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Abreviaturas:

A. : Azorhizobium

ANOVA: andlisis de varianza

B.: Bradyrhizobium

bv. o bv: biovar

CPS: polisacarido capsular

CVv. o cv: cultivar

DO: densidad optica

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EPS: exopolisacarido

FITC: isotiocianato de fluoresceina

fte.: fuente

kDa: kilodalton

LBA: buffer para estudio de ensayo de unién a lectina
LBP: polisacarido que se pega a lectina
LPS: lipopolisacarido

MM: medio de mantenimiento

MP: medio proceso

P.: Phaseolus

PBS: buffer fosfato salino

PI: medio preinéculo

pSym: plasmido simbidtico

R.: Rhizobium

S.: Sinorhizobium

SBL: lectina de semilla de soja

SCL: lectina de cultivo de células de soja
SDS: dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio.

TEMED: N,N,N’ ,N’-tetrametilen(bis)acrilamida
UDO: unidades de densidad éptica

ufc: unidades formadoras de colonias
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l.1. La fijacién de nitrégeno:

El nitrégeno forma parte de proteinas, &acidos nucleicos,
aminoazicares y otras moléculas esenciales para la vida. Hay tres
grandes reservorios de nitrégeno en la biosfera que son la
atmésfera, los mares y la tierra. ILa atmésfera es el principal
reservorio de nitrégeno aprovechable (3,9 x 10" toneladas
métricas). Sin embargo esta cantidad representa sélo el 2% del
nitrégeno global. Hay enormes reservorios del elemento que resultan
inaccesibles: 14 x 10" toneladas métricas se hallan en rocas igneas
Y 4 ¥ 10Y en rocas sedimentarias (Blackburn, 1983).

Los tres reservorios de nitrégeno estin interconectados
constituyendo el llamado "ciclo del nitrégeno". La transicién entre
el reservorio atmosférico y el terrestre se lleva a cabo a través
de fijacién por procesos quimicos, fijacién natural por descargas
luminicas y otras reacciones atmosféricas y por fijacién biolégica.
Burns y Hardy han estimado en 175 millones de toneladas métricas la
cantidad de nitrégeno fijado biologicamente, otros autores dan
cifras de 122 millones de toneladas métricas (Burris, 1980). La
fijacién bioldégica de nitrégeno comprende los procesos simbiéticos
y no simbidticos. Una de las principales ventajas de la fijacién
simbiética es la de proveer de nitrégeno directamente a la planta
mientras que en la fijacién no simbidética, las bacterias de vida
libre retienen la mayor parte del nitrégeno fijado hasta su muerte

y descomposicién. Recién en ese momento, el nitrdgeno esta



disponible para las plantas. La fijacién simbiética de nitrégeno
representa el 80% de la fijacién biolégica (Gustchick, 1980).
Cuando un ecosistema estda en equilibrio el ciclo abastece al
suelo del nitrégeno necesario pero cuando se altera, por ejemplo,
en las explotaciones agricolas, gran parte del nitrdégeno fijado no
retorna al suelo y éste se va empobreciendo gradualmente. En esas
condiciones se hace imprescindible mantener 1la fertilidad del
suelo. La utilizacidén de fertilizantes nitrogenados es costosa vy,
a largo plazo, contamina los ecosistemas; en cambio la fijacién
biolégica de nitrdégeno representa una alternativa econdémica y no

contaminante.

1.2. Una pequena historia:

La fijacién simbibética de nitrégeno por parte de las
leguminosas no es un descubrimiento nuevo. Ya en el afio 300 a.c.
los romanos, atn sin conocer el proceso, utilizaban la rotacién de
cultivos con leguminosas para reponer la fertilidad del suelo y
practicaban la inoculacién de los suelos llevando tierras de campos
donde se habia cultivado una determinada leguminosa a otros donde
se iba a realizar la siembra de la misma (Fred et al.,1932).

Muchas veces hemos visto en 1los grandes descubrimientos
cientificos tres situaciones en comin: su aparicién casi por azar
al intentar buscar respuestas a problemas diferentes que 1los
implicados en el descubrimiento en si, la simultaneidad de avances

en otros campos de la ciencia y que llevan a la confirmacién del



descubrimiento, y 1a incomprensién de 1los contemporaneos. E1
descubrimiento de la fijacién simbidética de nitrégeno por parte del
Hellriegel y Wilfarth no eéscapa a estas coincidencias.
Hellriegel fue puesto al frente de la Estacién Experimental de
Bernburg para desarrollar métodos que aumentaran los rendimientos
de la remolacha azucarera (Schilling, 1988). Estudiando en forma
comparativa 1la relacién entre 1la nutricién nitrogenada y el
rendimiento de distintas plantas, observé diferencias en 1las
plantas leguminosas con respecto a las otras. Concluydé que 1las
leguminosas podian usar el nitrégeno atmosférico y que la capacidad
de hacerlo estaba relacionada con la presencia de ndédulos en las
raices de estas plantas. Este trabajo fue publicado en 1886 y
produjo una reaccién que fue desde la profunda admiracién hasta las
mas serias criticas, entre éstas dltimas, las de Frank (en cuyo
honor se puso el nombre de Frankia al actinomicete fijador de
nitrégeno). Las criticas obligaron a Hellriegel a proseguir y
completar sus investigaciones junto a su colaborador, Wilfarth.
Estos investigadores observaron que plantas de arveja sin nitratos
agregados daban altos rendimientos que no se observaban en plantas
no leguminosas. Luego de analizar distintas explicaciones llegaron
a la conclusidén de que las arvejas utilizaban otra fuente de
nitrégeno: la atmésfera. Como los resultados con y sin nitrato
agregado eran erraticos sostuvieron que el uso del nitrdgeno
atmosférico estaba influido por alguin "factor" no controlado en las

condiciones experimentales. Postularon que ese factor debila ser la



presencia de un microorganismo en los nédulos tipicos de las
leguminosas.

Hellriegel y Wilfarth desarrollaron experimentos simples pero
ingeniosos, sencillos pero al mismo tiempo rigurosos, donde no
faltaban los controles y se trataba de evaluar un factor de
variacién por vez (para una descripcidén mas detallada de 1los
experimentos ver las amenas revisiones de Quispel, 1988 6
Schilling, 1988). Los resultados publicados en 1888 fueron
contundentes: las plantas no leguminosas no reaccionaban a las
inoculaciones y 1los controles de leguminosas sin inocular no
presentaban nédulos ni indicacién alguna de fijacién de nitrégeno.

Simultaneamente, en 1888 Beijerinck aislé 1las bacterias
responsables de la fijacidén de nitrégeno a partir de ndédulos de
raices de leguminosas desinfectados en superficie. En 1890
describid cémo bacterias aisladas de nédulos de Vicia podian formar
ndédulos en raices de Vicia. Ese mismo afio Prazmowski también
consiguié infectar arvejas y porotos con bacterias aisladas
(Quispel, 1988). Estos descubrimientos simultaneos fueron avances
que ayudaron a confirmar los trabajos de Hellriegel y Wilfarth.

Decia al principio que los grandes descubrimientos cientificos
suelen ir acompafiados por la incomprensién de los contemporaneos,
sean éstos cientificos o no. Ademas de las criticas de colegas como
Frank, los empresarios de la industria azucarera de Bernburg que
financiaban la Estacién Experimental decidieron quitar el apoyo
econdmico a Hellriegel y Wilfarth por 1los magros resultados

obtenidos en las investigaciones sobre rendimientos de remolacha



azucarera... Esta historia que ya tiene mis de 100 afios, no deja de
Ser actual... El objetivo de recordar aqui esta pequefia historija es
el de rendir homenaje a todos esos cientificos que con método Yy
esfuerzo obtienen resultados que no siempre son comprendidos por

Sus pares (o por quienes financian sus trabajos) y sin embargo

siguen adelante...
1.3. Sistemas fijadores de nitrégeno:

La fijacién biolégica de nitrégeno no ha sido encontrada en
eucariotes pero estid ampliamente distribuida tanto en Eubacterias
como en Archeobacterias. Los organismos fijadores de nitrégeno
(diazotréficos) son procariotes que presentan el sistema enzimatico
de 1la nitrogenasa responsable de catalizar la reduccién del
nitrégeno atmosférico a amonio. Estas son las Gnicas carateristicas
en comin de 1los diazétrofos que presentan gran diversidad
morfolégica, fisioldédgica y genética. Se ha encontrado fijacién de
nitrégeno en los siguientes organismos, entre otros (Young, 1992):
- Firmibacteria, géneros Bacillus y Clostridium.

- Thallobacteria, géneros Artrobacter, Streptomyces y Frankia.
- Heliobacteria, géneros Heliobacillus y Heliospirillum.
- Cyanobacteria, géneros Anabaena y Nostoc.

- Campylobacter, género Campylobacter.

- Proteobacteria, géneros Acetobacter, Agrobacterium, Azorhizobium,
Azospirillum, Beijerinckia, Bradyrhizobium, Rhodobacter,

Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Thiobacillus, Azotobacter,



Enterobacter, Erwinia, Rhizobium, Klebsiella, entre otros (para una
revisién completa de los fijadores de nitrégeno ver Young, 1992).

Entre estos organismos, los hay aerobios obligados, anaerobios
estrictos, gram (+), gram (-), fototréficos, quimiotréficos vy
heterotré6ficos. Algunos de éstos son fijadores en vida libre, otros
establecen asociaciones mds o menos especificas 1llamadas
biocoenosis o simbiosis asociativas y finalmente estan los

fijadores simbidticos.

1.4. La simbiosis:

El concepto de simbiosis fue introducido en 1878 por de Bary
pero fue Schindler, en 1884, el primero en describir a las
estructuras llamadas "nédulos" como el resultado de la simbiosis
entre la planta y la bacteria (Quispel, 1888).

Los sistemas simbidticos pertenecen a uno de los siguientes
tipos: asociaciones entre bacterias de los géneros Rhizobium y
Bradyrhizobium con leguminosas; asociaciones entre el actinomicete
Frankia y angiospermas no leguminosas y finalmente, la simbiosis
entre cianobacterias con diversas plantas.

La simbiosis leguminosa-Rhizobium (con este término se abarca
de aquli en mas a los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium), la mas
significativa en términos de fijacién global de nitrégeno, es una
relacidén entre plantas y bacterias del suelo. La bacteria invade la
raiz de la planta (o en raros casos, los tallos) e induce 1la

formacién de un nédulo dentro del cual se produce la reduccién del



nitrégeno atmosférico a amonio y provee a la planta de compuestos
nitrogenados a cambio de compuestos carbonados. La planta gana en
aptitud para crecer en suelos pobres en nitrégeno y la bacteria
gana un nicho protegido en el cual multiplicarse y del cual puede
escapar cuando el ndédulo senesce (Young y Johnston, 1989).

La asociacién Rhizobium-leguminosa es de gran importancia
econémica dado gque 1la explotacién de las leguminosas esta
distribuida en todo el mundo ya sea para su utilizacidén como

forrajeras o como granos ricos en proteina.
1.5. La planta:

Las leguminosas estan ampliamente distribuidas y son muy
diversas en morfologia, habitat y ecologia. Entre las 16.000 a
19.000 especies de leguminosas conocidas, hay formas arbustivas,
Arboles y especies forrajeras y productoras de granos. A pesar de
esta diversidad, la gran mayoria son noduladas por rizobios.

La familia Leguminosae consta de tres subfamilias:
caesalpinoidae, Papilionoidae Y Mimosoideae. La subfamilia
Ccaesalpinoidae es la menos especializada de las tres, la mas
antigua desde el punto de vista evolutivo e incluye muchos géneros
que no nodulan. Mas del 90% de las especies examinadas de la
subfamilia Mimosoideae nodulan y en varias de ellas, la infeccién
es via células epidérmicas porque carecen de pelos radiculares. En
la subfamilia papilionoideae el 97% de las especies examinadas

nodulan (Sprent y Raven, 1992) . Hasta el momento sdlo se conoce una



planta no leguminosa que establece asociaciones simbidéticas con los
rizobios: se trata de Parasponia que pertenece a la familia

Ulmaceae que no estad relacionada con la Leguminosae.

1.6. La bacteria:

El género Rhizobium incluye a aquellas bacterias capaces de
inducir la formacién de nédulos morfologicamente definidos en el
sistema radicular de las plantas leguminosas (Vincent, 1981).
También se incluyen en este género a aquellas bacterias no
infectivas que desciendan de cepas nodulantes.

Desde el punto de vista morfolégico, los rizobios son bacilos
gram (-) que miden entre 0,5-0,9 y 1,2-3,0 u, son mdviles en
cultivos jévenes por medio de flagelos peritricos, polares o
sub-polares y presentan granulos de poli-fB-hidroxibutirato (PHB)
visibles por microscoplia de contraste de fase. Se los encuentra
aislados, de a pares y a veces en disposicidén estrellada. Algunas
cepas desarrollan una estructura tipo capsula en cultivos viejos
(Dudman, 1968). Los cuerpos intracelulares incluyen ribosomas,
granulos de PHB y de polifosfatos, fibrillas y una zona nucleoide
(Vincent, 1974). Con respecto a los requerimientos metabdélicos, son
quimiorgandétrofos que crecen bien entre 25 y 30 °C. Si bien son
aerdbicos, crecen bien a presiones de O, relativamente bajas (Ertola
et al., 1969)

Las primeras caracterizaciones taxonémicas de las bacterias

del género Rhizobium se llevaron a cabo determinando su potencial



rango de huésped. Se observo que existia una cierta especificidad
entre los rizobios y las leguminosas hospedantes: rizobios que
nodulaban a una determinada leguminosa no eran capaces de nodular
otro género de leguminosa y viceversa. Fue asi como Fred et al.
(1932) propusieron la clasificacién basada en 1los grupos de
inoculacidén cruzada entre plantas y microorganismos. Posteriormente
se llevaron a cabo estudios taxondmicos basados en el metabolismo
de hidratos de carbono, susceptibilidad a antibiéticos, serologia,
hibridacién de ADN, andlisis de ARN ribosomal 16S y relacién de
bases en el ADN. En la actualidad se prefiere clasificar a las
bacterias del género Rhizobium de acuerdo a 1la velocidad de
crecimiento en un medio de cultivo con extracto de levadura y un
poliol (glicerol o manitol) como fuente de carbono. Los rizobios de
crecimiento rapido (tiempo de generacién de entre 2 y 4 h)
comprenden los géneros R. leguminosarum, R. meliloti, R. loti y R.
galegae. Los de crecimiento lento, Bradyrhizobium (tiempo de
generacién de entre 6 y 8 h) contienen sélo una especie reconocida:
B. japonicum aungque se ha propuesto el nombre de B. elkanii (ver
Apéndice I) a los organismos pertenecientes al grupo II de

homologia de ADN (Kuykendall et al., 1992).

Dos nuevos géneros han sido reconocidos: Azorhizobium, con
sélo una especie reconocida (A. caulinodans) Y Sinorhizobium con
dos especies reconocidas (S. fredii 'y S. xinjiangensis). (Ver
Apéndice I).

Los analisis de ARN ribosomal 16S han mostrado que tanto

Rhizobium como Bradyrhizobium estan filogenéticamente mucho mas



cerca de sus vecinos no simbiéticos (Agrobacterium y

Rhodopseudomonas respectivamente) que entre si (Young, 1992).

1.7. Establecimiento de la simbiosis Rhizobium-leguminosa:

La asociacidén exitosa entre rizobios y leguminosas se inicia
con el primer encuentro, reconocimiento, entre la bacteria y 1la
planta y culmina con la formacién de una estructura especializada
llamada nédulo en cuyo interior se produce la fijacidén de nitrégeno
(reduccién del nitrdégeno atmosférico a amonio). Este proceso consta
de una serie de etapas interdependientes que involucran funciones
interactivas y complementarias de la bacteria y la planta. La
complejidad del proceso de asociacidén permite muchas posibilidades
de regulacidén del sistema.

Los rizobios préximos a la raiz reconocen y se adhieren a
pelos radiculares de 1la planta huésped o a células que
geneticamente estan predispuestas a transformarse en pelos
radiculares. El1 rizobio (microsimbionte) induce deformacién,
enrulamiento y ramificacién de los pelos radiculares de la planta
(macrosimbionte). Las bacterias quedan asi atrapadas dentro de los
rulos y penetran la pared celular de la planta. El huésped deposita
material fibrilar alrededor de las bacterias. La deposicién de
dicho material, de naturaleza similar al de la pared de la célula
epidérmica, y la multiplicacién continua de los rizobios resulta en
una estructura tubular llamada hilo de infeccidén. El1 hilo de

infeccidén crece hacia la base de la célula epidérmica del pelo
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radicular, precedido por el nGcleo celular, y simultaneamente
promueve una activa divisidén de las células corticales adyacentes.
Parece que el nicleo desempefia un rol importante en la infeccidn
dirigiendo la elongacién del hilo de infeccidén hacia la base de la
célula (Nutman, 1959). La figura 1.1. muestra un esquema resumido

de los procesos descriptos.

VUL

VNI

Qoo
.

Etapas tempranas en la infeccién de un pelo radicular de leguminosa

b o
o
g

Figura 1.1:

por bacterias del género Rhizobium (Kijne, 1992).

