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Pares de bases

Grados Celsius

Calcio

Cloranfenicol

Densidad Optica

Exopolisacdarido

Fijacién Bioldgica de Nitrédgeno
Figura

Nod factors

gramo

Tiempo de Generacién Bacteriano
Hora

Hectarea

Secuencia de Insercién

Kilobase

Antibiético Kanamicina

Resistente a kanamicina.

Litro

Lipopolisacdrido

Metro

Molar

Miligramo



min.:
mil:

mm:
mM:
MAT:

MM:

N2:
ng:
nm:
NMP:
pb:
PCR:
pH:
Rnasa:
rpm:
SD:
SDS:
SE:
Tc:
nS:
ufc:
uv:
Wt:
X-gal:
Hg:
UM:
pl:

%o:

Minuto
Mililitro
Milimetro
Milimolar

“Medium Acid-Tolerant Bacteria”, bacteria medianamente tolerante a
la acidez.

Medio Minimo de crecimiento bacteriano.
NUmero de casos

Normal

Nitrégeno.

Nanogramo

Nanometro

Recuento de rizobios por medio del Nomero Mds Probable.
Pares de bases nucleotidicas.

“Polymerase Chain Reaction”, reaccidn en cadena de la polimerasa.
Potencial Hidrégeno

Ribonucleasa

Revoluciones por minuto

“Standard Deviation", desviacién estandar.
Dodecil sulfato de sodio

“Standard Error”, Error estandar

Tetraciclina

Transposén TnS

unidades formadoras de colonias bacterianas.
Ultravioleta

Tipo salvaje
5-bromo-4cloro-3indolil-B-galactopirandsido
Microgramo

Micromolar

Microlitro

Porcentaje
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CAPITULO |

Intfroduccion




I.1. SIMBIOSIS FIJADORA DE NITROGENO RIZOBIO-LEGUMINOSA

El nitrdgeno molecular (N2) es el gas mds abundante en la atmdsfera temestre
(aproximadamente 80%), pero debido a su cardcter inerte, no es Util per se como fuente
de nitrégeno para el desarrollo de la vida en la Tierra ya que las plantas sélo son capaces
de asimilarlo en forma combinada (amonio, nitratos, etc.). Asi el nitrdgeno es uno de los
factores mas comunes que limitan el crecimiento de las plantas. La ganancia de nitrégeno
de un determinado hdbitat se puede relacionar bdsicamente con tres procesos
fundamentales:

a) El proceso de Fijacion Bioloégica de Nitrogeno (FBN): existen bacterias que gracias a
su maquinaria enzimatica, son capaces de producir la reduccién del nitrgeno molecular
en amonio. Puede estimarse que este proceso introduce aproximadamente unos 180
millones de toneladas N/ario en |la biosfera.

b) Fijacién espontdnea de nitrégeno a partir de la actividad natural de descargas
eléctricas sobre el nitrébgeno molecular de la atmdsfera. Estos procesos introducen
aproximadamente 30 millones de toneladas N/ano bajo la forma de oxidos de nitrégeno o
amonio.

c) Fijacién industrial (proceso de Haber-Bosch). La fijacidon de nitrégeno se produce
como consecuencia de la transformacién industrial del N2 atmosférico en amoniaco en
condiciones de alta presién. El interés fundamental de su uso es como ferilizante y en
consecuencia tfiene aplicacién especifica en agricultura. Este proceso directamente
asociado a la produccién de fertilizantes nitrogenados resulta en la introduccién de N
fijado en la biosfera estimada en 70 millones de toneladas N/afo (Martinez, 1992).

La FBN en particular es realizada por un conjunto de microorganismos procariotas
denominados diazotrofos. Estas bacterias pertenecen a dos categorias: microorganismos
fiiadores en vida libre entre los que se encuentran bacterias de los géneros Azospirilum,
Beijerinckia, Azotobacter, Bacillus, Mycobacterium y Pseudomonas; o bacterias fijadoras en
simbiosis como el actinomiceto Franckia, la cianobacteria Anabaena y las bacterias
denominadas genéricamente rizobios: Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium,
Rhizobium y Sinorhizobium.

Las plantas pertenecientes a la familia Leguminosae poseen la caracteristica distintiva
de asociarse simbiéticamente a los rizobios. La infeccidn de las raices de estas plantas
arroja como resultado final la formacién de ndédulos capaces de fijar nitrébgeno
atmosférico. En el caso de Sesbania rostrata, también se observan infecciones y nédulos en
el tallo causadas por Azorhizobium caulinodans. Todos estos microorganismos sumados a
los pertenecientes a los géneros Agrobacterium y Phyllobacterium, responsables también
de hiperrofias corticales en diversos érganos de las plantas conforman la familia
Rhizobiaceae

La simbiosis rizobio-leguminosa es responsable del 40% de la FBN, por lo que dichas
asociaciones representan uno de los mecanismos mds importantes de incorporacion de
nitrégeno en la biosfera (Orive et al., 1983). La utilizacién o fijacién biolégica de nitrégeno
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(FBN) se efectua en los nédulos radiculares inducidos por la propia bacteria. En el interior
de estos nodulos, los rizobios se diferencian a un estado llamado bacteroide. Los
bacteroides son quienes transforman el dinitrdgeno en amonio, suministrdndoselo
directamente ala plantaq, la cual, dependiendo de la especie de leguminosa, lo asimila en
forma de aminodacidos o ureidos. Este proceso le permite a la planta disponer de nitrégeno
combinado para sus diferentes requerimientos metabdlicos.

