiria
discernir el tipo de movimiento que llevarian a cabo los (bradi)rizobios en cualquiera de las
condiciones, ya que el mutante que solo expresa el flagelo lateral, LP 5844, mostré un
desplazamiento de casi el 90 % con respecto a su cepa parental, LP 3008, en el movimiento
de natacion (Althabegoiti et al. 2011). Esta similitud en la natacién entre el mutante y su
parental no fue observada en el swarmwuing, el cual se vio severamente restringido en el
mutante LP 5844 (Fig. VI.2)). Por lo tanto, esperarfamos que si LP 5844 se desplazara
mucho menos que LP 3008, el movimiento predominante setfa swarming, en cambio, si
ambas cepas se desplazaran de manera similar, el movimiento predominante seria la
natacion.

Para poder evaluar la movilidad de B. japonicum en el suelo, utilizamos una
modificacién del método de Vilain et al. (2006). Como describimos en el Cap. 11, al medio
AG solido (1,5 % agar) contenido en una placa de Petri se le realizaron perforaciones de
aproximadamente 1,4 cm de didmetro. Estas perforaciones posteriormente fueron
rellenadas con cantidades conocidas de suelo de Cavanagh estéril, al que previamente se le
determiné su CC gravimétricamente, lo que nos permitié calcular el volumen de agua
necesario para obtener un 80 % o 100 % de su CC. El ensayo en si consisti6é en inocular la
suspension bacteriana en el centro de la muestra de suelo hidratado e incubarla a 28 °C. Si
ocurria un desplazamiento por parte de las bacterias desde el punto de inoculaciéon en el
centro de la muestra de suelo hacia los bordes, observarfamos un crecimiento bacteriano en
el medio de cultivo que rodeaba el limite del suelo hidratado. En tal caso, si la mutante
carente de flagelos, LP 6644, solo presentaba crecimiento en el centro del suelo, podiamos
decir que el movimiento observado ademas era dependiente de flagelos.

Nosotros evaluamos las placas de Petri a los dias 6, 7 y 9 post-inoculaciéon. Como
se observa en las Fig. VIL.1.A y B, a los 6 dfas post inoculacién tanto la cepa LP 3008 como
los mutantes, presentaron crecimiento en el lugar donde se los habia inoculado, pero en el
caso de las muestras de suelo hidratadas al 100 % de su CC, este crecimiento resultdé mas
difuso. Esto podtia deberse al mayor contenido de humedad de la muestra de suelo. La
diferencia de crecimiento en la interfase medio de cultivo-suelo entre los distintos mutantes
y LP 3008 se comenzo a observar al dia 7 y fue mas evidente al dfa 9 post-inoculacién, en
ambas CC. Cuando evaluamos la movilidad de las cepas inoculadas en la muestra de suelo
hidratada al 80 % de su CC, observamos al dia 7 post-inoculaciéon que tanto LP 3008 como
la mutante que solo expresa el flagelo lateral, LP 5844, presentaron crecimiento en la
interfase medio de cultivo-suelo. Ademas, el fenotipo observado en ambas cepas fue
similar, indicandonos que no solo estaba ocurriendo un desplazamiento, sino que también
habifa la misma tasa de expansiéon en ambas cepas. En cambio, en la mutante LP 6644,
carente de flagelos, y en la que solo expresa el flagelo subpolar, LP 6866, se seguia
observando crecimiento solo en el punto de inoculacién. Al dia 9 post inoculacién todas las
cepas, excepto LP 6644, habian alcanzado la interfase y presentaban un grado similar de
expansion (Fig. VIL1.). De manera similar a lo descripto, cuando evaluamos las cuatro
cepas en las muestras de suelo al 100 % de su CC, observamos que al dia 7 post-
inoculacion, tanto las mutantes en uno de los flagelos como LP 3008, presentaron
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crecimiento en la interfase, aunque la cepa que solo expresa el flagelo lateral, LP 5844,
presentaba un fenotipo semejante al de LP 3008. Al dia 9 post-inoculacién, el crecimiento
en la interfase alcanzé su mayor expansion, el cual era similar en las tres cepas
mencionadas. Nuevamente la cepa LP 6644, carente de flagelos, solo presentd crecimiento
en el punto de inoculacién sin llegar nunca a la interfase suelo-medio AG (Fig. VIL1).

VII.2. Resumen y discusion.