1.- intercambio de senales
2.- adsorcién bacteriana
3.- enrulamiento del pelo radicular

4.- desarrollo del hilo de infeccién
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El hilo de infeccidén pasa a través de la pared celular del
pelo radicular y comienza a ramificarse en las células corticales
recientemente divididas. Los rizobios son luego liberados dentro de
ellas, rodeados por una membrana plasmatica derivada del huésped
constituyendo el simbiosoma que es la unidad funcional de 1la
fijacién de nitrégeno. Luego de la liberacidén, numerosos procesos
metabdlicos se integran para producir las sustancias necesarias
para mantener la simbiosis. Roth et al. (1988) propusieron el
nombre de simbiosoma para referirse al compartimiento rodeado de
membrana conteniendo uno o mads simbiontes y 1localizado en el
citoplasma de células eucaridticas.

En el simbiosoma las bacterias se diferencian en bacteroides
que aumentan de tamafio. La continua divisién de células corticales
y de 1los bacteroides hacen que el nédulo se haga visible
macroscopicamente. De esta forma el nédulo resulta ser la expresidn
fenotipica de la asociacién de los dos genomas. En el ndédulo 1los
bacteroides wutilizan nutrientes provenientes de 1la actividad
fotosintética del macrosimbionte (fotosintato), inducen la sintesis
de la enzima nitrogenasa y reducen el nitrégeno atmosférico a
amonio que entregan al tejido nodular para que finalmente sea
vertido como nitrégeno fijado en el torrente circulatorio de la
planta (Dart, 1977).

Hasta hace unos afnos se decia que en 1los rizobios de
crecimiento rapido, los genes importantes para el establecimiento
de la simbiosis estaban localizados en plasmidos Sym (simbidéticos)

mientras que en los de crecimiento lento, estos genes estaban
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localizados en el Cromosoma. Actualmente se acepta que en los
rizobios de crecimiento rapido hay ademas genes importantes para el
desarrollo de la simbiosis fuera del psym (Long, 1984; Appelbaum,
1989).

El proceso descripto muestra un alto grado de especificidad Yy
sélo ciertas especies de bacterias pueden infectar ciertas especies
de plantas. Por ej. R. leguminosarum biovar trifolii nodula trébol
pero no poroto o 1lenteja en tanto que R. leguminosarum biovar
viciae nodula arveja, lenteja y vicia pero no trébol o poroto.
Algunos aspectos sobre la especificidad se discuten mas adelante.

Resumiendo, el curso de 1la asociacién simbidética puede
dividirse arbitrariamente en tres etapas que seran analizadas mas
adelante:

- preinfeccién
- infeccidén y desarrollo del nédulo

- funcionamiento del nédulo.
1.7.1. Reconocimiento entre simbiontes:

El primer proceso que ocurre al iniciarse 1la asociacién
simbidética es que huésped y microorganismo se reconocen de alguna
manera. El reconocimiento es la respuesta selectiva o especifica
que presenta una célula u organismo hacia otra célula u organismo.
Todo reconocimiento, para ser considerado como tal, debe expresar
caracteristicas de selectividad o especificidad no sélo durante el

evento inicial sino también en las sucesivas etapas de interaccién
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(Bauer, 1981). Clarke y Knox (1978) definen a este proceso como un
evento inicial de comunicacién entre dos células que resulta en una
respuesta bioquimica, fisiolégica o morfolégica definida.

El fenémeno de reconocimiento no es privativo de los sistemas
simbiéticos ni de las interacciones bacteria-planta sino que esta
ampliamente distribuido. En realidad poco se conoce sobre la
naturaleza y el funcionamiento de los mecanismos de reconocimiento
ya sea en interacciones microorganismo patdégeno-planta como
microorganismo simbidtico-planta. Albersheim y Anderson-Prouty
(1975) postularon que el desarrollo de las interacciones entre
plantas y microorganismos y la calidad de las mismas
(patogenicidad, incompatibilidad o simbiosis) estan determinados
por la capacidad de reconocimiento de la planta hospedante. Es
decir, la planta seria resistente a un determinado microorganismo
s6lo si fuese primero capaz de reconocerlo como patégeno potencial
para luego activar una respuesta inducida ante la agresidén. Si ese
microorganismo no es capaz de sobrepasar las defensas constitutivas
de la planta, entonces resultarda no patégeno para ella. Si el
microorganismo es capaz de sobrepasar las defensas pero no puede
evitar el reconocimiento y el que se disparen 1las defensas
inducibles, entonces serd un patégeno incompatible de ese huésped.
S6lo en el caso de que el microorganismo pudiese sobrepasar las
defensas y escapar al reconocimiento (o tal vez suprimir 1la
induccién de defensas en el huésped) podria colonizar exitosamente

la planta.
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De acuerdo a estos postulados, las simbiosis sélo tendrian
lugar si el simbionte microbiano fuese reconocido por la planta
huésped y fuese seleccionado respecto de los microorganismos del
entorno. Indirectamente, esta teoria deja implicito el fendémeno de
especificidad de la interaccién.

A muchos compuestos se les ha atribuido la responsabilidad del
reconocimiento entre los simbiontes, entre ellos a las lectinas,
glicoproteinas que se unen a carbohidratos. En secciones siguientes
se discutiran mads ampliamente ésta y otras posibilidades.

Es importante destacar que, para que se inicie el proceso de
asociacidén simbidética, ambos simbiontes deben poseer la informacién
genética necesaria para llevarlo a cabo. Es decir, uno o ambos
simbiontes deben estar preparados para producir y enviar la primer
sefial de reconocimiento previo al contacto entre ambos. Dada la
naturaleza de este trabajo de tesis se excluye la discusién de los
mas que abundantes trabajos sobre genética de la asociacién. Para

mayor informacién pueden consultarse las revisiones de Appelbaum

(1990) o Long (1992).

1.7.2. Las lectinas y el proceso de reconocimiento:

1.7.2.1. ¢Qué son las lectinas?

El descubrimiento por parte de stillmark (1888) de las

propiedades hemaglutinantes de la proteina ricina constituye el

comienzo del estudio de las lectinas. Diez afos después Elfstrand
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introduce el término hemaglutinina para referirse a estas
proteinas.

El término 1lectina (del 1latin "legere", elegir) fue
introducido por Boyd y Shapleigh (1954) para describir una clase de
proteinas de plantas que aglutina células y exhibe especificidad de
unidén a azGcares semejante a la de los anticuerpos. Luego, y debido
a que se encontraron sustancias similares tanto en animales como en
plantas, se pensd en distintas definiciones (Goldstein et al.,
1980; Kocourek y Horejsi, 1981). Hay una definicidén aceptada por el
Nomenclature Commitee of the International Union of Biochemistry
(Dixon, 1981) que dice que la lectina es una proteina que se une a
hidratos de carbono, que es de origen no inmune, que aglutina
células o precipita carbohidratos o glicoconjugados (Goldstein et
al., 1980). Esta definicién implica que las 1lectinas son
multivalentes y poseen al menos dos sitios de unidén que les permite
aglutinar células animales o vegetales y/o precipitar
polisacaridos, glicoproteinas, peptidoglicanos, acidos teicoicos y
glicolipidos. El1 término "no inmune" incluido en la definicién
permite diferenciar a las lectinas de los anticuerpos
anti-carbohidratos que también pueden actuar como aglutininas.
Ademas, y contrariamente a lo que sucede con los anticuerpos que
son estructuralmente semejantes entre si, las lectinas varian en
tamano molecular, composicién de aminoadcidos, requerimientos de
metales y estructura tridimensional. Se encuentran tanto en
animales como en vegetales, a diferencia de lo que ocurre con los

anticuerpos que no son sintetizados por las plantas.
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Algunos autores objetan el definir a las lectinas por su
actividad biolégica in vitro Ya que el rol de las mismas en los
Sistemas vivos no esta totalmente dilucidado (Kocourek y Horejsi,
1981). Sostienen que con esta definicién se excluye a algunas
proteinas téxicas de las plantas tales como la ricina, que son muy
semejantes a las 1lectinas pero que son muy pobres como
aglutinantes.

Con respecto a la funcién, se cree que las lectinas actidan
como determinantes para el reconocimiento en gran variedad de
sistemas bioldgicos, en microorganismos, plantas y animales (para
mayor detalle véase Liener et al., 1986). En bacterias, 1las
lectinas de superficie median la adhesién azicar-especifica de las
primeras a las células epiteliales lo cual es un prerrequisito
esencial para la infeccién. En animales, las lectinas asociadas a
membranas parecen funcionar en la clarificacién de glicoproteinas
del sistema circulatorio. En plantas, parecen actuar como agentes
protectores frente a hongos fitopatdgenos e intervenir de alguna
manera en el proceso simbidtico entre rizobios y leguminosas. Este

Gltimo aspecto es el que se desarrollard a continuacién.
1.7.2.2. ¢Cémo se lleva a cabo el reconocimiento?

El reconocimiento Rhizobium-leguminosa puede ser considerado

como un caso especial de reconocimiento célula-célula. Es un

proceso complejo que debe requerir de la interaccién de

macromoléculas complementarias de la planta y del microorganismo de

17



modo tal que una de ellas lleve la informacién bioldégica para que
la otra decodifique. Ambas macromoléculas deben ser capaces de
ajustarse estereoquimicamente.

Se ha considerado que las macromoléculas mediadoras de 1los
fenémenos de reconocimiento podrian ser lectinas y carbohidratos.
Los carbohidratos pueden llevar gran cantidad de informacién en su
constitucién. Esta informacién esta dada por el tipo de azlcares
unidos, la secuencia, la posibilidad de uniones ramificadoras y de
modificacién posterior de 1los azGcares con sustituyentes no
sacaridicos y por la posicidén y configuracién anomérica de 1las
uniones glicosidicas. Las lectinas, proteinas que unen
carbohidratos en forma especifica y no covalente, podrian
participar en el reconocimiento celular no sélo a través de su
unién a carbohidratos sino también a través de dominios capaces de
reconocer otros ligandos no sacaridicos como a través de sus
propios carbohidratos (Barondes, 1988). Se han identificado sitios
de alta afinidad para la adenina en las lectinas de P. vulgaris y
G. max (Roberts y Goldstein, 1983b) y poco se ha explorado el
posible rol de 1las cavidades hidrofébicas que también podrian
participar en el proceso de reconocimiento.

Una de las lectinas cuya estructura ha sido mds estudiada es
la concanavalina A extraida de Canavalia ensiformis (véase revisién
de Goldstein y Poretz, 1986). Se ha caracterizado su cavidad
hidrofébica y se conoce la secuencia de aminodcidos que la forman.
Se ha observado que las lectinas de otras leguminosas presentan una

cavidad hidrofébica practicamente igual a la de la concanavalina A
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con sdlo algunas sustituciones de aminodcidos. La conservacién de
la cavidad hidrofébica a lo largo de la evolucién sugiere que ésta
es esencial en la funcién de las lectinas de la planta. Esta idea
se ha visto reforzada al comprobar que la concanavalina A puede
unir auxinas de plantas (Edelman y Wang, 1978) y otras lectinas
pueden interaccionar con adenina Y citoquinina via su sitio de

unién hidrofébico (Roberts Y Goldstein, 1983a, 1983Db).
1.7.2.3. ¢Qué es la especificidad?

La especificidad de 1la simbiosis rizobio-leguminosa se
manifiesta por:
- la imposibilidad de microorganismos del suelo que no sean
rizobios de entrar efectivamente en la planta e inducir 1la
formacidén de estructuras tales como el hilo de infeccién.
- el rango de especificidad de huésped entre miembros del grupo
Rhizobium y la familia Leguminosae. Rizobios que infectan y nodulan
soja, no pueden por ejemplo, nodular poroto o trébol blanco y
viceversa. Esta especificidad de huésped es la base operacional de
la diferenciacidén en especies y la clasificacidén en grupos de
inoculacidén cruzada en el género Rhizobium y puede considerarse
como la habilidad de un tipo particular de leguminosa de reconocer

s6lo ciertos tipos de rizobios como potenciales simbiontes.

1.7.2.4. La hipétesis de la lectina:

Un modelo para explicar el reconocimiento entre simbiontes y

la especificidad de huésped es el llamado "hipdtesis de
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reconocimiento por lectinas". Este modelo ha sido ampliamente
estudiado en los Gltimos 20 afios Y se ha presentado tanta evidencia
a su favor como en su contra. Luego de una etapa inicial de intenso
estudio durante la década del 70, la hipdétesis de 1la lectina
recibié menor atencidén por parte de los investigadores durante los
afios 80. Resultados de fines de esta década (Halverson y Stacey,
1986; Diaz et al., 1989) nuevamente pusieron en vigencia la teoria
y se han propuesto nuevos roles para la proteina en la simbiosis,
ampliando la hipétesis inicial (Roth y Stacey, 1991).

El modelo fue propuesto por Albersheim y Anderson-Prouty en
1975 (ver seccién 1.7.1.) quienes postularon que las moléculas de
lectina presentes en las células "blanco" del huésped, se pegan a
moléculas de carbohidratos complementarias presentes en 1la
superficie de las células nmicrobianas provocando respuestas
definidas en el huésped. Estas respuestas pueden resultar en la
exclusién o inclusidén de los microorganismos por parte del huésped.
En los sistemas simbidticos ésto podria de alguna manera determinar
la iniciacién del proceso de infeccién de la leguminosa huésped. En
los sistemas planta-patégeno ésto podria inducir defensas por parte
de la planta (Bhuvaneswari, 1981).

Albersheim y Anderson-Prouty (1975) enunciaron su teoria
basandose en evidencia experimental previa. Hamblin y Kent (1973)
trabajaron con el par simbiético R. phaseoli-P. vulgaris. Estos

autores brindaron evidencia experimental indirecta ya que sus
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ensayos se basaban en pruebas de hemaglutinacién con gldébulos rojos
Y no estudiaron el tema de 1la especificidad. Observaron que 1la
bacteria tratada con lectina era capaz de aglutinar eritrocitos.
Demostrando el pegado de eritrocitos a 1los pelos radiculares
sugirieron la presencia de aglutinina en la raiz de 1la planta. Casi
20 afios después, mucho se ha escrito sobre el rol de las lectinas
en varios pares simbidticos pero acaso el citado sea el menos
estudiado a ese respecto.

Bohlool y Schmidt (1974) usando lectinas de semillas marcadas
con compuestos fluorescentes demostraron por primera vez la
interaccién especifica. Encontraron que lectina de soja (Glycine
max) se unia a 22 de 25 cepas de R. japonicum que nodulaban soja
pero no a 23  especies de rizobios no infectivos. Estas
observaciones fueron luego confirmadas (Bhuvaneswari et al., 1977)
Yy expandidas (Bhuvaneswari y Bauer, 1978).

Los resultados de Hamblin y Kent (1973) y de Bohlool y Schmidt
(1974) en combinacién con el descubrimiento de que sélo células
infectivas de R. trifolii eran unidas a la lectina de su huésped,
Trifolium repens, llevaron a Dazzo y Hubbell (1975a) a proponer la
teoria del "antigeno comin". Trabajando con un anticuerpo contra la
superficie radicular de trébol y la superficie de una cepa de R.
trifolii mostraron que las raices de trébol y 1las bacterias
infectivas poseian un antigeno de superficie comin a ambas. Este
antigeno estaba presente en la superficie de células de cepas
infectivas de R. trifolii pero ausente o0 presente en muy bajas

cantidades en cepas no infectivas. Dazzo y Hubbell aislaron el
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antigeno de R. trifolii, un heteropolisacdrido &cido capsular
compuesto por varios azlcares entre ellos 2-desoxiglucosa.
Demostraron la presencia de una lectina, trifolina, en los
extractos de semilla de trébol capaz de pegarse al antigeno
capsular y a cepas de rizobio infectivas. Con estos resultados
elaboraron una teoria sobre la adhesién especifica de los rizobios
a la superficie de la raiz de trébol proponiendo que la lectina
actuaba como "puente" entre estructuras antigénicas comunes de la
superficie del rizobio y la raiz.

Dazzo et al. (1976; 1978) brindaron mas evidencia experimental
en favor de la teoria. El1 pretratamiento de los rizobios con
trifolina aumentaba su adsorcidén a la superficie radicular (Dazzo
et al., 1976). Dazzo et al. (1978) observaron que 2-desoxiglucosa
prevenia el pegado de polisacarido de R. trifolii a raices de
trébol y que anticuerpos anti-lectina de semilla daban reaccién
cruzada con una proteina localizada en la punta de los pelos
radiculares de trébol. Fue asi como, eluyendo con 2-desoxiglucosa,
obtuvieron una trifolina de raiz que mediante técnicas
electroforéticas e inmunolégicas resultdé ser idéntica a 1la de
semilla.

De estos resultados (Dazzo y Hubbell 1975a; Dazzo et al. 1976;
1978) se desprende una perfecta correlaciédn entre unién a lectina
e 1infectividad en el par simbiético R. trifolii-trébol. Sin
embargo, Dazzo y Hubbell (1975b) no pudieron encontrar evidencia de

que la lectina concanavalina A se pegara preferencialmente a cepas
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que infectan a la leguminosa huésped, sugiriendo que tal vez 1la
lectina jugara un rol no especifico en esa simbiosis.

