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RESUMEN

La inoculacion de plantas con especies microbianas promotoras del crecimiento vegetal es una
forma de contribuir al desarrollo de sistemas productivos sustentables. Comparado con la
inoculacion tradicional simple, la co-inoculacion de leguminosas es una alternativa sencilla y eficaz
para mejorar el rendimiento de cosecha. Un ejemplo es la co-inoculacion de alfalfa con
Sinorhizobium meliloti y Delftia sp. JD2. Trabajos previos, realizados en nuestro laboratorio,
demostraron que en presencia de JD2 la planta de alfalfa cambia la composicién de sus exudados
radicales y aumenta la cantidad de flavonoides secretados. Ademas, JD2 aportaria auxinas al
sistema alfalfa-sinorizobio-Delftia, induciendo una nodulacién temprana, incrementando el nimero
de nodulos por planta, el crecimiento radical y la produccién de biomasa.

En el trabajo de tesis se analizé el efecto de la co-inoculacion de soja con cepas de Bradyrhizobium
elkani y JD2, tanto sobre la produccion de biomasa y rendimiento de las plantas, como sobre el
perfil de metabolitos presentes en raices y nddulos de plantas crecidas en condiciones de
invernaculo e in vitro. Los resultados obtenidos de los ensayos de invernaculo indicaron que la co-
inoculacion de semillas de soja incrementé en promedio un 79 y 18% la biomasa seca radical y
aérea, respectivamente, en el estadio V4 (cuarto nudo), en relacion a las plantas inoculadas con los
bradyrizobios, aunque se encontraron diferencias estadisticas solo en la primera variable. Los
resultados obtenidos en los ensayo in vitro sugieren que cuando las plantas se co-inoculan, se
produce una nodulacién temprana en las raices, lo cual es muy beneficioso a nivel agronémico. Una
nodulacion temprana podria representar el éxito en el establecimiento del proceso simbidtico frente
a un desafio climéatico, por ejemplo. En el estadio R2 (floracion completa), la co-inoculacion
incrementd la biomasa aérea y el peso seco de los nddulos, tanto de raices secundarias como
principales. En el estadio MF (madurez fisiologica) las plantas co-inoculadas presentaron el mayor
promedio de rendimiento en grano, sugiriendo que la co-inoculacion con JD2 seria un tratamiento
de eleccidn para aumentar el indice de cosecha, comparado con la inoculacion simple. Las plantas
co-inoculadas presentaron ademas un mayor contenido de pigmentos fotosintéticos, lo que sugiere
una mayor capacidad de recoleccion de luz de estas plantas, y por consiguiente, una posible mejora
en la capacidad para realizar fotosintesis. A traves del analisis de algunos metabolitos secundarios
presentes en extractos de raices y nédulos, se observd que durante el estadio V4 se detectd una
acumulacion de daidzeina, genisteina, luteolina y coumestrol en raices de plantas co-inoculadas
con bradyrizobios y Delftia sp. JD2, mientras que las plantas inoculadas con los bradyrizobios
acumularon solamente daidzeina. En estadio R2 se detectaron los cuatro flavonoides en ambos
tratamientos. Se detectaron también numerosos compuestos de bajo peso molecular, mayormente
azlcares, acidos carboxilicos y aminoacidos, entre otros, aunque no se detectaron diferencias
marcads entre los distintos tratamientos. En su conjunto los resultados sugieren que la co-
inoculacion de soja con bradyrizobios y JD2 induce una nodulacion temprana e incrementa el
rendimiento en granos a través del cambio en el estado fisiolégico de la planta, tal cual se
describira en el cuerpo de la tesis.



ESTRUCTURA DE LA TESIS

La presente tesis esta organizada de la siguiente forma:

Se incluye un Resumen, seguido de una Introduccién general sobre la importancia de los
microorganismos promotores del crecimiento vegetal en el establecimiento, crecimiento vy
desarrollo de las plantas, asi como de las moléculas implicadas en la comunicacion
microorganismo-planta. Posteriormente se desarrolla la Hipdtesis del trabajo, y los Objetivos
generales y especificos. Los Resultados se presentan en dos capitulos con sus correspondientes
apartados: un marco general, los materiales y métodos empleados, los resultados y una discusion
preliminar. El primer capitulo presenta los estudios realizados para determinar el efecto de la co-
inoculacion de soja con bradyrizobios y Delftia sp. JD2 sobre el crecimiento de la planta. El
segundo capitulo trata sobre la identificacién de moléculas clave producidas por la planta y que
puedan explicar los resultados obtenidos en el Capitulo I. La tesis concluye con una seccién de
Discusién General, asi como de Conclusiones y Perspectivas de futuro. Se incluye ademas una
seccion que hemos denominado Epilogo, donde se intenta plasmar los conocimientos adquiridos
durante esta tesis y que no se reflejan en la misma. Se presentan en esa uUltima seccién algunas
dificultades enfrentadas durante el trabajo, como se detectaron los problemas y como se procedi

para su solucién.



1. INTRODUCCION

La soja, [Glycine max (L. Merr.)], es una leguminosa de gran importancia econémica. Su demanda
mundial ha ido en aumento debido a su consumo no sélo como alimento (aceites, harinas y granos),
sino también por su utilizacién para la produccion de biodiesel (www.faostat.fao.org; Wilson,
2008). En los ultimos doce afios, la produccion de soja aumentd drasticamente en nuestro pais,
cubriendo en la actualidad mas de un millén de hectareas sembradas. Las exportaciones de grano se
han convertido en una de las principales fuente de entrada de divisas, pasando de ser el 7% de las
exportaciones de bienes en 2006 a representar el 25% en 2016. La soja es el producto con mayor
incidencia tanto en la produccién de granos, como en las exportaciones totales. EI maximo registro
de produccion de granos de soja fue en 2013, cuando se alcanzd una participacion del 28% en las
exportaciones totales del pais, coincidiendo esta produccién record con los altos precios promedio

de exportacion (Informe Anual de Comercio Exterior, 2016).

Segun la Direccion de Estadisticas Agropecuarias (DIEA) del Ministerio de Ganaderia, Agricultura
y Pesca (MGAP), de la superficie total de cultivos de verano, la soja ocupa el 90% del area
cultivada. Mas alla de las fluctuaciones en el precio, area sembrada y rendimiento, es indudable el
crecimiento espectacular y sostenido que este cultivo ha tenido dentro del area agricola en la Gltima
década. Por ello, el principal desafio para los investigadores y técnicos es el aumento de la
productividad sin comprometer la sanidad de los ecosistemas donde se produce, lo que ha
impulsado a la generacién de conocimiento basico y aplicado sobre el cultivo. Los campos de
investigacion en los que se ha hecho mas énfasis son el ajuste en el manejo del cultivo y la mejora
genética de las variedades. Ambos pueden producir avances consistentes en el rendimiento pero
aveces limitados dado que generalmente se llega a los limites fisicos del cultivo (AgroBIO,
www.agrobiomexico.org.mx). Es importante entonces mejorar otras caracteristicas asociadas al
rendimiento. Se considera que un aumento de produccion del 5% se acompafaria de un importante

aumento en los beneficios econémicos tanto para el agricultor como para la economia del pais.

El uso de especies microbianas promotoras del crecimiento vegetal es una herramienta Util que
puede contribuir al desarrollo de un sistema productivo sustentable. Debido a que la practica de la
inoculacion microbiana de los cultivos vegetales es una metodologia facil de adoptar, se espera un
gran éxito en cuanto al desarrollo de nuevas formulaciones para las leguminosas, incluyendo la soja.
Los productores serian los principales beneficiarios de su uso, debido a que ahorra tiempo y dinero,
y facilita la adopcién de précticas agricolas sustentables que disminuyen la erosién del suelo, entre

otros factores (AgroBIO, www.agrobiomexico.org.mx).


http://www.faostat.fao.org/
http://www.agrobiomexico.org.mx/

1.1. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las PGPRs o rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (del inglés: Plant Growth Promoting
Rhizobacteria; Kloepper y Schroth, 1978) son un grupo heterogéneo de bacterias capaces de
promover, directa o indirectamente, el desarrollo y crecimiento de algunas plantas. Pueden
encontrarse en vida libre o en asociaciones mutualistas con plantas (Vacheron et al., 2013; Drogue
et al, 2012). Se conoce una amplia variedad de PGPRs que incluyen microorganismos
pertenecientes a los generos Azoarcus, Burkholderia, Gluconacetobacter, Clostridium, Azospirillum
y Herbaspirillum, entre otros (Vessey, 2003; Hayat et al, 2010). En la Tabla 1.1 se describen

algunos ejemplos de PGPRs, y sus caracteristicas mas relevantes.

Las PGPRs deben cumplir con tres condiciones para ser consideradas como tal: (i) colonizar la
rizésfera, el rizoplano (superficie de la raiz) o la propia raiz (dentro de los tejidos radicales); (ii)
sobrevivir y multiplicarse en la rizdsfera, y (iii) promover el crecimiento vegetal (Lugtenberg &
Kamilova, 2009; Gray & Smith, 2005; Espinosa-Urgel, 2004; Gamalero et al., 2004; Rothballer et
al., 2003).

Cuando se establece una asociacién microorganismo-planta, y el microorganismo desempefia un
mecanismo de promocidn directa del crecimiento vegetal, la PGPR debe presentar uno o varios de

los siguientes efectos:

a) proporcionar a la planta compuestos con potencial promotor de su crecimiento, por

ejemplo fitohormonas como auxinas, citoquininas, giberelinas, etc (Cassan, 2009);

b) facilitar la absorcién de ciertos nutrientes del suelo, como la produccion de acidos
organicos que actian como solubilizadores de fosfatos (Drogue et al., 2013), o de

sider6foros que median la captacion de hierro del entorno (Yadegari et al., 2010);

c) producir y secretar compuestos fendlicos que estimulen la germinacion de las semillas,

asi como la emergencia y el establecimiento de las plantulas (Podile & Kishore, 2006);

d) fijar el nitrogeno atmosférico a través del proceso de fijacion bioldgica de nitrégeno
(FBN; Masson- Boivin et al., 2009; Podile & Kishore, 2006).

Por otro lado, los mecanismos indirectos de accion de las PGPRs estan directamente relacionados
con la proteccidn de las plantas frente a los fitopatdgenos, como pueden ser otras clases de bacterias

u hongos (Compant et al., 2005). Dentro de los mecanismos indirectos se encuentran la produccion


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vacheron%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24062756
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2013.00356/full#B77
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2013.00356/full#B77
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3571425/#b31-gmb-35-1044

de proteasas extracelulares, antibidticos y antiflingicos, la induccién de la resistencia sistémica en la

planta, la competencia frente a los microorganismos patégenos por nutrientes (por ejemplo,

agotamiento de hierro en la rizésfera) y la competencia por un nicho especifico (Couillerot et al.,
2009; Lugtenberg & Kamilova, 2009).

Tabla 1.1. Ejemplos de microorganismos promotores del crecimiento vegetal y su mecanismo de accion sobre
cultivos de interés agrondmico. AlA significa &cido indol-acético.

Referencias

Microorganismo Cultivo Caracteristicas de interés G e
bibliograficas
Azospirillum Fijador de N, en vida libre; .

. Fallik et al., 1989
brasilense Sp7 arroz productor de AIA aliieta
Sinorhizobium Alfalfa Fijador de N, en asociacion Castro-Sowinski et al.,
meliloti U143 simbidtica con alfalfa 2002

S. meliloti 1021 alfalfa Fljafjor de .NZ eh asoclacion Fisher & Long, 1992
simbiotica con alfalfa
Bradyrhizobium . Fijador de N, en asociacion
elkanii U1301 >0ja simbidtica con soja Campos et al., 2001
B. elkanii U1302 soja Fijador de N en asociacion Campos et al., 2001

simbidtica con soja

Rhizobium Fijador de N, en asociacion .
. , . , Biswas et al., 2000;
leguminosarum  trébol, arroz  simbiotica con trébol, productor
e 1o Dazzo et al., 2000
bv. trifolii de AIA
Productor de AlA y sider6foros.
. . Fijador de N, en vida libre. Ubalde et al., 2012;
Delftia sp. JD2  leguminosas Promotor del crecimiento Morel et al., 2011
vegetal de alfalfa y trébol
Pseudomonas mani Productor de AlA 'y sider6foros Dey et al., 2004
fluorecens
Kluyvera
canola, L
ascorbata tomate Productor de AlA y sider6foros Burd et al., 2000
SUD165
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http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2013.00356/full#B59
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2013.00356/full#B59
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fpls.2013.00356/full#B133

1.2. Asociacion rizobio - leguminosa

El ejemplo de asociacion mutualista méas estudiado es el caso particular de la simbiosis entre los
rizobios y las plantas de la familia Leguminosae (Fabaceae) (Morel & Castro Sowinski, 2013;
Hayat et al., 2010). Se estima que en Uruguay, anualmente, esta asociacién aporta a los ecosistemas
150 kg de nitrgeno por hectarea (Labandera, 2007); y es una de las relaciones simbi6ticas mas

importantes desde el punto de vista agricola y ambiental.

La atmosfera contiene alrededor de un 78% de su volumen en nitrégeno presente en la forma de
dinitrégeno (N,). A pesar de su abundancia, el nitrégeno suele ser un factor limitante en el
crecimiento de las plantas, pues el mismo no esta disponible para su incorporacion a los sistemas
biolégicos debido a lo dificil de reducir el triple enlace entre los dos atomos de nitrogeno del N,.
Solamente un pequefio grupo de seres vivos, todos ellos procariotas, conocidos como
microorganismos diazotrofos, son capaces de fijar el N, atmosférico, mediante el proceso de

fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN), transformandolo en amonio (Roesch et al., 2007).

Las bacterias diazotréficas pueden dividirse en dos grandes grupos: aquellas que son capaces de
fijar el N, en asociacién (simbidtica o no-simbiotica) con una planta, y las que realizan el proceso
de FBN en condiciones de vida libre (Masson-Boivin et al., 2009; Bhattacharjee et al., 2008).

Los diazotrofos de vida libre son por lo general bacterias heterétrofas que se encuentran en la
rizosfera (Figueroa, 2004). Entre ellas se encuentran miembros de los géneros Azoarcus,
Burkholderia, Gluconacetobacter, Clostridium, Azospirillum y Herbaspirillum, entre otros (Morel
& Castro Sowinski, 2013).

Dentro de los diazotrofos simbiéticos, los mas estudiados son los rizobios, bacilos Gram negativos,
aerobios y heterotrofos, que pertenecen a diferentes géneros dentro de las clases a- y B-
Proteobacterias (Reeve et al., 2017; Bapaume & Reinhardt, 2012). Todos los rizobios comparten
una caracteristica fundamental: son capaces de fijar el N, atmosférico Unicamente luego de

establecerse en forma endosimbidtica en plantas leguminosas.

La colonizacion de la planta por los rizobios ocasiona cambios en la arquitectura de la raiz y en la
expresion de genes en la raiz y el tallo de la leguminosa (Morel & Castro-Sowinski 2013). La

estructura caracteristica que se forma en la raiz se conoce como nodulo radical. En el nddulo se

11



alojan las bacterias diazétrofas que luego se diferencian en bacteroides, y es en el nédulo donde

ocurre el proceso de FBN (Morel & Castro Sowinski, 2013; Gibson et al., 2008).

Durante la FBN, el N, atmosférico se reduce a amonio (NH,") mediante un complicado mecanismo
que se lleva a cabo a través de la accion del complejo enzimatico nitrogenasa (NR). Este complejo
reduce el triple enlace del N, en un proceso que implica un alto costo energético y que adn no esta
completamente dilucidado (Ryu et al., 2017; Ec. 1.1). EI NH," producido se incorpora a algunos
compuestos carbonados, y de este modo pasa a formar parte de los aminoéacidos que quedan
disponibles para la planta. Mientras tanto, la planta aporta fotosintatos (moléculas carbonadas
derivadas de la fotosintesis) a la bacteria, quien los utiliza como fuente de carbono y energia
(Franche et al., 2009; Taiz & Zeiger, 2006).

(NR)
Ec. 1.1. N, + 16 MgATP +8e-+8H" = 2NH;+ H, + 16 MgADP + 16 Pi

La reaccion catalizada por la NR es fuertemente endergénica, y para que la reaccion sea factible se
acopla a la hidrolisis de compuestos con un alto potencial de transferencia del grupo fosfato, en este
caso la hidrdlisis altamente exergonica del ATP. La enzima se inhibe en presencia de nitrogeno
combinado (NO; 0 NH,"), ya que para el bacteroide es energéticamente mas econémico utilizar
estas fuentes de nitrégeno en comparacion con los gastos energéticos producidos durante la FBN
(Barea et al., 2005).

NR es un complejo proteico de gran tamafio que se compone de dos subunidades:

1) la proteina homodimérica que contiene Fe (Fe-proteina), capaz de tomar electrones de un
compuesto reducido, como las ferrodoxinas reducidas, producidas por la planta. Esta proteina

est4 codificada por los genes nifH, y

2) la proteina tetramérica, compuesta por dos subunidades o y dos subunidades B, y que
contiene Fe y molibdeno (Mo) (o MoFe-proteina). En ella se produce el proceso de reduccion
del nitrégeno atmosférico a amonio. Esta subunidad heterotetramérica de la NR esta
codificada por los genes nifD y nifK (Figura 1.1; Franche et al., 2009; Rubio &Ludden,
2008).
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Oxigeno

Homocitrato

Figura 1.1. Estructura del complejo enzimatico nitrogenasa, NR. (A) EIlcomponente NifDK es
una proteina heterotetramérica (a, f;) formada por dos dimeros off relacionados por una doble
simetria. NifDK lleva un cofactor de hierro-molibdeno (FeMo-Co) dentro del sitio activo en cada subunidad o
(NifD) y un P-cluster en la interfase de las subunidades o y B en cada par af. Las subunidades o presenta un

sitio de union a magnesio y ATP (B) Estructura del cofactor hierro — molibdeno (Fe-Mo-Co). Imagen

modificada de Rubio & Ludden, 2008.

Por otro lado, la enzima se inhibe también frente al oxigeno, pero en este sentidoa estructura y
composicion nodular proporciona un ambiente 6ptimo para que se lleve a cabo la FBN. Una
hemoproteina, llamada leghemoglobina, capta el oxigeno presente en el nédulo impidiendo que la
enzima NR se inactive, pero dejando suficiente oxigeno libre para que tenga lugar la respiracién
celular (Madsen et al., 2010).

El proceso simbidtico se explica porque los bacteroides generan el ATP necesario a partir del
catabolismo de los fotosintatos que la planta le proporciona, y las bacterias le suministran a la
planta una fuente de nitrégeno reducido, principalmente a través de la formacion de amonio
(Vessey 2003).
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Las células vegetales evitan la toxicidad del amonio incorporandolo rapidamente en los esqueletos
carbonados, formando asi algunos aminoécidos. El primer paso en este proceso involucra la
incorporacion del amonio al esqueleto carbonado a través de las acciones secuenciales de las

enzimas glutamina sintetasa y glutamato sintasa (Figura 1.2).

La glutamina sintetasa (GS) tiene una alta afinidad por el amonio (NH,"), el cual se incorpora a una
molécula de glutamato para formar glutamina, reaccion acoplada a la hidrélisis de ATP (Ec. 1.2).

(GS)
Ec 1.2. Glutamato + NH;" + ATP > glutamina + ADP + Pi

Esta reaccion no solo requiere la hidr6lisis de ATP, sino que la enzima necesita también cationes
divalentes, como el Mg”, Mn?" o Co?", como cofactores. Existen dos clases de GS en plantas: una
en el citoplasma y otra en los plastidos de las raices o en los cloroplastos de tallos y hojas. Las
formas citosolicas se expresan durante la germinacion de las semillas y producen glutamina para el
transporte intracelular de nitrégeno. En los plastidos de raices, la GS proporciona el nitrogeno
amidico de la glutamina para su consumo; mientras que la GS de los cloroplastos reasimila el NH,"
producido por la foto-respiracion (Seabra et al., 2010; Carvalho & Cullimore, 2003). Al aumentar
los niveles de glutamina, aumenta también la actividad de la enzima glutamato sintasa (también
denominada glutamina 2-oxoglutarato aminotransferasa, GOGAT), que transfiere un grupo amida
de la glutamina, al 2-oxoglutarato, obteniendo como resultado dos moléculas de glutamato. Las
plantas presentan dos tipos de GOGAT, una gue acepta los electrones del NADH, y otra que acepta
electrones de la ferredoxina reducida (Ec.1.3 y 1.4; Mulley et al., 2011).