En base a lo descripto en las placas de Petri con muestras de suelo hidratadas al 80
y 100 % de su capacidad de campo, pudimos evidenciar que B. japonicum tue capaz de
desplazarse en suelos y que ese desplazamiento fue dependiente de flagelos. Por lo tanto,
los resultados de este capitulo pueden interpretarse comparandolos con la movilidad de
swarming observada por nosotros en el Cap. VI y con las observaciones del movimiento de
natacion realizadas por Althabegoiti et al. (2011), sin necesidad de invocar ningin otro tipo
de movilidad. Mientras que el swarming se vio muy limitado en los mutantes que poseen un
solo flagelo, en especial en LP 6866 (Figs. VI.1 y VL.2), en ensayos de natacién ambos
mutantes se desplazaron considerablemente: LP 6866 un 70 % y LP 5844 un 90 %, en
ambos casos con respecto a LP 3008 (Althabegoiti et al. 2011). En nuestros experimentos
con suelo (Fig. VIL1), nosotros observamos que tanto al 80 como al 100 % de la capacidad
de campo, LP 3008 y su mutante LP 5844 alcanzaron la interfase suelo-agar al mismo
tiempo, evidenciando un comportamiento similar al observado para la natacion. Ademas,
cuando evaluamos el desplazamiento al 100 % de la CC, observamos que tanto LLP 5844
como 6866 presentaron crecimiento en la interfase a los 7 dias post inoculacién, al igual
que LP 3008. Esto nos indica que estas cepas se habian desplazado tanto con el flagelo
lateral como con el subpolar y por lo tanto el desplazamiento nuevamente era consistente
con las observaciones de natacion, ya que si hubieran dependido del swarming, deberfamos
haber observado un retraso considerable en los mutantes. Por lo tanto, podriamos plantear
que en las condiciones de 80-100 % de la CC la natacién por medio de la utilizacién del
flagelo subpolar fue suficiente para el desplazamiento en el suelo. Estos resultados no
permiten descartar que el swarming sea el tipo de desplazamiento predominante a menores
CC, pero esto no puede abordarse satisfactoriamente con este sistema experimental.

Si bien este ensayo no es un fiel reflejo de lo que sucede en los suelos, ya que por
un lado al realizar las placas de Petri destruimos la estructura del suelo, y por otro lado
eliminamos factores bidticos con la esterilizacion, el mismo nos permite realizar una mejor
aproximacion a la situacién natural que los experimentos en placas de Petri con medio de
cultivo. Teniendo en cuenta estas salvedades, nuestros resultados nos sugieren que el
desplazamiento predominante en el suelo, tanto al 80 % o al 100 % de su CC, es la
natacién. No obstante, estos resultados no permiten descartar que luego del dia 7 post-
inoculacién las bacterias hayan comenzado a realizar swarming, y este movimiento haya
coexistido con la nataciéon. Si este hubiera sido el caso, el swarming hubiera pasado
desapercibido ya que solo evaluamos el desplazamiento total desde el punto de inoculaciéon
hasta el borde de la muestra de suelo. De todas maneras, sigue siendo valido afirmar que el
movimiento predominante fue la nataciéon. En particular, trabajos recientes sefialan que las
bacterias que realizan swarming, al ser inoculadas desde un medio de cultivo liquido a un
medio sélido, presentan un periodo en el cual no se desplazan debido a que esta ocurriendo
el proceso de diferenciacion a formas hiperflageladas (Kearns 2011).

126



CAPITULO
VIII

Conclusiones

y
Perspectivas.



Conclusiones y Perspectivas Tesis Doctoral  Julieta Covelli

Al inicio de esta Tesis hemos mencionado la influencia econémica que tiene el

cultivo de soja en nuestro pafs, como asi también su alto requerimiento de N. Con el fin de
que la planta pueda obtener este nutriente del aire, se utiliza la biofertilizacién con
bradirrizobios eficientes para asociarse con ella y fijar N,, pero en general no suele
observarse una respuesta significativa del rendimiento. Entre los diversos factores que
pueden estar conjugandose para observar esa falta de respuesta estd la denominada
competicion para la nodulacioén, la cual pareceria tener un rol determinante. Este fenémeno
depende de tres actores: la planta de soja, los (bradi)rizobios de los biofertilizantes y el
suelo, incluyendo su microbiota, sus caracteristicas intrinsecas (pH, estructura, iones, etc.) y
su heterogeneidad, expresada en multitud de nichos ecolégicos. Esto lo vuelve un sistema
complejo de estudiar. Particularmente, dentro del ecosistema del suelo van a estar presentes
poblaciones de (bradi)rizobios aléctonos, que van a estar compitiendo por la nodulacién de
la soja contra los bradirrizobios del inoculante. En tal sentido, creemos que es de vital
importancia poder entender el fenémeno de la competitividad para nodular, como una
forma de mejorar la eficiencia de la relacién simbidtica entre el inoculante y el cultivo de
soja.