Los trabajos del grupo de Bauer (Bhuvaneswari et al., 1977;
Bhuvaneswari y Bauer, 1978; Bauer y Bhuvaneswari, 1979) confirmaron
los trabajos de Bohlool y Schmidt (1974) . Trabajando con lectina de
semilla de soja marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC)
encontraron evidencia de especificidad Ya que R. japonicum se
pegaba a la lectina marcada y otros rizobios no lo hacian
(Bhuvaneswari et al., 1977). La correlacién entre pegado a lectina
e infectividad fue mejorada cuando la bacteria se incubé con raices
del huésped o con exudado de las mismas. Cepas de R. japonicum que
no se pegaban a lectina en un medio artificial si lo hacian luego
de 1la preincubacién (Bhuvaneswari y Bauer, 1978). Bauer y
Bhuvaneswari (1979) proponen un modelo para el reconocimiento
microbiano que establece que la interaccién de lectina del huésped
con receptores caracteristicos en la superficie del microsimbionte
actiaa desencadenando las respuestas en el huésped y/o
microsimbionte que llevan a una infeccidén exitosa. Este modelo se
diferencia del de Dazzo y Hubbell (1975a) en que el dltimo no
sugiere ninguna consecuencia inmediata en el huésped 1luego del
reconocimiento mediado por lectina. De acuerdo a este modelo, el
pegado de la bacteria a la superficie de la raiz determina el
reconocimiento per se de modo tal que sélo cepas infectivas pueden

unirse a los pelos radiculares de trébol.

Los modelos vistos proponen que la iniciacién de la infeccidn

seria una consecuencia del reconocimiento exitoso. Esto sin embargo
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no implica que todas las cepas rizobianas que poseen los receptores
apropiados para lectina y que son reconocidas, pueden nodular al
huésped. La interaccidén huésped-microorganismo puede bloquearse en
cualquiera de los eventos aln después de un primer reconocimiento
exitoso.

Muchos intentos de confirmar la hipétesis de que las lectinas
de las plantas son responsables de la unién especifica no pudieron
ser obtenidos con pares simbidéticos distintos de trébol-R.trifolii
(Dazzo y Hubbell, 1975b; Chen y Phillips, 1976; Law y Strijdom,
1977; Pueppke, 1984; Shantharam y Wong, 1982; Shantharam, 1985;
Vesper y Bauer, 1985; Boiardi y Galar, 1988). Inclusive
Badenoch-Jones et al. (1985) no pudieron confirmar la hipdétesis aln
con el par trébol-R. trifolii. La hipbétesis tampoco ha podido ser
corroborada con el par arveja-R. leguminosarum biovar viciae (Smit
et al., 1986; Kijne et al., 1988) que es un sistema evolutivamente
muy cercano de trébol-R. trifolii ya que los rizobios involucrados
son considerados biovares del mismo género R. leguminosarum. Se ha
informado sobre rizobios que se unen a lectinas de plantas que no
infectan ni nodulan (Dazzo y Hubbell, 1975b; Law y Strijdom, 1977;

Kamberger, 1979; Wong, 1980; Seegers y La Rue, 1985; Boiardi y

Galar, 1988).

AGn hoy no hay consenso respecto de la naturaleza bioquimica
de los receptores para lectina. Dazzo y Hubbell (1975a) informaron
que la lectina de trébol se unia a polisacarido capsular (CPS) de
R.trifolii. Wolpert y Albersheim (1976) sugerian que las lectinas

se unian a lipopolisacaridos (LPS) de rizobios simbiéticos. Planqué
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Y Kijne (1977) demostraron que la lectina de arveja se unia a una
especie de polisacarido que no era LPS ni exopolisacarido (EPS).
Bhagwat y Thomas (1980) encontraban pegado de lectina de mani tanto
a EPS como a LPS y proponian a ambos polisacaridos como posibles
sitios de unién. Tsien Y Schmidt (1980) observaban pegado de
lectina a LBP (polisacarido de pegado a lectina) que forma parte
del EPS. Bal y Shantharam (1981) informaban unién de lectina de
soja a CPS mientras que Shantharam (1985) indicaba que la lectina
de P. vulgaris se unia a CPS de rizobios homélogos y heterédlogos.
Estos resultados no son necesariamente conflictivos porque
distintos rizobios pueden tener distintas o miltiples estructuras
receptoras.

Algunos autores (Wong y Shantharam, 1984; Lepek, 1989; Lepek
Y Marechal, 1989) consideran que la interaccién lectina-rizobio es
iénica en 1lugar de involucrar un receptor oligosacaridico
especifico. Wong y Shantharam (1984) encontraron que compuestos
iénicos como el NaCl y el piruvato inhibian la unién entre 1la
lectina y el rizobio. Lepek (1989) y Lepek y Marechal (1989) no
encontraron ninguna evidencia a favor de la especificidad de 1la
interaccién ya que células de R. meliloti fueron aglutinadas con
proteinas de semillas de Lotus e 1inclusive por proteinas no

vegetales con la condicién de que su pI fuera superior al del

ensayo de aglutinacién.

Muchas de las contradicciones observadas entre los distintos
grupos de trabajo podrian ser explicadas por las diferentes

metodologias usadas que hacen dificil la comparacidn de resultados.
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En la mayoria de los estudios se ha usado lectina de semilla. Sin
embargo hay considerable evidencia de interaccién de lectina de
raiz con rizobios infectivos (Dazzo et al, 1976; Dazzo y Brill,
1977; Dazzo et al., 1978; Stacey et al., 1980; Law y Strijdom,
1984; Seegers y La Rue, 1985; Diaz et al., 1989; Lugtenberg et al.,
1991) . Muchos ensayos usan el método de hemaglutinacién y su
inhibicién por polisacaridos bacterianos (Pueppke et al., 1980;
Tsien y Schmidt, 1980 entre otros). Este método es cuantitativo y
sencillo pero es sdélo una medida indirecta de las interacciones
lectina-polisacarido bacteriano porque se basa en la capacidad de
estos polisacaridos de competir con un receptor glicoconjugado del
eritrocito que puede estar estructuralmente no relacionado o tener
distinta afinidad por la lectina (Truchet et al., 1983).

Si la lectina se une a receptores polisacaridicos de 1la
superficie del rizobio, puede esperarse que la nutricién bacteriana
Yy su estado fisioldégico influyan en la quimica de polisacaridos de
la superficie de la célula en relacidén a la unidén de la lectina.
Muchas de 1las contradicciones entre 1los distintos resultados
podrian deberse al hecho de haber usado bacterias en diferentes
fases de crecimiento. La presencia y accesibilidad de 1los
receptores de lectina dependen de la fase de crecimiento y del
suministro de nutrientes por lo tanto la unidén de lectina al
microorganismo dependerad de la fase de crecimiento del mismo.
Evidencia en este sentido ha sido mostrada por los trabajos de

Bhuvaneswari et al. (1977), Mort y Bauer (1978), Dazzo et al.

26



(1979), Bhagwat Y Thomas (1980), Bal Y Shantharam (1981), Hrabak et
al. (1981), Shantharam (1985), Boiardi Y Galar (1988), entre otros.

Un aspecto que ha sido poco estudiado y que ofrece un
interesante campo a 1la experimentacién es el rol de las lectinas
bacterianas en la asociacién simbiética. Mucho se ha dicho sobre
las lectinas de las leguminosas pero poco se ha tenido en cuenta
que estas proteinas estan ampliamente distribuidas en la Naturaleza
Y dque podrian ser las lectinas del rizobio las que estuvieran
implicadas en la unién o adhesién. En una interesante revisién
Bauer (1981) especula acerca de la posibilidad de que asociaciones
favorables al huésped estén caracterizadas por una estrategia de
unién mediada por lectina del huésped y que las asociaciones
favorables al microorganismo, por una mediada por lectina
bacteriana.

Es sabido que en muchas interacciones bacteria-célula hay
lectinas bacterianas como en la interaccién de E. coli con células
epiteliales (Ofek et al., 1977) o la de Pseudomonas con células de
hojas (Sequeira et al., 1977). En general, microorganismos de la
familia Enterobacteriaceae poseen lectinas que median el pegado de
la bacteria a la superficie de 1la mucosa de 1los tractos
gastrointestinales y urinario jugando un rol en el inicio de 1la
infeccién. Hay una lectina de Actinomyces que se pega a bacterias
del género Streptococcus desempefando un papel en la colonizacidn
dental y de otras superficies orales. No hay muchos resultados con
respecto a lectinas del género Rhizobium y su posible rol en el

proceso simbiético. Kijne et al. (1983) aislaron una aglutinina de
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R. leguminosarum especifica de manosa y especularon acerca de su
papel en la interaccién rizobio-leguminosa. En el par simbiético
soja-B. japonicum resultados recientes (Ho et al.,1990, 1992; Loh
et al., 1992) dan soporte a la idea de que la lectina reside en la
bacteria mientras que las células de la planta ofrecen el ligando
carbohidrato. En trabajos recientes Depierreux et al. (1991) y
Wisniewski et al. (1992) aislaron y caracterizaron lectinas de
Agrobacterium tumefaciens y de Bradyrhizobium Ilupini. Estos
resultados dan apoyo a la hipétesis de interacciones
proteina-azicar entre la lectina bacteriana y el polisacarido de la

pared celular de la planta.
1.7.2.5. Soplan nuevos vientos...

Como se indicdé en la seccidn anterior, resultados obtenidos a
fines de la década del 80 pusieron nuevamente en vigencia la
hipétesis de la lectina aunque con diferentes alcances.

Se ha encontrado una lectina de cultivo de células de soja
(SCL) que no esta relacionada estructuralmente con la lectina de
semilla de soja (SBL). SCL fue capaz de inducir en\gi japonicum la
produccidén de un factor de competencia capaz de estimular
posteriormente el crecimiento de 1la planta. El1 efecto fue
especifico ya que lectinas de otras plantas no pudieron activar el
factor de crecimiento y se sugirié que las lectinas podrian actuar

como activadores interaccionando con glicolipidos localizados en la
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membrana externa de 1las bacterias (Imbert Y Mutaftschiev, 1988;
Fantauzzo y Mutaftschiev, 1988)

A partir de recientes trabajos se ha propuesto un nuevo modelo
para la adhesidn bacteriana (véase revisién de Roth y Stacey, 1991
Y seccién 1.7.3.3.) Este modelo se postuld a partir de trabajos con
R. leguminosarum biovar viciae crecido bajo distintas limitaciones
de sustrato. La limitacién por C lleva a un proceso de adhesién en
dos etapas en el cual estan involucradas una proteina
Ca‘*’-dependiente, 1la rhicadhesina, y fibrillas de celulosa. La
limitacién por Mn*? conduce a un proceso en el cual la lectina de
arveja esta involucrada junto con las fibrillas de celulosa (Smit
et al., 1986; 1987; 1989a, 1989b, 1991; Kijne et al., 1988). Por lo
tanto la lectina jugaria un rol en incrementar la afinidad de 1la
bacteria por la superficie de la raiz pero no seria esencial para
el proceso.

Halverson y Stacey (1984, 1985, 1986a) fueron los primeros en
proveer datos mostrando un efecto directo de la lectina en 1la
nodulacién. En estos experimentos se encontrd que el pretratamiento
de células de B. japonicum con exudado de raiz o lectina de soja
aumentaba la nodulacién de la cepa salvaje y restauraba la aptitud
nodulante de un mutante lento para nodular. Incubando los rizobios
con la lectina y antibiéticos inhibidores de la sintesis proteica
no se observaba el mismo efecto por lo cual se sugirid que 1la
lectina inducia en B. japonicum la sintesis de novo de proteinas
necesarias para la eficiente iniciacién del proceso de nodulacién.

Estos autores postularon que la lectina inducia un cambio
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fisiolégico en 1lugar de actuar como un simple puente entre
estructuras antigénicas comunes del microorganismo y la planta y
que desempefiaba un importante rol en la infeccién tal vez mediando
en la formacidén de hilos de infecciédn.

Uno de los resultados mas contundentes a favor de la hipdtesis
de la lectina fue provisto por Diaz et al. (1989). Trabajaron con
raices de trébol hechas transgénicas mediante la introduccién del
gen de la lectina de arveja, usando Agrobacterium rhizogenes como
vector. La expresidén de esta lectina en las raices transformadas de
trébol hizo posible la infeccidén de las mismas por R. leguminosarum
infectivo en arveja pero no en raices normales de trébol.
Anteriormente Diaz et al. (1986) habian demostrado correlacidn
entre la presencia de lectina en 1la superficie de 1los pelos
radiculares de arveja y la infeccién de la raiz por el rizobio.

En una reciente revisidén de Stacey y Roth (1991) se resumen
los dltimos resultados y se concluye que:

- la lectina parece influir en la adhesién del rizobio a 1la
superficie del pelo radicular pero no es esencial;

- la lectina podria desempefiar un rol aumentando la afinidad de las
bacterias por la superficie de la raiz a través de la interaccién
con polisacaridos bacterianos;

- la localizacidén de lectina en la raiz estaria marcando aquellos
sitios en los cuales puede ocurrir una infeccién exitosa;

- tal vez la lectina desempefie un rol luego de las etapas de
adhesién y enrulamiento del pelo radicular, posiblemente mediando

en la formacién de hilos de infeccién;
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las proteinas rizobianas inducidas por lectina podrian ser
esenciales para la penetracién de los microorganismos en la rafiz Y
para la estimulacién de la formacidn de hilos de infeccién.

Este resumen constituye una verdadera "hipétesis ampliada de

la lectina" que sin excluir totalmente 1la anterior le da una mayor

flexibilidad.

1.7.3. La preinfeccidn:

En esta etapa se incluyen la quimiotaxis hacia determinadas
zonas de la raiz, la colonizacién rizosférica, la adsorcién a la
superficie y pelos radiculares, deformacidén, ramificacién y

enrulamiento de los pelos.
1.7.3.1. Quimiotaxis y movilidad:

El género Rhizobium al igual que otras bacterias gram (-) como
E. coli y Pseudomonas spp. presenta movilidad por medio de flagelos

y fendémenos de quimiotaxis positiva o atraccién hacia determinados

compuestos.

Las funciones de movilidad Yy quimiotaxis no son
imprescindibles para la asociacién lo cual fue demostrado con
mutantes para esas funciones (Hunter y Fahring, 1980; Napoli vy
Albersheim, 1980; Ames y Bergman, 1981; Caetano Anollés, 1985;
Caetano Anollés et al., 1988). Sin embargo estas funciones

microbianas les confieren a los microorganismos que las poseen
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ventajas competitivas al determinar el éxito de la adsorcién
temprana (Caetano Anollés, 1985).

Es posible que 1la quimiotaxis sea importante para 1la
colonizacidén bacteriana inicial de la planta (Caetano Anollés,
1985; Mellor et al., 1987). Bajo estas condiciones la poblacidn
rizosférica no estd bien desarrollada y los quimioatractantes
pueden difundir en el suelo (Roth y Stacey, 1991). El alto ndmero
de rizobios en las proximidades de las raices puede deberse a
quimioatraccién hacia las mismas. La raiz no es homogénea en cuanto
a su capacidad para atraer rizobios sino que hay determinados
puntos de la superficie de la misma, cercanos al apice radicular,
que presentan una mayor aptitud (Gulash et al., 1984; Malek, 1989).

Los ensayos de quimiotaxis se han llevado a cabo con exudados
de raices o semillas (Currier y Strobel, 1976; Gitte et al., 1978;
Malek, 1989; Gaworsewska y Carlile, 1982; Bergman et al, 1988;
Barbour et al., 1991) o con sustancias puras, muchas de ellas
reconocidas como componentes de los exudados (Malek, 1989; Burg et
al., 1982; Gaworsewska y Carlile., 1982; Gétz et al., 1982; Aguilar
et al., 1988; Caetano Anollés et al., 1988; Barbour et al., 1991).
De los citados trabajos se desprende que los aminoacidos, azlcares,
dcidos organicos y metabolitos secundarios de 1la planta son
quimioatractantes para rizobios aunque los exudados de raices han
demostrado ser superiores.

No sblo moléculas simples de bajo peso molecular han
demostrado ser quimioatractantes sino también sustancias peptidicas

de bajo peso molecular del exudado de alfalfa (Bergman et al.,
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1988) e inclusive sustancias de alto peso molecular como una
glicoproteina -quimiotactina- del exudado radicular de Lotus
corniculatus (Currier vy Strobel, 1977). Algunos de esos
quimioatractantes actuarian sobre los rizobios con cierta
selectividad: la luteolina exudada por raiz de alfalfa actda sobre
R. meliloti (Caetano Anollés et al., 1988) y la quimiotactina de
Lotus atrae a su respectivo microsimbionte (Currier y Strobel,
1977) . No se ha determinado especificidad en la quimiotaxis: se ha
informado que tanto E. coli como R. leguminosarum bv. viciae
muestran quimiotaxis positiva hacia exudados de raiz de arveja
(Gaworsewska y Carlile, 1982).

Rhizobium meliloti, R. legquminosarum bv. viciae y bv. phaseoli
mostraron quimiotaxis hacia sustancias flavonoides inductoras de
sus respectivos genes de nodulacién (Aguilar et al., 1988; Caetano
Anollés et al., 1988). Como breve resumen, se puede decir que la
planta huésped 1libera quimioatractantes y moléculas sefal
inductoras de genes nod y, como contraparte, los rizobios producen
seflales que influyen en el crecimiento y el metabolismo de las
células de la raiz. Una o mads de estas sefiales es un mitdégeno
especifico que probablemente actta influyendo en el balance

endégeno de fitohormonas (Kijne, 1992).