La reduccidén del nitrdgeno a amonio es catalizada por la enzima nitrogenasa de los
rizobios, cuya actividad se ve inhibida en presencia de oxigeno. Asi, los nédulos radiculares
generan el ambiente en el que los rizobios protegidos de altas tensiones de O2 expresan su
capacidad de fijar nitrégeno. Dentro del nédulo los bacteroides diferenciados y con
capacidad de fijar N2se localizan en células corticales, englobados por una membrana de
origen vegetal, formando el simbiosoma (Long y Staskawicz, 1993; Fischer, 1994). El grado
de diferenciacién y especializacién de los rizobios dentro del simbiosoma es tal que la
planta debe ser la encargada de suministrarle las fuentes de carbono a la bacteria. El
transporte de oxigeno al simbiosoma se realiza a muy bajas presiones parciales por la
leghemoglobina, una proteina de la familia de las hemoglobinas presente en las
leguminosas (Appleby, 1984). También se ha obsevado que la cadena de transporte de
electrones y la formacién de ATP en los bacteroides estd adaptada a un ambiente de
baja tensién de oxigeno (Henneke et al, 1992).

La infeccion de las leguminosas por los rizobios podria ser vista como parasitica,
basandose en una amplia definiciéon del término parasitismo, de no ser por su capacidad
de fijar nitrégeno, Long y Staskawicz (1993}, la consideran en esta forma. Djordjevic et al.
(1987) interpretan a la simbiosis como un “parasitismo refinado”, ya que las bacterias
mediante el aporte de una funcién que le confiere ventajas al hospedante evitarian ser
eliminadas por los sistemas de defensa de la planta. Esta vision de las interacciones
rizobios-leguminosa esta apoyada por las evidencias recientes sobre la aparicion de
mecanismos de defensa de la planta cuando la misma es inoculada con ciertos mutantes
aiterados en su superficie. La relacion parasitica definida en estos términos seria
positivamente seleccionada (Djordjevic et al., 1987).

El desarrollo de los simbiosomas muestra un alto grado de diferenciacion vy
especializaciéon tanto de los rizobios como de las células de la planta hospedadora. Una
caracteristica notable de las asociaciones rizobio-leguminosa es su especificidad: en
general, para cada especie de rizobio existe un estrecho rango de especies de
leguminosas que pueden actuar como hospedantes. Los grupos compatibles de rizobio y
leguminosas se conocen como grupos de inoculacion cruzada. (ver Cap. | seccion 3.2)

1.2. PLANTAS LEGUMINOSAS

La capacidad de establecer simbiosis fijadora de nitrébgeno con rizobios esta restringida
a las leguminosas, con la excepcidn de un miembro de la familia vegetal de las Umaceae,
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el género Parasponia, que también posee dicha habilidad. La familia de las Leguminosae
(también llamada Fabaceae) comprende tres subfamilias, Caesalpinieae, Mimosoideae, y
Papilionoideae, todas ellas contienen géneros capaces de asociarse con rizobios. En esas
tres familias los porcentajes de especies nodulantes son bastante diferentes. En las familias
mds evolucionadas, Papilionoideae y Mimosoideae (van Rhijn et al., 1995} la mayoria de los
géneros se asocian simbidticamente con rizobios.

Entre las leguminosas se destacan varias especies de gran interés agronémico, tales
como las forrgjeras alfalfa y trébol, y como los cultivos de poroto, soja, arveja, garbanzo,
mani y otros para la produccién de grano. Todas ellas, gracias a su capacidad de
asociacién simbibtica con rizobios, se caracterizan por presentar altos contenidos
nitrogenados tanto en materia verde como en granos. Esta caracteristica es de vital
importancia en relacién a su capacidad para ser empleados en nutricibn humana vy
animal, asi como también para el manejo y conservaciéon de los suelos, cuya fertilidad y
estructura se ven favorecidas por la incorporacién de rastrojos de estas especies.