Dada la complejidad que presenta el fenémeno de la competiciéon para la
nodulaciéon y en base a observaciones previas de nuestro grupo de trabajo, nos planteamos
como objetivos generales de esta Tesis realizar una contribucién al conocimiento de
aspectos determinantes de la competitividad para nodular. Especificamente nos planteamos
estudiar la competiciéon para la nodulaciéon desde dos puntos de vista. Asi, en la primera
parte de esta Tesis hemos estudiado las caracteristicas ecofisiolégicas de las poblaciones
aloctonas de (bradi)rizobios aisladas de nuestros suelos con historial de cultivo de soja.
Como segundo enfoque, nos planteamos averiguar si otros tipos de movilidad diferentes de
la natacién ya estudiada con anterioridad (Althabegoiti et al. 2008, 2011) podrian ocurrir en
el suelo y asi contribuir a resolver las contradicciones del conocimiento actual acerca del
posible rol de la movilidad de los (bradi)rizobios en la competicién para la nodulaciéon. Es
decir, nos planteamos como problema de estudio una poblacién de (bradi)rizobios
establecida en un medio edafico con determinadas caracteristicas, que se enfrenta a una
poblacién de rizobios del biofertilizante, inoculada en una alta concentracién pero que
queda concentrada en un pequefio volumen de suelo. Entonces surgen estas preguntas:
¢Por qué los rizobios del biofertilizante son ineficientes para ocupar los nédulos de la soja?,
¢Qué caracteristicas poseen estas poblaciones aléctonas que hacen que ocupen mayor
porcentaje de nodulos? ¢Qué rol juega la movilidad de los (bradi)rizobios en esta
competicion para la nodulacion? ¢Los rizobios se mueven en el medio edafico?

En la primera parte de esta Tesis nos focalizamos en estudiar las caracteristicas
ecofisiolégicas de una coleccién de aislamientos al6ctonos provenientes de cinco zonas con
historial de cultivo de soja del denominado cinturén sojero, abarcando las provincias de
Buenos Aires, Entre Rios y Cérdoba. Observamos que estos aislamientos presentaron una
gran diversidad genotipica que se relacion6 con su suelo de origen, pero el potencial para
nodular no parecié tener adaptaciones especificas al sitio de origen. En el analisis de la
diversidad, también hemos observado que la cepa utilizada habitualmente en los
inoculantes, B. japonicurmr E109, posee una muy baja representatividad, por lo cual nos
planteamos si esto se debe a las condiciones edaficas o a una alta competitividad de las
cepas aloctonas. Cuando evaluamos las caracteristicas fenotipicas de nuestros aislamientos
encontramos que para ciertas caracteristicas como velocidad de crecimiento y tipo y
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morfologia de colonia nuestros aislamientos mostraron un comportamiento heterogéneo;
sin embargo todos fueron tolerantes a 37 °C, por encima de la temperatura éptima de los
(bradi)rizobios, la cual E109 fue incapaz de tolerar. Estos resultados no nos sorprendieron,
dado que diversos autores han observado este tipo de comportamiento en suelos donde los
(bradi)rizobios son introducidos por biofertilizacién, los cuales evolucionan para formar
poblaciones al6ctonas con un alto grado de diversidad tanto genotipica como fenotipica
(Chen et al. 2000, Batista et al. 2007, Gomes Barcellos et al. 2007). Este resultado podtia
deberse a la adaptacion de lo rizobios al nuevo medio edafico por deriva genética, como asi
también al proceso de transferencia horizontal de genes como medios de incrementar la
diversidad genotipica (Gomes Barcellos et al. 2007). Evaluando algunas de las
caracteristicas de los suelos de donde fueron obtenidos los aislamientos observamos que se
trata de suelos con pH acido, el cual se relacioné con la distribuciéon obtenida mediante el
andlisis genotfpico. En medios edaficos acidos se liberan cationes como Al’*, que presentan
toxicidad tanto para los microorganismos como para las leguminosas, afectando
directamente a la simbiosis. En tal sentido, nos parecié interesante evaluar el
comportamiento de nuestras cepas para crecer a pH 4cidos y en presencia de AI’". Todas
las cepas aléctonas analizadas, como asi también E109, fueron capaces de crecer a pH 4,8;
sin embargo, a diferencia de las cepas aléctonas, E109 fue incapaz de tolerar la presencia de
AP’". Dado que los cultivos de soja en Argentina son casi en su totalidad realizados con
variedades RR, evaluamos la capacidad de las cepas aléctonas para tolerar glifosato.
Excepto una cepa (CAGIN), el resto mostré una significativamente mayor tolerancia que
E109. Claramente estos resultados no nos representan todas las adaptaciones que pueden
estar presentes en las cepas aloctonas, pero sugieren que la baja representatividad de E109
podria deberse a que carece de ciertas capacidades intrinsecas de los (bradi)rizobios de la
poblacién aléctona como la tolerancia a la alta temperatura, al glifosato o al AI™".