La movilidad también ha sido considerada como un importante
factor de competicidén. Mutantes no méviles de B. japonicum formaban
s6lo el 20% de los nédulos en plantas inoculadas con igual numero
de bacterias méviles y no méviles (Hunter y Fahring, 1980).

Mutantes carentes de flagelo de R. leguminosarum bv. viciae
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resultaron tener la misma aptitud para nodular que los flagelados
en ensayos de laboratorio (Smit et al, 1989a) aunque probablemente
fueran menos competitivos a campo. Muy recientemente se ha
informado sobre la existencia de un factor de movilidad en ensayos
de laboratorio con R. meliloti. Este factor aGn no ha sido
identificado y no se sabe si es sintetizado y secretado por R.
meliloti en sus habitats naturales pero de ser asi podria ser

importante en la competencia de los rizobios (Bauer, 1992).

1.7.3.2. Colonizacidn rizosférica:

El término rizosfera fue introducido por Hiltner (1904) para
referirse a 1la 2zona del suelo circunscripta a 1la inmediata
influencia de las raices. Segin algunos autores, estrictamente se
extiende hasta 2 cm de 1la superficie de la raiz (Dowling vy
Broughton, 1986). La superficie externa de la planta, en intimo
contacto con las particulas del suelo, constituye el rizoplano. En
un sentido mas general, se puede considerar rizosfera al volumen de
suelo cercano a la raiz de cualquier planta donde existe gran
actividad microbiana debido a la exudacién de sustancias orgéanicas
de la raiz de 1la planta hacia el suelo. Es una zona rica en
nutrientes, particularmente hidratos de carbono, aminoadcidos vy
vitaminas, por los cuales los microorganismos compiten. Ademas alli
se llevan a cabo procesos de absorcién de nutrientes inorganicos
por parte de la raiz, interacciones con bacterias, hongos vy

micorrizas y ataques de protozoarios predadores.

34



La rizosfera incluye una densa poblacién microbiana donde
generalmente predominan las bacterias gram (-). Las bacterias en el
suelo y la rizosfera se agrupan en microcolonias y colonizan 1la
raiz en forma discontinua (Foster y Bowen, 1982). Hay A&reas
hiperpobladas y otras practicamente exentas de bacterias. Gran
parte de la superficie radicular esta cubierta por mucigel que es
una capa polisacaridica cuya funcidén parece ser la de incrementar
dreas superficiales de la raiz y por lo tanto, la absorcién de
nutrientes (Foster y Bowen, 1982).

Los rizobios se multiplican en la rizosfera y se pegan a la
planta huésped para iniciar la nodulacién. Este aumento en la
multiplicacién en las proximidades de la raiz se denomina efecto
rizosférico. El concepto de estimulacién rizosférica fue propuesto
por Nutman (1965) quien sostenia que la leguminosa tendia a
promover la multiplicacidén de bacterias capaces de infectarla y no
de otras. En cierta forma, Nutman proponia una estimulacién
especifica por parte de la leguminosa huésped.

Tuzimura y Watanabe (1962a, 1962b) observaron que las
rizosferas de leguminosas estimulaban el crecimiento de rizobios
mas que de otras bacterias del suelo y que los rizobios

proliferaban mas en rizosferas de leguminosas que en las de

monocotileddéneas.

Se observd que B. japonicum crecia muy lentamente en suelo no
rizosférico con tiempos de duplicacién de 241-361 h (Schmidt, 1974)
en tanto que en la rizosfera el tiempo de duplicacién era de 9-12

h (Bowen Y Rovira, 1976). Robert Yy Schmidt (1983) encontraron
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estimulacién rizosférica para R. phaseoli aunque el fenémeno no
mostraba especificidad. Un ejemplo extremo de especificidad fue
informado por Chatel et al. (1973) y por Robinson (1967) quienes
observaron que R. meliloti s6lo colonizaba rizosferas de su huésped
Medicago spp.

Van Egeraat (1975) demostré que R. leguminosarum podia usar
selectivamente homoserina como inica fuente de nitrégeno y carbono.
La homoserina es el principal material ninhidrina positivo que
liberan las raices. Esto fue considerado como un mecanismo de
estimulacién diferencial de R. leguminosarum en la rizosfera de
arveja. Trabajos posteriores de Johnston (1988) mostraron que los
genes para la utilizacidén de homoserina estan codificados en el
pSym y este resultado fortalecidé 1la proposicién de que 1la
utilizacién de homoserina tiene un rol importante en la asociacién
simbiética.

Pefna-Cabriales y Alexander (1983) encontraron que bajo
condiciones de 1laboratorio, B. japonicum proliferaba mé&s
extensivamente en una variedad de rizosferas de no huésped que en
las del huésped. Estos mismos autores observaron que R. phaseoli
colonizaba pobremente las rizosferas de soja en ensayos de
laboratorio en tanto que a campo, colonizaba mejor la rizosfera de
soja que el B. japonicum indigena.

Moawad et al. (1984) observaron que poblaciones de B.
japonicum de 10* células g' suelo de suelo sufrian una estimulacién
al ser introducidas en suelo rizosférico hasta alcanzar valores de

6 P - ] . . . - .
10° células g'. Las poblaciones introducidas en suelo no rizosférico
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no sufrian estimulacién. Si bien estos autores observaron efecto
rizosférico, la especificidad no se expresaba en esta etapa de 1la
interaccién ya que 1los rizobios nodulantes no resultaban mas
estimulados que los no nodulantes. Ademds, bajo condiciones de
campo, encontraron mayor efecto estimulatorio de la multiplicacién
de B. japonicum en rizosferas de soja que en las de avena.

De esta breve revisién se desprende que el efecto rizosférico
estd ampliamente demostrado en tanto que la especificidad de 1la
estimulacidén por parte de suelos rizosféricos presenta resultados
controversiales. Algunos autores sugieren gque la estimulacién
rizosférica es especifica de huésped y que determinadas plantas
estimulan el crecimiento de su propio simbionte (Nutman, 1965;
Robinson, 1967; Chatel et al., 1973; Van Egeraat, 1975). Sin
embargo, los rizobios son encontrados en grandes nimeros en la
rizosfera de plantas no huésped (Pefia-Cabriales Yy Alexander, 1983;
Robert y Schmidt, 1983) aunque se observa que las rizosferas de
plantas leguminosas estimulan mas el crecimiento de rizobios que
las plantas no leguminosas (Tuzimura y Watanabe, 1962a, 1962b;
Moawad et al., 1984). Por estas razones algunos autores como Rovira
(1969) prefieren considerar que existe una selectividad en la

estimulacién rizosférica en lugar de una especificidad.
1.7.3.3. Adsorcién de los rizobios a la superficie radicular:

La adsorcién de los rizobios a la superficie de la raiz es el

primer paso en el que el macro y el microsimbionte se ponen en
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contacto fisico directo. La evidencia indica que las células de los
rizobios resultan adsorbidas a la superficie de la raiz sdélo unos
minutos después de la inoculacién (Chen y Phillips, 1976; Dazzo et
al. 1979; Solheim, 1983). En algunos modelos, la adsorcidén es
considerada como un paso requerido en el proceso de infeccidn
aunque no tiene por qué ser necesariamente el primer paso o el
especifico de huésped y podria ocurrir al mismo tiempo que otras
interacciones sefial-respuesta (véase revisién de Bauer, 1981).
Favelukes y Caetano Anollés (1985) encontraron que la adsorcidén
especifica de R. meliloti a raices de alfalfa constituye un paso
obligado hacia la infecciédn.

El proceso de adsorcidén se ha estudiado con varios pares
simbidticos y la gran variedad de metodologias usadas hace dificil
comparar resultados. Generalmente la adsorcidn se estudia incubando
Taices de leguminosas en suspensiones bacterianas segquido de 1la
cuantificacién de células firmemente unidas. Esta cuantificacidn se
ha llevado a cabo por observacién microscépica directa de bacterias
unidas a pelos radiculares (Dazzo et al., 1976; Stacey et al.,
1980; Badenoch-Jones et al., 1985; Smit et al., 1986, 1989a, 1989b,
1991); por recuento de rizobios desorbidos por lavados de raices y
posterior plaqueo (Pueppke, 1984; Boiardi y Galar, 1988); mediante
el uso de rizobios marcados radiactivamente (Chen y Phillips, 1976;
Badenoch-Jones et al., 1985) y recuento de microcolonias sobre la
superficie de la raiz (Caetano Anollés, 1985; Caetano Anollés y
Favelukes, 1986b; Wall, 1990). Refiriéndose a 1la adsorcién

distintos autores la han diferenciado en especifica-no especifica
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(Dazzo et al., 1986), firme y laxa (Vesper y Bauer, 1985), débil y
firme (Van Rensburg y Strijdom, 1982), polar y no polar (Bohlool y
Schmidt, 1974, 1976).

Algunos autores han pensado en la posibilidad de que 1la
adsorcidén sea la etapa que determine la especificidad de huésped.
En el par simbidético R. trifolii-trébol la adhesidén parece ser
selectiva. Dazzo et al. (1976) propusieron la existencia de
mecanismos de adhesidén inespecifica, capaces de unir bajo namero de
rizobios no infectivos y mecanismos especificos (Dazzo et al.,
1984) capaces de unir alto nimero de bacterias y que involucran una
adhesién polar de los rizobios a la superficie del pelo radicular
y el simultdneo acumulo de los mismos en el apice de la raiz. Esta
forma de adsorcién especifica también se ha visto en B.
japonicum-soja (Stacey et al., 1980) y en R. meliloti-alfalfa
(Caetano Anollés y Favelukes, 1986b).

Otros autores no han podido encontrar evidencia de
especificidad simbiética en esta etapa (Chen y Phillips, 1976;
Pueppke, 1984; Badenoch-Jones et al., 1985; Vesper y Bauer, 1985;
Smit et al., 1986).

Se encontrd adsorcién mediada por lectina en los pares R.
leguminosarum  bvV. trifolii-trébol (Dazzo et al., 1985),
R.leguminosarum bv. viciae (Kato et al., 1981; Solheim, 1983; Kijne
et al., 1988) y para B. japonicum-soja (Stacey et al., 1980). Sin
embargo el papel de las lectinas en la adsorcién no ha podido ser
demostrado en muchos otros casos (Chen y Phillips, 1976; Pueppke

1984, Badenoch-Jones et al. 1985; Mills y Bauer, 1985; Vesper Yy
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Bauer, 1985, 1987; Caetano Anollés y Favelukes, 1986b; Smit et al.
1986; 1987).

Un factor que afecta la adsorcién mediada por lectina es 1la
aparicién transitoria de 1los receptores bacterianos para la
proteina. Algunos de esos resultados han sido revisados en 1la
seccién 1.7.2.4.

Al comenzar esta seccién me referi a la gran cantidad de
metodologias empleadas y a la dificultad de establecer
comparaciones. La diferencia de resultados también podria
explicarse en algunos casos por el uso de bacterias lavadas previo
al ensayo de adsorcién considerando que los determinantes de
especificidad y quizds otros componentes necesarios para 1la
adhesidén se encuentran en la superficie del rizobio y podrian ser
removidos por estos tratamientos (Wall, 1990). A este respecto,
Vesper y Bhuvaneswari (1988) consideran bacterias firmemente
adheridas a aquellas que se asocian con las células de la raiz en
un periodo de 1 hora de manera lo suficientemente firme como para
soportar el protocolo de lavado usado. Si son éstas las bacterias
cuantificadas en el ensayo de adsorcién no habria demasiado
inconveniente con el lavado. Las diversas metodologias usadas
implican diferencias en la concentracién del inéculo de células
utilizado y esto contribuye también a complicar el analisis de los
resultados.

Bauer (1981) destaca que hay cierto riesgo de sobrevalorar la
adsorcién mediada por lectina. Sostiene que es necesario recordar

que los rizobios son exitosos microorganismos del suelo aan en
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ausencia del huésped. La adsorcién a cualquier fuente de nutrientes
© a cualquier superficie es un caraicter fuertemente seleccionado
para el éxito de estos microorganismos. Los rizobios se pegan entre
si formando grumos, se pPegan al vidrio y al plastico Y a las raices
de plantas huésped como no huésped, o sea, se pPegan a superficies
sin que esté involucrada ninguna lectina. Inclusive se ha informado
adsorcidn de grandes cantidades de rizobios a superficies de raices
de trigo y arroz y en menor proporcién a otras superficies como
fibras de algoddén (Shimshik Yy Hebert, 1978).

Algunos autores especulan acerca de que la adhesidn sea
completamente no especifica (un evento al azar) mientras que 1la
infeccién podria ser especifica Yy controlada por enzimas
hidroliticas producidas sélo por los rizobios invasivos (Chen y
Phillips, 1976).

Los resultados controversiales con respecto al rol de 1la
lectina en la adsorcién llevaron a algunos investigadores a buscar
mecanismos alternativos. Vesper y colegas (Vesper y Bhuvaneswari,
1985, 1986; Vesper et al., 1987; Vesper y Bhuvaneswari, 1988)
presentaron evidencia en favor del rol de fimbrias en el proceso,
sin embargo esta adsorcién no mostré especificidad. Mutantes
defectivos en la produccién de fimbrias nodulaban normalmente
aunque tenian reducida su capacidad de adsorcién. Otros trabajos
mostraron que los rizobios producen microfibrillas de celulosa que
anclan la bacteria a la superficie de la raiz (Napoli et al.,b1975;

Smit et al., 1987). También en este caso, los mutantes defectivos
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eran normales en su capacidad de nodular pero se adsorbian en menor
proporciodn.

Decia en la seccién 1.7.2.5. que a partir de trabajos
recientes (Smit et al., 1986, 1987, 1989a, 1989b, 1991; Kijne et
al., 1988) se ha propuesto un nuevo modelo para explicar el
fenémeno de adsorcidén. Este modelo se basa en que las condiciones
y la fase de crecimiento de los microorganismos son de fundamental
importancia al considerar la adsorcidén bacteriana. Los trabajos se
llevaron a cabo con el par R. leguminosarum bv. viciae-arveja y las
bacterias empleadas para los ensayos fueron crecidas bajo distintas
limitaciones de sustrato. En todos los casos, salvo en los cultivos
Cca‘*’-limitados, se encontrd que la limitacién de nutrientes coincide
con una adsorcidén O6ptima. El crecimiento limitado en C resultd en
células que se pegan a las superficies de las raices de una manera
no especifica que no puede ser revertida por adicién de haptenos
para lectina de arveja. En estas condiciones, la adsorcidén es
dependiente de la fase de cultivo (maxima en exponencial tardio a
estacionario temprano), independiente del pSym y se ha observado
formacién de fibrillas celulésicas extracelulares involucradas en
la adhesidén que no eran fimbrias filamentosas proteicas (Smit et
al., 1986, 1987). También se vio que el Ca'? afectaba la capacidad
de adsorcidn tanto de rizobios homdlogos como heterdlogos aunque la
sintesis de fibrillas no era afectada por los niveles de Ca*’; por

lo tanto se pensdé que existia una adhesina Ca*’-dependiente. Esta

proteina fue posteriormente purificada y se la denomind

rhicadhesina (Smit et al., 1989a)
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El crecimiento limitado en Mn*? resulté en células que se pegan
a las superficies de las raices de una manera reversible por
hapteno de lectina de arveja, indicando un rol para la proteina en
el proceso de adsorcidén. Como en el caso anterior, no interviene el
pSym. Al estudiar la infectividad de los rizobios se observé que
era mucho mayor bajo ésta condicién de crecimiento que en el caso
de los rizobios limitados en C; en este Giltimo caso no se producian
hilos de infeccidén (Kijne et al., 1988).

La tuGnica 1limitacién que no condujo a un aumento en la
adsorcién fue la de Ca*’ indicando un rol esencial del catién en
este proceso. No se observé actividad de rhicadhesina en la
superficie celular de 1los rizobios cat’-limitados aunque 1la
produccién de la proteina no estaba afectada por la concentracién
del catién. Se observé que lo que variaba era la relacioén
rhicadhesina unida a superficie/rhicadhesina secretada. Se encontréd
que esta adhesina bacteriana estaba presente en toda la familia
Rhizobiaceae, incluyendo Agrobacterium (Smit et al., 1989a, 1989b).
Ssmit et al. (1991) proponen entonces que la rhicadhesina bacteriana
Ca*’-dependiente reconoce algin receptor aun desconocido de 1la

planta y de esta forma establece una primera adhesidn.
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Fiqura 1.2: Modelo de adhesién (Smit et al., 1991)

l. rizobio
2. Ca*?

3. rhicadhesina bacteriana
4. receptor en la superficie del pelo radicular

5. pelo radicular

Con todos estos resultados se propuso un nuevo modelo de
adsorcidén en dos pasos: primero tiene lugar una unidén inespecifica
y reversible mediada por una adhesina dependiente del Ca*? (que
puede ser reemplazado por otros cationes divalentes). Luego hay una
etapa de formacidén de acumulos sobre la punta del pelo radicular
mediada por microfibrillas de celulosa en rizobios crecidos con
limitacién de fuente de C, y por lectina cuando los rizobios
provienen de un cultivo limitado en Mn*2.