La importancia del aporte de nitrdgeno ha sido reconocida ya en la antigledad,
pero sélo despues del descubrimiento de la simbiosis fijadora de nitrégeno en nédulos de
leguminosas por Hellriegel y Wilfarth en 1888, resulté posible aprovechar tecnolégicamente
el potencial de esta asociacion. Actualmente es una practica comin la inoculacién de las
semillas de leguminosas con suspensiones de rizobios. Esta practica se realiza normalmente
a la siembra cubriendo las semillas con un inoculante en que los rizobios activos para la
nodulacién se proveen en un soporte adecuado, ademas de la utilizaciéon de semillas
preinoculadas. Las formulaciones de inoculantes son muy variadas, tanto en su
composicion quimica como en los genotipos de cepas utilizadas y en su eficacia (Paau et
al., 1990). No obstante el resultado final de una inoculacién en términos de rendimiento y
cantidad de nitrogeno fijado, no depende sélo de la calidad del inoculante, sino de una
gran cantidad de factores eddficos, bidticos y abidticos que condicionan el éxito de la
asociacion. Estos factores ejercen su influencia en las etapas tempranas del proceso de
infeccion de las raices por parte de los rizobios y serdn discutidos en detalle mas adelante.

I.2.1. ALFALFA (Medicago sativa L.)

1.2.1.1. Origen e historia.

La alfalfa es una papilionacea originaria de Persia, se desarrolla en zonas templadas de
clima continental arido, en las que los inviernos son frios y los veranos calidos y secos, los
suelos son ricos en bases con una capa freatica profunda. De alli fue llevada por las
caravanas comerciales a diversos puntos de Asia y Arabia. Posiblemente, la alfalfa haya
sido introducida en Europa en los siglos IV o V aC, durante las invasiones persas a Greciq, y
desde alli haya pasado a ltalia. Pero la difusibn mdas importante fue con las invasiones
drabes a través del norte de Africq, llegando a Espana, de donde se difundié por toda
Europa. La alfalfa desaparecié como cultivo durante la Edad Mediq, tanto en Italia como
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en Greciq, pero sobrevivié en formas espontdneas. La introduccién de alfalfa en el
continente americano se realizé primero en América del Sur (Argentina, Chile, Per( y
México) donde fue llevada por los conquistadores. Luego de reiterados intentos por
introducir la alfalfa en Norte América, en 1850 se la conocié en California con el nombre
de “trébol de Chile y su expansién y popularidad no tardé en aumentar a partir de este
momento (Muslera et al., 1991).

1.2.1.2. Morfologia.

La alfalfa es una planta perenne, vivaz, de desarrollo erecto, tallo poco ramificado de
60 a 100 cm de altura en condiciones naturales, hojas trifoliadas con un pedicelo
intermedio mdas largo que los laterales, foliolos ovalados, en general sin pelos, tiene
margenes lisos con los bordes superiores ligeramente dentados. Los tallos son delgados,
sélidos o huecos, durante la juventud son cuadrados y fuertes para soportar erectos el peso
de hojas e inflorescencias. La raiz es pivotante, con una corona que sale fuera del terreno,
del cual emergen los brotes que dardn lugar a los tallos. Las flores son azules o pUrpuras y
crecen en forma de racimos de axila de las hojas. Los frutos sin espinas forman espirales
con tres vueltas que encierran 2 a é semillas de color marrdn claro o amarillentas. Alfalfa es
una planta de recuperacién rapida después del corte. Su nimero de cromosomas es de
32 (Muslera et al., 1991).

1.2.1.3. Adaptabilidad a las condiciones del medio.

La alfalfa se cultiva en una amplia variedad de suelos y climas. Es una planta muy bien
adaptada a suvelos profundos bien drenados y alcalinos y tiene una tolerancia a la
salinidad moderada. Sin embargo no se adapta bien a suelos con pH dcido. Esta
deficiencia se debe a una baja tolerancia intrinseca de la planta a la acidez, asi una
disminucién en la supervivencia y multiplicacién de su rizobio nodulante especifico:
Sinorhizobium meliloti. La temperatura éptima para el crecimiento esta entre 15°C y 25°C
durante el dia y entre 10°C y 20°C en la noche. Temperaturas por encima de 30°C reducen
el crecimiento por aumento de la respiracion de la planta. Es conocida la resistencia de la
alfalfa a la sequiq, resistencia basada fundamentalmente en dos caracteristicas, la
longitud y profundidad de sus raices que le permite obtener agua de las capas mdés
profundas del terreno, y la capacidad de detener su crecimiento (dormancia o letargo)
cuando las condiciones del medio, como las temperaturas extremas y/o sequiq, lo hacen
necesario (Muslera et al., 1991).