Siguiendo con la caracterizacién, desde hace afios se cree que las cepas aldctonas
establecidas en los suelos son malas fijadoras de N, pero eficientes competidoras
(Boonkerd et al. 1978, McDermott & Graham 1989, Sadowski & Graham. 1998, Thies et
al. 1991). Sin embargo los estudios en los que se basa esta hipotesis se realizaron en suelos
de Estados Unidos, cuyas caracteristicas edaficas no necesariamente coinciden con las
nuestras. Diversos autores han sefialado que en nuestros suelos existen poblaciones con
buen potencial de FBN (Perticari et al. 1998, Melchiorre et al. 2010). Por otro lado, se ha
estudiado la competitividad de rizobios de crecimiento rapido contra bradirrizobios,
observando que los primeros son deficientes en la ocupacion de nédulos (Pastorino et al.
2009). En tal sentido, algunos autores proponen que esa competiciéon puede estar
determinada por el pH de los suelos, en donde se veria favorecido B. japonicum a pH acidos
y en cambio E. fredii se verfa favorecido en suelos alcalinos independientemente de su
competitividad intrinseca (Buendia Claveria et al. 1994). Cuando evaluamos nuestras cepas
en comparacion con E109 y USDA 110 encontramos dos comportamientos bien definidos,
con pocas excepciones. Por un lado, los rizobios fueron deficientes en la FBN y en la
competiciéon para la nodulacién; por otro lado, los bradirrizobios fueron eficientes FBN,
pero en contra de lo previsto, no encontramos ninguna cepa que compitiera mas que E109.
Ahora bien, si todas estas cepas, tanto de rizobios como de bradirrizobios son deficientes
frente a E109 en la competicién para nodular, ;Por qué persisten? Si bien con nuestros
resultados no podemos llegar a una conclusioén, podemos hipotetizar que las condiciones
edaficas tienen un rol determinante en la competicion; asi, aunque las cepas aldctonas
posean una baja competitividad intrinseca, logran sobrevivir a condiciones desfavorables
para la cepa del biofertilizante y posicionarse en mejores condiciones a la hora de infectar
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nuevas rafces. El otro punto que observamos es que de una poblaciéon de diez cepas
evaluadas en su capacidad simbidtica y su competitividad encontramos que dos cepas,
SA37S y VT16S, toleraron mas eficientemente la presencia de AI’* y glifosato y presentaron
un efecto simbidtico positivo, por lo menos equiparable a E109. Ademas, SA37S presento
la misma competitividad intrinseca para nodular que E109. Esto nos hace pensar que si de
tan solo diez cepas evaluadas, una de ellas presenté un potencial de simbiosis y
competitividad similares a E109, pero con una mejor adaptabilidad al medio, debe existir
una gran riqueza de nuevas cepas potencialmente utiles para biofertilizantes en nuestros
suelos. Haciendo el mismo analisis, también encontramos que existen cepas con buena
tolerancia al glifosato, como CU42S y NJ33N pero deficientes en FBN y en
competitividad, otras que son eficientes en FBN y competitividad como CAG6IN y SA37S,
pero que presentaron baja tolerancia a glifosato y el resto de cepas que tienen
comportamientos intermedios. Por lo tanto, nuevamente observamos una heterogeneidad
en las estrategias que podrian estar utilizando para persistir en el suelo. En tal sentido es
claro que se deben seguir realizando estudios sobre las caracteristicas de las cepas
aloctonas, pero dirigidos a las posibles adaptaciones que pueden conferifles una mejor
persistencia en el suelo, dado que pareceria que la capacidad intrinseca de competir para la
nodulacién no tendria un rol determinante y que, al menos entre los bradirrizobios, la alta
capacidad para la FBN no parece haber sufrido una alta tasa de deriva génica tal como se
suele creer.