Si los rizobios en la rizosfera estan bajo algin tipo de
limitacién, la simbiosis podria considerarse como una mecanismo por
el cual las bacterias evitan la limitacién en el crecimiento
(Stacey y Roth, 1991). No se ha visto que la 1lectina esté
involucrada en la adsorcién cuando los rizobios estan limitados en
C. sin embargo considerando la composicién de los exudados de la

planta (Boulter et al., 1966), el C no es un nutriente limitante en
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las rizosferas. Por 1lo tanto, los rizobios se adsorberian a 1la
superficie del pelo radicular a través de un mecanismo inicial
involucrando a 1la rhicadhesina, un paso que parece ser favorecido
por la lectina. La mayor infectividad de las células Mn*?-limitadas
con respecto a las C-limitadas estj sugiriendo que la lectina estji
involucrada en la infeccién. El1 hecho de que la lectina de arveja
esta involucrada en la adhesién en el par R.leguminosarum bv.

viciae-arveja también esti apoyado por otros resultados (Diaz et

al., 1989).

1.7.3.4. Deformacidén, ramificacién y enrulamiento de pelos

radiculares:

Una vez puestos en contacto la planta y el microorganismo, 1la
primera respuesta visible del huésped es la deformacién de 1los
pelos radiculares. Esta respuesta puede ir desde una deformacién
leve hasta un enrulamiento marcado (mas de 360°) que, en términos
generales, ya es un 1indicador de infeccién exitosa. Las
deformaciones en sus distintos grados (enrulado, ramificacién,
espiralizacién, presencia de pelos con dos o mas '"cabezas") pueden
ser inducidas por 1indéculos de Rhizobium y en menor grado por
filtrados de cultivos (Yao y Vincent, 1969; Solheim y Raa, 1973).

De acuerdo al grado de deformacién de los pelos, Yao y Vincent
(1969) establecen una clasificacidén en las siguientes categorias:
- ramificacién: ramificaciones y abultamientos laterales;

0.
- enrulado moderado: pelos con curvaturas menores de 3607;
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- enrulado marcado: pelos con curvaturas iguales o mayores de 360°.

Las dos primeras categorias no son indicio de especificidad y
pueden ser producidas tanto por rizobios homélogos como por
heterdlogos. La dltima categoria estad indicando interaccidén con
rizobios homélogos y 1los pelos que presenten este tipo de
deformacidén probablemente evolucionaran hacia la formacién de hilos
de infeccidén (seccidén 1.7.4.). A pesar de que la tercera categoria
solamente se observa en las interacciones homélogas, en trébol no
hay evidencia de que las infecciones requieran enrulamiento marcado
o que las infecciones ocurran mis frecuentemente en pelos
marcadamente enrulados. El enrulamiento marcado seria un sintoma de
asociacién compatible pero no un requerimiento para que ésta se
establezca (Bauer, 1981). Se han observado también infecciones en
pelos con enrulado moderado o con sélo ramificaciones (Fahraeus,
1957; Nutman, 1959; Higashi y Abe, 1980).

Si bien el enrulamiento fue descrito hace mas de 100 afos por
Ward (citado por Bauer, 1981), poco se sabe del proceso en si, del
mecanismo de accidén y de las sustancias inductoras. En los Gltimos
anos se ha informado sobre una serie de productos de determinados
genes que inducen el enrulamiento de los pelos radiculares. Aunque
aquli no se va a hacer una revisién de los dltimos hallazgos al
respecto en el campo de la genética (para una revisién actualizada
véase Stacey y Roth, 1991; Kijne, 1992; Long, 1992); brevemente se
puede decir que Banfalvi y Kondorosi (1989) informaron que la
expresién de los genes nod ABC (nod son los genes bacterianos

necesarios para nodulacién y que s6lo es expresan en la presencia
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del huésped, exudados o extractos de tejidos de la planta huésped)
en R. meliloti y E. coli resulta en la liberacién de sustancias en
los sobrenadantes de cultivos que pueden inducir enrulamiento de
los pelos en alfalfa y otras plantas. A partir de sobrenadantes de
cultivos de R. meliloti se aislaron por lo menos tres compuestos
activos que agregados separadamente inducen enrulamiento y cuando
se agregan juntos llevan a la formacidén de estructuras tipo nédulos
vacios (Faucher et al., 1989). Se determind la estructura de dos de
los tres compuestos: Nod Rm-1 es un
N-acil-tri-N-acetil-1,4-D-glucosamina tetrasacdrido que porta un
grupo sulfato en el C-6 del azicar reductor (Lerouge et al., 1990).
El segundo compuesto, Nod Rm-2 es idéntico al anterior pero sin el
grupo sulfato.

Existe evidencia que sugiere que muchos de los genes nod, si
no todos, estan directa o indirectamente involucrados en 1la
produccién de fitohormonas que son sustancias que estimulan el
crecimiento de los pelos radiculares y la divisidén de células
corticales (Stacey y Roth, 1991).

con respecto a los mecanismos del enrulado se han propuesto
dos modelos (Bauer, 1981, Hubbell, 1981) que postulan basicamente
que el enrulado surge de una inhibicién localizada de la sintesis
de pared celular del pelo por parte de una o mas células adheridas
de Rhizobium. Al crecer esas zonas inhibidas dejarian atrapados a
los rizobios en el punto de maxima curvatura. Asli se veria

favorecida la penetracién de los rizobios y la formacién del hilo
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de infeccién en contra de la turgencia celular. Estos son modelos

mas o menos especulativos que aGn no han sido confirmados.

1.7.4. La infeccién y el desarrollo del nédulo:

La penetracidén de los rizobios en la raiz, infeccidn, y el
desarrollo del ndéddulo son procesos que parecen ocurrir en forma
simultidnea. Se conocen tres modos de entrada de los organismos
fijadores de nitrdégeno a la raiz:

- a través de heridas particularmente donde hay raices laterales o
adventicias;

- a través de pelos radiculares;

- entre células epidérmicas no dafadas.

El primer caso es 1la clasica forma de 1invasién de
Agrobacterium y ha sido estudiado extensamente en las leguminosas
Arachis hypogaea y Stylosanthes spp. cuyos nédulos nunca presentan
hilos de infeccién (véase Sprent y Faria, 1988).

El dltimo caso admite dos posibilidades: una entrada directa
a la célula y una entrada entre células pero plantea el problema de
tener que vencer la turgencia de la célula intacta. No se ha visto
que este mecanismo se produzca con bacterias (Huang, 1986) aunque
ocurre en hongos que tienen una estructura de fijacién especial que
les permite vencer esa barrera (apresorios).

El segundo caso es el que se observa con las bacterias del
género Rhizobium y las leguminosas que forman los caracteristicos

hilos de infeccién. En la no leguminosa Parasponia y en plantas de
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la familia Caesalpinoidea Y algunas Papilionoidea se forman hilos
de infeccién pero luego no se liberan las bacterias. Estos hilos se
consideran mas primitivos desde el punto de vista evolutivo que los
que se observan en leguminosas donde las bacterias son liberadas en
estructuras rodeadas de membrana (Sprent y Faria, 1988).

Los hilos de infeccién son estructuras tubulares que llevan a
las células de los rizobios, habitualmente en fila Gnica, desde 1la
superficie de la raiz hasta la corteza (ver 1.7.). Los rizobios son
liberados del extremo del hilo de infeccién rodeados por una
envoltura de membrana proveniente del huésped estableciendo al
simbionte bacteriano en el citoplasma de células corticales del
huésped y constituyendo el simbiosoma (Roth et al., 1988). Las
células corticales son inducidas a dividirse y la bacteria se
diferencia en cuerpos llamados bacteroides. El1 resultado es un
estructura especializada llamada nédulo.

Aun falta mucho por saber sobre la formacién inicial del hilo
de infeccién, su crecimiento direccional hacia adentro en contra de
la presidén de turgencia del huésped, el pasaje a través de las
paredes del pelo radical y las paredes de las células corticales y
la posterior disolucién para liberar los rizobios.

Fahraeus (1957) fue quien desarrolld una técnica microscépica
que permite realizar continuas observaciones e informdé que, previo
a la formacién de un hilo de infeccién visible, el citoplasma y el
nicleo de la célula del pelo radicular se concentraban cerca del
sitio de infeccién. El sitio de iniciacién del hilo de infeccién

aparecia como una mancha refringente. Varios investigadores
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indicaron que la direccién de crecimiento de la punta del hilo de
infeccién estaba gobernada por la posicidén y el movimiento del
nicleo de la célula del pelo infectado pero no se ha explicado cémo
este movimiento dirige o gobierna el crecimiento del hilo
(Fahraeus, 1957; Nutman, 1959).

Hasta los trabajos de Callaham y Torrey (1981) se pensaba que
los hilos de infeccién se producian por una invaginacién de 1la
pared celular. Estos autores encontraron cambios en la pared en la
zona del sitio de infeccidén. Observaron que el hilo de infeccién
parecia ser formado por la deposicién de material nuevo, fibrilar,
de pared. Se concluyd que el rizobio penetraba directamente 1la
pared del pelo por un proceso que involucraba la degradacidén de
polisacdridos de pared en el sitio localizado. Este resultado
también fue confirmado en Macroptilium atropurpureum por Ridge y
Rolfe (1986) quienes observaron por microscopia electrdénica que 22
horas luego de la inoculacién, la microcolonia de rizobios parecia
haber degradado 1la matriz de 1la pared celular dejando
despolimerizada una capa de microfibrillas de 1la pared. Los
rizobios producen pectinasa, hemicelulasa y celulasa (Hubbell et
al., 1978; Martinez-Molina et al., 1979) y es posible que cuando la
bacteria quede atrapada en bolsillos entre las paredes celulares,
la concentracién de esas enzimas aumente y se produzca una
degradacién local de las células de la pared (Solheim, 1983). Entre
las pectinasas que participan en el proceso de infeccién se ha
informado que, especificamente galacturonasas, podrian ser

producidas por la planta inducidas por la presencia del rizobio
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infectivo (Ljunggren, 1969) o bien por los mismos rizobios (Lopez
Y Signer, 1986).

Esta bien establecido que muchas infecciones abortan antes de
llegar a la formacién del nédulo. El alto porcentaje de infecciones
abortadas puede ser una manifestacién de auto-reqgulacién del ndmero
de nédulos. Se sabe que agregando nitrato se aumenta la proporcién
de infecciones abortadas Y que el desarrollo de 1los primeros
nédulos inhibe subsecuentes infecciones en un estadio previo a 1la
formacién del hilo de infeccién (Bauer, 1981).

Con respecto al desarrollo del nédulo pueden considerarse dos
grandes grupos:

- las lequminosas de clima templado (arveja, alfalfa, trébol)
presentan ndédulos llamados de crecimiento indiferenciado, con un
sistema vascular abierto y la existencia de un meristema apical de
células en divisiédn

- las leguminosas de clima tropical (poroto, soja) producen nédulos
de crecimiento determinado con sistema vascular cerrado y sin zona
meristematica (Sprent y Faria, 1988; Sprent y Raven, 1992).

La planta puede por si sola inducir 1la formacién de
estructuras radiculares semejantes a nédulos en total ausencia de
bacterias (Truchet et al., 1989). Estas estructuras se denominan
pseudondédulos o nédulos vacios, son similares a los nédulos
verdaderos pero no contienen bacterias en su interior. Esto indica

que la planta posee toda la informacidn necesaria para formar estas

estructuras.
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En el nédulo funcional se expresan genes de la planta y de la
bacteria. Un ejemplo de ésto es 1la proteina de transporte
leghemoglobina cuya apoproteina (globina) es una nodulina
suministrada por 1la planta en tanto que el grupo hemo es
sintetizado por la bacteria. Ademds en el nédulo funcional se
expresa el complejo enzimdtico de la nitrogenasa y proteinas
llamada nodulinas y se lleva a cabo el proceso de reduccién del
nitrégeno atmosférico a amonio.

Dada la naturaleza de este trabajo de Tesis, no se describira
el funcionamiento del nédulo ni las enzimas intervinientes en los
diferentes procesos involucrados. Para mayor informacién pueden
consultarse las revisiones actualizadas de Werner (1992) sobre la
fisiologia del nédulo o de Franssen et al (1992) sobre las

diferentes nodulinas y sus funciones.
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1.8. Objetivos de esta Tesis:

1.8.1. Objetivos generales:

¢Por qué trabajar con el par simbiético R. Phaseoli-Pp.

vulgaris?

El poroto (P. vulgaris L.) es una fuente importante de
calorias y proteina dietaria en Latinoamérica. En América
Central y la cuenca del Caribe, representa la principal fuente
de proteina vegetal y junto con el arroz, constituyen la base
de la dieta (Mangual Crespo et al.,1987).

Los rendimientos en Latinoamérica son bajos, entre 500 y
600 kg ha'! a pesar de que se han demostrado rendimientos
potenciales de 2000-3000 kg ha'!. Una gran proporcién de esta
diferencia puede ser atribuida a numerosos factores bidéticos
y edafo-climaticos que limitan la produccién de porotos en
paises en desarrollo (Roca et al., 1988). Se calcula que para
satisfacer la demanda en el afo 2000, la produccién de poroto
en Latinoamérica deberia aumentar un 32% respecto de los

niveles actuales (Janssen, 1988).

De acuerdo a la informacién provista por FAO en 1986
(revisado por Lépiz, 1988), Brasil y Méjico son los paises de
Latinoamérica que mas poroto producen. En el periodo 84/86
sobre un total de 4,45 x 10° toneladas, Brasil produjo 2,5 x

10° (65,4% del total) y Méjico 0,99 x 10° (22,2%) y ésto
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representa el 77,6% del total de la regién. Después de Méjico
y Brasil, los principales productores son Argentina,
Guatemala, Colombia y Chile que, en conjunto, producen el
12,2% del total. En el periodo 84/86 Argentina produjo 237
miles de toneladas representando el 5,3% del total, con un
rendimiento medio de 1030 kg ha'!. Argentina, Chile y Bolivia
tienen los mayores rendimientos de la regidén (1030, 1104 y
1333 kg ha'! respectivamente, en el periodo 84/86) Si bien
estos guarismos son altos con respecto, por ejemplo, a
Guatemala, Colombia y Brasil que en el mismo periodo
obtuvieron respectivamente 542, 769 y 511 kg ha!, distan mucho
de los rendimientos potenciales.

En Argentina 1la produccién y exportacién de poroto
(aproximadamente 200.000 toneladas por afio) es una importante
fuente de recursos para la economia de su zona de cultivo que
comprende las provincias de Salta, Tucuman, Jujuy y Santiago
del Estero y representa una importante fuente de divisas para
el pais.

En la regidén latinoamericana los suelos son generalmente
pobres en nitrégeno (Graham y Halliday, 1977) vy los
fertilizantes nitrogenados son demasiado costosos para los
pequenos productores (Londofio et al., 1978) ademas de ser
contaminantes, de alli la importancia de la fijacién biolégica
de nitrdégeno. Sin embargo la situacién general en la regién
indica que no se obtiene respuesta a la inoculacién de poroto

(Graham, 1981) y por este motivo s6lo un pequefio porcentaje de
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las siembras son inoculadas por sus productores. Se ha
observado una excelente asociacién simbiética en condiciones
controladas en muchos paises de Latinoamérica como Argentina
(Boiardi et al, 1983), Brasil (Freire et al,, 1968), Colombia
Yy Guatemala (Graham, 1981). Sin embargo muchos de estos
resultados no han podido ser reproducidos a campo (Graham Y
Halliday, 1977).

Se han citado muchas causas probables que podrian
explicar la ineficiente interaccién simbiética R. phaseoli-P.
vulgaris y para todas ellas se han obtenido resultados que
indican que en parte son causas reales de una pobre nodulacién
o inadecuada fijacidén de nitrdégeno pero la complejidad del
manejo de tantas variables hace que hasta el momento no haya
soluciones generales a este problema (Schrdder, 1992).

El logro de una mejor asociacién simbiética y fijacién de
nitrégeno en poroto, conduciria a una mayor productividad de
grano y de proteina y a una aumentada fertilidad de los suelos
en Argentina en particular y en Latinoamérica en general. El
objetivo general de mi trabajo de Tesis fue el de obtener un
mayor conocimiento del funcionamiento de la simbiosis y de las
etapas tempranas que la gobiernan a fin de contribuir a la
solucién de este problema en el par simbidtico R. phaseoli-P.
vulgaris que, dicho sea de paso, es el menos estudiado entre

las leguminosas de importancia econdmica.
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1.8.2. Objetivos particulares:

Estudios previos de Boiardi et al. (1983) habian indicado
la falta de respuesta a la inoculacién de P. vulgaris cv.
Alubia con R. phaseoli en ensayos a campo. Para este trabajo
de Tesis se eligié trabajar no sélo con el citado cultivar
sino con un poroto negro, cultivar Bat 76, considerado de
buena aptitud simbiética (CIAT, 1979). Se llevaron a cabo, a
campo y en laboratorio, estudios de supervivencia de una cepa
de R. phaseoli introducida en suelo, la subsecuente
colonizacidén de raiz y la nodulacién obtenida con los dos
cultivares de poroto (capitulo 2).