(GOGAT)
Ec. 1.3 Glutamina + 2-oxoglutarato + NADH + H* = 2 glutamato + NAD"

(GOGAT)
Ec. 1.4 Glutamina + 2- oxoglutarato + Fd,.,y > 2 glutamato + Fdoy

La GOGAT dependiente de NADH se ubica en los tejidos no fotosintéticos, como las raices, donde
actGa asimilando el NH," absorbido desde la rizosfera; mientras que en las células vasculares de las
hojas en desarrollo, esta enzima asimila la glutamina translocada desde las raices. La GOGAT
dependiente de Fd (ferrodoxina) se encuentra en los cloroplastos y participa de la foto-respiracion
(Mulley et al., 2011).
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Figura 1.2. Esquema de la asimilacién de amonio en plantas. Glutamina sintetasa (GS), glutamato sintasa
(GOGAT), aminotransferasas o transaminasas y glutamato deshidrogenasa (GDH, con actividad aminante y

desaminante).

De las dos moléculas de glutamato generadas por la GOGAT (Ec. 1.3), una se utiliza para
incorporar amonio, cerrando el ciclo. La otra se transfiere al xilema para su transformacion en: a)
amidas (asparagina y glutamina) y su posterior catabolismo, en leguminosas templadas como alfalfa
y lotus; o b) ureidos (alantoina y &cido alantoico) para su catabolismo en leguminosas tropicales

como la soja, mani, etc. (White et al., 2007).

La glutamato deshidrogenasa (GDH) de plantas cumple un rol en el metabolismo mediante la
aminacion reductiva del oxoglutarato para sintetizar glutamato (Figura 1.2; Tercé - Laforgue et al.,
2004), y asi catalizar las reacciones subsiguientes de la asimilacion de amonio. Actualmente se
considera que la GDH participa principalmente en los procesos catabolicos, y su actividad se
estimula en condiciones de oscuridad, senescencia, germinacién y situaciones limitantes de carbono
(Ec. 1.5; Dubois et al., 2003).
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(GDH)
Ec. 1.5. 2-oxoglutarato + NH," + NADPH €= glutamato + NADP*

Una vez que se incorpora el nitrégeno, en la forma de glutamina y glutamato, se biosintetizan otros
aminoacidos por reacciones de transaminacion. Las enzimas que catalizan estas reacciones se
denominan aminotransferasas (0 transaminasas, Figura 1.2). Por ejemplo, la aspartato
aminotransferasa (AAT) cataliza la reaccion descripta en la Ec. 1.6 (Silvente et al., 2003). El
aspartato producido puede transformarse en asparagina por la accion de la enzima asparagina
sintetasa (AS), siendo la glutamina la molécula dadora del nitrégeno amidico. Esta ecuacion se

muestra en la Ec. 1.7 (Sulieman & Phan Tran, 2013; Shi et al., 1997).

(AAT)
Ec. 1.6. Glutamato + oxalacetato —-> aspartato + 2-oxoglutarato

(AS)
Ec. 1.7. Glutamina + aspartato + ATP > asparragina + glutamato + AMP + PPi

La asparagina es un componente clave del transporte de amonio y de la reserva de nitrégeno dentro
de la planta debido a su gran estabilidad quimica y su alta relacion nitrégeno/carbono. Otras de las
enzimas involucradas en la asimilacion de nitrogeno y la biosintesis de aminoacidos es la alanina
aminotransferasa (AlaAT), que cataliza las reacciones reversibles de alanina/2-oxoglutarato «
glutamato/piruvato y alanina/glioxilato < glicina/piruvato (Ricoult et al., 2006). Todas las
transminasas son dependiente del cofactor pirodoxal fosfato y se encuentra ampliamente distribuida

en los tejidos vegetales como raices, tallos y hojas (Xu et al., 2017).

1.3. Didlogo molecular rizobio — leguminosa

El establecimiento de una simbiosis efectiva entre las leguminosas y los rizobios es un proceso
complejo que implica mecanismos de sefializacion y de reconocimiento altamente especificos por
parte de ambos simbiontes. Este dialogo varia con el rizobio y con la planta a nodular (especificidad
relativa de cada rizobio para nodular una leguminosa particular), determinando el éxito de una
simbiosis en términos de FBN. Son multiples los factores que afectan este dialogo molecular; entre
ellos la compatibilidad entre los simbiontes, las condiciones fisicoquimicas del suelo, y la presencia
de ciertas biomoléculas como son los polisacaridos, fitohormonas y flavonoides (Hayat et al.,
2010).

16


javascript:;

1.3.1. Polisacaridos

Los polisacaridos y oligosacaridos son componentes esenciales en la comunicacion
microorganismo—planta (Upadhyay et al., 2012). Los polisacéaridos extracelulares bacterianos, que
incluyen a los exopolisacaridos (EPS), lipopolisacaridos (LPS), polisacaridos capsulares (CPS) y B-
glucanos ciclicos, se acumulan en la superficie celular bacteriana. Estos poseen variadas funciones,
como la proteccién contra el estrés (Qurashi & Sabri, 2012; Upadhyay et al., 2012), la adhesion a
superficies bidticas y abidticas (Tsuneda et al., 2003) y la inhibicién de la respuesta de defensa de
las plantas durante las interacciones microorganismo-planta (Kyungseok et al., 2008).

En el caso de la simbiosis leguminosa-rizobio, los polisacaridos y proteinas producidas por los
rizobios juegan un papel fundamental en la interaccion fisica entre la planta y la bacteria. En
particular, los EPS bacterianos son sumamente importantes en el proceso de invasion radical, en la
formacién e infeccion de los nddulos, y en el desarrollo del bacteroide. Esto se ha demostrado con
mutantes de rizobios que carecen de EPS. Estos mutantes no invaden ni forman canales de infeccién
en sus leguminosas hospederas (Bomfeti et al., 2011). Por otro lado, los LPS son componentes
importantes de las membranas de las bacterias Gram-negativas, y en los rizobios cumplen diferentes
roles durante la etapa endosimbidtica de la interaccion con la planta. Ademas, al igual que los EPS,
se relacionan con la adaptacién y sobrevivencia de los rizobios bajo diferentes condiciones
ambientales, posiblemente porque enmascaran la superficie bacteriana, evitando de este modo que

se desencadene la respuesta de defensa en la planta (Fischer et al., 2003).

1.3.2. Fitohormonas

Se conocen algunos microorganismos capaces de secretar fitohormonas, principalmente auxinas y
citoquininas (CKs), que actian como moléculas sefial coordinando cambios en la division y
diferenciacion celular vegetal, asi como afectando la arquitectura de la raiz y del tallo (Boiero et al.,
2007; Lopez-Bucio et al., 2007). Algunos ejemplos de bacterias productoras de fitohormonas son
miembros de los géneros Pseudomonas (Khakipour et al., 2008), Azospirillum (Khalid et al., 2011),
Rhizobium (Etesami et al., 2009), Bacillus (Lim & Kim, 2009) y Delftia (Morel et al., 2011). Por
ejemplo, la auxina acido indolacético (AlA) producida por las bacterias tiene efectos directos tanto
sobre la planta como sobre las propias bacterias. En las bacterias actia como molécula sefial
desencadenando la expresion de genes involucrados en la adhesion, adaptacion y virulencia, lo que
lleva a una mejor adaptacion del microorganismo a los tejidos vegetales, favoreciendo la
colonizacion de la planta (Spaepen et al., 2006). En la planta, el AIA de origen microbiano es

responsable, al menos en parte, de la promocion del crecimiento vegetal, principalmente debido a
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gue induce el aumento del volumen radical, especialmente de raices secundarias, aumentando de
esta forma el area activa para la absorcion de nutrientes minerales y agua, asi como también
aumentando los nichos donde establecer interacciones con posibles huéspedes.

Ademas de estos efectos, tanto las auxinas como las CKs, liberadas por los microorganismos,
desempefian un papel importante en la simbiosis rizobio—planta. Ambas familias de hormonas se

han relacionado con la organogénesis del nddulo (Ariel et al., 2012; Op den Camp et al., 2011;

Oldroyd & Downie, 2008), entre otros efectos.

1.3.3. Flavonoides
La especificidad de la interaccion rizobio-planta esti, en parte, determinada por el tipo de

flavonoide secretado por la raiz de la leguminosa (Tabla 1.2; Ardley et al., 2013).

Tabla 1.2. Asociaciones rizobio — leguminosa especificas y flavonoides involucrados en el didlogo molecular

Rizobio Leguminosa Flavonoide (s) Referencia
Sinorhizobium meliloti alfalfa Luteolina Peters et al., 1986
Bradyrhizobium japonicum soja Coumestrol Lee et al., 2012
Bradyrhizobium elkanii soja Genisteina Cooper, 2004

Hespertina y

Rhizobium leguminosarum arveja y lenteja . .
naringenina

Begum et al., 2001

Rhizobium leguminosarum

s trébol 7,4'-dihidroxiflavona Redmond et al., 1986
bv trifolii

Los flavonoides son metabolitos secundarios fendlicos de origen vegetal, que estan involucrados en
la mayoria de las interacciones planta-microorganismo conocidas. Se han encontrado més de 10.000
variantes estructurales de flavonoides producidos por plantas vasculares y una gran parte de ellos se
han detectado en leguminosas (Weston & Mathesius; 2013; Bais et al, 2006). Si bien existen 13
subclases de flavonoides, los mas estudiados son las flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles e
isoflavonas (Figura 1.3). Estos poseen como unidad béasica una estructura de 15 atomos de carbono

provenientes del malonil-coenzima Ay del p-cumaril coenzima A. La mayoria de los flavonoides se
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representan como moléculas de tipo C6-C3-C6, con un anillo aromatico y un heterociclo con

oxigeno (Pérez Trueba & Martinez Sanchez, 2001; Cesco et al., 2012).

Estructura general de 15 carbonos

L)

(0]
CHALCONA FLAVONA (ej. quercetina, apigenina)

ol

ISOFLAVONA (0]
(ej. genisteina, daidzeina) FLAVONOL

(ej. galangina)
o)
e
() |
0
A%

ISOFLAVONOIDE
(ej.formonetina)

o

FLAVANONA (ej. naringenina)

Figura 1.3. Estructura general de los flavonoides. Como ejemplos se muestra la chalcona, flavona,

isoflavona, flavonol, flavanona e isoflavonoide. Imagen modificada de Cesco et al, 2012.

Los flavonoides secretados por las raices cumplen un rol clave en la primera etapa del dialogo
molecular microorganismo-planta (Cesco et al., 2012). Estos actllan como quimio-atrayentes de los
rizobios hacia las raices de la leguminosa y como primera sefial molecular para la induccion de la

expresion de los genes bacterianos involucrados en la nodulacion.
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Los genes esenciales para la infeccion por los rizobios se dividen en dos clases:

1) un conjunto de genes implicados en la sintesis de las estructuras superficiales de la célula
bacteriana, tales como los genes que determinan la sintesis de los exopolisacaridos (genes exo),
lipopolisacéridos (genes Ips) y B-1,2-glucanos (genes ndv).

2) los genes de nodulacion (nol, nod). Los flavonoides actGan como sefiales inductoras de la
expresion de estos ltimos (genes nod, Lorkiewicz, 1996; Mandal et al., 2010), mediante el
activador transcripcional NodD. La expresion de los genes nod es imprescindible para la
formacién del factor de nodulacion (factores Nod), involucrado en la formacion del nddulo
(Morel & Castro Sowinski, 2013; Mandal et al., 2010), y la ausencia o mutacion de los

mismos impide o dificulta el proceso de infeccion (Scheres et al, 1990).

1.3.4. Los factores Nod

Los factores Nod son lipoquitooligosacaridos (LCO) que inducen la formacion y desarrollo del
nodulo radical. Los LCOs son moléculas complejas, constituidas por un esqueleto de cuatro a cinco
N-acetil glucosaminas unidas por enlaces B-1,4, con varias decoraciones, y una N-acetilacion en el
extremo no reductor (Figura 1.4). Las sustituciones adicionales (metilo, fucosilo, acetilo, sulfato,
entre otras), junto con la longitud y grado de saturacién del grupo N-acilo, varian ampliamente entre
los factores Nod producidos por diferentes especies de rizobios. Estas decoraciones determinan la

especificidad de la interaccién entre la leguminosa y el rizobio (Oldroyd, 2013).
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Figura 1.4. Estructura de los factores Nod. (A) Estructura general de los lipoquitoligosacéridos (LCOs). (B)
Factor Nod producido por Rhizobium. EI nimero de glucosaminas en el esqueleto comun varia entre cuatro y
cinco. La sustitucion (R) varia segun la cepa de rizobio. (C) Factor Nod producido por Burkholderia tuberum
STM678. Figura modificada de Hirsch & Fujishige, 2012.

Los LCOs son responsables de inducir una serie de respuestas y modificaciones en la planta,
incluyendo la formacién de los nédulos donde se alojaran los bacteroides (Oldroyd, 2013; Hayat et
al., 2010). Los factores Nod activan la ruta de sefalizacién que lleva al establecimiento de la
simbiosis, dando lugar a oscilaciones de calcio. Estas oscilaciones se dan inicialmente en las células
vegetales epidérmicas, pero méas tarde también en las células corticales, previo a su colonizacion.
Los rizobios que se encuentran en la superficie de la raiz entran a la planta por un hilo de infeccion,
que se inicia con el enrollamiento de los pelos radicales. Los hilos de infeccion son invaginaciones
invasivas de las células de la planta que permiten la invasion de los rizobios a la raiz. El nicleo de
la célula vegetal se reubica, y una alineacion de los organelos, conocida como la zona de pre-

infeccion, predice la ruta del hilo de infeccidn. En algunos casos, los rizobios permanecen dentro de
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los hilos de infeccion, pero por lo general, las bacterias se liberan dentro de las células del nédulo.
En esta situacion, las bacterias pueden diferenciarse en un estado fijador de nitrégeno, conocido
como el bacteroide (Figura 1.5; Oldroyd, 2013).

Formacion del

Factor Nod

goooo Enrollamiento del pelo
ofpo0 Bacteria o radicular

Flavonoides —P(On & |u 0 Osulac!ones Hilo de pre-infeccién
Ve @ - de calcio

Figura 1.5. Formacion del hilo de infeccion y colonizacion de las células radicales. Imagen modificada de
Oldroyd, 2013.

1.4. Mejoramiento de la simbiosis: co-inoculacion con PGPRs

Muchas evidencias cientificas demuestran que el uso de una combinacion de microorganismos
beneficiosos, y que desarrollan diferentes mecanismos de promocion del crecimiento vegetal, tiene
un efecto aditivo o sinérgico sobre el crecimiento y el rendimiento de las plantas (Morel et al.,
2016). Nuevas evidencias también apoyan que la adicion de metabolitos secundarios microbianos a
las bioformulaciones puede aumentar la productividad agricola mejorando el desempefio de la

inoculacion (Morel et al., 2015).

Se ha constatado que es posible mejorar el proceso simbiético rizobio-leguminosa mediante la
inoculacion combinada (o co-inoculacion) con rizobios y otros PGPRs (Morel et al., 2012). Por
ejemplo, durante la co-inoculacion de alfalfa con S. meliloti y Azospirillum brasilense, este Gltimo
incrementa el exudado de los flavonoides producidos por la planta, lo cual redunda en un aumento
en la velocidad de nodulacion, el namero de nddulos por planta y el rendimiento vegetal (Itzigsohn
etal., 1993).

Otras PGPRs conocidas por su potencial como co-inoculante son algunas Pseudomonas spp.
(Marek-Kozaczuk et al., 2000), Azospirillum spp. (German et al., 2000; Burdman et al., 1997;
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Itzigsohn et al., 1993), Bacillus spp. (Camacho et al., 2001) y Delftia spp. (Morel et al., 2015;
Morel y Castro-Sowinski, 2013; Ubalde et al., 2012; Morel et al., 2011).

1.4.1. Delftia

Las bacterias del género Delftia son p-—Proteobacterias que pertenecen a la familia
Comamonadaceae (Wen et al., 1999). Existen cinco especies identificadas: D. acidovorans (Wen et
al., 1999), D. tsuruhatensis (Shigematsu et al., 2003), D. lacustris (Jargensen et al., 2009), D.
litopenaei (Chen et al., 2012) y D. deserti (Li et al., 2015). Entre los distintos aislamientos de
Delftia spp. se han descrito funciones tan variadas como la capacidad de degradar peptidoglucano
(Jargensen et al, 2009), y PET (tereftalatato de polietileno, Shigematsu et al., 2003), o de producir y
acumular poli B-hidroxibutirato (Chen et al., 2012).

Varias bacterias de este género son PGPRs, especificamente actuando como promotoras del
crecimiento de plantas de arroz (Han et al., 2005), canola (Berg, 2009) y algunas leguminosas
(Morel et al., 2015; Ubalde et al., 2012; Morel et al., 2011; Han et al., 2005). Estas bacterias son
capaces de fijar el nitrégeno atmosférico en vida libre, producir &cido indol acético (AIA) y
sider6foros, y cooperar durante la interaccion rizobio—leguminosa promoviendo el establecimiento
del proceso simbi6tico y el crecimiento vegetal (Morel et al., 2015; Ubalde et al., 2012; Morel et
al., 2011).

En particular, el aislamiento Delftia sp. JD2 promueve el crecimiento de alfalfa (Medicago sativa) y
trébol (Trifolium repens) cuando se co-inocula con los rizobios especificos para estas plantas
(Morel et al., 2011; Ubalde et al., 2012). Durante la co-inoculacion de alfalfa y trébol con rizobios y
JD2 se produce un aumento de la tasa de nodulacion y produccion de biomasa, comparado con la
inoculacion simple, tanto en ensayos llevados a cabo en condiciones in vitro como en invernaculo
(Morel et al., 2015; Ubalde et al., 2012; Morel et al., 2011). JD2 produce AIA vy sideréforos, y su
presencia induce un aumento en la produccion de flavonoides por parte de alfalfa, lo cual explicaria
la nodulacién temprana y el desarrollo de un mayor sistema radical en alfalfa. Por mas detalles
sobre los mecanismos de comunicacion entre los sinorizobios y JD2 con alfalfa ver Morel et al.
(2015).

Actualmente, existen disponibles en las bases de datos varios genomas de Delftia, incluyendo al de

la cepa JD2 (Morel et al., 2016) que sera objeto de estudio durante esta tesis.
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1.4.2. Biofertilizantes y formulaciones mixtas comerciales

Los PGPRs son microorganismos relevantes a nivel agronémico debido a que aumentan la
productividad vegetal a nivel de campo, y por consiguiente pueden ser utilizados como

biofertilizantes (Ramos Solano, 2000).

Se define como biofertilizantes a aquellos insumos formulados con uno 0 mas microorganismos
vivos, que aplicados sobre las semillas, la superficie de las plantas o en el suelo, colonizan la
rizésfera y/o el interior de la planta y promueven su crecimiento, por proporcionar 0 aumentar la

disponibilidad de nutrientes primarios para la planta hospedera (Vessey, 2003).

El uso de biofertilizantes a gran escala para implementar sistemas de produccion agricola
sustentables tiene grandes beneficios ya que constituye un medio para reducir insumos y mejorar la

cantidad y calidad de los recursos naturales.

Los efectos secundarios del uso de agroquimicos han generado gran preocupacion a nivel mundial,
por lo que hay un creciente interés en la mejora de las practicas agricolas, como lo es el uso de
biofertilizantes y la creacion de nuevas formulaciones beneficiosas. El estudio y compresion de
cuales son los efectos de estos productos parece ser de gran importancia tanto a nivel agricola como
ambiental. Estas estrategias pretenden ayudar a las précticas sostenibles y amigables con el
ambiente, fundamentales para la estabilidad y la productividad de los sistemas agricolas y los

ecosistemas naturales (Kennedy & Smith, 1995).

Las PGPR vy sus efectos beneficiosos sobre las plantas se explotan comercialmente y constituyen
una gran promesa para la agricultura sustentable (Podile & Kishore, 2006). Este tipo de estrategias
han sido y contintan siendo hoy investigadas para su aplicacion en la promocion del crecimiento y

desarrollo de plantas de maiz, trigo, cebada, colza, soja, hortalizas, etc. (Gray & Smith, 2005).