En la segunda parte de esta Tesis, hemos abordado la problematica de cémo
modificar la desfavorable posiciéon de los bradirrizobios del biofertilizante al iniciar la
infeccién de raices. Por ello, hemos planteado la necesidad de entender mejor como es el
proceso mediante el cual los (bradi)rizobios se encuentran con las raices infectables. En tal
sentido, hipotetizamos tres opciones, la primera de ellas hace referencia al desplazamiento
de las raices a medida que van creciendo, con lo cual podrian ir encontrando a su paso
colonias de (bradi)rizobios sésiles, la segunda se relaciona con la movilidad de los
(bradi)rizobios en el suelo y la tercera como una combinacién de ambas. Por lo tanto,
hemos abordado el estudio de los distintos tipos de movilidad que podria poseer B.
Japonicumr 'y coOmo estos condicionarfan su distribuciéon en el suelo. En este punto, cabe
destacar que la mayoria de los estudios que hacen referencia a que los rizobios nadan en el
suelo hacia las raices fueron realizados en medios liquidos, medios agarizados o medios
porosos saturados de agua (Caetano-Anollés et al. 1988, Barbour et al. 1991, Lowther &
Patrick 1993, Gonza & Marketon 2003) mientras que otros estudios realizados en medios
porosos insaturados no le adjudican un rol importante ni a la natacién ni a la quimiotaxis
(Madsen & Alexander, 1982, Liu et al. 1989, McDermott & Graham 1989, Lopez- Garcia
et al. 2002, Horiuchi 2005, Althabegoiti et al. 2008, 2011). Por lo tanto, nos planteamos
poner de manifiesto y describir el swarmming en B. japonicum. Teniendo en cuenta la estructura
del suelo y de forma analoga a lo observado en otras especies de bacterias patdgenas
(Jarrell & Mcbride 2008, Harshey 2003, Kearns 2011, Partridge & Harshey 2013), el
swarming podria ser el movimiento que realicen los (bradi)rizobios para colonizar nuevas
superficies en este ambiente. Este objetivo trajo aparejada la puesta a punto de las
condiciones para poder observar este desplazamiento en nuestro bradirrizobio, dado que al
momento de comenzar, el swariming se habia demostrado solo en unos pocos rizobios (Soto
et al. 2002, Braeken et al. 2008, Nogales et al. 2010, Nogales et al. 2012). Ademas, B.
Japonicum es taxonémicamente bastante lejano a estas especies de rizobios y posee dos
sistemas flagelares independientes, uno subpolar y constitutivo y el otro, lateral e inducible
por la fuente de C del medio. Este hecho también diferencia a B. japonicum del resto de las
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bacterias de flagelacion mixta, en donde se ha observado que la expresiéon diferencial del
flagelo lateral esta relacionada con el aumento de la viscosidad en el medio. Al lograr
caracterizar el swarming en B. japonicurz USDA 110 mediante la utilizacién de mutantes en
cada uno o en ambos flagelos, como asi también utilizando distintas fuentes de C, pudimos
observar que B. japonicum necesité ambos flagelos para realizar el swarming, siendo el flagelo
lateral el mas requerido, de acuerdo a lo observado en Rhodospirillum (Mc Clain et al. 2002)
pero contrariamente a otras bacterias con flagelacion mixta, donde el flagelo peritrico o
lateral es el encargado de realizar el swarming (Mc Clain et al. 2002, Kirov 2003, Stewart &
McCarter 2003, Mc Carter 2005, Merino et al. 2006). Sin embargo, observamos que las
condiciones necesarias para poner en evidencia al swarming en el laboratorio eran demasiado
restrictivas. Estos resultados, analizados en conjunto, nos llevaron a plantearnos nuevas
preguntas: si en condiciones de capacidad de campo la movilidad parecerfa no tener un rol
en la competicion para la nodulacién (Althabegoiti et al. 2011) ¢Los rizobios se mueven en
el ambiente edafico? y si lo hacen ¢Qué realizan swarming o natacion? Para qué les sirve?
Dadas las condiciones restrictivas para visualizar el swarming en el laboratorio ¢Es esperable
que ocurra en el suelo? Todas estas preguntas nos llevaron a tratar de ver qué
desplazamiento podrian realizar estos bradirrizobios en un suelo estéril en placas de cultivo
como una aproximacién a lo que podria observarse en los suelos naturales. Observamos
que aquel mutante que no posee flagelos fue incapaz de moverse y que el mutante que
posee un solo flagelo fue capaz de desplazarse en una tasa similar a su parental, lo que nos
indicé por un lado que en el suelo no hubo movimientos propulsados por aparatos
diferentes a los flagelos y por otro, que el tipo de movilidad predominante en este ambiente
es la natacion.

Siendo que B. japonicum puede nadar con un solo flagelo, ya sea el subpolar o el
lateral, y la natacién parece ser el Ginico movimiento relevante en su ambiente natural, ;Por
qué posee dos sistemas de flagelos? es mas ¢Por qué conserva un flagelo subpolar de
expresion constitutiva, si éste no es necesario para la natacién y aporta muy poco al
swarming?

Claramente, con los resultados que obtuvimos a lo largo de este trabajo no
logramos contestar esas preguntas. Aunque si tenemos en cuenta la estructura del suelo, en
el mismo vamos a encontrar canales de distinto tamafo, desde macroporos a canales
capilares en donde la retencioén del agua va a depender del grado de saturacion del suelo.
Por ejemplo, luego de una lluvia o riego el suelo estd saturado de agua y tanto los
macroporos como los canales capilares poseen agua. En esta situacién se favoreceria la
natacion; sin embargo, no esperarfamos que las bacterias naden grandes distancias, ya que
estos canales dificilmente sean continuos. Por otro lado, a medida que el agua gravitacional
va drenando y se va alcanzando la capacidad de campo, los macroporos se empiezan a
llenar de aire y solo quedan canales mas o menos continuos de agua en los poros capilares.
Si bien adn los (bradi)rizobios pueden nadar, el camino es mucho mas tortuoso y ello
podria requerir al flagelo lateral, ya que se ha observado que éste promueve cambios de

direccién mas frecuentes y pronunciados en el desplazamiento de los bradirrizobios
(Althabegoiti et al. 2001).