Trabajos previos en el CINDEFI habian demostrado que el
pegado de lectina a bacterias del género Rhizobium no era
especifico y que el patrén de unién dependia de la fase de
crecimiento del microorganismo (Boiardi y Galar, 1988). Estos
estudios se llevaron a cabo con lectina comercial.

Se pensdé que si la lectina de poroto estaba de alguna
manera involucrada en el reconocimiento entre simbiontes o en
algin otro paso de las etapas tempranas de la asociacién,
entonces era probable que cultivares de P. vulgaris con una
distinta aptitud simbiética presentaran distintas lectinas. En
base a esta especulacién, y en el marco del objetivo general
ya planteado, se decidié encarar el aislamiento y purificacién

de lectinas de poroto (capitulo 3).
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Con 1las 1lectinas purificadas, y habiendo encontrado
algunas diferencias entre las mismas, se estudié el rol de
ellas en algunos aspectos de las etapas de preinfeccién e
infeccién. Se intenté dilucidar si las diferencias en el
comportamiento simbidético de los dos cultivares podrian ser
atribuidas, al menos parcialmente, a las distintas lectinas
encontradas (capitulos 4, 5 y 6).

Teniendo en cuenta que 1las limitaciones en algunos
nutrientes estdn relacionadas con rizobios que presentan una
adsorcidén 6ptima a las superficies radiculares y , en algunos
casos, una infectividad mdxima (Kijne et al, 1988; Smit et
al., 1986, 1987, 1989%a, 1989b, 1991) y que los sistemas de
cultivo continuos son herramientas ideales para este tipo de
estudio; se decidié evaluar el crecimiento de microorganismos
en "estados fisiolégicos" definidos, en cultivos continuos
bajo distintas limitaciones de sustrato. También se estudid la

infectividad de los rizobios en cada caso (capitulo 7).
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PARTE 2




SUPERVIVENCIA EN SUELO DE UNA CEPA INTRODUCIDA DE Rhizobium
phaseoli Y SUBSECUENTES COLONIZACION DE RAICES Y NODULACION

DE P. vulgaris EN CONDICIONES DE LABORATORIO Y CAMPO



2.1. INTRODUCCION

El poroto es la leguminosa de grano mas importante del mundo
en cuanto a su utilizacién para alimentacién humana (Velazquez et
al., 1988). En Latinoamérica se 1lo cultiva en suelos que son
generalmente deficientes en nitrégeno (Graham, 1981). Si bien el
poroto responde a la fertilizacidén nitrogenada, los productores
latinoamericanos no pueden, en general, afrontar el alto costo que
implica el uso de estos fertilizantes (Graham y Rosas, 1979). La
explotacidén de la capacidad de los cultivos de leguminosas de fijar
simbioticamente nitrdégeno atmosférico podria ser una alternativa de
muy bajo costo para subsanar el problema. Sin embargo, esta
posibilidad esta 1limitada hasta el momento por 1la inadecuada
asociacidén simbiética que se obtiene cuando se inocula poroto a
campo (Barradas y Hungria, 1989; Graham, 1981) y que ha llevado a
considerar a P. vulgaris como un fijador pobre de nitrégeno en
comparacién con otras leguminosas cultivadas (Graham, 1981; Pereira
y Bliss, 1987). La imposibilidad de obtener una simbiosis efectiva
podria ser atribuida a un bajo grado de nodulacién (Fontes, 1972;
Franco y Day, 1980) o a una fijacién de nitrégeno ineficiente
(Hardy et al., 1968; Janssen Yy Vitosh, 1974).

La produccién de porotos en el Noroeste de Argentina presenta
los mismos problemas que en el resto de Latinoamérica. Una de las
causas principales de la falta de respuesta a la inoculacidén ha
sido identificada como una seria deficiencia en lograr una buena

nodulacién (Boiardi et al., 1983; Tau et al., 1984). Por lo tanto,
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el estudio desarrollado en esta parte del trabajo de Tesis fue
evaluar el comportamiento ecolégico y simbidético de una cepa de
Rhizobium phaseoli marcada por resistencia a antibidéticos bajo
condiciones de laboratorio y campo (desde la siembra hasta 1la
floracién) con el objetivo de relacionar la actividad rizobiana en
suelos y sobre la superficie de la raiz con la nodulacién de 1la
planta huésped. El1 uso de mutantes de Rhizobium resistentes a
antibidéticos en estudios ecolégicos ha sido descripto por
diferentes autores (Bushby, 1981; Danso et al., 1975; Schwinghamer
y Dudman, 1973).

Los resultados son presentados teniendo en cuenta 1los
siguientes aspectos:
i) supervivencia en suelos
ii) colonizacién de raices
iii) nodulacién obtenida

con la cepa inoculada.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Semillas:

Se wutilizaron semillas de Phaseolus vulgaris L. de dos
cultivares diferentes: a) Bat 76, poroto negro seleccionado en el
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT, Cali, Colombia)

Y b) Alubia, poroto blanco ampliamente distribuido en el Noroeste

59



Argentino y obtenido a través del Instituto Nacional de Tecnologia

Agropecuaria (INTA, Cerrillos, Salta).

2.2.2. Microorganismos:

Se utilizé un mutante espontaneo de R. phaseoli cepa F45,
designado como F45MS (resistente a 500 ug mL' de estreptomicina Y
100 ug mL! de espectinomicina). La cepa F45 salvaje es procedente
del Departamento de Microbiologia del INTA, Castelar y fue aislada
en el Noroeste Argentino a partir de P. vulgaris inoculado con
inoculante comercial. Los mutantes fueron obtenidos segin
Schwinghamer y Dudman (1973). Las eficiencias simbiéticas del
mutante y de la cepa salvaje fueron comparadas inoculando porotos
en jarras de Leonard conteniendo arena estéril (Vincent, 1970). La
nodulacién y el contenido total de nitrégeno de la parte aérea de

las plantas fueron iguales en ambos casos.

2.2.3. Condiciones de cultivo:

Para la obtencidén de inéculos se partié de un cultivo de
microorganismos en un medio de mantenimiento (MM) en agar
inclinado, conservado en heladera a 4 °C. Con tres ansadas de este
cultivo se sembraron erlenmeyers de 250 mL conteniendo 50 mL de un
medio al que 1llamamos preindculo (PI). Estos erlenmeyers se
colocaron en agitador rotatorio a 30 °%C y 200 rpm y al cabo de 72

horas el cultivo se utilizdé para sembrar ( al 5% ) erlenmeyers de
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500 mL conteniendo 100 mL de un medio al que llamamos proceso (MP)
y que fueron sometidos a las mismas condiciones de cultivo. E1 MM

también fue usado para hacer recuento de células viables.

2.2.4. Medios de mantenimiento y cultivo de cepas:

Medio de mantenimiento (MM): (en g L!): Sacarosa, 5,0; extracto de
levadura, 1,0; K,HPO,, 0,5; MgSo,.7H,0, 0,2; NaCl, 0,1]; agar, 14,0;
(en mL L!): Cl,Fe.6H,0 (sol. 10%), 0,1; MnsoO,.4H,0 (sol. 10%), O0,1;
(en mg L'): sulfato de estreptomicina, 500; espectinomicina, 100;
cicloheximida, 20 y nistatina, 10. Cicloheximida y nistatina fueron
agregados para evitar la contaminacién con hongos en los recuentos

de microorganismos a partir de muestras de suelo.

Medio preinéculo (PI): (en g L'): Sacarosa, 5,0; extracto de
levadura, 1,0; K,HPO,, 0,75; KH,PO,, 0,6; MgSO,.7H,0, 0,2; NaCl, 0,1;
(en mL L'): Cl,Fe.6H,0 (so0l.10%), 0,1; MnSO,.4H,0 (s0l.10%), 0,1; (en
mg L'): biotina, 0,2; sulfato de estreptomicina, 500 vy

espectinomicina, 100.

Medio proceso (MP): (en g L'): sSacarosa, 10,0, extracto de
levadura, 2,0; peptona (hidrolizado pepsinico de estdémago de
cerdo), 2,0; KHPO,, 0,75; KH,PO,, 0,6; MgSO,.7H,0, 0,2; NaCl, 0,1;
(en mg L'): Cl,Fe.6H,0 (s0l.10%) 0,1; MnSO,.4H,0 (s0l.10%), 0,1; (en

mg L'): sulfato de estreptomicina, 500 y espectinomicina, 100
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Al MM, que también se utilizé para el recuento de
microorganismos viables (ver 2.2.5.1.), se le agregd 0,025% de Rojo
Congo. Las soluciones de antibiéticos se esterilizaron
separadamente por filtracién y se agregaron a los medios de cultivo

pPrevio a la preparacién de las placas o a la inoculacién de 1los

cultivos liquidos.
2.2.5. Medidas de la concentracidén celular:
2.2.5.1. Recuento de microorganismos viables:

Se efectud por el método de dilucidén en solucidén fisioldgica
(NaCl 0,85%) y siembra en cajas de Petri conteniendo medio MM. Las
cajas fueron incubadas invertidas en cuarto estufa a 30 °C. Se
realizaron dos repeticiones por cada dilucidén a evaluar. Luego de
un periodo de incubacién de aproximadamente tres dias, se contaron

las unidades formadoras de colonias (ufc).

2.2.5.2. Determinacién del nimero de microorganismos totales

Se efectud sobre diluciones apropiadas de 1la suspensiodn

celular en agua destilada utilizando una camara de recuento de

Petroff-Hausser.
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2.2.6. Esterilizacidén de las semillas

Fueron esterilizadas en superficie mediante inmersién durante
un minuto en etanol 96% y luego en HgCl, 0,5% acidificado con ClH
durante seis minutos seguido de seis lavados con agua destilada

estéril.

2.2.7. Experimentos de laboratorio:

2.2.7.1. Suelo:

Los experimentos de laboratorio se llevaron a cabo con suelo
proveniente de Cerrillos, Salta, una de las areas de cultivo de
poroto mas importantes del pais. El1 suelo es de textura franco
arcillosa, pH 6,5; contenido de materia orgéanica, 1,5%; capacidad
hidrica, 27%; fosfato asimilable (Bray I), 10 mg L' y contenido

total de nitrégeno, 0,12%.

2.2.7.2. Inoculacidén del suelo:

Los cultivos en medio liquido de la cepa F45MS fueron crecidos
segin lo indicado en 2.2.3., centrifugados y lavados en solucién de
Jensen (Vincent, 1970). Este dltimo tratamiento se realizé para
evitar el agregado de nutrientes del medio de cultivo (no
incorporados por las bacterias) y que pudieran ser utilizados por

las plantas. La suspensidén bacteriana resultante fue empleada para
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la inoculacién del suelo. Alrededor de la mitad del suelo utilizado
fue esterilizado en autoclave durante una hora a 121 °C. Antes del
tratamiento con vapor, se hizo vacio dentro del autoclave de forma
tal de lograr una adecuada penetracién del mismo en el material.
Las porciones de suelo estéril Y no estéril utilizadas en los
experimentos en macetas fueron rociadas separadamente con 1la
suspensién de rizobios de modo tal de obtener el recuento deseado:
10° - 10° ufc g' de suelo (base seca). El1 suelo fue mezclado
manualmente de modo tal de obtener una distribucién homogénea de
células y el contenido de humedad se llevd a capacidad de campo con

agua esterilizada antes de sembrar.

2.2.7.3. Experimentos en maceta:

Jarras tipo Leonard (Vincent, 1970) conteniendo alrededor de
1,5 kg de suelo inoculado (base himeda) fueron plantadas con cuatro
semillas del correspondiente cultivar de Phaseolus vulgaris. Se
dejaron algunas macetas sin sembrar con el fin de evaluar 1la
supervivencia de los rizobios en el suelo. Luego de la emergencia,
se conservaron dos plantas por jarra cortandose las restantes.
Cuando fue necesario, se agregd agua estéril para 1llevar el
contenido de humedad del suelo a la capacidad de campo.

Se empled un disefio enteramente al azar en el cual seis
macetas por tratamiento fueron tomadas en cada uno de los ocho dias

de muestreo. Los tratamientos fueron:
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i) P. vulgaris cv Alubia, suelo estéril
ii) P. vulgaris cv Alubia, suelo no estéril
iii) P. vulgaris cv Bat 76, suelo estéril
iv) P. vulgaris cv Bat 76, suelo no estéril

Los tratamientos ii y iv se llevaron a cabo para contar la
poblacién de rizobios en suelo.

Las jarras fueron colocadas en camara de clima controlado bajo
las siguientes condiciones: fotoperiodo, 16 horas; temperatura
diurna, 28 °C; temperatura nocturna, 18°C (similares a las promedio
en Cerrillos, Salta, donde se lleva a cabo la produccién de
porotos) y humedad relativa 45-55%.

La parte del disefio experimental relacionada con 1la
supervivencia de rizobios en suelo estéril y no estéril fue

repetida a tiempos independientes.

2.2.7.4. Aislamientos a partir de suelo y raices:

Muestras de suelo de 10 g fueron recolectadas al azar de los
5 cm superficiales de macetas sin sembrar. Estas muestras fueron
colocadas en erlenmeyers conteniendo 95 mL de agua destilada
suplementada con 1% de Tween 80 que se ubicaron en un agitador
rotatorio durante una hora a 200 rpm.

A partir de estas suspensiones de suelo se prepararon
diluciones seriadas en PBS (KPO,H,, 3,16 mM; NaPO,H, 10,4 mM; NacCl,
123 mM) con 1% de Tween 80. Cada suspensién se agité durante 10

minutos y se plaquearon las diluciones apropiadas.
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Se recuperd el sistema radical entero de cada una de las dos
plantas por maceta (para cada cultivar) y se estimé la colonizacién
bacteriana de la raiz y la nodulacién. Las particulas de suelo que
no estaban bien adheridas fueron removidas por agitacién y, luego
de que los ndédulos fueron cuidadosamente arrancados (para evitar
recuentos elevados irreales), las raices fueron sumergidas en agua
y suavemente agitadas. Se cambid el agua varias veces hasta que se
observé que quedaba 1limpia. Las raices lavadas, conteniendo
microflora firmemente adherida, fueron sumergidas en 100 mL de PBS
con 1% de Tween 80 y posteriormente procesadas como se describe

para el recuento de rizobios en suelos.

2.2.8. Experimentos a campo:

Los ensayos a campo fueron llevados a cabo durante dos anos
consecutivos (1987-1988) con el mismo disefio experimental.

El experimento se realizd en parcelas en la localidad de
Cerrillos, Salta. Se utilizaron parcelas de 3 m de largo y 2,1 de
ancho, con tres surcos separados entre si 70 cm. Las semillas de
los dos cultivares fueron plantadas a razébn de 50 plantas por m
lineal. Se incluyeron cuatro tratamientos en parcelas por

cuadruplicado ordenadas en un disefio completamente al azar.

Los tratamientos fueron:
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i) P. vulgaris cv Alubia inoculado
ii) P. Vulgaris cv Alubia sin inocular
iii) P. vulgaris cv Bat 76 inoculado

iv) P. vulgaris cv Bat 76 sin inocular

2.2.8.1. Inoculacion del suelo:

La inoculacidén del suelo se efectudé con un inoculante a base
de turba preparado a partir de un cultivo liquido de la cepa F45MS
(Boiardi, 1984). La turba fue previamente esterilizada en autoclave
como se describe para suelos en 2.2.7.2. El recuento de células en
el inoculante era de 1-2 x 10° ufc por g de turba después de un mes
de almacenamiento en heladera a 4 °C.

Dos dias antes de la siembra, se cavaron 15 cm de profundidad
de suelo y se mezclaron in situ con 50 L de agua por parcela donde
se habian suspendido cantidades apropiadas del inoculante. La dosis
del inoculante fue calculada sobre la base del peso total de suelo
de los 15 cm superficiales de las parcelas y el recuento de viables
del inoculante, de modo de obtener una poblacién inicial de
aproximadamente 1 x 10° ufc por g de suelo seco. Suelo sin inocular

fue tratado de la misma manera y regado con iguales volimenes de

agua que el suelo inoculado.

2.2.8.2. Aislamiento a partir de suelo y raices:

Periodicamente, tres sub-muestras tomadas al azar, de

aproximadamente 30 g de suelo fueron recolectadas a una profundidad

67



de 15 cm alrededor del surco central de cada parcela inoculada. Con
cada sub-muestra se efectuaron recuentos de ufc en suelo como se
describid en 2.2.7.4.

Seis plantas, seleccionadas al azar, de cada parcela (tres del
surco central y tres de la bordura) fueron tomadas para determinar
nodulacidén. lLas muestras fueron tomadas de las parcelas inoculadas
y de las sin inocular. Las plantas de 1los surcos centrales
inoculados fueron las utilizadas para contar rizobios viables en

las raices.

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Experimentos de laboratorio:

La supervivencia de R. phaseoli F45MS luego de la introduccién
en suelos bajo condiciones de laboratorio, se muestra en la figura

2.1.
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Figura 2.1: Supervivencia de Rhizobium phaseoli cepa F45MS

introducida en suelo en condiciones de laboratorio.