1.2.1.4. Aprovechamiento de la alfalfa.
Al igual que la mayoria de las plantas leguminosas de uso agropecuario, la alfalfa
cumple una importante funcién en el enriquecimiento de nitrégeno de los suelos de
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cultivo. Ademas desde un punto de vista bromatolégico se puede decir que la alfalfa es
un foraje de buena calidad. Su valor nutritivo es especialmente importante cuando se
destina a la alimentacién de animales en producciéon de leche o carne con buena
digestibilidad y alto contenido de proteina. Comparado con otras leguminosas como
trébol blanco, trébol violeta, o esparceta, su digestibilidad y valor energético es menor,
pero su contenido de materias nitrogenadas es mas elevado. También las graminea mas
comunes (ray-grass inglés, ray-grass italiano, dactilo, festuca y otros) en estados
vegetativos previos a la floracién tienen valores energético y digestibilidad superior al de la
alfalfa, pero menor contenido de proteinas. Por ello, la alfalfa se erige como un forraje de
alto contenido proteico de gran demanda para su uso como alimento. En ese marco el
pastoreo de la alfalfa es un sistema econdmico de aprovechamiento, muy interesante en
la reduccion de costos de la explotacion ganadera. Sin embargo, dado que la alfalfa no
persiste mucho tiempo bajo pastoreo continuo, es absolutamente necesaria la adopcion
de un sistema discontinuo que permita que las plantas recuperen sus reservas y alcancen
la madurez. Dicho requerimiento redunda en el uso frecuente de la rotacién de cultivos (ej.
gramineas, girasol, otras).

1.2.1.5. Otras Medicagos

M. sativa (alfalfa) es la Medicago mds importante a nivel aunque también es importante
la otra planta perenne de este género M. falcata, iguaimente denominada alfalfq,
aunque es menos productiva. Varias especies del género Medicago se caracterizan por
ser plantas de crecimiento anual, aunque quizdas no de la calidad alimenticia de la alfalfq,
tiene gran importancia agronémica, en zonas como QOeste de Australia donde estd
extendido su uso para aportar nitrégeno al suelo en el descanso de cereales (Howieson,
1995q) y por cierta tolerancia a suelos moderadamente acidos de algunas especies como
M. polymorfa (también ampliamente utilizada en Argentina y Uruguay) y M. murex (Muslera
etal., 1991).

1.3. FAMILIA RHIZOBIACEAE

1.3.1. Taxonomia

Los miembros de la familia Rhizobiaceae se caracterizan por interaccionar con plantas,
ya sea formando simbiosis estrechas, o dando origen a interacciones patogénicas. Sin
embargo, esta familia definida como tal casi enteramente por las interacciones con
plantas leguminosas no siempre incluye miembros cercanamente relacionados desde el
punto de vista genético. Asi, la comparacién de secuencias de ADN indica que todos los
géneros reconocidos tienen parentescos préoximos con bacterias que estan en familias muy
distintas, tales como Rhodospirillaceae y Rickettsiaceae. Todos esos organismos se han
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encuadrado en el subgrupo alfa de las proteobacterias (Young et al, 1992). En la
actualidad, se estan realizando numerosos estudios para clarificar la taxonomia y filogenia
de bacterias que son capaces de inducir nddulos en plantas leguminosas. Gracias a las
nuevas tecnologias genéticas y fundamentalmente a la comparacion de secuencias
homodlogas de ADN, surgen rapidos cambios en la clasificacion de esos organismos y se
estan describiendo nuevos géneros y especies. En 1984 el Manual de Taxonomia
Sistemdtica de Bergey (Jordan et al., 1984) situaba la familia Rhizobiaceae en el reino
Procariotas, division Gracilicutes, clase Scotobacteria, en su grupo cuatro: bacilos y cocos
gram-negativos aerobios/microaerofilos. Dentro de la familia se reconocian los géneros
Rhizobium, Bradyrhizobium, Agrobacterium, Azorhizobium y Philobacterium. Se reconocian
las siguientes especies en el género Rhizobium: R. leguminosarum, R. meliloti, y R. loti. Desde
entonces se han descrito nuevas especies, R. galegae (Lindstrom, 1989}, R. huakuii (Chen et
al, 1991b), R. tropici (Martinez-Romero et al., 1991), R. etli (Segovia et al., 1993), R. ciceri
(Nour et al., 1994) y R. mediteraneum (Nour et al., 1995). Se creé un nuevo género
(Sinorhizobium) que agrupa los antiguos R. meliloti y R. fredii (ahora S. meliloti y S. fredii) asi
como dos nuevas especies descritas S. teranga y S. saheli (De Lajudie et al., 1994). Se
nombrd una nueva especie S. medicae con las bacterias que antes se encuadraban en el
grupo B de R. meliloti (Rome et al., 1996). Recientemente se agruparon bajo el género
Mesorhizobium los antiguos R. loti, R. hakuii, R. ciceri, R. mediterraneum y R. thiansemense
(Jarvis et al., 1997). Hay numerosas cepas de rizobios que aun no se le ha asignado especie
y que muestran caracteristicas genéticas proximas a otros grupos. Se les llama
genéricamente Rhizobium spp. Varios de los aislamientos noduladores de alfalfa que se
presentan en esta tesis corresponden a este tipo de rizobios. Los mismos estan relacionados
con la cepa R. spp Or191 previamente descripta por Eardly et al. (1992).

1.3.2. Rango de planta hospedadora de los géneros Rhizobium y Sinorhizobium

Las clasificaciones iniciales de los rizobios fueron basadas en agrupamientos de cepas
cuya caracteristica comun era el rango de ia planta hospedadora. Varias de las especies
y variedades de rizobios tienen un rango restringido de huésped, es decir, infectan una o
unas pocas especies concretas de leguminosas. Esto permitié definir los llamados grupos
de inoculacién cruzada: conjunto de cepas capaces de infectar una especie (o0 un grupo
determinado de especies) de leguminosas.