Existen en el mercado formulaciones mixtas que contienen mas de un microorganismo promotor,
aungue la mayoria de ellas no se han disefiado para leguminosas (Figueiredo et al., 2008). Uruguay
no cuenta con este tipo de formulaciones mixtas comerciales para leguminosas aungue si existen en
la region. Nitrasoil Argentina S.A., por ejemplo, produce un inoculante para soja, llamado “Bio-
Enhance”, que contiene a Bradyrhizobium japonicum y Azospirillum brasilense. Esta formulacion
estimula la produccién de sefiales quimicas entre la raiz y las bacterias en la rizésfera
(www.nitrasoil.com.ar). Por otro lado, Signum® es un bio-preparado desarrollado por Rizobacter

Argentina S.A., disefiado como generador de sefiales moleculares que activan de manera temprana
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procesos metabdlicos en las bacterias y las plantas, permitiendo maximizar el desarrollo de las
leguminosas (http://www.rizobacter.com.ar). Ademas que explotar a la bacteria per se, este Gltimo
preparado innovador explota a las sustancias que se secretan cuando la bacteria esta en contacto con
la planta. Los reportes sobre inoculantes a base de bacterias del género Delftia se resumen, hasta
donde conocemos, solo a BIOBOOST, una marca registrada de LALLEMAND
(BRETTYOUNG™, www.brettyoung.ca).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

Es posible mejorar algunas de las caracteristicas asociadas al proceso simbidtico entre los
bradyrizobios del inoculante comercial y las plantas de soja, mediante el uso combinado del

inoculante y Delftia sp. JD2.

Por ello proponemos que la co-inoculacion de las semillas de soja con Delftia sp. JD2 y B. elkani
U1301 y U1302 mejora la nodulacion y la productividad de las plantas, en relacion a la inoculacion
de semillas solo con B. elkani U1301 y U1302. La presencia de algunos metabolitos secundarios en
las raices y parte aérea de la planta explicaria, al menos en parte, el efecto positivo en el crecimiento

y desarrollo de las plantas de soja.

2.2. Objetivo general

Conocer la respuesta de las plantas de soja frente a la co-inoculacion con Bradyrhizobium elkanii y
Delftia sp.

2.3. Objetivos especificos

Conocer el efecto de la co-inoculacion sobre:
- la cinética de nodulacién en condiciones in vitro
- la produccion de soja en términos de nodulacion y peso seco de biomasa (nddulos, raices y
parte aérea) bajo condiciones de invernaculo

- el rendimiento en grano del cultivo de soja bajo condiciones de invernaculo

Analizar el perfil de algunos metabolitos producidos en los diferentes 6rganos vegetales, asi como

los cambios en su composicion y cantidad.

Correlacionar el estado fisiol6gico (composicion en metabolitos) y el desarrollo de las plantas.
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3. CAPITULO |

“Efecto de la co-inoculacion con B. elkanii y Delftia sp. JD2 sobre el
rendimiento y nodulacion del cultivo de soja”

El uso combinado de microorganismos beneficiosos tiene un efecto sinérgico sobre el crecimiento y
el rendimiento de las plantas (Morel et al., 2016). En base a los antecedentes reportados sobre el
potencial de Delftia sp. JD2 como cepa promotora del crecimiento vegetal, se disefié una estrategia
experimental basada en ensayos de promocion de crecimiento vegetal para determinar los efectos
del uso combinado de JD2 y bradyrizobios sobre la productividad de soja (Ver Objetivo General 1).
Por un lado, se realizaron ensayos con plantas crecidas in vitro, en condiciones controladas de
temperatura y luz, y en medio semisolido libre de nitrégeno. Estos ensayos sirvieron para evaluar el
efecto de JD2 sobre la nodulacion de las plantas en los primeros estadios de desarrollo vegetativo.
Por otro lado, se llevaron a cabo ensayos con plantas crecidas en invernaculo, en un sustrato no
estéril y con bajo contenido de nitrégeno. Estos ensayos sirvieron para evaluar el crecimiento
vegetal en condiciones mas cercanas a las que ocurren naturalmente a campo y en estadios
vegetativos y reproductivos de crecimiento. Asimismo, los ensayos de invernaculo permitieron
evaluar el efecto de la co-inoculacién sobre el rendimiento en granos de las plantas. Los ensayos de
promocion del crecimiento y nodulacion se describen al detalle a continuacion, en la seccion de

Materiales y métodos.
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3.1. Materiales y métodos

3.1.1. Cepas bacterianas y material vegetal

Las cepas bacterianas utilizadas fueron Delftia sp. JD2 (Morel et al., 2011) y Bradyrhizobium
elkanii U1301 y U1302 (Campos et al., 2001; Tabla 3.1). Estos ultimos forman parte de la
formulacion comercial nacional LIKUIQ para soja. LIKUIQ es producido y comercializado por la
empresa Lage y Cia S.A. (www.lageycia.com) y contiene una concentracion inicial de
bradyrizobios de 5x10° UFC/mL de inoculante segin las exigencias del MGAP para su registro
(MGAP-DGSA, 2017. Proteocolo técnico para registro de inoculantes). La cepa JD2 fue aislada
de suelo por nuestro grupo de laboratorio (Morel et al., 2011), la misma se conservé en glicerol al
20% a -80°C hasta su uso.

Tabla 3.1. Denominacién y origen de las cepas empleadas

Cepa Denominacion y origen
Bradyrhizobium elkanii U1301* SEMIA 587 (Brasil)
Bradyrhizobium elkanii U1302*  SEMIA 5019; IAC 29W; U-732 (Brasil)

Delftia sp. JD2 Morel et al., 2011 (Uruguay)

*Formulacion comercial: mezcla de B. elkanii U1301 y U1302

Como material vegetal se emplearon semillas de soja de la variedad GE 590ci, suministradas por la
empresa Lage y Cia S.A. Esta variedad es un cultivar de ciclo largo (ciclo V) de origen argentino

(inase.org.uy).

3.1.2. Ensayo de promocidn de crecimiento de soja en condiciones in vitro

3.1.2.1. Desinfeccion y germinacion de semillas

Las semillas de soja se lavaron con agua destilada estéril en agitacion por 1 min y se incubaron en
hipoclorito de sodio (NaClO) al 2%, durante 15 min y 200 rpm. Luego de repetidos lavados con
agua estéril, las semillas se incubaron por 15-20 min en agua estéril para permitir su hidratacién.
Posteriormente, se dejaron germinar en placas conteniendo agar/agua (0,8%) durante 48 ha 30°C y

oscuridad.

3.1.2.2. Siembra de semillas en condiciones gnotobidticas
Las semillas de soja, desinfectadas y germinadas, se sembraron en probetas de vidrio de 500 mL

conteniendo 450 ml de solucién mineral estéril libre de nitrdgeno (Somesagaran & Hoben, 1985) y
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agar al 0,8% (Sigma; A 9799, agar con bajo contenido de nitrégeno, especifico para el cultivo de
plantas), a razon de una semilla por probeta. El disefio del sistema en medio semi-solido se basé en

la metodologia empleada por Hungria et al. (1994).

3.1.2.3. Inoculacion de semillas

Se preparé un pre-indculo de Delftia sp. JD2 transfiriendo 50 ul de la suspension bacteriana
almacenada en glicerol a 5 mL de medio TY (ver Anexo). El pre-indculo se incub6 en agitacion
(200 rpm) a 30 °C por 24 h.

Para la preparacion del indculo de JD2, se transfirieron 500uL del cultivo fresco de JD2 a un
Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 50 mL de medio TY y se incub6 en agitacion a 30 °C por 24 h.
Las células se colectaron mediante centrifugacion durante 10 min a 10.000 rpm y 4 °C. El pellet
celular se suspendié en buffer fosfato 50 mM, pH 7, hasta obtener una densidad Optica de 0,005 a
620 nm (aproximadamente 10" UFC/mL).

El indculo de B. elkanii se prepard a partir del inoculante comercial LIKUIQ (concentracion inicial
de 5x10° UFC de bradyrizobios/mL de inoculate). Las células se colectaron mediante centrifugacion
durante 10 min a 10.000 rpm a 4 °C. El pellet celular se suspendié en buffer fosfato 50 mM, pH 7,

hasta obtener una densidad 6ptica de 0,05 a 620 nm (aproximadamente 108 UFC/mL).

Los tratamientos realizados de inoculacion se detallan en la Tabla 3.2. La inoculacion se realiz
directamente sobre las semillas pre-germinadas. Se inocul6 100 pL de suspension bacteriana de JD2
(10" UFC/mL) por semilla para los tratamientos JD2 y COINO y 100 pL de suspension bacteriana
LIKUIQ (10° UFC/mL) por semilla, para los tratamientos RHZ y COINO (Tabla 3.2). Las
concentraciones bacterianas finales de inoculacién fueron del orden de 10" UFC inoculadas sobre
semilla para B. elkanii y 10° UFC inoculadas sobre semilla para Delftia JD2 (concentracion de JD2
Optima para la promocion del crecimiento de alfalfa segin Morel et al., 2011). Para el tratamiento

control, las semillas recibieron 100 pL de buffer fosfato 50 mM, pH 7.

Las plantas se incubaron durante 30 dias en cuarto de plantas a 26 °C, bajo un fotoperiodo de 16 h
de luz y 8 h de oscuridad. La luz se suministré a través de tres tubos “Gro-lux” (Gro-luxTM,
Sylvania). Se realizaron tres repeticiones del esanyo en las mismas condiciones con 10 tubos por

tratamiento cadas ensayo (10 plantas).
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Tabla 3.2. Tratamientos ensayados e inoculacion de microorganismos sobre semilla en condiones in vitro

Denominacién Microorganismo Descrincion
de tratamiento inoculado P
control sin microorganismos Control negativo: semillas sin inocular
JD2 Delftia sp. JD2 Semilla inoculada con 10° UFC de JD2
- . R - - 7
RHZ B. elkanii U1301 - U1302 Control positivo: semilla inoculada con 10° UFC de

bradyrizobios (Inoculante comercial)

B. elkanii U1301- U1302 +  Semilla inoculada con 10" UFC de bradyrizobios + 10°

COING Delftia JD2 UFC de JD2

3.1.2.4. Cinética de nodulacion
Se realizaron recuentos diarios de nodulos en raiz principal y en raices secundarias durante los 30
dias. Con la informacion obtenida se realizaron curvas de nodulacion (nimero de nddulos por

planta en funcién de los dias post-inoculacién).

3.1.2.5. Produccion de biomasa aérea y radical
Al final del periodo de evaluacion se separé la parte aérea (tallos y hojas) de la radical y se registro
la longitud de parte aérea en cm. Luego se secé la parte aérea a 60 °C hasta peso constante y se

determind el peso seco aéreo por planta.

3.1.3. Ensayo de promocién de crecimiento de soja en condiciones de
invernaculo. Disefio experimental

3.1.3.1. Preparacion de macetas, desinfeccion y siembra de semillas

Los ensayos en invernéculo se realizaron con un disefio completamente al azar, con 50 plantas por
tratamiento. Se utilizaron macetas de plastico conteniendo 5 Kg de sustrato para las plantas que se
analizarian en los estadios vegetativos y reproductivos, y 8 Kg de sustrato para las plantas que
alcanzarian la madurez fisioldgica. El sustrato consistié en una mezcla de tierra:arena:vermiculita

en una proporcion 2:2:1. Se empled tierra negra con bajo contenido de nitrégeno (10 ppm,
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determinado por el Laboratorio de analisis de suelo CampoLab), arena de rio y vermiculita de grano

fino.

Las semillas se desinfectaron como se describi6 en el punto 3.1.2.1. Se sembraron tres semillas

desinfectadas por maceta, directamente en el sustrato, y a una profundidad de 2 cm de la superficie.

3.1.3.2. Inoculacion y condiciones de crecimiento

Las semillas se inocularon de la misma forma que se describi6 en el punto 3.1.2.3 y se realizaron

los mismos tratamientos descriptos en la Tabla 3.2.

A los 10 dias desde la siembra se realiz6 un raleo. Se selecciond una de las tres plantulas en base al
estado fisioldgico aparente y el mejor establecimiento de la planta, y se descartd el resto. Las
plantas crecieron en condiciones de invernaculo, con un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad
controlado utilizando tubos “Gro-lux” (Gro-luxTM, Sylvania). La temperatura oscilé entre 10-30
°C a lo largo del cultivo. Durante el ciclo del cultivo, las plantas se regaron cada tres dias y de
forma alternada con aproximadamente 250 mL (capacidad de campo) de medio Jensen (ver Anexo)
diluido al décimo, solucidén de hiperfosfato (1g/L), y agua corriente. El ensayo se realizd por
completo tres veces.

3.1.3.3. Toma de muestras

Las plantas se cosecharon en tres estadios de desarrollo: V4, o de cuarto nudo, aproximadamente a
los 30 dias post-siembra; R2, o floracion completa, aproximadamente 80 dias post siembra y; MF, o
madurez fisioldgica, a los 180 dias post-siembra, aproximadamente. En los dos primeros estadios de
muestreo se tomaron 10 plantas por cada tratamiento para la determinacion de produccién de
biomasa seca. En el estadio MF se tomaron 10 plantas por tratamiento, para cuantificar el

rendimiento en grano.

3.1.3.4. Determinacion de biomasa seca y nodulacion

Al momento de la cosecha se corto la parte aérea de las plantas y se determind la longitud del tallo
principal en cm. Posteriormente, se determiné el peso fresco y el peso seco en g tanto de la parte
aérea como de la parte radical. Para determinar la biomasa seca las plantas se secaron a 60 °C hasta

peso constante.
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En las plantas que recibieron inoculacién con los bradyrizobios, los nédulos se separaron de la raiz
y se clasificaron y contaron como ndédulos de raiz principal (NP) o de raices secundarias (NS).

Luego se secaron para determinar su [PESO SECO.

Cuando las plantas alcanzaron la MF, se determiné el rendimiento en grano. Se determind el peso
seco de la parte aéra, asi como el nimero, peso y largo de vainas, y el nimero y peso de granos. Se
determiné ademas el indice de cosecha (IC) como la relacion entre el rendimiento del producto que
se cosecha (granos) y la biomasa aérea total (parte aérea total incluyendo los granos) segun describi
Koester et al. (2014).

3.1.4. Andlisis estadistico

Los datos se sometieron a analisis estadistico univariado (ANOVA) en algunos casos con p-valor <
0,1 y p-valor <0,05 en otros, segin como se indica en cada caso. En caso de obtener diferencias
significativas, los tratamientos se compararon empleando el test de Tukey. En aquellos casos en que
el conjunto de datos no mostraron distribucion normal u homogeneidad de varianza, se aplicaron
pruebas no paramétricas a los datos (Kruskal Wallis). Se utiliz6 el paquete estadistico PAST

software versién 1.56 (Hammer et al., 2001).
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3.2. Resultados

3.2.1. Ensayo de promocidn de crecimiento de soja en condiciones in vitro

El inicio de la nodulacién de las plantas inoculadas con bradyrizobios en los ensayos in vitro se
regstro entre los dias 7 y 11 luego de la inoculacién. Las tres repeticiones del ensayo in vitro
mostraron una cinética con la misma tendencia. Por lo tanto, a continuacién se muestran los
resultados de uno de los ensayos. En la Figura 3.1 se muestra el sistema disefiado para el desarrollo

de los ensayos in vitro, asi como la apariencia de las plantas que se desarrollan en este sistema.

Figura 3.1. Plantas de soja crecidas en condiciones in vitro en medio mineral (Somesagaran & Hoben, 1985)
estéril, libre de nitrégeno. Temperatura: 26°C. Fotoperiodo: 16/8 luz/oscuridad.

3.2.1.1. Cinética de nodulacion

Los primeros nddulos se observaron a los 7 dias de la inoculacién de las plantas, tanto para los
tratamientos RHZ, como COINO, mientras que en los tratamientos control y JD2 no se observd
nodulacién, tal como era esperado. El nimero de nddulos totales por planta fue mayor en las plantas
co-inoculadas, desde el inicio de la nodulacion hasta el momento de la cosecha, comparado con las
plantas que recibieron inoculacion simple (Figura 3.2). Es importante resaltar que el comienzo de la
nodulacién se observo entre los dias 7 y 11 post inoculacion, dependiendo de la repeticidon del

ensayo. En la Figura 3.2 se muestra la cinética de nodulacion.
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Figura 3.2. Cinética de nodulacién de plantas crecidas en condiciones in vitro. Plantas de soja inoculadas
s6lo con los bradyrizobios del inoculante comercial (¢, RHZ) y plantas co-inoculadas con los bradyrizobios
del inoculante comercial y Delftia sp. JD2 (A, COINO). Como controles se utilizaron plantas inoculadas
solo con Delftia sp. JD2 (¥, JD2) y plantas sin inocular tratadas con buffer fosfato de sodio 50mM pH 7 (e,

control). (A) NUmero de ndédulos totales por planta (NN totales/planta); (B) NUmero de nddulos en raiz
principal por planta (NNP/planta); (C) Numero de nddulos en raices secundarias por planta (NNS/planta).

DDI (dias después de la inoculacion)

A los 20 dias de la inoculacion se encontrd que el nimero de nddulos en la raiz principal se duplicd
en plantas del tratamiento COINO, comparado con plantas del tratamiento RHZ. Mientras que el
namero de nddulos en raiz principal de las plantas del tratamiento RHZ se mantuvo constante a
partir de los 15 dias de inoculacién, el nimero de nédulos en las plantas COINO se mantuvo

constante a partir de los 20 dias de la co-inoculacion (Figura 3.2 B).
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Esta desaceleracién en la velocidad de nodulacion se explicaria por el equilibrio costo/beneficio de
la FBN que la planta establece. Si bien la FBN en los nddulos es beneficiosa para la planta, le
insume un alto costo energético. Esta claro que por ello la planta regula cuidadosamente este
proceso y lo hace a multiples niveles. Uno de ellos es a través de la regulacion del nimero de
nddulos (Ding & Oldrayd, 2009).

El aumento del nimero de nddulos por raiz en plantas co-inoculadas con JD2 y los bradyrizobios
podria explicarse por la accién de las auxinas, principalmente por el AlA producido por la Delftia.
Cabe destacar que la aplicacién de niveles bajos de auxinas promueve la nodulacion, mientras que
altos niveles la inhibirian, sugiriendo que existe una concentracion Optima de auxina para estimular
este proceso (Glick, 2012). En este entendido, JD2 podria mejorar la nodulacién a través de la

secrecion de bajos y adecuados niveles de AlA.

A diferencia de lo observado con el nimero de nddulos en raiz principal, la diferencia en el nimero
de nddulos en raices secundarias fue menor entre los tratamientos RHZ y COINO. Igualmente, las
plantas del tratamiento COINO alcanzaron un namero de nédulos mayor a partir del dia 13,

llegando a 16 n6dulos por planta al momento de la cosecha (Figura 3.2 C).

Los resultados obtenidos muestran que la nodulacién mejor6 cuando las plantas de soja se co-
inocularon con B. elkanii y Delftia sp. JD2, en comparacion con la inoculacion simple. Esta mejora
en la nodulacién, debido a la co-inoculacion con Delftia JD2 y S. meliloti, ya habia sido reportada
para plantas de alfalfa y trébol (Morel et al., 2011; Ubalde et al., 2012). En conjunto, lo resultados
sugieren que existe un efecto positivo de la co-inoculacién con JD2 sobre las asociaciones rizobio-

leguminosa.

3.2.1.2. Produccion de biomasa seca aérea

Se observé un incremento del 54% en la longitud de la parte aérea en las plantas co-inoculadas en
relacion a la inoculacion simple (Tabla 3.3). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en la longitud de la parte aérea de los tratamientos COINO y JD2, con respecto a las

plantas del tratamiento control (Tabla 3.3).

El peso seco de la parte aérea de las plantas del tratamiento COINO también se increment6 un 54%
con respecto a las plantas del tratamiento RHZ (Tabla 3.3). A pesar del mayor valor medio, el peso
seco de la parte aérea en plantas COINO vy el resto de los tratamientos no mostraron diferencias

significativas.
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Tabla 3.3. Produccién de biomasa aéra en condiciones in vitro.