Ademas se ha descripto que en bacterias de flagelacion mixta el flagelo lateral se
induce en medios viscosos. Para ello, el flagelo subpolar funciona como una especie de
sensor de la viscosidad del medio e induce, via el sistema de quimiotaxis, la expresion del
flagelo lateral, el cual funcionarfa de manera mas eficiente en este tipo de superficies
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(Atsumi et al. 1990, Jiang et al. 1998). De acuerdo con ello, los mutantes de B. japonicun:
carentes de flagelo lateral son incapaces de moverse en placas de nataciéon suplementadas
con polivinilpirrolidona 7 %, la cual aumenta la viscosidad del medio (Althabegoiti, com.
pers.). Con estos resultados podriamos suponer que B. japonicurz podria utilizar de forma
preferencial uno u otro flagelo segun la viscosidad. En tal sentido el mucigel que rodea las
raices podria requerir la expresion del flagelo lateral para que los bradirrizobios se
desplacen por €L

En Agzospirillum se ha propuesto que el flagelo subpolar, ademas de sensar el
aumento de viscosidad y favorecer la expresion del flagelo lateral en un sistema de
regulacién aun no muy bien conocido, también favorece la adhesion de esta bacteria a las
raices (Burdman et al. 2000). En B. japonicum, nosotros hemos observado que los mutantes
que solo expresan el flagelo subpolar son capaces de competir con mayor eficiencia que su
parental en condiciones de capacidad de campo (Althabegoiti et al. 2011) por lo cual
podriamos preguntarnos si este flagelo no cumplira un rol similar al observado en
Agzospirillum. Es decir, si bien la movilidad no favoreceria a la competicion para la
nodulacién, permititfa que los rizobios persistan en el suelo y/o comiencen de manera mas
eficiente el proceso de nodulacion.

Teniendo en cuenta estos tres puntos, podriamos hipotetizar el rol del swarming y la
natacion en el medio edafico. Si tenemos en cuenta la capacidad de los rizobios para formar
biopeliculas que le van a permitir subsistir en un medio cuando las condiciones son
desfavorables, también debemos tener en cuenta un antes y un después de la formacion de
la biopelicula. En tal sentido, al llegar a un estado de maxima maduracion en la biopelicula,
las bacterias contenidas en dicha pelicula comienzan a diferenciarse y a expresar sus
flagelos. Una vez ocurrido esto son capaces de salir en busca de un nuevo sitio para
colonizar si es que las condiciones son favorables para la natacién. La forma que tendrian
de desplazarse al salir de una biopelicula serfa nadando pequefias distancias por medio de
los canales capilares o arrastradas por el agua de una inundacién o alcanzadas por una raiz
en crecimiento, aunque estas dos ultimas podrian suceder sin la necesidad de que la
biopeliculas haya madurado. Independientemente de la forma en que salgan de las
biopeliculas, si las condiciones siguen siendo favorables o si alguna raiz en desplazamiento
alcanza a los rizobios, éstos podran colonizar nuevas superficies dentro de la misma raiz
mediante el swarming. De hecho, algunos autores proponen que existe una relacién inversa
entre el swarming y la formacioén de biopeliculas, es decir que ante condiciones adversas la
bacteria decide si trata de desplazarse para colonizar una nueva superficie mediante el
desplazamiento con swarming o realiza una nueva biopelicula (Caiazza et al. 2007). En tal
sentido la bacteria podtia estar censando el aumento de viscosidad debido a la presencia de
mucilago, o las distintas fuentes de C cerca de la rizésfera, en ambos casos promoviendo
que se exprese el flagelo lateral y favoreciendo el swarming. A su vez, el flagelo subpolar
podria tener un rol en la adhesion a las raices al igual que en Azospirillum. De esta manera,
tanto la natacién como el swarming estarian relacionados con la persistencia de los rizobios
en el suelo pero no necesariamente con el acercamiento direccionado hacia las raices como
paso previo a la infeccién, tal como hemos observado.

En conclusién, al querer contribuir al conocimiento del fenémeno de la
competicion para la nodulacién, hemos observado que la adaptabilidad de los
(bradi)rizobios a las condiciones edaficas estarfa jugando un rol determinante a la hora de
favorecer la persistencia de cada cepa, y tal vez por ello observamos una baja
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representatividad de la cepa E109. Ademas, hemos puesto en evidencia, en esta Tesis y en
trabajos previos (Althabegoiti et al. 2011), que la movilidad en el suelo es
predominantemente natacién pero que no tendria un mayor rol en la competicién para la
nodulacién cuando el suelo estd a capacidad de campo. Tomados en conjunto, estos
resultados indican que la dispersién de los rizobios en el suelo y su supervivencia en
condiciones probablemente sésiles son factores clave para la competitividad para nodular,
sugiriendo que debe ponerse mas énfasis en desarrollar métodos de biofertilizaciéon que
aseguren o favorezcan dicha dispersion.