Se ha comprobado que hay numerosas excepciones en las que plantas de un grupo de
inoculacién pueden ser infectadas por rizobios de otro grupo. Tales observaciones
mostraron un mayor grado de permisividad (promiscuidad) para infecciones cruzadas en
relacion con la idea original concebida en los grupos de inoculaciéon (Wilson, 1939).

A continuacién se muestran los huéspedes principales para las especies de los géneros
Rhizobium y Sinorhizobium.
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Tabla 1.1, Especies bacterianas y sus leguminosas huéspedes mds comunes.

Especie bacteriana

Leguminosa huésped

Rhizobium leguminosarum
bv. viciae

bv. trifolii

bv. phaseoli

Rhizobium etli

Rhizobium tropici
Rhizobium galegae
Rhizobium gallicum
Rhizobium giardinii
Rhizobium mongolense
Sinorhizobium fredii
Sinorhizobium meliloti
Sinorhizobium medicae
Azorhizobium caulinodans
Bradyrhizobium elkanii
Bradyrhizobium japonicum
Bradyrhizobium liaoningense
Mesorhizobium ciceri
Mesorhizobium huakuii
Mesorhizobium loti
Mesorhizobium mediterraneum
Sinorhizobium fredi
Sinorhizobium teranga

Sinorhizobium saheli

Pisum, Vicia, Lathyrus, Lens
Trifolium

Phaseolus

Phaseolus vulgaris

P. vulgaris, Leucaena spp, Macroptilium spp.
Galega officinales, G. orientales
Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

Medicago ruthenica

Glycine max

Medicago, Melilotus, Trigonella
Medicago

Sesbania rosfrata
Macroptilium atropurpureum
Glycine max, G. soja

G.soja

Cicer arietinun L.

Astragalus sinicus

Lotus

Cicer arietinum L.

G. soja, P. Vulgaris

Acacia

Acacia

I.4. ESTADIO DE VIDA LIBRE Y COLONIZACION RADICULAR

Los rizobios pueden permanecer en "vida libre" durante largos periodos en el suelo,
aun en ausencia de leguminosas (Diatloff, 1977, Brunel et al., 1988, McLoughlin et al.,1990).
Dado que estas bacterias no son capaces de esporular, es posible que su permanencia en
el suelo dependa de la presencia de nichos favorables a los que puedan colonizar. Un
suelo agricola, en su horizonte superficial, estd compuesto por particulas cuyos diametros
varian entre 0,1 ym y 2 mm, y la abundancia relativa de cada tamano de particula en un
suelo define su textura. Segun su clase textural los suelos pueden clasificarse en: arcillosos,
limosos, francos y arenosos. Ademds, las particulas se agrupan entre si formando
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agregados en una estrecha y definida variedad de formas, o que constituye la estructura
de los suelos. En un suelo de textura media (limoso o franco) y bien estructurado puede
esperarse que el 50% del volumen este ocupado por poros de diversos diGmetros. Asi se
divide a los poros en 2 categorias: a) no capilares, los cuales se drenan facilmente luego
del riego o lluviq, y b) capilares, en los que el agua permanece después que el suelo haya
sido completamente drenado. El didmetro de los poros capilares puede estimarse en un
rango de 0,1 a 6,0 um. Estos poros pueden constituirse en microhdbitats muy favorables
para las bacterias en el suelo. Las bacterias pueden adsorberse a los minerales de arcilla
por medio de interacciones hidrofobicas o electroestaticas, estabilizadas a través de
apéndices tales como microfibrillas o fimbrias (van Loosdrecht et al., 1990).

Los efectos protectores de las superficies sobre la actividad de las bacterias adsorbidas
son en general indirectos, pudiendo atribuirse a un mecanismo por el cual el entomo
celular se modifica en presencia de una dada superficie, pero la actividad de las células
mismas no se modifica. Es posible que la actividad biolégica de los rizobios en los poros
capilares se encuentre muy disminuida, entre otras razones, por la pobre difusion de
oxigeno que ocurriria hacia esos poros cuando el contenido hidrico del suelo es alto.
Aguilar (1981) describié que en esas condiciones se induce una nitrato reductasa
respiratoria en los rizobios, que les permitiria la utilizacién del nitrato como Gltimo aceptor
de electrones. La ocupacion de los poros capilares puede estar influenciada por la
presencia de raices circundantes. Las raices de las plantas al penetrar en el suelo exudan
una variedad de aminodcidos, proteinas, azicares, dacidos orgdnicos, flavonoides,
carbohidratos complejos, alcoholes, vitaminas y hormonas que producen importantes
cambios en la composicién quimica del mismo. Este ambiente enriquecido en nutrientes
puede promover el crecimiento de las poblaciones rizobianas del suelo, y su movilizacién
merced a su quimiotaxis positiva hacia muchos de esos compuestos, en forma inespecifica
(Gaworzewskay Carlile, 1982) o en forma selectiva hacia ciertos flavonoides liberados por
su hospedante simbidtico (Caetano Anollés et al., 1988). Este aumento de las poblaciones
rizobianas conduciria a una rdapida saturacién de los poros y, consecuentemente, a una
emigracién de los rizobios hacia la raiz. Otros rizobios pueden provenir de microambientes
mas expuestos, y ademds, las propias raices en su proceso de desarrollo pueden encontrar
rizobios libres. El resultado de todos estos procesos es la colonizacién de una zona del suelo
en intimo contacto con las raices que se conoce con el nombre de rizosfera y que estd
sujeta a las influencias fisicas y biolégicas de las propias raices. Lindera con la superficie
radicular existe una capa mucilaginosa (mucigel) de unos 0,5 a 8,0 um de espesor
(Greaves y Darbyshire, 1972) que se continba en la rizosfera. La colonizacién de la rizosfera
y el mucigel permite el rapido crecimiento de las poblaciones bacterianas.