Muestras de 10 g de suelo (inoculado segin se indica en 2.2.7.2.) se recolectaron
de los 5 cm superficiales de macetas sin sembrar, se colocaron en erlenmeyers con
95 mL de agua destilada suplementada con 1% de Tween 80 y se agitaron a 200 rpm
durante 60 min. A partir de estas suspensiones se prepararon diluciones seriadas
en PBS con 1% de Tween 80, se agitaron durante 10 min y se plaquearon en el medio
apropiado (ver seccidén 2.2.4.). Cada punto es la media de 6 replicaciones. La
desviacién standard se encuentra dentro de los limites de cada simbolo excepto
cuando se indica. Simbolos: I desviacidén standard; .suelo estéril; A suelo no

estéril;

experimento N° 1; ...-experimento N° 2.
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En dos experimentos independientes, en los cuales el contenido
de humedad se llevdé a capacidad de campo, se observd una mayor
supervivencia en las macetas sin sembrar conteniendo suelo estéril
que en las que contenian suelo no estéril. En las primeras, durante
los primeros cinco dias, el recuento de bacterias viables para la
poblacién introducida alcanzd un médximo (alrededor de 10° ufc g' de
suelo) independiente de la poblacidén inicial. Luego, el ndmero de
bacterias disminuyé hasta alcanzar un equilibrio (10% - 10’ ufc g
de suelo). Por otra parte, los recuentos de células viables en
suelo no estéril decrecieron durante el experimento en alrededor de
1 a 2 6rdenes de magnitud con respecto al recuento inicial llegando
también a una poblacién de equilibrio de 10*-10° ufc g' de suelo.

Se observd que, a mayor supervivencia de la cepa F45MS en
suelo estéril, se obtenia mayor proliferacién de rizobios en la
raiz y una concomitante mejor colonizacién de raices para los dos
cultivares de P. vulgaris. La figura 2.2. muestra que Ila
colonizacién de las raices, antes del dia 30, no sbélo fue mas

abundante en suelo estéril sino que también se alcanzdé antes el

valor maximo.
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Figura 2.2: Colonizacién de raices de poroto (P. vulgaris) por la

cepa F45MS de R. phaseoli en condiciones de laboratorio.

Se recuperd el sistema radical entero de cada una de las 2 plantas por maceta de
P. vulgaris (véase 2.2.7.3.) para cada cultivar. Las particulas sueltas de suelo
fueron removidas por agitacién, se arrancaron cuidadosamente los ndédulos y las
raices fueron sumergidas en agua y suavemente agitadas. El agua se cambid varias
veces hasta que se observé limpia. Las raices lavadas fueron sumergidas en 100
mL de PBS con 1% de Tween 80 y procesadas segun se describe para suelos en la
figura 2.1. Cada punto es la media de 12 replicaciones. Las desviaciones standard
estidn dentro de las dimensiones de los simbolos. Simbolos: A P. vulgaris cv.
Alubia en suelo estéril; . P. vulgaris cv. Alubia en suelo no estéril; . pP.

vulgaris cv. Bat 76 en suelo estéril; C} P. vulgaris cv. Bat 76 en suelo no

estéril.
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Durante los 20 primeros dias del experimento, los recuentos de
rizobios en las raices de plantas crecidas en suelo estéril fueron
mayores en dos Ordenes de magnitud que los recuentos de los
tratamientos no estériles. En estos Gltimos, los recuentos de
rizobios en las raices indicaron el mismo grado de colonizacién en
el dia 30 pero esta proliferacién tardia no resulté en un posterior
incremento de la nodulacién.

La mayor colonizacién de raices en suelo estéril se
correspondié con la mas rapida y mas abundante nodulacién
alcanzada. Es evidente, observando los resultados (figura 2.3.) que
las plantas que crecieron en suelo estéril nodularon antes y en
forma mds abundante que aquellas provenientes de suelo no estéril,
independientemente del cultivar de P. vulgaris usado. En suelo no
estéril, la ocupacidén de 1los nbédulos por la cepa introducida,
determinada serologicamente por aglutinacién segin Vincent (1970),

fue siempre mayor del 80% (resultados no mostrados).
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Figura 2.3: Nodulacidén de P. vulgaris por la introduccién en suelo

de R. phaseoli F45MS en condiciones de laboratorio.

Se recuperd el sistema radical entero de cada una de las 2 plantas por maceta de
P. vulgaris (véase 2.2.7.3.) para cada cultivar. Luego de remover por agitacidn
las particulas sueltas de suelo, se determind el namero de nédulos por planta
para cada dia de muestreo. Cada punto es el promedio de 6 plantas y los datos
representan nodulacidén total. En suelo no estéril, la ocupacién minima de los
nédulos por la cepa introducida se determind serologicamente por aglutinacidn y
fue mayor del 80% (no se muestra). Simbolos: Idesviacién standard;AP. vulgaris
cv. Alubia en suelo estéril; _. P. vulgaris cv. Alubia en suelo no estéril; ‘P.

vulgaris cv. Bat 76 en suelo estéril;() P. vulgaris cv. Bat 76 en suelo no

estéril.
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2.3.2. Experimentos a campo:

En los estudios a campo, el grado de supervivencia de 1la

poblacién introducida fue adn m&s bajo que el obtenido en el

laboratorio con suelo no estéril en 1los dos anos en que el

experimento fue realizado (figura 2.4.).
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Figura 2.4: Supervivencia a campo de R. phaseoli cepa F45MS

introducida en suelo.

Periodicamente, 3 muestras de 30 g de suelo fueron recolectadas a una profundidad
de 15 cm alrededor del surco central de cada parcela inoculada (véase seccidn
2.2.8.1.). Con cada muestra se llevaron a cabo recuentos de células viables tal
como se indica al pie de la figura 2.1. Cada punto es la media de 12

replicaciones. Simbolos: I desviacién standard; N ensayo de 1987; A ensayo de

1988.



La poblacién final de equilibrio obtenida en ambos casos fue
de alrededor de 102-10° ufc g' de suelo, similar a la poblacién
nativa de R. phaseoli en el sitio donde se llevaron a cabo los
experimentos ( J. Pacheco Basurco 1988, comunicacién personal).

La dinadmica de 1la poblacién de 1la cepa introducida fue
diferente entre los dos ensayos a campo en los primeros 10 dias
posteriores a la inoculacién. En 1987, el recuento de viables en
suelo permanecidé constante en alrededor de 10° ufc g' durante todo
ese periodo en lugar de la constante declinacidén observada en 1988
(de 5 x 10* a 1 x 10 ufc g'! de suelo en el dia 10). Las diferencias
ambientales podrian ser responsables de los distintos
comportamientos observados en los dos ensayos a campo. Los patrones
de temperatura observados ambos afios fueron similares durante todo
el experimento a campo y sobre todo durante los 10 primeros dias.
La precipitacidén total durante ambos experimentos (hasta el 50% de
floracidén) también fue similar: 127,3 mm en 1987 y 166,4 en 1988).
Sin embargo, el patrén de precipitaciones fue diferente durante los
dos anos pudiendo haber sido ésta 1la causa de la diferente
supervivencia de rizobios en los suelos durante los primeros dias
del ensayo.

Una mayor supervivencia en suelo de la cepa F45MS durante los
primeros dias en 1987 se correspondié <con una excelente
colonizacién de las raices (figura 2.5.). Se observé una rapida y
extensiva colonizacién de la superficie de las raices con recuentos

de viables similares a 1los obtenidos bajo condiciones de
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laboratorio mientras que en 1988 la colonizacién radical fue menor

durante todo el periodo.
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Fiqura 2.5: Colonizacién de raices de P. vulgaris por R. phaseoli

F45MS, a campo.

Periodicamente se tomaron 3 plantas (para cada cultivar usado) del surco central
de parcelas inoculadas (véase seccidén 2.2.8.1.) y se determind la colonizacién
de las raices segin se indica al pie de la figura 2.2. Cada punto es la media de

6 replicaciones. La desviacidén standard se encuentra dentro de las dimensiones

del simbolo. Simbolos: A , @ ensayo a campo en 1987; AN O ensayo a campo en
1988; a) cv. Alubia, b) cv. Bat 76.

En 1987, se logrd una adecuada nodulacidén de las plantas con

una diferencia significativa con respecto a los controles no
inoculados (figura 2.6.).
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Figura 2.6: Nodulacién de P. vulgaris a campo.

6 plantas de cada parcela, 3 del surco central y 3 de la bordura, fueron tomadas
para determinar nodulacién. Las muestras fueron tomadas de las parcelas
inoculadas (seccién 2.2.8.1.) y de las s8in inocular. Luego de remover por
agitacién las particulas sueltas de suelo, se determiné el numero de nédulos por
planta para cada dia de muestreo. Cada punto es la media de 6 plantas por
parcela. La ocupacién de los nbédulos por la cepa introducida, determinada
serologicamente por aglutinacién, fue siempre mayor del 60% (no se muestra). Las
variables medidas fueron estadisticamente analizadas con un ANOVA. Para cada dia
de muestreo, las medias de los tratamientos fueron comparadas con un test de
Tuckey (5%) dando diferencias significativas entre los tratamientos inoculados
y no inoculados y entre los cultivares Alubia y Bat 76. Simbolos: Ap. vulgaris

cv. Alubia inoculado; . P. vulgaris cv. Alubia sin inocular; . P. vulgaris cv.

Bat 76 inoculado;c) P. vulgaris cv. Bat 76 sin inocular.
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En 1988 también se obtuvo un incremento en la nodulacién en
los tratamientos inoculados con respecto a los no inoculados pero
con un marcado retraso en alcanzar la nodulacién final que, de
cualquier forma, no fue tan abundante como la obtenida en 1987.
Ambos anos, la ocupacidén de los ndédulos por la cepa introducida
estuvo por encima del 60% para las parcelas inoculadas (resultados
no mostrados). La mayor nodulacidén obtenida en 1987, en comparacién
con 1988, fue observada tanto en los tratamientos inoculados como
en los controles sin inocular (figura 2.6.). Los resultados de
colonizacién de raices no mostraron diferencias significativas
entre los dos cultivares de P. vulgaris, ya sea en condiciones de
laboratorio o a campo. Se obtuvieron diferencias significativas

entre los dos cultivares en la nodulacidén a campo.

2.4. DISCUSION

De los dos cultivares de P. vulgaris usados, uno de ellos (Bat
76) se considera que posee una adecuada aptitud simbidtica (CIAT
1979) en tanto que el otro (Alubia) ha mostrado notables problemas
de nodulacidén en condiciones de campo (Boiardi et al., 1983; Tau et
al., 1984). Los resultados aqui presentados no muestran diferencias
significativas en la colonizacién de raices, tanto a campo como éen
laboratorio, entre los dos cultivares de P. vulgaris usados.

Inclusive, en las condiciones de campo donde se llevdé a cabo el
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ensayo, contrariamente a lo indicado, Alubia mostrd una mayor
nodulacién.

Los resultados concernientes a la supervivencia de Rhizobium
en suelos coinciden con los de Postma et al. (1990) gquienes
informan que en suelos esterilizados, la poblacidén introducida de
rizobios alcanza un equilibrio que no esta afectado por la densidad
del inéculo. La poblacidén de equilibrio obtenida en este estudio
también concuerda con los resultados de Chao y Alexander (1982) con
respecto a la dependencia de la supervivencia de rizobios con el
contenido de materia organica del suelo. Estos autores encuentran
para R. phaseoli introducido en suelo estéril, con 1,5% de materia
organica, una poblacién de equilibrio de alrededor de 10%-10’ ufc g!
de suelo, similar a los resultados obtenidos en este caso con 1la
cepa F45MS. De acuerdo a 1los resultados aqul presentados, 1la
poblacién introducida alcanza un equilibrio no sdélo para suelo
estéril sino también para el no estéril. Las diferencias que se
observan en la supervivencia de Rhizobium phaseoll y otras especies
de rizobios, seqin se trate de suelos estériles o no estériles fue
previamente citada por otros autores (Acea et al., 1938; Danso et
al., 1975; Heynen et al., 1988; Postma et al., 1990) y ha sido
atribuida a factores biolégicos adversos en el suelo no estéril
incluyendo principalmente predacién, parasitismo y competencia por
los nutrientes disponibles, entre otros (Dowling y Broughton,

1986). La predacidén por protozoarios ha sido sugerida como el

principal factor causante de la disminucién de la poblacién de R.
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phaseoli en suelos no estériles Y naturales (Lennox y Alexander,
1981; Ramirez y Alexander, 1980).

Resultados previos mostraron una excelente asociacién
simbiética entre R. phaseoli Y P. vulgaris bajo condiciones
controladas (Graham, 1981) . Inclusive, para la cepa F45, hay
resultados previos (Boiardi et al., 1983) que muestran una
excelente nodulacién de poroto en experimentos de laboratorio. En
el presente estudio se observé un alto grado de nodulacién de
poroto tanto en suelo estéril como no estéril aunque fue
notablemente mejor en el primer caso. Si bien el par Rhizobium
phaseoli-Phaseolus vulgaris tiene la capacidad de alcanzar una
nodulacidén abundante y una asociacién simbiética eficiente (como se
deduce a partir de los mencionados experimentos de laboratorio), no
se observa generalmente una respuesta a 1la inoculacién bajo
condiciones de campo. Pareciera que las condiciones ambientales son
la causa del fracaso de 1la inoculacién y del bajo grado de
nodulacién alcanzado (Boiardi et al., 1983; Graham y Halliday,
1977). Una mejora en la nodulacidén de los tratamientos inoculados
con respecto a 1los no inoculados no habla sido observada en
estudios previos en la zona (Boiardi et al., 1983; Tau et al.,
1984) .

Tanto en experimentos a campo como en laboratorio, se obtuvo
una poblacién final de equilibrio para la cepa introducida aunque,
a campo, el recuento de células viables fue menor que el obtenido
alin con suelo no estéril en el laboratorio. Los probables factores

que podrian incidir en la menor supervivencia a campo son las altas
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temperaturas y la baja humedad del suelo. Teniendo en cuenta que
las temperaturas maximas y minimas registradas fueron similares en
el laboratorio y en los ensayos a campo, la humedad del suelo fue
uno de los factores ambientales diferenciales que podria ser, al
menos parcialmente, responsable de la diferente poblacidén final
alcanzada en ambas condiciones experimentales. Ha sido bien
establecida 1la susceptibilidad de Rhizobium a la desecacién.
Marshall (1964) informa un descenso de entre 100 y 1000 veces en el
nimero de R. trifolii cuando el suelo se seca a 30 °C. Chao y
Alexander (1982) encuentran que sometiendo el suelo a nueve dias de
desecacién, de una poblacidén inicial de R. phaseoli de 1,4 x 10° ufc
g' de suelo, sb6lo sobrevive el 2% y luego de esos primeros dias se
produce un descenso menor. Estos autores encuentran que R. phaseoli
sobrevive pobremente a la desecacién tanto en suelo estéril como en
no estéril.

Una poblacidén adecuada de rizobios en el suelo, principalmente
durante los primeros estadios del desarrollo de la planta, conduce
a una colonizacién extensiva de la raiz y ha sido identificada como
un paso necesario para lograr una nodulacién temprana y bien
ubicada (Chatel y Parker, 1973; Bohlool y Schmidt, 1973; Rice et
al., 1977). De acuerdo con este trabajo, pareciera que una vez
alcanzada una colonizacién extensiva de la raiz, un posterior
descenso en el recuento de rizobios en el suelo no produce un

efecto perjudicial en la proliferacién radical del microsimbionte

Y en la nodulaciédn.
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Los resultados muestran que, tanto a campo como en
laboratorio, una colonizacién m&s extensiva de las raices de poroto
pPor la cepa F45MS conduce a una mejor nodulacién. Esto coincide con
lo informado por Purchase Yy Nutman (1957) quienes muestran que las
infecciones tempranas conducentes a nodulacién se incrementan con
la poblacién de rizobios en la rizosfera. Sin embargo, y tal como
fue anteriormente informado (Boiardi Yy Galar, 1988; Boiardi et al.,
1988), para iniciar el proceso de infeccién no sélo se requiere un
nimero adecuado de rizobios en el suelo cuando las rajices son
susceptibles de ser infectadas, sino también un adecuado estado
fisiolégico de esa poblacién. Por lo tanto, de acuerdo a los
resultados de este trabajo que muestran una relacién directa entre
la proliferacidén de rizobios en la raiz y la nodulacidén, se puede
asumir que el ambiente rizosfera-rizoplano, rico en sustratos de
alto contenido energético y nutricional liberados por las raices
(Bowen y Rovira, 1976), permite un crecimiento activo de los
rizobios colonizantes que lleva a una poblacién suficiente del
microsimbionte y un estado fisiolégico favorable de la misma para
la infeccién. Inclusive, como fue sugerido por Ramirez y Alexander
(1980), las condiciones que llevan a una proliferacién activa de
los rizobios en la superficie la raiz pueden compensar, al menos
parcialmente, la pérdida de microsimbiontes debido a la predacién
por protozoarios.