Es necesario seguir estudiando la problematica de la competiciéon para la
nodulacién de forma mas dirigida a las condiciones del suelo, como asi también a la
movilidad en sistemas edaficos, que permitan comprobar nuestra hipotesis, la cual sefala
que el rol principal de la movilidad no estarfa relacionado con la nodulacién sino con
favorecer la persistencia de los (bradi)rizobios en el medio edafico. De este modo, se podria
dirigir la seleccion de nuevas cepas para los biofertilizantes en base a su adaptaciéon a
nuestros suelos, la tasa de FBN y su movilidad para lograr una eficiente dispersion y
persistencia en los suelos. Para estos procesos de selecciéon podria no solo partirse de las
cepas ya conocidas, sino también aprovecharse la potencialidad de las poblaciones
aloctonas de bradirrizobios presentes en nuestros suelos.

Son cosas chiguitas. No acaban con la pobreza, no nos sacan del subdesarrollo,
no socializan los medios de produccion y de cambio, no expropian

las cuevas de Ali Baba. Pero quiza desencadenen la alegria de hacer,

9 la traduzean en actos. Y al fin y al cabo, actuar sobre la realidad

_y cambiarla, annque sea un poquito, es la sinica manera

de probar que la realidad es transformable.

Eduardo Galeano.
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Apéndice A.

Resolucion de SENASA sobre los inoculantes.

Resolucion N° 310/1994.

“Art. 8°- Los fertilizantes biolégicos deberan cumplir con las siguientes
especificaciones del marbete: ser efectivos para la/s especie/s vegetal/es que se
consigne/n, proveyendo al vencimiento la cantidad de microorganismos viables necesatios
para obtener una accién efectiva. Deben contener no menos de 10° rizobios por g o ml a la
fecha de elaboracién y no menos de 10° por g o ml a la fecha de vencimiento. En el caso
de los inoculantes para soja éstos deben proveer el equivalente a no menos de 80.000
bacterias viables especificas por semilla.”

“Art 12°-Para semillas preinoculadas, se exigira al vencimiento la cantidad de
microorganismos viables, conforme a lo enunciado en el articulo 8° el certificado del
Instituto Nacional de Semillas, indicando variedad y calidad de semilla y muestras de las
mismas. En el marbete deben figurar el inoculante aprobado, nimero de lote y fecha de
vencimiento. En caso que la semilla sea preinoculada con un producto no aprobado, se
deberan realizar ensayos de eficacia a campo durante tres (3) afios, fiscalizados por el
Instituto Argentino de Sanidad y Calidad Vegetal, como asi también se verificara su periodo
de vencimiento. En caso de productos importados, se debera dar intervencién al Instituto
Argentino de Sanidad y Calidad Vegetal, previo despacho a plaza de cada partida como lo
indica el articulo 2° del Decreto N°® 4830/73, Reglamentatio de la Ley N° 20466.”
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Apéndice B.

Tabla 1. Caracterizacion del crecimiento de la coleccion de rizobios en

medio YEMagar suplementado con distintos colorantes y a distintas temperaturas.

Colorde lacoloniaen YEM Reaccionen YEM agarazuld?2

Nombre agar Rojo de congo bromotimo Crecimieto a 28 C Crecimieto a 37 €
CAO06N Translucida G si si
CA06S Translucida G si si
CA120S Translucida G si si
CAL2S Translucida G si si
CA149Ss Translucida G si si
CA14Ss Translucida G si si
CA158N Rosada Y si si
CAI5N Translucida G si si
CA19S Translucida G si si
CA20N Translucida G si si
CA21s Translucida G si si
CA24s Translucida G si si
CA3IN Translucida G si si
CA32N Blanca/opaca B si si
CA34s Blanca/opaca B si si
CA37N Translucida G si si
CAG6IN Blanca/opaca B si si
CA69S Rosada Y si si
CA73N Translucida G si si
CA84N Translucida G si si
Rosada Y si si
Blanca/Translucida B si si
Translucida G si si
Translucida G si si
Translucida G si si
Rosada Y si si
Rosada Y si si
Blanca/opaca B si si
Rosada Y si si
Rosada/ Translucida Y si si
Rosada Y si si
Rosada Y si si
Rosada Y si si
Blanca/opaca B si si
Rosada Y si si
Rosada Y si si
Rosada Y si si
Rosada Y si si
Rosada Y si si
Rosada Y si si
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Tabla 1. Continuacion.