Traramiento Longitud de PA PS de PA

Control 5277 (a) 204 + 37 (a)
JD2 48 + 3,5 (ab) 179 + 31 (ab)
RHZ 37 £14 (b) 151 51 (b)

COINO 57+6,0 (a) 232 £ 40 (ab)

Longitud de parte aérea (PA) por planta en cm. Peso seco (PS) de parte aérea por planta en mg. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,1). Control: semillas sin inocular. JD2:

semillas inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2. RHZ: semillas inoculadas con 10" UFC con B. elkanii U1301-
U1302. COINO: semillas co-inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2 + 107 UFC con B. elkanii U1301-U1302.

La produccién de biomasa aérea se relaciona proporcionalmente con la tasa de crecimiento ya que
ambos pardmetros dependen de la capacidad de la captacion de luz y por tanto con la capacidad
fotosintética, asi como también con la FBN (Pérez - Amaro et al., 2004; Salvagiotti et al., 2008). La
mayor produccion vegetal en plantas co-inoculadas (Tabla 3.3) estaria en concordancia con los
resultados en términos de la velocidad de nodulacion. Los nédulos de la raiz principal se consideran
los mas eficientes en términos de fijacion de nitrégeno, lo que se relacionaria con la mayor longitud
y peso seco de parte aérea de las plantas co-inoculadas.

A medida que la cantidad de nitrégeno fijado aumenta, existe un mayor nimero de aminoacidos
disponibles para la sintesis de proteinas, contribuyendo asi al crecimiento y desarrollo de la planta,
incrementando entre otros factores, la superficie de la planta con funcion fotosintética (Hernandez,
2002). Segln los parametros analizados al momento, la informacion indica que las plantas del
tratamiento COINO presentan una mayor produccion de biomasa que las plantas del tratamiento
RHZ.

3.2.2. Ensayo de promocion de crecimiento de soja en condiciones de
invernaculo

Con el fin de determinar elefecto de la co-inoculacién B. elkanii y Delftia sp. JD2 sobre la
produccion de biomasa seca y rendimiento de plantas de soja, se llevaron a cabo ensayos en
condiciones de invernaculo como una aproximacién a las condiciones ambientales naturales en las

que se desarrolla el cultivo de soja en el campo.
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3.2.2.1. Produccion de biomasa y nodulacion
Estadio V4

Aproximadamente a los 30 dias desde la inoculacidn, las plantas alcanzaron el estadio de cuarto
nudo (V4) en las tres repeticiones ensayadas. En este estadio las Unicas plantas que presentaron
nodulos fueron las plantas co-inoculadas, sugiriendo una nodulacién temprana. Estas plantas s6lo
presentaron nddulos en las raices secundarias (Figura 3.4 B). Los nddulos fueron muy pequefios y
dificiles de extraer desde la raiz, por ello, para este estadio no se realizaron estudios de parametros
de nodulacion, y solo se registro la nodulacion temprana. En la Figura 3.4 se muestra el aspecto de

las plantas en estadio V4.

(B)
(A) ) » | B \

i3
RHZ COINO

Figura 3.4. Aspecto de las plantas en estadio V4 (30 dias despues de la inoculacién) en condiciones de
inverndculo. (A) Apectos de plantas correspondientes al tratamiento RHZ y COINO. (B) Parte radical de
plantas del tratamiento COINO.

Las plantas del tratamiento COINO alcanzaron un largo de la parte aérea un 35% mayor que las
plantas del tratamiento RHZ sugiriendo un efecto positivo de la co-inoculacién en este parametro
del crecimiento vegetal (Tabla 3.4). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la
longitud de la parte aéra entre las plantas COINO y control. Asimismo, y a pesar de observarse en el
tratamiento COINO un 18% de aumento en el peso seco de la parte aéra respecto al tratamiento

RHZ, tampoco existieron diferencias significativas entre tratamientos (Tabla 3.4).
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Tabla 3.4. Variables de produccién de biomasa de plantas en estadio V4 (30 dias despues de la inoculacién)
en condiciones de invernaculo.

Tratamiento Longitud de PA PS de PA PS de PR
Control 34 +5 (ab) 675+91 (a) 196+ 37 (bc)
JD2 30 + 4 (bc) 690 + 107 (a) 206 + 40 (ab)

RHZ 26 £3(c) 657+130(a) 143 +45(c)

COINO 35+3(a) 773+183(a) 257 +£39 (a)

Longitud de parte aérea (PA) en cm. Peso seco (PS) de parte aérea (PA) en mg. Peso seco de parte radical
(PR) en mg. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,1). Control: semillas
sin inocular. JD2: semillas inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2. RHZ: semillas inoculadas con 10" UFC con B.
elkanii U1301-U1302. COINO: semillas co-inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2 + 10" UFC con B. elkanii U1301-
U1302.

Se observé un efecto positivo de la co-inoculaciéon en otros parametros relacionados con la
produccidon vegetal. La biomasa seca radical fue significativamente mayor (79%) para plantas del
tratamiento COINO con respecto al RHZ (Tabla 3.4). La inoculacion simple con JD2 no aumento el
peso seco de la parte aérea pero si aumentd significativamente el peso seco de las raices en un 45%
en comparacion a la inoculacion con bradyrizobios, lo que sugiere un efecto directo de JD2 sobre
las raices de soja. Este comportamiento de Delftia sp. JD2 sobre las raices ya habia sido demostrado
en plantas de alfalfa (Morel et al., 2015). La produccion de AIA por parte de JD2 justificaria este
resultado. ElI AIA induce el aumento del volumen radical de la planta, incrementando asi la

superficie de absorcion de nutrientes.

Al igual que los resultados obtenidos en los ensayos in vitro (ver Tabla 3.3), los parametros
analizados en el tratamiento control fueron mayores o similares a los del tratamiento RHZ. Esto
podria explicarse por el gasto energético que las plantas inoculadas estarian realizando para
establecer los nddulos y que aparentemente estaria retrasando su desarrollo. Este fenémeno podria
explicarse porque durante al inicio del proceso simbidtico las plantas del tratamiento RHZ
requeriria mas energia de la planta huésped (utilizada en el establecimiento del n6dulo), y la fijacion
de nitrogeno suele ser débil durante este periodo para plantas de soja en estas condiciones (Yuan et
al., 2017).
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Estadio R2

Las plantas llegaron al estadio reproductivo de floracion (R2) a los 100 dias de la inoculacion
(Figura 3.5). Para el estudio del efecto de la co-inoculacion sobre el crecimiento de soja en R2 se

midieron las mismas variables que para el estadio V4.

Figura 3.5. Plantas de soja al inicio de la floracion, estadio reproductivo R2 (100 dias después de la
inoculacion) en crecidas en condiciones de invernaculo.

Durante la floracion sélo se detectaron diferencias significativas en la longitud de parte aérea entre
los tratamientos control y COINO. Los valores medios en la longitud de la parte aérea de las plantas
co-inoculadas fueron 16% mayores respecto a las plantas inoculadas con bradyrizobios (Tabla 3.4.).

Tabla 3.4. Variables de produccion de biomasa de plantas en estadio R2 (100 dias después de la inoculacién)
en condiciones de invernaculo.

Tratamientos Longitud de PA PS de PA PS de PR
Control 39+ 11 (b) 4294 + 860 (b) 1764 +662 (a)
JD2 40 + 10 (ab) 4586 + 490 (b) 2002 + 453 (a)
RHZ 44 +7 (ab) 5772 £1020 (a) 1917 +619 (a)
COINO 51+8(a) 5997 +690 (a) 1714 £ 842 (a)

Longitud de parte aérea (PA) en cm. Peso seco (PS) de parte aérea (PA) en mg. Peso seco de parte radical
(PR) en mg. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,1). Control: semillas
sin inocular. JD2: semillas inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2. RHZ: semillas inoculadas con 10" UFC con B.
elkanii U1301-U1302. COINO: semillas co-inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2 + 107 UFC con B. elkanii U1301-
U1302.
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Por otra parte, tampoco se detectaron diferencias significativas en el peso seco de la parte aérea ni
de parte radical entre los tratamientos, aunque se detecté un incremento del 4% del peso seco de la

parte aérea en las plantas co-inoculadas, con respecto a las plantas del tratamiento RHZ (Tabla 3.4).

Durante este estadio se detectaron nédulos en todas aquellas plantas inoculadas con bradyrizobios,
tanto para el tratamiento COINO como para RHZ (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Nimero y peso seco de nodulos expresados en mg de plantas en estadio R2 (100 dias después de la
inoculacion) crecidas en condiciones de invernaculo.

Tratamiento NNP/planta PS NP/planta NNS/planta PS NS/planta

RHZ 10 (a) 27,0 (b) 74 (a) 236 (a)

COINO 5 (b) 46,3 (a) 53 (b) 246 (a)

NNP: nimero de nédulos en raiz principal. PSNP: peso seco de nddulos de raiz principal. NNS: nimero de nddulos en
raices secundarias. PSNS: peso seco de nédulos en raices secundarias. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre los tratamientos (p<0,1). RHZ: semillas inoculadas con 107 UFC con B. elkanii U1301-U1302. COINO: semillas co-
inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2 + 10" UFC con B. elkanii U1301-U1302.

Al ser la simbiosis un fenémeno tan complejo, la nodulacién de las leguminosas se encuentra
influenciada por un gran nimero de factores ambientales, asi como también por los factores
genéticos propios de ambos simbiontes, entre otros (Ferguson et al., 2010). En las leguminosas
anuales, como la soja, la tasa de FBN varia a lo largo del ciclo del cultivo. En los estadios
vegetativos la FBN es muy baja, momento en el cual son méas importantes los aportes de nitrégeno
desde el suelo. No obstante, es la etapa mas critica para la formacion de nédulos (Yuan et al.,
2017). Los nddulos comienzan a fijar nitrégeno cuando se expresa la leghemoglobina, y esta
actividad aumenta gradualmente hasta obtener la mayor tasa de FBN en el comienzo de las etapas
reproductivas (floracion y fructificacion), coincidiendo con el momento de mayor demanda de

nitrgeno por parte de la planta (Yuan et al., 2017).

A pesar de que el nimero de nédulos en la raiz principal y en las raices secundarias, fue menor en
plantas co-inoculadas, los nddulos fueron de significativamente mas pesados que los encontrados
en el tratamiento RHZ. Esta diferencia se reflejé en el peso seco tanto de los ndédulos en raiz

principal como en raices secundaris. (Tabla 3.5).

40



Estadio MF

A los 180 dias de inoculacion las plantas alcanzaron el estadio de madurez fisiol6gica completa. En
la Figura 3.9 se puede observar el aspecto de las plantas al momento de la cosecha en el estadio de
MF.

Figura 3.9. Plantas en estadio de madurez fisioldgica (MF, 180 dias después de la inoculacion) en
condiciones de invernaculo. (A) Inicio del estadio de fructificacion. (B) Etapa de cosecha; las plantas se
encuentran en proceso de senescencia.

El periodo de senescencia es el ltimo estadio en el desarrollo de la planta, caracterizado por el la
desintegracion celular, que finaliza con la muerte de células, tejidos y 6rganos. Luego del estadio
reproductivo R5, la tasa de FBN disminuye hasta hacerse totalmente nula justo antes de la madurez
fisiologica (MF). Este fendmeno ocurre porque la planta destina gran cantidad de esqueletos
carbonados (fuente de energia para los rizobios) a la produccion de granos. La tasa de FBN se
debilita gradualmente desde el momento que la planta arriba a la etapa de formacion de vainas, y en
la etapa de cosecha, los nédulos senescen y son casi incapaces de fijar nitrogeno (Yuan et al.,
2017). Esto justifica la apariencia de los nddulos en todas las plantas inoculadas con bradyrizobios
al momento de la cosecha. En el estadio de MF las raices se observaron completamente

desintegradas y los nédulos tenian una apariencia vacia.
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Por lo anteriormente expuesto, en el estadio de MF, solo se realizaron determinaciones en la parte

aérea. El rendimiento del cultivo se determind como el rendimiento en grano (tamafio y produccion)
que es el pardmetro de importancia desde el punto de vista agrondmico (Figura 3.10).
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Figura 3.10. Vainas obtenidas a los 180 dias luego de la siembra de plantas crecidas en condiciones de
invernaculo. Las fotos son ilustrativas y no se muestran en la misma escala de tamafio.

Al momento de la cosecha no se observaron diferencias significativas en el nimero de granos por
planta, en el nimero de grano por vaina, ni el tamafio de las vainas (Tabla 3.6). En base al peso

fresco de los granos por planta y al peso total de las plantas, se calcul6 el indice de cosecha,
detectandose en sus valores diferencias significativas (Tabla 3.6).

Los resultados muestran que el indice de cosecha aumentd un 47% en plantas del tratamiento
COINO respecto a las plantas bajo inoculacién simple (Tabla 3.6) sugiriendo el efecto positivo de

la co-inoculacioén en el parametro productivo de mayor relevancia en los cultivos de soja.

Por otro lado, las plantas inoculadas con JD2 mostraron mayores valores de rendimiento en grano
que las plantas RHZ (Tabla 3.6), sugiriendo que en las condiciones analizadas la inoculacion simple
con JD2 tendria un efecto positivo en el rendimiento en grano, cuando se lo compara con la
inoculacion con los bradyrizobios del inoculante comercial.
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Tabla 3.6. Parametros estimados en plantas en estadio MF (180 dias después de la siembra). El indice de
cosecha (IC) se calcula como la relacién entre el peso fresco (PF) de los granos y el PF de la biomasa aérea.

] Ndmero de NUimerode  Largo de PF de PF de biomasa
Tratamiento . ] IC
granos/planta grano/vaina vaina (cm) grano/planta (g) aérea/planta (g)
CONTROL 15 (a) 2.35(a) 3.60 (a) 0.570 (b) 13.57 (a) 0.042 (c)
JD2 18 (a) 2.21 (a) 3.72 (a) 0.563 (b) 9.937 (a) 0.057 (b)
RHZ 13 (a) 2.15 (a) 3.62 (a) 0.605 (b) 12.93 (a) 0.047 (c)
COINO 12 (a) 2.17 (a) 3.67 (a) 0.795 (a) 11.57 (a) 0.069 (a)

Control: semillas sin inocular. JD2: semillas inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2. RHZ: semillas inoculadas con
107 UFC con B. elkanii U1301-U1302. COINO: semillas co-inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2 + 10° UFC con B.
elkanii U1301-U1302. Diferentes letras entre paréntesis indican diferencias significativas entre tratamientos para cada
columna (p<0,05).

El efecto de la inoculacién con microorganismos fijadores de nitrégeno, asi como el efecto
sinérgico de la co-inoculacion con rizobios y Delftia JD2 estan ya confirmados y reportados en
leguminosas diferentes a la soja (Morel et al., 2015; Morel et al, 2012; Ubalde et al., 2012). En
experimentos de inoculacién realizados en trébol se demostré que la inoculacién solo con
aislamientos de Delftia spp. aumenta significativamente la biomasa vegetal, hasta valores similares
a los obtenidos cuando se inocula con Rhizobium leguminosarum bv trifolii U204 (Ubalde et al.,
2012). También se ha reportado que JD2 puede funcionar como una bacteria colaboradora (o
“helper”) de los rizobios durante la co-inoculacion de alfalfa y trébol en condiciones gnotobidticas,
mejorando asi la produccién de biomasa de las plantas (Morel et al., 2015; Ubalde et al., 2012;
Morel et al, 2011).

Segln los resultados obtenidos en los ensayos realizados in vitro y en invernaculo, la co-
inoculacion con B. elkanii U301 y U1302 y Delftia JD2 podria ofrecer mayores ventajas en
términos de nodulacién, que el inoculante comercial tradicional, lo que se traduciria mas tarde en

una mayor produccién de grano.
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4. CAPITULO Il

“Estudio de la respuesta de la planta de soja a la co-inoculacién con B.
elkanii y Delftia sp. JD2, mediante una aproximacion metabolomica”

El objetivo de este capitulo pretende comprender el intercambio de sefiales, 0 comunicacién entre
los microorganismos y las plantas. Este es un proceso complejo que involucra cambios drasticos
tanto en el metabolismo de las bacterias como de las células vegetales. Entre otros cambios, durante
la FBN, el metabolismo vegetal debe cambiar para proporcionar a los rizobios fuentes de carbono,
generar poder reductor para la sintesis de ATP y responder a la provision de nitrégeno fijado por el

simbionte.

Para comprender este proceso es importante conocer los compuestos implicados en el
reconocimiento microorganismo-planta, el metabolismo del carbono y del nitrégeno de ambas
partes, las respuestas de defensa de la planta, el intercambio de nutrientes y la transduccién de
sefiales. Resulta importante entonces conocer el perfil de metabolitos producidos por los

microorganismos y la planta frente a la infeccion microbiana.

Entre los enfoques “émicos”, la metabolomica ofrece una visién completa de los metabolitos que
participan en diferentes eventos celulares, lo que representa el estado fisioldgico absoluto de una
célula u organismo (Kumar et al., 2017). El anélisis metabolémico involucra la identificacion y
cuantificacion de metabolitos de bajo peso molecular en un organismo, en una etapa del desarrollo
particular de un drgano, tejido o célula especifica, conectando asi la actividad bioquimica celular

con el fenotipo del organismo en ese momento dado (Pandey et al., 2016).

Las herramientas mas utilizadas para el estudio metabolémico son la resonancia magnética nuclear
(RMN) y las espectrometria de masa (MS) (Sumner et al., 2003). La RMN es un método no
destructivo ampliamente utilizado para identificar metabolitos con un peso molecular menor a 50
kDa (Winning et al., 2009). Sin embargo, la escasa sensibilidad de esta técnica plantea una
limitacion importante. A diferencia de la RMN, la mayor sensibilidad de la MS permite su uso méas
extenso (Glinski et al., 2006). La combinacion de varias técnicas analiticas que generalmente

consisten en métodos de separacion acoplados a MS, permite obtener una amplia cobertura de la

44


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5545584/#B333

variedad de metabolitos que produce un organismo (Arbona et al., 2013). Los métodos de
separacion aplicados generalmente son la cromatografia de gases (GC) y la cromatografia liquida
(LC).

Sin ahondar en las diferencias entre estos métodos, la GC-MS permite la identificacion y
cuantificacion de un gran nimero de metabolitos termo estables (Doerfler et al., 2013; Halket et al.,
2005), mientras que la LC-MS permite detectar un rango mas amplio de metabolitos, sobretodo no-
volatiles y/o termolabiles (Doerfler et al., 2013). Otras técnicas incluyen el analisis de inyeccion de
flujo acoplado a MS (FIA / MS) y la espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR;
Johnson et al., 2004). Ninguna metodologia analitica es ideal para la identificacion de todos los
metabolitos de una muestra. En su lugar, es necesaria la combinacion de varias técnicas para
analizar la mayoria de los metabolitos, basandose en sus diferentes polaridades, peso molecular,

volatibilidad, termoestabilidad, concentracidn esperada, entre otras caracteristicas.