A pesar de la similitud en la poblacién final introducida de
la cepa F45MS en los afios 1987 y 1988, se observan diferencias

notables en el patrén de declinacién de 1la misma. La alta
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colonizacién y la buena nodulacién obtenidas en 1987 parecen ser
debidas al mas alto recuento durante los diez primeros dias del
experimento. La viabilidad de la cepa F45MS durante ese periodo
podria ser debida a la humedad del suelo ya que, si bien 1la
precipitacién total fue semejante en ambos afios, el patrdn de
precipitaciones fue diferente. Segin algunos autores (Morote et
al., 1990) la baja humedad es una condicién mas limitante para la
nodulacién de soja que la alta temperatura del suelo de alli el
beneficio de recurrir a cobertura o mulching de los surcos para
impedir la pérdida de humedad. Piha y Munns (1987) encuentran para
P. vulgaris que al aumentar la temperatura de la raiz se produce un
aumento en el ndimero de nédulos aunque hay una disminucién en el
tamafio de los mismos y el crecimiento de la planta. El1 aumento en
el nimero de ndédulos tal vez sea una respuesta al bajo tenor de
nitrégeno interno de 1la planta (Gibson, 1977). A pesar de ese
aumento en el nimero de nédulos, no hay mejoria en la fijacién de
nitrégeno y no se observan diferencias entre afios con altas
temperaturas y otros con bajas, por 1lo cual estos autores
consideran que la temperatura no es el factor limitante en 1la
fijacioén de nitrégeno.

El mejoramiento en la nodulacién en 1987 también fue observado
en los controles no inoculados. Esto podria indicar que las
condiciones que llevan a una nodulacién exitosa son similares para
la poblacién introducida como asi también para la nativa. A 1la
vista de estos resultados, se podria concluir que: i) la baja

nodulacidén de poroto en el Noroeste Argentino pareciera estar
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determinada por 1la falta de ese paso necesario que es 1la
proliferacién en suelos en los primeros dias y la posterior
colonizacién abundante de las raices y ii) la proteccién de 1la
poblacidén introducida de rizobios de las condiciones biolégicas y
ambientales desventajosas, sobre todo en los estadios tempranos del
desarrollo de la planta, podria ser una forma de resolver el bajo
grado de nodulacidén generalmente obtenido en los cultivos de poroto

de Latinoamérica.
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CAPITULO 3 "

AISLAMIENTO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LECTINAS DE

SEMILLA DE POROTO



3.1. INTRODUCCION

Tal como fue indicado en el capitulo 1, uno de los objetivos
de este trabajo de Tesis fue estudiar algunos aspectos del proceso
de infeccidén de porotos (P. vulgaris) por R. phaseoli a fin de
intentar relacionar la falta de respuesta a la inoculacién de los
mismos con las primeras etapas de la asociacién bacteria-planta.

La iniciacién del proceso simbiético entre el rizobio y 1la
leguminosa debe requerir de 1la interaccién entre moléculas
complementarias de la planta y el microorganismo. Unas de las
macromoléculas mas estudiadas en relacién a estas interacciones son
las lectinas de las plantas. Estas moléculas son capaces de unirse
a la superficie de los rizobios en una forma hapteno-especifica
(seccidén 1.7.2.4.).

La hipétesis de reconocimiento por lectina (Albersheim vy
Anderson Prouty, 1975) propone que esta molécula es mediadora de la
adsorcidén de los rizobios a la superficie radicular. Si bien esta
hipétesis no ha sido unanimemente aceptada se considera que es
probable que la lectina desempefie algin rol significativo en las
interacciones simbidéticas entre el rizobio y las raices de 1la
planta. Por lo tanto, se decididé estudiar su interaccién con R.
phaseoli para este caso en particular. Se emplearon dos cultivares
de P. vulgaris: Bat 76 con una adecuada aptitud simbidtica (CIAT,
1979) y Alubia, con notables problemas de nodulacién en

experimentos a campo (Boiardi et al., 1983). El objetivo de esta
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parte del trabajo de Tesis fue aislar y purificar lectinas para
luego determinar algunas de sus propiedades quimicas con el fin de
analizar si la diferente aptitud simbiética de los dos cultivares
podia ser debida, al menos parcialmente, a distintas interacciones
lectina-microorganismo.

Cabe destacar que 1las lectinas s6lo se caracterizaron
parcialmente; por un lado, en el CINDEFI no se contaba con
experiencia en aislamiento y purificacién de proteinas ni con el
equipamiento adecuado como para llevar a cabo una caracterizacidn
mas completa de estas moléculas. Por otra parte, el objetivo del
trabajo no era la caracterizacién en si sino el utilizar estas
proteinas para realizar estudios sobre la interaccién
microorganismo-lectina y lectina-raiz. Hay interesantes
interrogantes que quedaron sin responder pero que escapan a los

objetivos de este trabajo.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Semillas:

Ver seccidén 2.2.1.

3.2.2. Purificacidén de aglutinina de poroto:

La lectina de semilla de poroto fue aislada y parcialmente

purificada de acuerdo a Takahashi et al. (1967) Las semillas (1 kg)
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se molieron hasta obtener una harina fina que se suspendié en 10 L
de agua destilada (en varias oportunidades, al repetir el proceso
de purificacién se trabajé con menores cantidades: 100 g de harina
de semilla de poroto y 1 L de agua destilada). Luego de continua
agitacién durante 60 minutos en bafio de hielo, se ajusté el pH del
extracto a 4,6 con HC1 0,5 N Y se lo dejdé durante toda la noche en
heladera a 4 °C. Luego de sifonar el sobrenadante, para separarlo
del residuo de harina, se 1lo centrifugé a 8000 rpm durante 15
minutos a 4 °C hasta obtenerlo limpido. Este sobrenadante
centrifugado constituye el extracto crudo. Se conservd una alicuota
del extracto crudo para determinar concentracién proteica (seccién
3.2.3.) y hemaglutinacién (3.2.4.). Al extracto crudo se le agregé
(NH,) ,SO, s6lido hasta 50% de saturacién. Precipitado y sobrenadante
se separaron por centrifugacién a 8000 rpm durante 15 minutos en
centrifuga refrigerada. Al sobrenadante de la centrifugacién se le
agregd una cantidad adicional de (NH,),SO, sélido para llevarlo a
100% de saturacidén. Nuevamente, precipitado y sobrenadante se
separaron por centrifugacidén en las condiciones antes citadas. Los
precipitados obtenidos en las precipitaciones fraccionadas con 50%
y 100% de (NH,),SO, fueron dializados a 4 °C frente a agua destilada
hasta no detectar mds NH;,® (negatividad frente al reactivo de
Nessler). En todos estos pasos se conservaron alicuotas congeladas
para posteriormente determinar concentracidn proteica Y
hemaglutinacién. La mayor parte de 1la actividad hemaglutinante
presente en el extracto crudo fue recuperada en la fraccién

precipitada entre 50 y 100% de saturacién. Esta fraccién fue
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posteriormente purificada segin Bessler y Goldstein (1973). Este
método involucra dos etapas: una cromatografia de afinidad con
Sepharosa 4B-Concanavalina A seguida de una cromatografia de
permeacién por dgeles con Sephadex G-200 superfino, ambas a
temperatura ambiente. Para el primer paso se utilizé una columna de
vidrio de 11,5 cm de largo x 2,5 de diametro y, para el segundo,
una de 110 cm de largo x 3,5 cm de diametro. Ambas columnas
contaban con una placa de vidrio fritado en la parte inferior.

Se introdujeron dos modificaciones en el procedimiento de
Bessler y Goldstein: 1) todos los pasos se llevaron a cabo a 4 °C;
ii) una vez sembrada la muestra en la columna de afinidad e
iniciada la corrida cromatografica, se observd un marcado descenso
en el flujo de buffer indicando taponamiento de 1la columna Yy
excesiva compactacién del gel. Esto llevdé a introducir la segunda
modificacidén que consistié en realizar la cromatografia con una
técnica en batch (Feldsted et al., 1975): el gel de Sepharosa
4B-Concanavalina A fue agregado al extracto salino diluido, 1la
suspensién fue mezclada suavemente por agitacién durante 60 minutos
y luego centrifugada a 6000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante
fue removido y conservado para recuperar proteina en sucesivas
etapas de absorcién con gel regenerado. El1 precipitado fue
suspendido en el minimo volumen de PBS (KPO/H,3,16 mM, Na,POH 10,4
mM, NaCl 123 mM) pH 6,8 conteniendo 0,1 mM de CaCl,, MgCl, y MncCl,.
Con este precipitado suspendido en PBS se cargdé la columna y se
comenzd a eluir con el mismo buffer. Se colectaron fracciones de 10

mL a las cuales se les determind absorbancia a 280 nm. Una vez



estabilizada la absorbancia, se comenzd la elucién con

metil-a-D-manopiranésido 20 g L' en PBS Y se colectaron fracciones
que fueron analizadas espectrofotométricamente tal como se indicé.
De acuerdo al tamafio de la muestra fue necesario efectuar de 4 a 6
batches de cromatografia de afinidad. Con muestras de 100 uL de
cada una de las fracciones se determiné hemaglutinacién. Aquellas
fracciones que presentaban actividad hemaglutinante fueron
agrupadas en una sola que fue concentrada por ultrafiltracién en
una celda Amicon con membrana PM-10.

El retentato de la ultrafiltracidén se utilizé para sembrar la
columna de permeacidn por geles a la que previamente se le habia
determinado el volumen muerto con un volumen de azul dextrano (2.5
mg mL!) aproximadamente igual al 1% del volumen total de 1la
columna. El1 buffer de elucién usado fue PBS pH 6,8 y el flujo
aproximado fue de 18 mL h'. Nuevamente, el transcurso del proceso
fue seguido por medidas de absorbancia a 280 nm y las fracciones
activas se juntaron y concentraron por ultrafiltracién como se

indica mas arriba. El retentato fue posteriormente liofilizado.

3.2.3. Medidas de concentracién proteica:

Se llevaron a cabo de acuerdo a Lowry et al. (1951) usando

albdmina bovina (Sigma) como standard.
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3.2.4. Ensayos de hemaglutinacién:

Para determinar actividad se aproveché la propiedad de las
lectinas de aglutinar glébulos rojos (seccién 1.7.2.4.).

Eritrocitos humanos (grupos A, B, AB y 0), obtenidos frescos
de donantes o de bancos de sangre, fueron lavados tres veces en PBS
pH 7,2 y usados en suspensidn 3% en PBS para ensayos de rutina. La
sangre obtenida de donantes fue extraida en el laboratorio y
recogida sobre EDTA como anticoagulante; la sangre proveniente de
banco estaba heparinizada.

La hemaglutinacidén fue determinada semicuantitativamente en
placas para microtitulacién con pocillos en forma de U (Nunc N
262170). La suspensién de eritrocitos (100 pL) fue agregada a
diluciones seriadas de la proteina en PBS (100 uL). Luego de
incubar durante 60 minutos a temperatura ambiente, la aglutinacién
se determiné macroscépicamente como la aparicién de una "carpeta"
continua de células en el fondo de los pocillos.

El titulo se definié como la reciproca de la mayor dilucién a
la cual ocurrié hemaglutinacién en las condiciones del ensayo. La

actividad especifica se definié como el titulo por mg de proteina

por mL.

3.2.5. Efecto de azucares sobre la hemaglutinacién:

Se preincubaron 50 uL de lectinas en PBS con las diluciones

seriadas de los distintos azlcares en PBS (50 uL) en placas de
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microtitulacién. Luego de 60 minutos a temperatura ambiente, se

llevé a cabo el ensayo de hemaglutinacidén tal como se indica en la
seccién 3.2.4. Se hicieron controles de hemaglutinacién con 1los
azlicares y con las lectinas por separado. Los azlGcares probados
fueron: N-acetil-D-galactosamina, N-acetil-D-glucosamina,
D-galactosa, ramnosa, xilosa, ribosa, manosa, maltosa, arabinosa,

trehalosa, sacarosa, lactosa, pentaeritritol, fructosa y eritritol.

3.2.6. Electroforesis:

La pureza de las lectinas fue determinada por electroforesis
en geles de poliacrilamida bajo diferentes condiciones. Lectina de
poroto comercial (Red kidney bean, Sigma) fue usada como control.
Se llevaron a cabo electroforesis no desnaturalizantes a pH 7,0 y
electroforesis catédicas a pH 4,3 Dbajo condiciones no
desnaturalizantes en geles con 3,75% de acrilamida (Reisfeld,
1962) .

La separacidén de polipéptidos desnaturalizados con dodecil
sulfato de sodio (SDS) se llevd a cabo en un sistema discontinuo
segin Laemmli (1970).

Gel de apilamiento: Acrilamida, 3 o) 4% (P/V);

N,N'-metilen(bis)acrilamida, 0,11 & 0,08% (P/V) respectivamente;
Tris-HC1, 0,125 M (pH 6,8); SDS, 0,1% (P/V);
N,N,N’,N'-tetrametilendiamina (TEMED), 0,25% (V/V); persulfato de

amonio, 0,025% (P/V).
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1 de separacién: Acrilamida, 10, 12,5 & 15% (P/V);

3

N,N’-metilen(bis)acrilamida, 0,27, 0,33 6 0,4% (P/V)
respectivamente; Tris-HC1l, 0,375 M (pH 8,8); SsDS, 0,1% (P/V);
TEMED, 0,1% (V/V); persulfato de amonio, 0,06% (P/V).

Buffer de electroforesis: Tris-HCl1l, 0,050 M (pH 8,3); glicina,

0,384 M; SDs, 0,1% (P/V).

Buffer de muestra: Tris-HCl1l, 0,010 M (pH 8,0); EDTA, 0,001 M; SDS,
4% (P/V); B-mercaptoetanol, 5% (V/V); glicerol, 10% (P/V); azul de
bromofenol, aproximadamente 0,001% (P/V).

Algunos geles se corrieron sin agregado de [(-mercaptoetanol.
Generalmente se usaron placas de 18 x 20 cm X 1 mm de espesor y se
sembraron cantidades variables entre 10 y 100 uL. Las corridas se
realizaron a temperatura ambiente, generalmente a 80 V para el gel
de apilamiento y 150 V para el de resolucién (aunque estas
condiciones se variaron en distintos geles, tal como se indica en
las leyendas de 1las figuras) hasta que el frente de azul de
bromofenol llegara a 1 cm del borde del gel. En algunas ocasiones
se usaron placas de 10 x 8 cm (Mini-PROTEAN II Dual Slab Cell
BIORAD) y en esas oportunidades 1las corridas se efectuaron a
voltaje constante de 200 V.

También se llevaron a cabo electroforesis SDS-PAGE con mapeo

peptidico por protedlisis limitada de acuerdo a Cleveland et al.
(1977) . Este procedimiento se efectud de dos maneras:

i) las proteinas liofilizadas se disolvieron en un buffer de
muestra que contenia Tris-HCl, 0,125 M (pH 6,8); SDS, 0,5% (P/V);

glicerol, 10% (P/V) y aproximadamente 0,001% (P/V) de azul de
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bromofenol. Las muestras se calentaron a 100 °C durante 2 minutos.
La protedlisis se realizé a 30 °C durante 30 minutos con proteasa
V8 de Staphylococcus aureus (gentileza del Dr. Victor Romanowski)
Y con tripsina (gentileza del Dr. Luis Gabriel Wall) y se detuvo
por agregado de 10% (V/V) de B-mercaptoetanol y 2% (P/V) de SDS
seguido de tratamiento a 100 °C durante 2 minutos. Los péptidos
generados por proteblisis fueron analizados en geles con SDS y 15%
de acrilamida.

ii) Protedlisis in situ: se realizé una electroforesis SDS-PAGE con
10 6 12,5% de acrilamida. El1 gel, de 1,0 mm de espesor, se tifié
durante no mas de 30 minutos con Coomasie Brilliant blue R-250, se
destindé brevemente en una solucidn acuosa con 40% (V/V) de metanol
y 10% (V/V) de acido acético. Las bandas de interés fueron
recortadas con un escalpelo y sumergidas durante 30 minutos con
ocasional agitacién en una solucidn conteniendo Tris-HCl, 0,125 M
(pH 6,8); SDS, 0,1% (P/V) y 1 mM de EDTA. Estas bandas recortadas
fueron empujadas con ayuda de una espatula, al fondo de los
pocillos de un segundo gel SDS-PAGE de 1,5 mm de espesor, con 15%
de acrilamida. Los espacios alrededor de estas bandas se llenaron
con 10 uL del buffer citado mads arriba pero conteniendo 20% de
glicerol. Finalmente 10 uL del mismo buffer pero con 10% de
glicerol y una cantidad dada de proteasa se colocaron por encima de
estas bandas. Se permitié que se llevara a cabo la protedlisis
durante 30 minutos y al cabo de ese tiempo, se comenzd la corrida

electroforética en las condiciones habituales.
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Se llevaron a cabo electroforesis en dos dimensiones (2D) de
acuerdo a Utsumi et al. (1984). Se recortaron con escalpelo las
calles provenientes de una primera SDS-PAGE o de una electroforesis
en condiciones no desnaturalizantes y se trataron tres veces
durante 30 minutos con un buffer de equilibrio con 62,5 mM de
Tris-HCl1 (pH 6,8), 1% (P/V) de SDS y 10% de sacarosa. Cada una de
las calles obtenidas fue sembrada en una segunda dimensidén SDS-PAGE
(con distinto porcentaje de acrilamida si la primera dimensidn
también fue SDS-PAGE), sellada con agarosa 1% (P/V) en el buffer de
equilibrio antes citado y con 0,01% de azul de bromofenol. La
segunda dimensidén se corridé en las condiciones habituales.

Todos 1los geles realizados fueron tefiidos con Coomasie
Brilliant blue, tincién con plata o una combinacién de ambas

técnicas.

3.2.7. Métodos inmunolégicos:
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