.5. DESARROLLO DEL ESTADO SIMBIOTICO

1.5.1. Las etapas tempranas de preinfeccién
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1.5.1.1. Quimiotaxis y colonizacién radicular

En la rizosfera de la leguminosa crecen numerosos tipos de bacterias del suelo, entre
ellas los rizobios moéviles por flagelos peritricos. Entre los exudados radicales de la planta se
encuentran azucares, aminodacidos, y dacidos orgdanicos que se han identificado como
quimioatrayentes para varias bacterias de la rizosfera. Distintas especies de leguminosas
exudan conjuntos diferentes y cacracteristicos de flavonoides. Spaink et al., (1987)
encontraron que las proteinas Nod D de varias especies de Rhizobium se activan
especificamente en presencia del conjunto de flavonoides exudado por las raices de su
hospedante simbiético. Dicha proteina se encuentra en la membrana interna de las
bacterias donde también se acumulan los flavonoides, con io cual Schalman et al., (1989)
sugirieron que los flavonoides y Nod D interactuarian directamente en ese lugar,
induciendo a la porcién N-terminal de Nod D (citoplasmatica, unida a los promotores nod)
a producir un cambio conformacional en el ADN, exponiendo a los promotores nod, y
activando asi su expresion. Andlisis de mutantes y proteinas Nod D quiméricas han
sefalado que, en efecto, el reconocimiento de los flavonoides se lleva a cabo a través de
la porcién C-terminal de la proteina Nod D (Hovarth et al.1987; Burn et al., 1987). Esta, al
contrario que la porcién N-terminal, muestra un muy bajo nivel de homologia de secuencia
entre las distintas especies rizobianas.

En S. meliloti existen 3 copias de nodD, la expresion de una de ellas (hodD3) esta
positivamente regulada por el producto del gen syrM, que al igual que nodD, pertenece a
la familia LysR. También se hallé un represor con actividad en trans, llamado noiR, capaz de
inhibir la expresién de nodD (Kondorosi, 1991, Fisher y Long. 1992). Todos estos reportes
sugieren que el control de la expresion de los genes nod estd finamente regulado, mds alla
de la simple interaccién de un grupo de flavonoides especificos con la proteina NodD.

El conjunto de flavonoides que libera cada especie vegetal, no es homogéneamente
secretado a lo largo de toda la raiz. Redmond et al. (1986) observaron mediante un
ensayo en vivo que la actividad inductora de la expresion de los genes nod es maxima en
la zona de los pelos radiculares emergentes (que coincide con la zona mds susceptible ala
infeccién), mientras que se halla vitualmente inhibida en la zona del dpice de la raiz.
Ademds, Hartwing et al. (1990) y Hungria et al. (1991q) reportaron que el espectro de
flavonoides liberados se modifica durante el desarrollo.

En las plantas, los flavonoides ejercen muchas funciones diferentes: pigmentos,
sustancias promotoras del desarrollo del tubo polinico, como precursores y constituyentes
de polimeros con funciones estructurales, y como fitoalexinas, sustancias de defensa ante
el ataque de microorganismos patégenos (Koes et al., 1994). Esta Oltima funcién parece
estar evolutivamente relacionada con la interaccién simbidtica rizobio-leguminosa (Fisher y
Long, 1992, Koes et al.1994). Los flavonoides se sintetizan a partir de fenilalanina en la via
de los fenilpropanoides. Dos enzimas claves, altamente reguladas en esta via son la
fenilalanina amonio liasa (PAL) y chalcona sintetasa (CHS). La actividad de estas enzimas
se incrementa en presencia de diversos elicitores de respuesta de defensa (moléculas
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liberadas por patégenos que sirven como sefales, como los restos de quitina (Lamb et al.,
1989). Las diversas modificaciones de esta via dan lugar a la sintesis de unos 3000
flavonoides diferentes; sin embargo, dado que sus funciones parecen ser altamente tejido-
especificas en ciertas etapas del desarrollo y/o situaciones ambientales, se ha sugerido
que la presion de seleccion debe haber actuado mdas sobre la regulacion de su sintesis
que sobre el particular espectro de flavonoides que una especie dada puede producir
(Koes et al., 1994).