La eleccién de la técnica de GC-MS se bas6 en que ésta es una técnica microanalitica robusta, y por
la existencia de bibliotecas comerciales, o bases de datos disponibles, basadas en los espectros de
masa obtenidos por GC-MS de numerosos compuestos, y que permiten la rapida identificacion de
compuestos. El cromatégrafo de gases separa moléculas presentes en mezclas complejas en una
serie de compuestos que posteriormente se ionizan, fragmentan, detectan e identifican de forma
inequivoca mediante un MS. El detector MS es el mas empleado hoy en dia, gracias a su
sensibilidad, operatividad y, sobre todo, al gran volumen de informacién estructural que puede
proporcionar (Stashenko et al., 2006). El impacto electrénico (IE) es la técnica de ionizacién
comunmente empleada en MS. Consiste en el bombardeo de la muestra (previamente vaporizada
mediante el uso de un alto vacio y una fuente de calor) con una corriente de electrones a alta
velocidad. La ionizacién de los analitos genera que cada metabolito se fragmente en uno 0 mas
ibnes de masa precisa y estos iones pueden servir como etiqueta para identificar ese metabolito
(Desbrosses et al., 2005). Los fragmentos de masa que pertenecen a un compuesto tienen el mismo
tiempo de retencion en la columna cromatogréafica y estan presentes en una abundancia relativa fija,
independientemente de la concentracién de los metabolitos. Por lo tanto, cualquier fragmento o
conjunto de fragmentos con idénticos tiempos de retencidn pueden utilizarse para la cuantificacion
del analito. Por regla general, la eleccion de fragmentos de masa con fines cuantitativos debe ser
selectiva, es decir, so6lo pueden usarse los fragmentos que son exclusivos de un compuesto. Los
fragmentos de masa que son comunes a los compuestos de co-elucion (fragmentos con tiempos de
retencion similares e idéntica relacibn masa — carga; m/z) deben evitarse para fines de

cuantificacion.
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Los aspectos practicos relacionados con cuantos componentes estan presentes en una mezcla y
cuantos de ellos pueden ser detectados, depende de varios factores, entre ellos, del método de
extraccion utilizado, las impurezas presentes y la concentracion de la muestra, los sistemas
cromatogréaficos y sus elementos (volumen y modo de inyeccion, tipo y dimensiones de la columna,
sistemas de deteccion), entre otros (Stashenko et al., 2006). Existen dos modos de inyeccion en GC,
el modo split y el modo splitless. El primero divide la muestra inyectada antes de ser dirigida hacia
la columna, mientras que en el segundo la totalidad de la muestra inyectada llega a la columna. La
division de la muestra con la inyeccién split da lugar a que los limites de deteccién disminuyan
considerablemente debido a que las cantidades de analito que se separan y detectan son mas
pequefias, lo cual es una desventaja a la hora de realizar andlisis de compuestos trazas o analitos en
concentraciones muy bajas (Grob, 2003). Luego de analizar ambos modos de inyeccion de
muestras, durante esta tesis se decidid emplear la inyeccion splitless debido a que se buscaba

detectar analitos presentes en bajas concentraciones en raices y nddulos.

El objetivo a cumplir durante el desarrollo de este capitulo se centrd en el estudio del perfil de
metabolitos producidos por la planta en respuesta a la co-inoculacion bacteriana. Se analizaron
los metabolitos extraidos de raices y nddulos de soja mediante métodos espectrofotométricos y
cromatogréaficos. Se cuantificd la produccién de pigmentos fotosintéticos y se identifico la
produccién de flavonoides asi como otros compuestos organicos de bajo peso relevantes en el

metabolismo de la planta.
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4.1. Materiales y métodos

4.1.1. Determinacion de pigmentos fotosintéticos

Se colectaron 250 mg de hojas frescas de plantas crecidas en condiciones de invernaculo hasta los
estadios V4 y R2 (ver Capitulo I, punto 3.1.3) y se realizd a partir de ellas una extraccion organica
de pigmentos en 12,5 mL de acetona al 80%, en condiciones de baja luminosidad y temperatura.
Para ello, se macer6 el tejido vegetal con acetona al 80% en mortero sobre cama de hielo, hasta
obtener un macerado homogeéneo. Posteriormente, el macerado se centrifug6 a 10000 rpm por 3 min
a4 °C, y se colecto el sobrenadante. Se determiné en el mismo, el contenido de clorofilaay by de
carotenoides totales, mediante espectrofotometria a 663, 647 y 470 nm, respectivamente (Pompelli
et al, 2012). Debido a que el espectro de absorcion de ambas clorofilas se superponen, se utilizaron
las ecuaciones de Arnon (Arnon, 1949) modificadas por Pompelli et al. (2013) para determinar la

cantidad de pigmentos:

Clorofilaa = (1225* A663) — (2.79*A547)
Clorofilab = (2150 * A647) — (510* AGGS)
Carotenoides totales = [(1000*A470) — (1.82* Clorofila a) — (85.02* Clorofila b)

Los contenidos se expresaron en mg de pigmento/g de material vegetal.

4.1.2. Extraccion de compuestos de bajo peso molecular (CBPM)

Se colectaron hojas, raices y nddulos de plantas en los estadios V4 y R2 y se liofilizaron en tubos
Falcon de 50 mL por 5 dias empleando un equipo BW-18B Freeze Dryer. El total de cada muestra
liofilizada se molié en mortero con nitrégeno liquido hasta obtener una muestra homogénea y
totalmente desintegrada. Se almacenaron en oscuridad a temperatura ambiente hasta su posterior

uso.

Se realizaron tres extracciones de compuestos de bajo peso molecular, empleando diferentes

solventes orgéanicos segun el tipo de compuesto que se queria detectar.
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4.1.2.1. Extraccion de flavonoides en metanol

Para la extraccion de compuestos fendlicos se mezclaron 30 mg de raices liofilizadas con 1,5 mL de
metanol al 90%. Se incubd la mezcla por 15 min a 60 °C y luego se centrifugé por 15 min a 3000 g.
Se colecto el sobrenadante y se concentr6é por evaporacion a baja presion en un concentrador speed
vac® (Juge et al., 2012). El residuo seco se suspendié en 600 pL de dimetilformamida (DMFA), se
filtr6 con membrana de poro de 0,45 um y se almacené a -20 °C, para su posterior andlisis por GC-
MS.

4.1.2.2. Extraccién de aminoéacidos y carbohidratos en metanol:cloroformo:agua

Para la determinacion del contenido de aminoécidos y carbohidratos en hojas y nédulos se realiz6
una extraccion con metanol: cloroformo: agua (12:5:3, v/v/v), segln recomiendan Juge et al., 2012.
Se partié de 60 mg de nddulos liofilizados y 50 mg de hojas liofilizadas que se suspendieron en un
volumen total de 1500 pL de la mezcla de solventes de extraccion. Posteriormente, la mezcla se
incubd a 65 °C por 30 min para detener la actividad de las enzimas involucradas en el metabolismo
de aminoacidos y carbohidratos. Luego de una centrifugacion a 1500 g por 10 min a 4 °C, se
colectd el sobrenadante al cual se le adicion6 0,25 mL de agua miliQ. Para conseguir una
separacion de fases, se centrifugé por 3 min a 21000 g y se colecté la fase acuosa. Posteriormente,
se colectd la fase acuosa y se concentré por evaporacion a baja presion en un concentrador speed
vac®. El residuo obtenido se suspendié en 600 uL de DMFA, se filtré con membrana de poro de

0,45 pum y se almacen6 a -20 °C, para su posterior analisis por GC-MS.

4.1.2.3 Extraccion de otros CBPM en acetona:etanol

Para la extraccion de CBPM, 250 mg de raices liofilizadas se mezclaron con tres volimenes de
acetona-etanol (1:1). Se mantuvo la mezcla en frio (-20 °C) por 24 h con el fin de precipitar las
proteinas y los azlcares (Serandour et al., 2008). Luego de una centrifugacion (15000 g, 4 °C, 15
min), se obtuvo el sobrenadante que se concentrd por evaporacion a baja presién en un concentrador
speed vac®. A continuacion, los residuos secos se suspendieron en 600 pL de DMFA, se filtraron

con membrana de poro 0,45 1 y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.
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4.1.3. Analisis por GC-MS

4.1.3.1. Derivatizacion de metabolitos

Los diferentes extractos disueltos en DMFA se derivatizaron mediante un proceso de sililacion
(volatilizacion) utilizando una mezcla de 50 pL de extracto y 50 pL de N-metil-N-(trimetilsilil)
trifluoroacetamida (MSTFA, 15222 - Sigma-Aldrich) (Serandour et al., 2008). La reaccién se llevd
a cabo a 70 °C por 20 min. Luego de este tiempo las muestras quedan listas para su inyeccion en el
GC-MS.

4.1.3.2. Método cromatografico

El andlisis cromatogréafico se llevd a cabo en el equipo GCMS-QP 2010 ULTRA (Shimadzu),
equipado con un auto-inyector (AOC-20i, Shimadzu), una pre-columna GC Guard column
(0.25umx5m, RESTEK cat#1000), una columna HP-5MS (0.25umx30m, Agilent, 19091SS - 433)
y un flujo de gas Helio de 28.9 mL por min. La temperatura inicial del horno fue de 80 °C,
mantenida por 2 min, se increment6 luego a 290 °C (8 °C/min), se mantuvo por 3 min y finalmente
se incrementé a 310 °C (20 °C/min) y se mantuvo por 10 min adicionales. La temperatura del
inyector y detector fue de 300 °C. El volumen de inyeccion fue de 1 pL y el modo de inyeccion fue

el splitless. Los cromatogamas se analizaron con el software GCMS Solutions de Shimadzu.

4.1.3.3. Identificacidn y cuantificacion de metabolitos

Para la identificacion de los compuestos se empled una combinacién de varias aproximaciones: (a)
los tiempos de retencién (t.ret); (b) los espectros de masas experimentales (El, 70 eV); (¢) la
comparacién con la base de datos de espectros de masa presente en la libreria del equipo (NIST and

Wiley libraries); y (d) los espectros de masas de compuestos patrén (El, 70 eV).

Para la confirmacion y cuantificacion de algunos de los metabolitos identificados se emple6
genisteina deuterada (Geni-d4) calidad estandar (genisteina—d4; 95%; D-6282, CDN ISOTOPES)
como patron interno (Pl). Como patrones externos (PE), se emplearon genisteina, luteolina y
daidzeina calidad estandar (98% de pureza, Sigma-Aldrich). Para la cuantificacién de aminoacidos
se emple6 como PE una mezcla de aminoacidos calidad estandar analitico (Sigma-Aldrich; AAS18-
10X1ML).
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Se realizaron curvas de calibracion empleando Geni-d4 como PIl. El espectro de masas de la
genisteina y la Geni-d4 comparten el i6n 471 (i6n mas abundante), por lo cual para diferenciar entre
genisteina y Geni-d4 se utilizd el i6n precursor 475 (mas abundante en Geni-d4). Por esta razéon fue
necesario despreciar en cada muestra, o punto de la curva de calibracion, el aporte del i6n 471 por
parte del PI. Para ello se inyectd el Pl y se calculd el area correspondiente al pico del i6n 471. Para
cada punto de la curva de calibracion fue necesario restablecer el valor del area del i6n 471 de PE
despreciando el aporte de dicho i6n por parte del PI. Se grafico la relacion area vs relacion de
concentracion (APE/API vs Conc. PE / Conc. PI). La concentracion de Pl empleado fue de 0,3
mg/mL, tanto para la curva de calibracién como en las muestras problema. Las concentraciones de
PE empleadas para la construccion de la curva de calibracion fueron 1, 05, 025, 020, 0166, 0,100,
0,075 y 0,005 mg/mL.
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4.2. Resultados

4.2.1. Determinacion de pigmentos fotosintéticos

Las clorofilas son los pigmentos mas importantes en la puesta en funcionamiento de la fotosintesis
y son esenciales para la conversion oxigénica de la energia luminosa en energia quimica (Pinkard et
al., 2006). Existen muchas razones de porque la cantidad de pigmentos fotosintéticos aumentan y/o
decrecen en las plantas, y aungque como aproximacion es inexacta, su cuantificacion se utiliza para
estimar de forma indirecta muchos aspectos de la fisiologia de la planta, incluyendo el nivel
nitrogenado y la capacidad fotosintética de las plantas (Mattiello et al., 2015). El suministro
inadecuado de fuentes nitrogenadas conduce, entre otros, a la reduccion del &area foliar, del
contenido de clorofila y de la tasa fotosintética, lo que resulta en una menor produccion de biomasa
y rendimiento de los compuestos de almacenamiento (Tegedera & Rentsch, 2010). En el campo del
mejoramiento del rendimiento vegetal, el aumentar la produccion de material cosechable
(rendimiento en granos por ejemplo) y mejorar su estado nutricional (contenido en lipidos,
carbohidratos y proteinas) es un desafio biotecnoldgico (Hirel & Gallais, 2006). Es por ello que la
cuantificacion de los pigmentos fotosintéticos se utilizo como medida indirecta del estado

fisiologico de las plantas, tal como se discute més adelante.

Estadio V4 (30 dias después de la simbra) -

En la Tabla 4.1 se detallan los valores obtenidos para clorofilaay by la relacion entre ellas. Se
constataron diferencias significativas en el contenido de clorofila a y b entre plantas de los
tratamientos RHZ y COINO, siendo mayor el contenido de pigmentos para las plantas del
tratamiento RHZ. Independientemente del tratamiento aplicado, el contenido de clorofila b fue, en

promedio, dos veces mayor al contenido de clorofila a.
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Tabla 4.1. Contenido de clorofila total (a + b), clorofila a, clorofila b, relacién b/a y carotenoides, de plantas
de soja cosechadas en estadio V4.

CLOROFILAS
Tratamiento CLOROFILAa CLOROFILAb  bla  CAROTENOIDES
TOTALES
CONTROL 5267 (a) 2.009 (ab) 3.258 (bc)  1.622 (a) 0.999 (b)
JD2 5.712 (a) 1.893 (b) 3.819 (ab)  2.018 (a) 1.056 (b)
RHZ 6.483 (a) 2.334 (a) 4.149 (a) 1.778 (a) 1.240 (a)
COINO 4.956 (b) 1.869 (b) 3.087 (b) 1.651 (a) 0.991 (b)

Los valores se expresan en mg de pigmento por g de hoja fresca. Diferentes letras entre paréntesis indican diferencias
significativas entre tratamientos para cada columna (P<0,1). Control: semillas sin inocular. JD2: semillas inoculadas con
10° UFC de Delftia sp. JD2. RHZ: semillas inoculadas con 107 UFC con B. elkanii U1301-U1302. COINO: semillas co-
inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2 + 10" UFC con B. elkanii U1301-U1302.

La clorofila a se encuentra asociada a los centros de reaccion asi como también a los complejos
antena, y es el principal pigmento que participa en la fotosintesis durante el transporte
fotoelectrénico. Este proceso genera compuestos reductores y oxidantes potentes que proporcionan
la energia necesaria para las reacciones subsiguientes a la fotosintesis: transporte de electrones,
sintesis de ATP y la fijacion de CO, (Ripullone et al., 2003). Ademas de la clorofila a, las antenas
contienen otros pigmentos (clorofila b, carotenoides y xantéfilas) que absorben la luz de diferentes
longitudes de onda, extendiendo enormemente el rango de luz que las plantas pueden absorber y
utilizar para la fotosintesis. Otro de los pigmentos determinados en hoja fueron los carotenoides
totales, los cuales mostraron un incremento del 25% en plantas del tratamiento RHZ respecto a las
plantas del tratamiento COINO. En resumen, las plantas RHZ presentaron un mayor contenido de
pigmentos fotosintéticos, lo que las hace mas competentes en términos de fotosintesis en el estadio
Va4,

Dado que la clorofila b se encuentra sélo en las antenas externas de los fotosistemas (Busheva et al.,
1991), la relacion clorofila b/a permite estimar la cantidad relativa de antenas externas por centro de

reaccion. La relacion b/a fue similar para todos los tratamientos.

En lo que respecta a las plantas co-inoculadas, estas presentaron el menor contenido de los
pigmentos cuantificados, aunque con diferencias estadisticamente significativas solo en relacion al
tratamiento RHZ (Tabla 4.1). Esta observacion indicaria que el estado nitrogenado y/o la capacidad
fotosintética de las hojas de las plantas co-inoculadas se encuentran comprometidos, en relacion a

las plantas del tratamiento RHZ, para el estadio V4. Por otro lado, en el Capitulo I se mostr6 que las
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plantas co-inoculadas no presentaron diferencias estadisticamente significativas en el peso seco
aéreo medio respecto a las plantas del tratamiento RHZ (Tabla 3.4). ElI mayor efecto de la co-
inoculacion de plantas en el estadio V4 se observo en la zona de raices. Estas plantas fueron las
Unicas que presentaron nodulos (pequefios) en sus raices secundarias y un mayor peso seco radical
(Tabla 3.4) en relacion a las plantas del tratamiento RHZ. Estos resultados van en el mismo sentido
que los resultados observados por Morel et al. (2011, 2015) en estudios sobre alfalfa. Aunque en
ese trabajo no se realizé un estudio dependiente del estadio de la planta, se verificé que durante la
co-inoculacion de alfalfa con S. meliloti y JD2 se produce un aumento de la tasa de nodulacién y del
desarrollo de la raiz comparado con la inoculacién simple, tanto en ensayos llevados a cabo en
condiciones gnotobiodticos como en invernaculo. Los efectos de la co-inoculacién con JD2 vy
rizobios sobre las raices se explican, al menos en parte, por la secrecién por parte de JD2 de AIA
que ejerce efectos directos sobre el desarrollo radical. Ademas, en alfalfa se demostr6 que la
colonizacion de las raices por JD2 provoca un aumento en la secrecion de moléculas producidas por
la planta hacia la rizosfera, por ejemplo, de flavonoides inductores de la nodulacion, lo que lleva a

una mayor y temprana nodulacion (Morel et al., 2015).

Estadio R2-

La fotosintesis durante las etapas reproductivas esta positivamente correlacionada con el
rendimiento de los cultivos, y se ha sugerido que una forma de aumentar esos rendimientos es

mejorar la capacidad fotosintética de las hojas (Paradisco et al., 2017; Dhanapal et al., 2016).

Una vez que las plantas iniciaron el estadio reproductivo (R) se observé un cambio notorio en la
pigmentacion de las hojas, principalmente entre las plantas co-inoculadas y el resto de los
tratamientos ensayados. En la Figura 4.1 se puede observar un ejemplo del aspecto de las plantas al

momento de la toma de muestras para la determinacion de pigmentos fotosintéticos.
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Figura 4.1. Plantas de soja al inicio del estadio R2 (100 dias después de la siembra) crecidas en condiciones
de invernaculo. Plantas de tratamientos RHZ: semillas inoculadas con 10’ UFC con B. elkanii U1301-U1302.
(A) y COINO: semillas co-inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2 + 10" UFC con B. elkanii U1301-
U1302 (B).

En concordancia con lo observado al momento del muestreo (Figura 4.1), el contenido de clorofilas
totales (clorofila a + clorofila b) fue significativamente mayor en las plantas del tratamiento COINO
con respecto a las del RHZ, mostrando valores tres veces mayores. Este dato resulta mas relevante
ante el hecho de que no se detectaron diferencias significativas en el contenido de clorofilas totales

en el resto de los otros tratamientos (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Contenido de clorofila totales (a + b), clorofila a, clorofila b, relacién b/a y carotenoides de plantas
de soja en estadio R2 (100 dias después de la inoculacién) en condiciones de invernaculo. Los valores se
expresan en mg de pigmento por g de hoja fresca.

CLOROFILAS
Tratamiento CLOROFILAa CLOROFILAb  bla  CAROTENOIDES
TOTALES
CONTROL 0.409 (ab) 0.305 (b) 0.104 (b) 0.341 (a) 14.30 (b)
JD2 0.477 (b) 0.336 (b) 0.141(ab)  0.419 (a) 16.30 (b)
RHZ 0.556 (ab) 0.418 (b) 0.138 (b) 0.330 (a) 20.60 (b)
COINO 1.418 (a) 1.189 (a) 0.229 (a) 0.193 (a) 30.50 (a)

Control: semillas sin inocular. JD2: semillas inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2. RHZ: semillas inoculadas con
107 UFC con B. elkanii U1301-U1302. COINO: semillas co-inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2 + 10” UFC con B.
elkanii U1301-U1302. Diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0,1).
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Tanto el contenido de clorofila a como clorofila b se incrementaron un 84 y 66%, respectivamente,

en plantas del tratamiento COINO con respecto al de las plantas RHZ (Tabla 4.2).

Del mismo modo que en el estadio V4, en R2 las plantas del tratamiento JD2 probablemente
presentaron mayor nimero de antenas externas por cada centro de reaccion. Las plantas inoculadas
con JD2 presentaron incluso mayor contenido de clorofila b, respecto a las plantas control. Es
posible que el AIA producido por JD2 sea captado por la planta, lo que podria explicar estas
diferencias en contenido de pigmentos. Se ha reportado que el AIA ademas de afectar la division,
extension y diferenciacion celular vegetal, media las respuestas a la luz, gravedad y florecimiento.
También afecta a la fotosintesis, la formacion de pigmentos, la biosintesis de diversos metabolitos y
la resistencia a condiciones estresantes (Glick, 2012). Dado que Delftia sp. JD2 es productora de
AlA (Morel et al., 2011; Morel et al., 2012; Morel et al., 2015), el mayor contenido de clorofilaay
b en plantas del tratamiento COINO prodria relacionarse con el aumento en la produccién de esta

fitohormona durante el proceso de asociacion de JD2 con la planta.