Abreviaturas: B, blue se corresponde a un viraje de pH alcalino; Y, yellow implica el viraje hacia un pH acido y G, green y se

corresponde a un pH neutro del medio de cultivo.

Nombre

NJO2N

NJ 12N

NJ27S

NJ28.IN

NJ28N

NJ29S

NJ33N

NJ 36N

NJ37S

NJ 39S

NJ41S

NJ59N

NJ63N

NJ67S

NJ68S

NJ72S

NJ73S

NJ79S

NJ81S

NJ85S

agarRojo de congo

Translucida
Blanca/opaca
Translucida
Rosada
Blanca/opaca
Rosada
Blanca/opaca
Translucida

Blanca/opaca
Translucida
Rosada/ Translucida
Blanca/opaca
Rosada
Rosada/ Translucida
Translucida
Translucida
Blanca/opaca
Rosada
Translucida
Translucida
Translucida
Blanca/opaca
Translucida
Blanca/opaca
Blanca/opaca
Translucida
Rosada
Translucida
Rosada
Blanca/opaca
Rosada
Translucida
Translucida
Rosada
Blanca/opaca
Translucida
Blanca/opaca
Translucida
Blanca/opaca

Translucida
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Tabla 1. Continuacion.

Colordelacolonia en YEM ReaccionenYEM agarazuld:2

. . Crecimieto a 28 C Crecimieto a 37 C
agar Rojo de congo bromotimol

Nombre

_ Translucida G si si
_ Rosada Y si si
_ Blanca/opaca B si si
_ Translucida G si si
_ Blanca/opaca B Si si
_ Rosada Y si si
_ Rosada Y si si
_ Rosada Y si si
_ Blanca/opaca B Si si
_ Translucida G si si
_ Blanca/opaca B si si
_ Translucida G si si
_ Rosada Y si si
_ Translucida G si si
_ Rosada Y si si
_ Blanca/opaca B si si
_ Translucida G si si
_ Translucida G si si
_ Rosada Y si si
_ Blanca/opaca B si si

Abreviaturas: B, blue se corresponde a un viraje de pH alcalino; Y, yellow implica el viraje hacia un pH acido y G, green y se
corresponde a un pH neutro del medio de cultivo.
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Apéndice C.
Analisis del cladograma en funcion de el sitio de procedencia y su fenotipo
en placa de YEM agar azul de bromotimol.

v Clado I: 17 aislamientos. 14 CU (82 %), 3 NJ (18 %). 9 S (53 %), 8 N
(47 %). 13 Y (76 %), 3 BY (18 %), 1 B (6 %).

v Clado II: 3 aislamientos. 1 CA (S, BY), E 110 y E 104.

v Clado III: 6 aislamientos. 3 NJ (50 %), 1 CA (17 %), E 109, USDA 110.
3N (50 %), 1S (17 %). 2 Y (33 %), 1 BY (17 %), 1 B (17 %)

v Clado IV: 1 aislamiento NJ, S, Y.

v Clado V: 4 aislamientos. 2 NJ (50 %), 2 CU (50 %). 3 N (75 %), 1S (25
%). 2 B (50 %), 2 BY (50 %).

v Clado VI: 66 aislamientos.

v Clado VIA: 9 aislamientos. 5 SA (55 %), 4 NJ (45 %). 3 N (33 %), 6 S
(67 %). 1Y (11 %), 3 B (33 %), 5 BY (56 %).

v Clado VIB: 54 aislamientos..

v Clado VIB.1: 29 aislamientos. 17 VT (59 %), 2 CA (7 %), 1 NJ (3 %), 9
SA (31 %). 5 N (17 %), 23 S (79 %). 6 Y (21 %), 11 B (38 %), 12 BY (41
%).

v Clado VIB.2: 15 aislamientos. 10 CA (67 %), 2 SA (13 %), 2 NJ (13 %),
1 CU (7 %). 11 N (73 %), 4 S (27 %).

v Clado VIB.3: 10 aislamientos. 7 CA (70 %), 3 VT (30%). 5 N (50 %), 4
S (40 %). 4Y (40 %), 2 B (20 %), 4 BY (40 %).

v Clado VIC: 3 aislamientos. 2 SA (67 %), 1 NJ (33 %). 1 N (33 %), 2 S
(67 %). 1B (33 %), 2 BY (67 %).

v Clado VII: 2 aislamientos. 1 SA, N, Y.1CU, S, Y.

v Clado VIII: 4 aislamientos. 3 NJ (75 %), 1 CU (25 %). 1 N (25 %), 3 S
(75 %). 2Y (50 %), 1 B (25 %), 1 BY (25 %).

4 Clado IX: 1 aislamiento. CU, N, B.
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