1.5.1.2. Secrecion de flavonoides e induccion de genes nod.

Los mecanismos por los que una especie o grupo de rizobios es reconocido por la
planta son diversos y en muchos casos conocidos a nivel molecular. Tradicionalmente se
hablaba de grupos de inoculacién cruzado cuando un grupo de rizobios reconocia y era
capaz de establecer una simbiosis con un grupo de leguminosas determinado. Hoy se
conocen muchas excepciones a los grupos de inoculacién cruzada.

El reconocimiento especifico entre la bacteria y la planta comienza muy
tempranamente y se expresa a través de una serie continua de eventos, algunos de los
cuales describimos a continuacion:

Las leguminosas liberan con sus exudados radicales una serie de moléculas que son
reconocidas especificamente por los rizobios con los que van a comenzar la simbiosis. Estas
moléculas senal de naturaleza flavonoide y suelen ser flavonas y flavononas en el caso de
rizobios de crecimiento rapido e isoflavonas en el caso de Bradyrhizobium). Tales moléculas
podrian ser suficientes para que una poblacién bacteriana se desamolle en forma
saprofitica sobre las raices. En las interacciones Rhizobio-leguminosa donde existe invasion
de los tejidos vegetales por parte de las bacterias, los flavonoides cumplen funciones
mucho mas especificas asociadas a la induccién de genes simbidticos en la bacteria
genéricamente designadas como genes nod. Dichos genes, se encuentran ya sea en el
megaplasmido o pldsmido simbidtico pSym (en el género Rhizobium), o en el cromosoma
(en los géneros Bradyrhizobium y Azorhizobium). Un grupo de estos genes se denomind
genes nod “comunes”, ya que a pesar de ser esenciales para el proceso de nodulacién,
pueden ser intercambiados entre varias especies de rizobios sin perder su funciéon. Otros
han sido llamados genes nod “especificos” ya que no son equivalentes entre rizobios de
diferentes grupos de inoculacién cruzada y su funcién estd relacionada con la definicion
del rango de hospedantes (Kondorosi, 1991).

Cuando la bacteria llega a una zona con una determinada concentracién, los
flavonoides se unen a una proteina sensora, Nod D. Cada rizobio puede producir una o
varias proteinas de la familia Nod D dependiendo del nimero de genes nodD que posea
(Spaink et al., 1995). La unién con el flavonoide hace que Nod D cambie de conformacion
y se convierta en un activador transcripcional del resto de los genes de nodulacién los
cuales desencadenardn la produccién de una nueva molécula senal del microsimbionte
hacia la planta llamada factor Nod o lipoquitooligosacarido necesaria para la infeccion
radicular por los rizobios y la diferenciacién de los nédulos radiculares. En la Fig. 1 se
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muestra la regién simbidtica de distintos rizobios.
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Figura I.1. La regién simbidtica en Rhizobium leguminosarum bv. viciae (a), (b) Rhizobium
leguminosarum bv. trifolii, (c) Sinorhizobium melilofi y (d) Bradyrhizobium japonicum. Las flechas
negras son utilizadas para indicar los genes nod involucrados en la biosintesis del lipo-
quitooligosacdrido (LCOs). Las flechas rayadas indican los genes que son reguladores funcionales,
las flechas grises indican los genes nod presumiblemente involucrados en el transporte de los LCOs
y las flechas cuadriculadas indican el gen nod O ( el producto excretado). Los tridngulos marcan
las posiciones de los promotores inducibles de los genes nod. ( Spaink, 1994).

El gen nod D se expresa constitutivamente en S. meliloti, mientras que, por ejemplo, en R.
leguminosarum bv. viceae el producto de nod D regula en forma auténoma su propia
expresion. La porcién amino-terminal de la proteina Nod D estd altamente conservada y
presenta un motivo “hélice-vuelta-hélice", caracteristico de dominios de unidn al ADN. Se
ha encontrado que la proteina Nod D se une a regiones altamente conservadas de
aproximadamente 50 pares de bases de longitud en zonas del ADN rizobiano
pertenecientes a los promotores de los genes nod inducibles, llamadas nod-box (Rostas et
al., 1986).