El contenido de carotenoides aumentd un 48% en plantas del tratamiento COINO con respecto a
plantas del tratamiento RHZ. Ademas, el contenido de carotenoides por gramo de hoja se
incrementd al menos 15, 20 y 30 veces en plantas de los tratamientos JD2, RHZ y COINO,
respectivamente, comparado con las plantas del mismo tratamiento pero en el estadio vegetativo V4
(Tabla4.1y 4.2).

Se ha demostrado que los carotenoides son necesarios para proteger a las bacterioclorofilas (en las
bacterias fotosintéticas) y las clorofilas (en las plantas superiores) de la fotodestruccion generada
por la radiacion solar. La exposicion de las plantas al exceso de radiacion solar conduce a la
reduccién de la capacidad fotosintética (Choudhury et al., 2001). Por ello, el mayor contenido de
carotenoides en plantas del tratamiento COINO podria representar una ventaja en términos
fotosintéticos frente a las plantas del tratamiento RHZ, indicando que las plantas co-inoculadas se
encuentran mejor preparadas para tolerar el estrés impuesto por ejemplo, en una solarizacion
(desinfeccion del suelo por medio del calor generado de la energia solar capturada), entre otros.
Ademas, este resultado deja abierta la siguiente pregunta: ¢puede la co-inoculacion con cepas de
Delftia representar una ventaja al momento de establecer cultivos de leguminosas en regiones donde

la irradiacién solar tiene mayor incidencia sobre los suelos?

Curiosamente, mientras que el contenido de carotenoides aumentd en R2, el contenido de clorofilas

disminuy6 con respecto al estadio de desarrollo V4 en todos los tratamientos. Posiblemente el
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efecto acumulativo del dafio por la irradiacion solar impulsé una mayor produccién de pigmentos

protectores para contrarrestar este efecto dafino.

4.2.2. ldentificacion y cuantificacion de metabolitos de bajo peso molecular

Se probaron varias metodologias cominmente empleadas para el anélisis metabolémico pero que no
arrojaron resultados positivos, por lo que no se presentaran en esta tesis. En algunos casos, el
procedimiento no fue reproducible, en otros existieron problemas con la sensibilidad de deteccion,
la concentracion de los compuestos, etc. Finalmente, se logré analizar por GC-MS el contenido de
flavonoides en raices y nodulos, asi como de aminoéacidos, &cidos organicos y otros CBPM en
raices, nodulos y hojas. La GC no es el procedimiento ideal para la deteccion de compuestos
fendlicos, y en general los flavonoides suelen determinarse por HPLC; pero los intentos que se
realizaron en el HPLC del Instituto Clemente Estable, no arrojaron resultados positivos, y a pesar
de que se detectaron picos con espectros de absorcion tipicos de flavonoides, estos no pudieron ser

identificados.

4.2.2.1. Flavonoides en raices

La identificacion de flavonoides se realiz6 por comparacion de espectros de masas con los
estandares correspondientes. En la Tabla 4.3, se detallan los iones empleados para la identificacion
de flavonoides y sus tiempos de retencion. El trabajo se limitd a estos flavonoides que serian los de
mayor relevancia en la interaccion soja-bradirizobio. No se descarta la presencia/insidencia de otros

flavonoides, pero la falta de mas compuestos estandares limité ampliar este estudio.

Tabla 4.3. Pardmetros empleados para la identificacion de compuestos flavonoides mediante GC-MS.
FLAVONOIDE m/z T. ret
Daidzeina 383, 398 30.000
Genisteina 471, 228,399 30.301
Luteolina 463, 478,479  30.627
Coumestrol 412, 392 31.792

m/z , relacién masa carga (iones presentes en el espectro de masas confirmatorios del compuesto).
T.ret, tiempo de retencion en min en el cromatograma TIC.
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Estadio V4- (30 dias después de la simebra)

Los resultados se muestran en la Figura 4.2. No se detectd la presencia de los flavonoides
detallados en la Tabla 4.3 en los extractos de raices de plantas no inoculadas (plantas control). En
los extractos de las plantas del tratamiento RHZ se detectd una ligera acumulacion de daidzeina;
mientras que en las raices de las plantas provenientes de los tratamientos JD2 y COINO se observé
la acumulacion de daidzeina, genisteina, luteolina y coumestrol. Cabe destacar que la intensidad y
area de los picos cromatograficos correspondientes a estos flavonoides en extractos de raices de
plantas co-inoculadas fueron diez veces mayores respecto a plantas de los tratamientos JD2 y RHZ,
sugiriendo que en respuesta a la co-inoculacion la planta podria modificar su metabolismo para la

produccion de una mayor cantidad de estos flavonoides (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Cromatogramas en TIC (corriente idnica total) de extractos de raices en estadio V4 (30 dias
después de la siembra) de plantas crecidas en condiciones de invernaculo. (verde) raices de plantas control,
(rojo) raices de plantas RHZ, (azul) raices de plantas JD2, (negro) raices de plantas COINO. Control: semillas
sin inocular. JD2: semillas inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2. RHZ: semillas inoculadas con 10" UFC con B.

elkanii U1301-U1302. COINO: semillas co-inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2 + 10" UFC con B. elkanii U1301-
u1302.

La principal funcion de los flavonoides en la interaccion simbidtica rizobio-planta es la induccion
de la transcripcion de genes que codifican para los Factores Nod en los rizobios. Estos factores
desencadenan la formacién de nddulos en las raices de la planta. Se ha reportado que la daidzeina,
la genisteina y el coumestrol son compuestos sefiales claves en el establecimiento de la simbiosis

entre los bradyrizobios y la soja, siendo la daidzeina el flavonoide méas abundante (Juge et al., 2012;
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Antunes et al., 2006). Los resultados sugieren que las plantas sometidas al tratamiento COINO
estarian en mejores condiciones para el desarrollo de los nddulos, lo cual esta de acuerdo con los

resultados obtenidos de nodulacion temprana en el Capitulo .

Estadio R2-(100 dias después de la siembra)

El anélisis bioquimico de los extractos de raices mostré que en el estadio mas avanzado de R2, las

plantas control contienen niveles bajos de daidzeina, genisteina y coumestrol (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Cromatogramas en TIC (corriente ionica total) de extractos de raices en estadio R2 (100 dias
después de la siembra) de plantas crecidas en condiciones de invernaculo. (verde) raices de plantas
CONTROL, (rojo) raices de plantas RHZ, (azul) raices de plantas JD2, (negro) raices de plantas COINO.
Control: semillas sin inocular. JD2: semillas inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2. RHZ: semillas inoculadas con
107 UFC con B. elkanii U1301-U1302. COINO: semillas co-inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2 + 10’ UFC con B.
elkanii U1301-U1302.

El contenido de flavonoides en plantas inoculadas mostré un perfil diferente al obtenido para el
estadio V4, y no se detectd ninguno de los flavonoides analizados en los extractos de raices de
plantas inoculadas con JD2, sugiriendo que los mismos ya habrian sido degradados o excretados por
la planta. Sin embargo, en las raices de plantas del tratamiento RHZ el nivel de daidzeina aumento

notoriamente y se detectd genisteina, luteolina y coumestrol.

En las raices de plantas co-inoculadas se detectd daidzeina, genisteina, luteolina y coumestrol, pero
en niveles menores a los detectados en plantas colectadas durante el estadio V4 (cuando la

nodulacién ya estaba establecida en estas plantas; Figura 4.2). Probablemente, una vez establecido
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el nddulo, las plantas co-inoculadas disminuyen los niveles de flavonoides para dar lugar a la

produccidn de otras moléculas con mayor relevancia en el metabolismo del nitrégeno.

La intensidad de los picos y la abundancia de flavonoides fueron similares en las plantas de los
tratamientos COINO y RHZ. La daidzeina y el coumestrol fueron los picos mayoritarios en todos
los casos, siendo el doble en intensidad que los picos de genisteina y diez veces mayor que el pico

de luteolina (Figura 4.3).

En la Tabla 4.4 se resume la informacion de los cromatogramas analizados en la forma de
presencia o ausencia de flavonoides en los extractos de raices y su abundancia relativa, segin el tipo
de tratamiento y el estadio del cultivo. Los resultados se expresaron en la forma de abundancia
relativa debido a que no fue posible cuantificarlos por el motivo descrito en el Epilogo (Una serie

de eventos desafortunados).

Tabla 4.4. Composicion quimica de flavonoides en los extractos de raices. V4: estadio de cuarto nudo (30dias
después de la siembra); R2: estadio de floracion (100 dias después de la siembra). (+) presencia del
flavonoide. (++) presencia del flavonoide en altos niveles. (-) ausencia del flavonoide. Control: tratamiento
de plantas sin inocular; RHZ y JD2: tratamientos de plantas inoculadas con bradyrizobios o JD2,

respectivamente; y COINO: tratamiento de plantas co-inoculadas.

Flavonoide Control RHZ JD2 COINO

V4 R2 V4 R2 V4 R2 V4 R2

Daidzeina - + + o+ o+ - ++ 4+
Genisteina - + -+ o+ - ++ 4+
Luteolina - - -+ 4+ - =+ 4+
Coumestrol - + -+ o+ - ++  ++

Control: semillas sin inocular. JD2: semillas inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2. RHZ: semillas inoculadas con
107 UFC con B. elkanii U1301-U1302. COINO: semillas co-inoculadas con 10° UFC de Delftia sp. JD2 + 10° UFC con B.
elkanii U1301-U1302.

4.2.2.2. Flavonoides en nédulos

No se detectaron los flavonoides evaluados en ningin extracto de nddulos, independientemente del
tratamiento y del estadio de muestreo. Este resultado es muy interesante, sobre todo teniendo en
cuenta la produccion de metabolitos en diferentes partes de la planta, tal cual se discutird en la

seccion Discusion General.

4.2.2.3. Otros CBPM en raices
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Con el fin de ampliar la lista de metabolitos de bajo peso molecular posiblemente involucrados en la
interaccion tripartita soja-bradyrizobios-JD2, y de contribuir al establecimiento del mecanismo de
interaccion microorganismo--planta, se determind el perfil de otros CBPM en diferentes partes de la
planta. En particular, se analizaron los niveles de algunos metabolitos relacionados con el
metabolismo del carbono y nitrégeno en raices y nédulos, en los dos estadios muestreados, V4 y
R2.

Se detectaron aminoéacidos, acidos grasos, acidos carboxilicos y diversos carbohidratos en los
diferentes tratamientos. La identificacion de los compuestos se realizé por comparacion con la base
de datos de las librerias publicas de los compuestos. En el caso de la identificacion de los

aminodcidos se utilizaron compuestos patron (ver Materiales y Métodos).

Estadio V4 — (30 dias después de la siembra)

Se detect6 una amplia variedad de compuestos en las raices colectadas en estadio V4. Sin embargo,
no todos los compuestos pudieron identificarse basandose en los estandares disponibles y en las

bases de datos.

En todos los tratamientos se detectaron diversos &cidos organicos, incluyendo acidos grasos asi
como muchos hidratos de carbono. En todos los casos se observo elevados niveles de azlcares
solubles, principalmente inositol, arabinosa y glucosa, que fueron los compuestos méas abundantes.
En la Tabla 4.5 se detallan todos los compuestos identificados para cada tratamiento segln el grupo

quimico al que pertenecen.

La mayor variedad de acidos grasos se detect6 en las plantas control, principalmente acidos grasos
insaturados y de cadena larga. Las plantas del tratamiento RHZ y COINO mostraron un perfil
similar de &cidos grasos, sin embargo, solo en las plantas del tratamiento COINO se detect6 acido

caproico, un acido graso de cadena corta (C6:0).

La mayor diversidad de acidos organicos se observé en las raices de plantas inoculadas con JD2 y
co-inoculadas con bradyrizobios y JD2. Los acidos organicos suelen encontrarse en grandes
cantidades en los exudados radicales. Estos acttan como fuente de nutrientes y a su vez mejoran su
disponibilidad, asi como también reducen el pH del ambiente, ayudando a la solubilizacion de
cationes. La liberacion de acidos organicos a la rizosfera induce el crecimiento de rizobacterias y

atrae a los microorganismos hacia las raices (Morel et al., 2015).

60



Tabla 4.5. Composicion quimica de extractos de raices en estadio V4 (30 dias después de la siembra):

compuestos de bajo peso molecular (CBPM, derivados trimetilsil). Control: tratamiento de plantas sin

inocular; RHZ y JD2: tratamientos de plantas inoculadas con bradyrizobios o JD2, respectivamente; y

COINO: tratamiento de plantas co-inoculadas.

Compuesto quimico CONTROL RHZ JD2 COINO
Caproico
Palmitico Palmitico Palmitico Palmitico
Valérico Valérico Valérico
Miristico
Laurico
Estearico Estearico Estearico Estearico
Ac. Grasos . ;
Pentadecanoico Pentadecanoico
Nonanoico
Linoleico
Oleico

Araquidénico
Monopalmitina

Butirico Butirico
Succinico Succinico Succinico
Benzoico
Ac. Carboxilicos y sus Malico Malico Malico
derivados . . . .
Propanoico Propanoico Propanoico Propanoico
Maldnico Malénico
Gluconico Gluconico Gluconico
Trebnico Trednico Trebnico Trebnico
. Butanamina Butanamina Butanamina
Alanina Alanina Alanina Alanina
Valina Valina Valina Valina
Amidas. aminas Serin_a Seripa Serin_a Serin_a
Lo ' Treonina Tronina Treonina Treonina
aminoacidos y otros N- Prolina Prolina
compuestos U
Glutamina
.. .. Aspartato
Tirosina Tirosina
Urea Urea
Arabinosa Arabinosa Arabinosa Arabinosa
Ribosa .. Ribosa Ribosa
Myo-Inositol Myo-Inositol Myo-Inositol Myo-Inositol
Fructosa
Manosa Manosa Manosa ...
Carbohidratos Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa
Xylitol Xilitol Xilitol
Xilosa Xilosa
Galactosa Galactosa
Maltosa
Sacarosa Sacarosa Sacarosa
Campesterol .
Fitoesteroles Estigmasterol Estigmasterol
Sitoesterol Sitoesterol
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Se detect6 una gran cantidad de azUcares en las raices de todos los tratamientos. Se ha reportado
que en alfalfa y soja, los azlcares y polioles, como el inositol, estarian relacionados con la
tolerancia al estrés hidrico y salino (Brechenmacher et al., 2010). Pero ademas, constituyen una

fuente de carbono para sostener la simbiosis.

Dos de los principales acidos dicarboxilicos encontrados en las raices de plantas inoculadas y co-
inoculadas fueron el acido succinico y el acido malico, ambos intermediarios del ciclo de Krebs.
Los acidos organicos, como los acidos dicarboxilicos, son fuente de carbono para el metabolismo y
la fijacion de nitrégeno de los bacteroides (Udvardi & Poole, 2013). EI malato, o su forma ionizada,
el &cido malico, se considera como la principal fuente de carbono transportada a los bacteriodes
(Udvardi & Poole, 2013). Es posible que el &cido mélico presente en las raices de la soja inoculada
provenga del ciclo de Krebs. El ciclo de Krebs como via metabolica central en los rizobios,
proporciona equivalentes de reduccion (NADH y FADH2), compuestos con alto potencial de
transferencia de grupos fosfato, como el GTP o ATP e intermediarios metabdlicos para la
produccion de aminoécidos y otras vias biosintéticas. En resumen, la deteccion de metabolitos
intermediarios del ciclo de Krebs en raices de plantas co-inoculadas, asi como de metabolitos
relacionados a la asimilacién de nitrégeno, sugiere que estas plantas se encuentran produciendo

activamente poder reductor y energia, que podria utilizarse para la fijacion de nitrégeno.

El perfil de aminoacidos detectados fue similar tanto en raices de plantas del tratamiento RHZ como
del tratamiento COINO. Se detect6 la presencia de alanina, valina, serina y treonina en raices de
ambos tratamientos. Sin embargo, los aminoacidos glutamina y aspartato se detectaron sélo en las

raices de plantas del tratamiento COINO.

La glutamina, el glutamato y la asparagina pueden actuar como sefiales que indican el estado
nitrogenado en la planta (Gemperline et al., 2015). ElI amonio liberado por los bacteroides se
asimila bajo la forma de glutamato, el cual se obtiene a través de la ruta GS/IGOGAT de las células
vegetales (Patriarca et al., 2002 ; Barsch et al., 2006). Las transaminasas utilizan este glutamato
para generar todos los demdas aminoacidos, que luego se usan para sintetizar proteinas, acidos
nucleicos y otras moléculas que contienen nitrégeno (Masclaux-Daubresse et al., 2010). Por
ejemplo, la enzima aspartato aminotransferasa (AAT) cataliza la conversion de oxalacetato en
aspartato, siendo el glutamato el dador del grupo amino. EIl aspartato producido puede
transformarse en asparagina por la accion de la enzima asparagina sintetasa (AS), siendo la

glutamina la molécula dadora del nitrgeno amidico (Sulieman & Phan Tran, 2013). Por lo tanto, la
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presencia de glutamina y aspartato en las raices de plantas COINO puede indicar una temprana

asimilacion de nitrgeno por parte de estas plantas

El sitoesterol y el estigmasterol son dos de los mas abundantes fitoesteroles que se encuentran de
forma natural en aceites vegetales. La composicion en fitoesteroles es caracteristica de la especie
vegetal (Careri et al., 2001). Entre los varios tipos de fitoesteroles presentes en soja, el
campesterol, estigmasterol y B-sitosterol son los mas abundantes en las semillas y fueron los
detectados en las plantas control y en las inoculadas con JD2. Los fitoesteroles son precursores de
los brasinoesteroides, fitorhormonas implicadas en el desarrollo embrionario, en la divisién celular,
y el crecimiento vegetal (Housome et al., 2008), principalmente actuando junto a las auxinas
(Yoshimitsu et al., 2011). La promocién del crecimiento de las plantas co-inoculadas observada en
el Capitulo | puede deberse, al menos en parte, al aumento en el contenido de fitohormonas, como
los brasinoesteroides, que lleva a su vez la disminucion del contenido observado de fitoesteroles en

estas plantas, para la produccion de estas hormonas.

Estadio R2 — (100 dias después de la simbra)

Al igual que en el estadio V4, se detectaron diversos compuestos en los extractos de las raices
colectadas en el estadio R2. Sélo algunos de ellos pudieron identificarse mediante la base de datos

del software empleado y confirmar su identidad mediante compuestos estandares (Tabla 4.6).

A diferencia de lo ocurrido en la etapa vegetativa, en R2 las raices de las plantas co-inoculadas
acumularon una gran diversidad de &cidos grasos. Dentro de los &cidos grasos identificados se
encuentran el palmitico, valérico, estearico, oleico, linolénico y araquidénico. Todos estos acidos
grasos se encuentran comdnmente en las plantas. Estos acidos grasos, con diferentes largos de
cadena y grado de insaturaciones, estan implicados en la fluidez de la membrana vegetal y el
cambio en su contenido estd relacionado con la colonizacion bacteriana de las raices
(Brechenmacher et al., 2010).

Dentro de los aminoacidos detectados en la etapa reproductiva se destaca la presencia de prolina
s6lo en las raices de las plantas inoculadas (tratamientos JD2, RHZ y COINO). Se ha reportado que
la prolina tienen una funcion osmoprotectora durante la respuesta de las plantas a la sequia, el frio,
la sal, y el tratamiento con metales pesados (Charlton et al., 2008; Shulaev et al., 2008; Urano et al.,
2009).
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Tabla 4.6. Composicion quimica de extractos de raices (estadio R2, 100 dias después de la siembra):
compuestos de bajo peso molecular (CBPM, derivados trimetilsil). Control: tratamiento de plantas sin inocular;

RHZ y JD2: tratamientos de plantas inoculadas con bradyrizobios o JD2, respectivamente; y COINO: tratamiento de

plantas co-inoculadas.

Compuesto quimico CONTROL RHZ JD2 COINO
Estearico Estearico Estearico Estearico
Palmitico Palmitico Palmitico Palmitico
Oléico
Linolenico
Ac. grasos Araquiddnico
Monopalmitina
Valérico Valérico
Linoleico
Laurico
Hidroxibutirico
Butanoico
Succinico Succinico
Propanoico Propanoico Propanoico
Glucénico Glucénico
Ac. Carboxilicos y sus Benzoico Benzoico
derivados Glucurénico
Malico Malico Malico
Malénico
Maleico
Lé&ctico
Cinamico
Alanina Alanina
Prolina . Prolina
Serina Serina Serina
Glutamina
Amidas, aminas, Aspartato
aminodcidos y otros N- Lisina
compuestos Glicina Glicina
Valina
Urea Urea
Butanamina
Acetamida
Ribosa Ribosa Ribosa
Inositol Inositol Inositol Inositol
Galactosa .. Galactosa Galactosa
.. Glucosa Glucosa Glucosa
Arabinosa Arabinosa Arabinosa Arabinosa
Fructosa Fructosa Fructosa Fructosa
Carbohidratos y polioles Galacitol
Glicerol Glicerol
Maltosa
Manosa
Xilosa
Xilitol Xilitol
Melobiosa
.. Campesterol Campesterol
Fitoesteroles Estigmasterol Estigmasterol Estigmasterol
Sitoesterol Sitoesterol Sitoesterol
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4.2.2.4. CBPM en nédulos

En la Tabla 4.7 se detallan los compuestos detectados en los extractos de los nddulos muestreados

en las plantas en estadio R2, segln el grupo quimico al que pertenecen.

Tabla 4.7. Composicién (derivados trimetilsil) de extractos de nédulos colectados en estadio R2 de la raiz

principal y de las raices secundarias de las plantas inoculadas con bradyrizobios (RHZ) o co-inoculadas con

bradyrizobios y Delftia sp. JD2 (COINO).

ng}ﬁquiizto Noédulos de raiz principal Nddulos de raices secundarias
RHZ COINO RHZ COINO
Tetracosenoico .
Octadecanoico Octadecanoico
Oléico Olgéico
Miristico Miristico
Butanedioico Butanedioico Butanedioico Butanedioico
Ac. grasos Hexadecanoico Hexadecanoico Hexadecanoico

Propanodioico
Octadecadienoico

Propanodioico
Octadecadienoico

Propendico
Propanodioico

Metilcitrico Metilcitrico
Tetradecanoico Tetradecanoico
Mal6nico Mal6nico Mal6nico
Acético Acético Acético
Propanoioco Propanoico Propanoico Propanoico
Benozoico Benzoico Benzdico Benzdico
Malico Malico Malico Malico

Hidroxibutirico
Benzendicarboxilico
Ceto-d-gluconico

Ac. Carboxilicos y
sus derivados

Hexanoico
Pentonico
Altrénico
Butandico
Ribonico

Manonico

Hidroxibutirico
Benzendicarboxilico

Butanoico

Mandnico

Hidroxibutirico Hidroxibutirico
Bencendicarboxilico Bencendicarboxilico
Ceto d- gluconico
Octadecenoico
Octadecadienoico
Hexadecanoico

Octadecenoico
Octadecadienoico

Glucurénico
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Etanamidico

Alanina Alanina Alanina Alanina
Glicina Glicina Glicina Glicina
Valina Valina Valina Valina
Amidas, aminas, Pirim?dina Pirim?dina Pirim?dina Pirimidina
aminoacidos y Serina Serina Serina Serina
otros N- Treonina Treonina Treonina Treonina
compuestos Prolina
.. . Aminobutanoico Aminobutanoico
Fenilalanina Fenilalanina Fenilalanina Fenilalanina
Urea Urea Urea
Glutamina
Tirosina Tirosina
Arabinosa Arabinosa
Galactopiranosa Galactopiranosa ..
. . Galactofuranosa
Inositol Inositol Inositol

Inositol

Glucopiranosa

Glucopiranosa

Arabinopiranosa
Glucopiranosa

Arabinopiranosa
Glucopiranosa

Galactosa Galactosa
Maleato
Carbohidratos y Manosa Manosa Manosa
polioles Melobiosa Melobiosa
Ribosa Ribosa Ribosa
Lactosa
.. Turanosa
Gulosa Gulosa Gulosa Gulosa
Glucosa Glucosa Glucosa
Maltosa Maltosa Maltosa
Fructosa Fructosa Fructosa Fructosa
Xilitol Xilitol Xilitol Xilitol
Campesterol Campesterol Campesterol Campesterol
Fitoesteroles Estigmasterol Estigmasterol Estigmasterol Estigmasterol
Sitoesterol Sitoesterol Sitoesterol Sitoesterol

Comparando los tratamientos RHZ y COINO, se encontraron pocas diferencias en el perfil de
CBPM presentes en los extractos de nodulos. No se detectaron ni sacarosa ni trealosa en los
extractos de nodulos a pesar de ser los azucares solubles predominantes en soja (Vauclare et al.,

2010), asi como tampoco se detectd sacarosa, el mayor producto fotosintético que se transporta a
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los nddulos via el floema (Copeland & Morell, 1985). Por otro lado, el malato, un compuesto
mayoritario en nddulos, se detectd en todos los extractos (Tabla 4.7). Este &cido dicarboxilico, junto
a otros como el succinato y fumarato, son intermediarios del ciclo de Krebs, donde se oxidan para la
generacion de poder reductor que se utiliza durante la respiracion en el nédulo (bacteroides y
células hospederas). Esta respiracion provee de la energia necesaria para la FBN (Lodwig et al.,
2003).

El perfil de aminoécidos identificados fue similar en los nddulos de las plantas de los tratamientos
RHZ y COINO. Sin embargo, del mismo modo que sucedidé en las raices de las plantas co-
inoculadas, s6lo en los nddulos de estas Gltimas se identificé glutamina, aminoécido que junto al
glutamato son interconvertibles y estan directamente relacionados con el metabolismo central del
nitrdgeno. La presencia de glutamina en los nddulos podria sugerir que la fijacién ocurre de forma
eficiente. La alanina se detectd en todos los extractos de nodulos testeados. Este aminoacido, al
igual que el aspartato, se transporta desde el nédulo hacia las otras partes de la planta para la
sintesis de asparagina (Lodwig et al., 2003), pero no se detectaron asparagina, glutamato ni ureidos.
Vauclare et al. (2010) no detectaron glutamina en nddulos de soja a los 41 dias post-inoculacion,

sugiriendo una alta y rapida transformacion de este aminoacido.

La presencia de hidroxibutirato en nddulos de soja es una caracteristica ampliamente reportada en
los bradyrizobios. El &cido B-hidroxibutirico esta presente en los bacteroides en hasta el 30% de su
peso Seco y su presencia en raices y nodulos no es extrafia (Wong & Evans, 1971). Los bacteroides
lo utilizan cuando el aporte de carbohidratos desde la planta es limitado, ya sea por la falta de luz, la
senescencia, etc. Algunos autores proponen que su utilizacion en los nddulos mantiene la demanda
de oxigeno de los bacteroides durante la oscuridad, preservando la actividad del nddulo y la FBN

hasta el estadio de desarrollo del grano (Bergersen et al., 1991).

Los efectos de la co-inoculacion de las semillas de soja sobre el crecimiento vegetal, el rendimiento
final en grano del cultivo y la composicion en metabolitos en hojas, raices y nddulos, en especial de

flavonoides y pigmentos fotosintéticos, se resumen en la Figura 4.4.
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(A) (B) (©)

. 1‘ Biomasa aérea . 1‘ indice de cosecha

. 1‘ Peso de n6dulos

. 1‘ Biomasa radicular

. 1‘Contenido de flavonoides

enraices . T Contenido de pigmentos

« Nodulacién temprana fotosintéticos

Figura 4.4. Efectos de la co-inoculacion B. elkanii y Delftia sp. JD2 sobre las plantas de soja. (A) estadio V4,
(B) estadio R2; (C) estadio MF. Las flechas indican aumentos relativos, respecto al tratamiento de plantas

inoculadas con bradyrizobios.
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5. DISCUSION

La aplicacion de PGPRs en los sistemas agricolas mejora el crecimiento y el desarrollo de las
plantas, incluyendo el rendimiento de muchos cultivos de importancia comercial (ver Tabla 1.1). Su
efecto promotor se ha estudiado principalmente en leguminosas y cereales, y sobre todo realizando
estudios a campo. Por ejemplo, existen muchos reportes sobre el efecto benéfico de las bacterias de
los géneros Azospirillum y Rhizobium sobre una variedad de plantas, entre otros, debido a su
capacidad para promover el crecimiento de las plantas mediante la produccion de fitohormonas

(AlA 'y citoquininas) y/o fijar N,. Por mayor informacion se puede consultar en Morel et al. (2012).

El efecto de la inoculacién por bacterias fijadoras de nitrégeno, asi como el efecto sinérgico de la
co-inoculacion de algunas leguminoasa con sus rizobios y Delftia sp. JD2 estan ya confirmados y
reportados (Morel et al., 2011; 2012; 2015). Los experimentos de inoculacién realizados en trébol
demostraron que la inoculacion con aislamientos de Delftia spp. aumenta significativamente la
biomasa vegetal, hasta valores similares a los obtenidos cuando se inocula con Rhizobium
leguminosarum bv trifolii U204 (Ubalde et al., 2012). Pero también se ha reportado que JD2 puede
funcionar como una bacteria colaboradora de rizobios durante la co-inoculacién de alfalfa y trébol
en condiciones gnotobioticas, mejorando asi el rendimiento de la planta (Morel et al., 2011). Por
otro lado, también en Morel et al., (2015) se informé sobre el efecto positivo de la co-inoculacion
con S. meliloti U143 y Delftia sp. JD2 sobre el crecimiento de plantas de alfalfa en condiciones de
invernaculo. Durante esta tesis, el efecto positivo de la co-inoculacién de B.elkanii y Delftia sp. JD2
sobre el crecimiento de las plantas de soja se confirmd segin los resultados obtenidos de los
ensayos de invernaculo. Ademas, los ensayos in vitro confirmaron el efecto de la co-inoculacion
sobre la nodulacion de las plantas, especificamente de detect6 una nodulacién temprana y un mayor

namero de nddulos por planta.

El empleo de inoculantes mixtos en los cultivos agricolas, en general, se asocia a una mayor
captacién de nitrégeno, comparado con los cultivos sometidos a inoculantes simples (Dardanelli et
al., 2008; Volpin et al, 1996; Itzigsohn et al., 1983). Se han reportado muchos ejemplos de bacterias
y hongos micorriticos que aumentan la absorcion de nutrientes por las plantas y favorecen la FBN
(Morel et al., 2012; Silveira, 1992). Probablemente, el ejemplo més estudiado sea la co-inoculacion

con Azospirillum. Este microorganismo presenta la capacidad de fijar nitrogeno en vida libre,

producir fitohormonas y sider6foros (Perotti & Pidello, 1999). Segun algunas experiencias
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reportadas para PGPRs, el incremento del rendimiento de leguminosas co-inoculadas se asocia, en
general, con una mayor FBN, redundando en un aumento de la produccion vegetal. Pero en el caso
de Azospirillum el mayor rendimiento se debe al aumento del volumen radical, lo cual se acompafia
con un aumento en la capacidad de explorar el suelo en la basqueda de nutrientes, y el aumento en
el nimero de potenciales nichos para la infeccion y nodulacion (ltzigsohn et al., 1993; Okon, 1993;
Dardanelli et al., 2008). En el presente trabajo, y segun los resultados de los ensayos en plantas in
vitro, la co-inoculacion de soja con bradyrizobios y JD2 aumenta el tamafio de la raiz y la tasa de
nodulacion. La mejora en la nodulacion se acompafid de un incremento significativo en la

produccion vegetal de las plantas de soja y el rendimiento en grano.

Desde el punto de vista comercial, el grano es el insumo més importante producido por soja. En su
conjunto, los resultados indican que la co-inoculacion con B.elkanii y JD2 tiene un efecto positivo
en el rendimiento en grano de soja. Este aumento sustancial en el indice de cosecha de las plantas
co-inoculadas parece muy prometedor a la hora de traducirlo a valores comerciales. Si comparamos
estos rendimientos con los obtenidos hasta el momento en los cultivos a campo (3,2 millones de
toneladas de grano y 370 — 378 USD por tonelada; DIEA, 2017), un aumento del 47% en la
cosecha de grano significaria un impresionante aumento en las ganancias, superando los 500
millones de doélares para la superficie en la que actualmente se cultiva soja en nuestro pais. Por

supuesto, aun resta confirmar estos resultados tan promisorios en estudios a campo.

Los rendimientos de soja han aumentado en los Gltimos afios, principalmente debido a una mejora
en la combinacién de los factores genéticos. El uso de la planta de soja para la produccién de
biodiesel puede requerir la expansion del area dedicada a su cultivo, pero desde el punto de vista del
cuidado del recurso natural “suelo” es mas importante mejorar la productividad por hectanea, y no
aumentar el nimero de hectareas cultivadas. Por lo tanto, los aumentos de rendimiento se

convierten en el principal foco de estudio relacionado al sostenimiento del cultivo de soja.

La gran expansion de la poblacibn mundial y por tanto una mayor demanda de alimentos,
combustible y fibra, asi como la escasez de tierra, agua y energia, y un cambio climatico cada vez
mas acelerado hacen dificil satisfacer las demandas de hoy en dia. Parece imperante entonces
abordar estos desafios empleando los conocimientos generados por las ciencias y la biotecnologia,
para asi aumentar los rendimientos de los cultivos reduciendo los insumos y mejorando la cantidad
y calidad de los recursos. El foco se pone entonces en la mejora de los procesos bioldgicos de

captacion y asimilacion de nitrégeno por parte de la planta.
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Se ha reportado que existe una correlacion positiva entre la fotosintesis y el rendimiento de los
cultivos. Para aumentar el rendimiento vegetal, las plantas deben acumular grandes cantidades de
compuestos nitrogenados en las semillas, y para ello deben incrementar su tasa fotosintética
(Paradisco et al., 2017; Stefan et al., 2013; Shi et al., 2010).

En primer lugar, y como se mencion0 anteriormente, la toma de dioxido de carbono y el
crecimiento dependen de las concentraciones de pigmentos, ya que a bajas concentraciones se limita
el potencial fotosintético y por lo tanto la produccion primaria (Richardson et al., 2002). En
segundo lugar, los niveles de pigmentos son indicadores indirectos de senescencia (Brown et al.,
1991) y estrés, tanto ambiental como bidtico (Hendry & Price, 1993; Pandey et al., 2005; Sinha &
Mukherjee 2008; Gongalves et al., 2005). Por otro lado, existen numerosos estudios que indican una
relacion positiva entre el contenido de nitrogeno y el contenido de clorofila en hojas (Clevers &
Kooistra, 2012; Dordas &Sioulas, 2008; Pagano &Maddonni, 2007; Houles et al., 2007; Xiong et
al., 2006; Torres Netto et al., 2002). Ligado al primer punto, generalmente hay una fuerte relacion
entre la cantidad de nitrdgeno por unidad de area foliar y la capacidad fotosintética (Makino, 2003;
Sinclair, 2004). Esta relacion se debe a que el nitrdgeno en las hojas se encuentra principalmente en
los cloroplastos, mayoritariamente formando parte de la ribulosa bifosfato carboxilasa/oxigenasa
(RuBisCO). Esta enzima es imprescindible para lafijacion del diéxido de carbono (CO,)
atmosférico, y representa entre el 15-35% del nitrégeno total, y entre el 30-60% del total de
proteinas solubles de la planta (Hirel & Gallais, 2006). Por lo tanto, esta enzima se transforma en
una gran fuente de nitrdgeno almacenado para su translocacion hacia los 6rganos de reserva, sobre
todo durante la senescencia (Hirel & Gallais, 2006). Se ha demostrado que la cantidad de RuBisCO
aumenta con el aumento del contenido del nitrégeno foliar (salvo en hojas senescentes) y su sintesis
se relaciona con el influjo de nitrégeno hacia las hojas durante la expansion foliar (Makino, 2003;
Mae, 1997). Uno de los principales desafios en pos de aumentar la eficiencia del uso del nitrégeno
por las plantas es lograr el aumento en la relacién entre la Rubisco y el nitrogeno foliar total
(Irimashu et al., 2001). EI cultivo debe entonces tener una gran capacidad para tomar y almacenar
suficientes compuestos nitrogenados en las hojas, mantener sus sistemas fotosintéticos sin

limitaciones, producir biomasa y, finalmente producir granos.

Segln se pudo evidenciar durante el trabajo realizado en esta tesis, la co-inoculacion de las plantas
de soja con B. elkanii y Delftia sp. JD2 aument6 el contenido de pigmentos fotosintéticos en las
hojas, lo que probablemente le confiere una mayor capacidad de recoleccion de luz y una mejora en

la capacidad para realizar fotosintesis, en relacion a las plantas inoculadas solo con bradyrizobios.
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Ademas, es posible que estas plantas puedan utilizar y convertir la luz de manera mas eficiente,
reduciendo los posibles riesgos del dafio oxidativo mediante el aumento en el contenido de

carotenoides, tal como se describi6 en el punto 4.2.1.

Los fotosintatos generados en las hojas se transportan a los nddulos a través del floema bajo la
forma de sacarosa, la cual se pone a disposicién de los bacteroides como fuente de energia para
llevar adelante la FBN (Crawford et al., 2000). Se espera entonces que la mayor capacidad
fotosintética de las plantas co-inoculadas genere un mayor aporte de carbono a los nddulos y por

tanto una fijacion de nitrégeno mas eficiente.

Por otro lado, la acumulacion de daidzeina, genisteina, luteolina y coumestrol en las raices de las
plantas co-inoculadas (estadio V4), puede explicar la activacion temprana de los genes nod y la
subsiguiente nodulacion temprana, asi como un mayor nimero de nddulos por plantas observado en

los ensayos in vitro y de invernaculo.

Durante la simbiosis soja-Bradyrhizobium, la genisteina y la daidzeina estdn presentes en los
exudados radicales, actuando como moléculas quimioatrayentes (Caetano-Anollés et al., 1988) e
induciendo la expresion de los genes nod de B. japonicum (Cheng-Wu Liu & Murray, 2016) y B.
elkanii (Peters & Long, 1988). Dado que la genisteina y la daidzeina son indispensables para el
establecimiento de la simbiosis entre bradyrizobios y soja (Brechenmacher et al., 2010), se esperaba
un aumento en estos compuestos en las plantas inoculadas, tal como se observé en los resultados
(Figura 4.2.). En estudios llevados a cabo por Couto et al. (2011), Brechenmacher et al. (2010) y
Silva et al. (2013), trabajando con soja inoculada con B. japonicum, se encontraron aumentos en el
contenido de alguno de estos dos flavonoides, en parte aérea, raices y semillas, respectivamente. Sin
embargo, no se deberia descartar la contribucién de otros flavonoides (Cheng-Wu Liu & Murray,
2016). Couto et al. (2011) por ejemplo, encontraron un aumento en el nivel de apigenina en las
partes aéreas de plantas inoculadas con B. japonicum, respecto a las plantas no inoculadas. Como
fue informado por Morel et al. (2015), Delftia sp. JD2 es capaz de inducir el aumento del contenido
de luteolina en exudados de raices de alfalfa cuando se co-inocula con Sinorhizobium meliloti.
Aunque durante este trabajo de tesis no se analizd la presencia de flavonoides en exudados
radicales, los resultados permiten proponer que en la planta de soja se produciria un efecto similar
debido a la co-inoculacion. Ademas, el resultado obtenido con las plantas inoculadas solo con JD2,
en cuyos extractos radicales se detectaron todos los flavonoides reportados como compuestos claves
en la simbiosis, sugiere nuevamente que JD2 podria actuar como una bacteria que ayuda a la planta

a establecer una simbiosis més eficiente. Como consecuencia, cuando las plantas se co-inoculan el

72



contenido de los flavonoides en las raices aumenta respecto a la inoculacién simple. Esta
acumulacion de flavonoides, en caso de que sean secretados, podria llevar a la activacion temprana
de los genes nod y provocar una nodulacién temprana e inducir la formacion de un mayor nimero
de nddulos por plantas, respecto a aquellas que sdlo se inocularon con bradiriozbios, tal como se

mostro6 en los ensayos de nodulacion expuestos en el Capitulo 1.