1.5.1.3. Sintesis de factores de nodulacion (FN) lipo-oligosacaridicos. Sus efectos
biolégicos
En el ano 1991 Dénarié et al. describieron la primera estructura quimica completa
del factor Nod Rm-1 de S. meliloti y demostraron que dicha molécula es sintetizada por los
productos de los genes nod de la bacteria y liberada al medio extracelular (Dénarié et al,
1992; Dénarié y Cullimore, 1993). Moléculas similares al factor Nod Rm-1 han sido ya
aisladas y caracternzadas en varios rizobios.
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Figura 1.2. Estructuras de los LCOs producidos por varios rizobios. (Spaink H.,
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1994)

Especie Lipido {R1) Qftros sustituyentes

R.l. bv. viciae 248 Cig4 RS, O-acetil

R.l.bv. viciae TOM Cc18:4 R5. O-acetyl, R6, O-acetyl

R.l. bv. trifolii C20:4, C20:3.C18:3,C18:2 or common RS, O-acetyl

S.meliloti 2011 C16:2 R5, O-acetyl{+/-), Ré sulfato

S. meliloti AK41 C16:26C163 R4, sulfato

R. loti comun R1, N- metil: R4, O-carbamoil;
R6, acetilfucosa

R. sp NGR234 comun R1. N-metil; R3. O-carbamoyl, R4,
O-carbamoil{+/-). Ré, 2-O-metilfucosa o 2-
Ometil-3-O-sulfocosa o  2-O-metil-4-O-
acetilfucosa.

B. japonicum comuin R5. O-acetil(+/-); R6.
2-O-metilfucosa

B.elkanii comun R1. N-metil-(+/-); R3 6 R4 6 RS
(+/-). carbamoyt; R5, O-acetil(+/-); Ré, (2-O-
metilfucosa; R7, glicerol(+/-)

A. caulinodans comun R1. N-metil; R5, O-carbamoail;

Ré6. D-arabinosa

-"comun'": esté puesto en los casos donde no hay presente ni a ni B-Gcido graso insaturado. pero en general
aparecen grupos como acido cis-vaccenico

-(+/-); indica que tal grupo no siempre est& presente.

-si no esta indicado de otra manera; R1 representa hidrogeno y R3, R4, R5, R6 y R7 grupos hidroxilos.

Desde el punto de vista quimico, los factores Nod constan de una estructura bdasica

formada por 3 - 5 residuos de N-acetilglucosamina unidas por enlaces B-1,4 que llevan en
el C2 del azicar del extremo no reductor un acido graso. La estructura bdésica del
lipoquitooligosacdarido, es sintetizada por el producto de los genes nod A, nod By nod C.
Dicha estructura bdsica tipo quitina es posteriormente modificada por otras proteinas Nod,
codificadas por los genes nod especificos. Estas modificaciones son las que determinaran
la especificidad de sehal desde la bacteria a un determinado hospedante. (Ver la Figura
1.2).

En el caso de S. meliloti la especificidad sobre alfalfa esta determinada por un grupo
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sulfato que se encuentra en el Cs del extremo reductor del factor Nod. La incorporacion
del grupo sulfato estG catalizada por el producto del gen nodH que codifica una
sulfotransferasa (Laeremans et al., 1996). Mutantes de S. meliloti carentes del grupo sulfato
(mutantes nodH por ejemplo) son incapaces de formar hilos de infeccién en alfalfa.
(Debellé et al., 1986; Horvath et al., 1986; Faucher et al., 1988).

Estos compuestos de naturaleza lipo-sacaridica indujeron cambios especificos en la
leguminosa huesped del rizobio de donde fueron purificados. Asf, se ha descripto efectos
como la aparicién de alteraciones en el desamollo de la raiz de vicia (van Brussel et al.,
1986; Zaat et al., 1987) e induccién de la divisidn de las células corticales en vicia (Spaink et
al., 1991), la deformacién (Faucher et al., 1988) y depolarizacién de pelos radiculares en
alfalfa (Ehrhardt et al., 1992) y la activaciéon del ciclo celular y de la ruta de biosintesis de
isoflavonoides en suspensiones celulares de alfalfa (Savouré et al., 1994). Para el caso de
vicia, Heidstra et al. (1994) siguieron el curso temporal de la deformacién de pelos
radiculares en raices incubadas con lipo-oligosacaridos de R. leguminosarum bv. vicia
mediante un dispositivo de Fahraeus (1957) y encontraron que las primeras deformaciones
eran visibles en una hora. El tiempo minimo de incubacién con lipo-oligosacarido requerido
para obtener algun efecto fue de 10 minutos. Los factores Nod influyen en estos procesos
de desarmollo alcanzando sus actividades éptimas a muy bajos niveles de concentracion
(alrededor de 10-''"M) que son comparables a los niveles éptimos de otros reguladores de
crecimiento (Dénarié y Cullimore, 1993; Fry et al., 1993). Hirsch et al. (1989) encontraron que
algunas de las actividades inducidas por factores Nod pueden obtenerse también con
inhibidores de auxinas.

El lipo-oligosacéarido producido por S. meliloti consiste en un tetrasacarido de g-1,4-
N-acetil-D-glucosamina con un grupo sulfato en el C-6 del extremo reductory en el que el
grupo amino del extremo no reductor estd sustituido con un resto de acido graso no
saturado de 16 carbonos (Lerogue et al., 1990). Esta especie sintetiza también variantes de
cuatro o cinco unidades de N-acetil-D-glucosaminaq<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>