El mayor contenido de compuestos fendlicos, en especial de isoflavonas, observado en las plantas
inoculadas y co-inocualdas es de particular relevancia a nivel fisiol6gico, debido a que poseen
actividad antioxidante. Durante la simbiosis se da una alta acumulacién de especies reactivas de
oxigeno debido a la fijacién de nitrégeno y a la alta tasa fotosintética (Couto et al., 2011). Tal como
se mostrd en el Capitulo 11, la co-inoculacion aumenta la capacidad fotosintética de la planta, lo que
se traduce en un mayor crecimiento vegetal, y probablemente en un mayor contenido de
compuestos antioxidantes (Chang et al., 2009). La co-inoculacién de soja con JD2 y bradyrizobios
aparece entonces como una buena estrategia agricola en pos de aumentar el contenido fendlico de
esta planta de consumo humano, ya que su consumo se asocia a numerosos efectos beneficios sobre
la salud (Ktadna et al., 2016; Wagas et al., 2015; Jackman et al., 2007; Pietta, 2000).

Subramanian et al. (2006) reportaron que las isoflavonas (genisteina y daizeina) actGan como
precursores de fitoalexinas, compuestos de defensa que inhiben el crecimiento de varios
microorganismos patdégenos. Los niveles de flavonoides en raices de plantas inoculadas con JD2
disminuyeron hasta su ausencia en el estadio R2. Estos resultados podrian indicar que la planta
reconoce a Delftia sp. JD2 como socio beneficioso, tal como lo sugieren Juge et al. (2012) en su
trabajo con Bradyrhizobium y Azospirillum en asociacion con plantas de soja, y como fue propuesto

para JD2 previamente en el punto 4.2.2.1.

El nddulo, como 6rgano que aloja a los bacteriodes que realizan la FBN, se forma como respuesta
de la produccién de los Factores Nod por los rizobios. A su vez, los bradyrizobios producen
Factores Nod luego de la deteccion de los flavonoides secretados por la planta hacia la rizosfera.
En el orden cronoldgico de eventos, la produccion y secrecion de flavonoides es anterior a la
formacion del nédulo y probablemente no sean compuestos relevantes para el nédulo una vez que el
mismo esté establecido y funcionando. En esta situacion, es posible que estos flavonoides ya hayan
sido excretados o degradados por la planta para su uso como fuente de carbono. En la zona de FBN,
donde los niveles de nitrogeno son elevados, es baja la expresion de genes relacionados a la
biosintesis de flavonoides (Liu & Murray, 2016). Por otro lado, la ausencia de flavonoides en el

nddulo (recordar el punto 4.2.2.2) puede deberse a que la expresion de los genes de la planta
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relacionados a la biosintesis de flavonoides es mas alta en el apice de la raiz, donde los niveles de
nitrogeno son bajos. EI nddulo, al ser un 6rgano tan especializado, es posible también que tenga
totalmente apagada la expresion de los genes relacionados a la sintesis de flavonoides y dedique
toda su maquinaria a la produccion de otros compuestos méas relevantes desde el punto de vista
energético. Por lo tanto, es importante determinar también el contenido de compuestos carbonados

y nitrogenados en los nddulos, pero este estudio también se extendio a otras partes de la planta.

No se distinguieron patrones o perfiles de acidos grasos insaturados o de cadena corta entre los
diferentes tratamientos, aunque si resalta la presencia del acido caproico (C6:0) en raices de plantas
co-inoculadas. Este tipo de acidos grasos se ha relacionado con la fluidez de membrana. Su
presencia puede estar indicando la existencia de cambios en la membrana celular, necesarios para la
colonizacion bacteriana, por ejemplo de soja por Bradyrhizobium (Brechenmacher et al., 2010). El
mismo resultado se obtuvo en los estudios previos realizados en exudados radicales de alfalfa: la
presencia del &cido caproico en exudados de 15 dias de plantas co-inoculadas con JD2 y S. meliloti
U143 (Morel et al., 2015).

Existen varios éacidos grasos tanto de plantas terrestres como acuaticas que son inhibitorios de
crecimiento vegetal. Se pueden citar entre otros los acidos linoleico, miristico, palmitico, laurico e
hidroxiestearico. Su rol en alelopatia no esta completamente investigado. Algunos de ellos, como el
laurico y el miristico solo se detectaron en las raices de las plantas control. El acido laurico posee
propiedades antifingicas y su ausencia en las raices de plantas inoculadas y co-inoculadas puede
reflejar una disminucion de la respuesta de defensa de la soja frente a las bacterias inoculadas
(Walters et al., 2003). Por otro lado, durante la transduccion de sefiales, diversas proteinas son N —
miristiladas. La ausencia de &cido miristico en las raices inoculadas y co-inoculadas, puede sugerir
una disminucion de la N-miristilacion de las proteinas, lo que podria tener un efecto sobre los

procesos de sefializacion celular durante la interaccion simbidtica (Brechenmacher et al., 2010).

Se ha informado que el &cido o- linolénico posee actividad antifingica (Brechenmacher et al.,
2010). La acumulacién de a-linolénico en las plantas co-inoculadas puede ser un indicador de una
respuesta de defensa de estas plantas. Estos tipos de acidos grasos también juegan un papel en la
respuesta de la planta a las tensiones abidticas, incluyendo el frio y el calor (Conconi et al.,
1996 ; Matsuda e Iba, 2005 ). El &cido linolénico es un precursor del &cido jasmonico, y se ha
informado que la incubacion de B. japonicum con jasmonato o metil jasmonato induce la expresion

de los genes nod y mejorara la nodulacion y la fijacion de nitrogeno ( Mabood & Smith, 2005).
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La relacidon simbidtica entre los rizobios y las leguminosas implica un gran aporte de esqueletos
carbonados y energia por parte de la planta para mantener el crecimiento y la actividad de los
bacteroides (Couto et al., 2011). Segin Kaschuk et al. (2009), los simbiontes aumentan la tasa
fotosintética de la planta en un 28% cuando se la compara con la tasa en plantas no fertilizadas ni
inoculadas. De esta forma, compensan el costo carbonado de su convivencia. Cuando la leguminosa
se co-inocula con rizobios y micorrizas arbusculares la tasa fotosintética aumenta un 51% (Kaschuk
et al., 2009). Las plantas co-inoculadas aumentarian su tasa respiratoria para obtener asi méas
energia, debido posiblemente a la mayor nodulacion. La mayor tasa fotosintética permite que haya
méas esqueletos carbonados para transferir hacia otras rutas metabdlicas como la sintesis de
flavonoides, llevando a un aumento en su produccion. Para sostener la actividad de la nitrogenasa y
el crecimiento de los simbiontes, es necesario el suministro de carbono por parte de la planta a los
bacteroides. Esta fuente de carbono deriva principalmente de la sacarosa que se transporta desde las
hojas, a través del floema, hasta los nddulos (Clarke et al., 2014). Sin embargo, las raices
inoculadas de soja acumularon elevados niveles de inositol, arabinosa y glucosa durante los
estadios vegetativos. Posiblemente estos azlcares solubles constituyeron la fuente principal de
carbono para sostener la simbiosis. Los fotoasimilados que proporciona la planta se metabolizan en
los bacteroides para generar ATP. Se ha visto que en nddulos de soja, las células no infectadas
acumulan activamente azUcares y los convierten en &cidos organicos, que luego pueden liberarse al

apoplasto (Kavroulakis et al., 2000).
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6. CONCLUSIONES

En su conjunto, los resultados de esta tesis muestran que la co-inoculacion con bradyrizobios y JD2
cambia el metabolismo primario y secundario de la soja (Figura 4.4.). Los datos sugieren que JD2
puede ser utilizado, junto a los bradyrizobios, para manipular la composicidén quimica de los tejidos
vegetales, promoviendo los beneficios nutricionales y la salud de la leguminosa en estudio. Esto se
suma a la contribucion de una mayor produccién de biomasa e indice de cosecha de grano de soja
(Figura 4.4.), con el concomitante beneficio para la economia agricola. El uso de Delftia sp. JD2
como PGPR para aumentar los rendimientos favorece ademas al medio ambiente, en especial a los

recursos suelo y agua, si su uso lleva a disminuir el uso de fitoquimicos en los cultivos.

7. PERSPECTIVAS

Las perspectivas de trabajos futuros se orientan en cuatro direcciones que se describen a

continuacion.

i) Desde el punto de vista de la FBN, proponemos realizar estudios relativos a la cuantificacion de
la FBN en plantas co-inoculadas. Para ello seria conveniente realizar ensayos de reduccion de
acetileno sobre nddulos de plantas co-inoculadas, y asi poder relacionar su tasa de FBN con el

efecto promotor observado en las plantas co-inoculadas.

ii) A nivel de promocion del crecimiento vegetal, es fundamental repetir los ensayos en plantas en
condiciones agrondmicas. Este es un requisito imprescindible para corroborar el efectode JD2 sobre

la simbiosis soja-bradyrizobios y el rendimiento del cultivo.
iii) Desde el punto de vista metabolémico
* Seria fundamental completar los andlisis de perfiles de metabolitos en raices, hojas y nédulos.

Este punto incluiria la cuantificacion de flavonoides empleando un patrén interno y un patrén
externo, algo que por problemas técnicos no se pudo completar durante este trabajo. Este
procedimiento implica nuevas extracciones organicas en los tejidos, utilizando el patrén interno
en el proceso de extraccion y la realizacion de curvas de calibracién empleando el compuesto

patrén externo.
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Es conveniente ademas, repetir los andlisis empleando otra técnica analitica, en especial la
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS). Esta herramienta podria
contribuir a resolver los problemas de identificacion y cuantificacion de los compuestos
presentes en los extractos. Ademas es una técnica que proporciona una excelente sensibilidad
con una alta especificidad, lo que posibilita el analisis cuantitativo. Seria necesario entonces,
poner a punto la técnica de deteccion y cuantificacion de compuestos fenolicos entre otros por
LC-MS.

* Otros metabolitos para cuantificar, importantes para el crecimiento vegetal, son las
fitohormonas, principalmente el acido 3-indol acético, especialmente relevante para JD2 que
puede sintetizarlo. La cuantificacion de fitohormonas permitira relacionar su produccion, tanto

microbiana como vegetal, con los resultados obtenidos en plantas.

* |gualmente interesante sera estudiar las sefiales secretadas hacia la rizosfera durante el proceso
de comunicacion molecular planta — microorganismo. Para ello es necesario obtener los
exudados radicales de soja co-inoculada mediante, por ejemplo, experimentos hidroponicos, tal
cual se realizara previamente en alfalfa. Los sistemas hidrop6nicos permitirian ademas
determinar y cuantificar mediante LC-MS y/o GC-MS, los metabolitos implicados en el diadlogo

durante los primeros dias de la interaccion.

* Otro punto que seria interesate realizar es el analisis de los metabolitos presentes en granos,
principalmente la cantidad y composicién de acidos grasos. Esto permitira conocer la calidad de

grano producido y su contenido nutricional.

iv) A nivel de cepa, seria interesante realizar estudios de toxicologia y eco-toxicologia sobre Delftia
sp. JD2. Estos estudios permitiran conocer un poco mas el potencial de este microorganismo para

uso como inoculante.
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8. EPILOGO: Una serie de eventos desafortunados

Como dice Susana, “aprendemos mas de los errores o problemas que de los aciertos”, y esta tesis
estuvo repleta de problemas que hubo que superar y de los cuales se aprendié mucho. Quizas sea
interesante plasmar algunos de los aprendizajes adquiridos, sobre todo los relacionados con

aspectos técnicos, y plantear como detectar los problemas y como solucionarlos.

El trabajo con plantas es dificil, y aunque es inmensamente gratificante ver crecer tus plantas verdes
y saludables, el trabajo en invernaculo es muchas veces frustrante. Encontrarte que las plantas se
infectaron no solo con cochinilla o pulgones o trips sino también oidio, puede poner a prueba tu
tolerancia y llevarte a la frustracion. Saber que debes descartar todo tu ensayo, el cual llevé semanas
armar e implico ademas un gran esfuerzo fisico y gasto de materiales, asi como esperar meses para
tomar las muestras y no poder hacerlo, es realmente desalentador. De ahi aprendes que debes cuidar
gue cuando otros usuarios (y nosotros mismos) traen plantas desde el campo, no las dejen
almacenadas en el invernaculo, ya que éstas pueden estar contaminadas. La forma de deshacerte del
hongo oidio una vez que infectd la planta es deshacerte del ensayo por completo. El odio es un
patégeno comun de soja en campo, y se intenta prevenir su infeccion antes de que ataque a la
planta. En nuestro caso, la infeccion por este patégeno la detectamos una vez que aparecieron los
sintomas, es decir “demasiado tarde”. Intentamos combatir este patdgeno, en primera instancia
fumigando las plantas con Bifentrin al 10%. Esto no dio resultado asi que como segundo intento se
us6é una solucion de leche descremada al 30% con 20 g/l de bicarbonato de sodio, como fue
recomendado por algunos agrénomos consultados. Este tratamiento es preventivo, asi que no se
consiguid detener la infeccion. En cuestion de dias el ensayo entero, de 240 macetas, estaba
totalmente infectado, y por lo tanto, perdido. Més alla de todo, éste no era el final del problema. El
oidio es muy dificil de combatir, las condiciones de temperatura y humedad del invernaculo son
propicias para el crecimiento de este hongo. A pesar de que retiramos todas las plantas
contaminadas, el oidio seguia alli, en cada rincén del invernaculo. Como solucion definitiva se
desalojé todo el recinto y se fumig6 cada rincén con el esporicida Sporekill. Finalmente, se realiz6
una segunda fumigacion con el producto. Luego de una semana desde la segunda aplicacién, el
invernaculo estaba en condiciones para volver a utilizarse. Una vez mas, debimos comenzar a
preparar el sustrato (1320 kg de mezcla arena:tierra:vermiculita), tarea que se realizaba por cuarta

vez y que lleva aproximadamente 60 horas de trabajo por persona.
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No menos desafiante fue el trabajo con el GC-MS. Enfrentarte a un equipo de este porte tan solo
con conocimientos basicos de cromatografia no es trivial. Uno cree que estas maquinas todo lo
pueden y todo lo resuelven, que uno inyecta la muestra y sin mas, se obtienen los resultados. Sin
embargo, una vez que nos enfrentamos a él nos dimos cuenta que esto seria un largo camino. Nunca
imaginamos que tan largo. No solo porque es abrumador el andlisis cromatografico de muestras
complejas, sino porque algunos obstaculos no previstos se presentaron para complicar la situacion

aln mas.

En el transcurso de algunos experimentos se detectd la aparicion de picos muy abundantes
correspondientes a lo que serian azucares. Estos en realidad no provenian de las muestras
inyectadas, sino que eran polimeros de la fase estacionaria detectados como resultado del “sangrado
de la columna”. El “sangrado o activacion de la columna” consiste en la degradacion normal del
polimero de la fase estacionaria, es decir pérdida de fase estacionaria, y que se produce debido al
uso prolongado de la columna. La posible contaminacién y activacién de la columna no so6lo
contribuye significativamente al ruido, sino que también incide sobre la variacion de los tiempos de
retencion de los compuestos efectivamente presentes en las muestras. Por lo tanto, cuando se detecta
el “sangrado” es necesario cambiar la columna, ya que para técnicas analiticas como GC-MS es
esencial que el "sangrado" sea minimizado. El problema se solucioné comprando una nueva
columna. Eso implicé dinero (el costo varia entre 800 y 1000 USD) y algunos meses de espera por

la importacion.

Ya trabajando con la nueva columna dejamos sorpresivamente de detectar los iones
correspondientes a los flavonoides, incluyendo los de la solucion estandar. ;Qué podia estar
pasando? ¢Las nuevas muestras no tenian flavonoides? ;Se habia degradado el estandar? La
inyeccidn de muestras en las que ya se habia observado la presencia de flavonoides con la vieja
columna, sugirié que el equipo no los estaba detectando con la nueva columna. En algunos casos
aparecia un pico correspondiente a la genisteina, pero no era la genisteina sililada, es decir
derivatizada. ¢Seria entonces que el derivatizante comercial no estaba funcionando bien? Se analizé
a continuacion un estandar derivatizado con un derivatizante que se sabia estaba en buenas
condiciones. El problema persistid. Entonces, ¢por qué no se derivatizaba? Este problema coincidié
con la finalizacion de una botella de DMS que presentaba una tapa de goma precintada. La
extraccion del solvente de esa botella se realizaba con aguja y jeringa, evitando o minimizando la
hidratacion del solvente. Si el solvente que contiene a la muestra esta hidratado, la derivatizacién
completa de los compuestos no funcionara, ya que se pierde la sililacion por hidrélisis. La nueva

botella de DMF utilizada no tenia tapa de goma, y seguramente el solvente se hidrataba apenas se
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abria la misma. ;Seria entonces que el solvente utilizado para la sililacion estaba hidratado?
Empleamos sulfato de sodio anhidro (una punta de espatula) para detectar una posible hidratacion
del solvente. La precipitacion y formacion de agregados de la sal en el fondo del tubo confirmé su
hidratacion. Afortunadamente habiamos realizado una nueva compra de DMS: el mismo codigo, el
mismo proveedor, que la botella primera. Finalmente el problema se solucioné comprando una
nueva botella precintada que implicé nuevamente dinero y, mas importante a esta altura, algunos
meses de espera por la importacion. En sintesis: jcuidado con usar solventes hidratados en el GC!,
este es uno de los problemas mas comunes en cromatografia gaseosa. Ademas, es de suma
importancia en este tipo de técnicas utilizar siempre una jeringa nueva para evitar la contaminacién

de los reactivos.

Parecia un final feliz. Hasta que se acabd el gas carrier, el helio. No es conveniente utilizar la
Gltima porcién del tanque de gas, ya que ésta contiene las impurezas acumuladas, por lo que es
importante reemplazar el tanque de gas antes de que se acabe por completo. Para ello, es importante
controlar el volumen del gas durante el experimento, dado que no siempre es facil conseguir el gas

de inmediato. La importacion del mismo llevo, una vez méas, mucho tiempo.

Una vez que el equipo estaba en condiciones para su uso (columna nueva, solvente anhidro, tanque
de helio repleto) retomamos los experimentos y comenzamos a inyectar muestras. El desafio ahora
era hacer las curvas de calibracién con los compuestos patrén interno y externo. Un nuevo
obstaculo se nos presentd a la hora de diferenciar el patrén interno del externo. Ambos compuestos
patron co-eluyeron, lo que puede conducir a la identificacion y cuantificacién incorrecta de los
analitos correspondientes. La forma de diferenciar estos compuestos es empleando el perfil de iones
correspondientes a la fragmentacién de cada compuesto. Esto no resulté nada facil, ya que ambos
compuestos patrdn compartian el i6n mas abundante. Una solucién era utilizar el ién molecular de
cada uno. Otra solucion era emplear otro i6n presentes en los perfiles, que no fuera compartido
entre ambos compuestos. Una vez decidido que ion o iones se emplearian para la identificacion y
cuantificacion inequivoca de cada uno, comenzamos a detectar problemas con la reproducibilidad
de los resultados. Al repetir un punto de la curva de calibracion varias veces (jhasta 10 veces!), el
resultado variaba una enormidad. Es importante tener en cuenta que cuando se trabaja con
concentraciones menores a 1 ppm se acepta un error igual o menor a 15%, mientras que para
concentraciones mayores a 1ppm se acepta menos de 5% de error. Esto de acuerdo al ex técnico de
la plataforma del GC-MS (Manuel Minteguiaga), que sin ser técnico ya, sin estar en el pais y sin
esperar nada a cambio, estuvo presente via virtual con sus soluciones. En nuestro caso, no logramos

obtener una curva de calibracién adecuada, ya que el desvio estdndar obtenido con los valores de
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cada repeticién de la curva superaba el 20%. Entonces ¢cudl era el problema? Las respuestas podian
ser varias: el método cromatografico empleado no es el mas conveniente para flavonoides; el
estandar interno deuterado no se esta fragmentando del mismo modo que el estandar externo
(genisteina sin deuterar); el estdndar deuterado es inestable; entre otros. Pero quizas la mas clara de
todas era: “la fuente de ionizacion esta sucia”. Chequeando entre los pardmetros medidos por el
equipo, referentes a su funcionamiento, notamos que las horas de uso de la fuente de ionizacién
habian Ilegado a su limite (1500 h). Es de suma importancia que la fuente se limpie en tiempo y
forma, ya que el uso prolongado de la fuente en mal estado deteriora el detector, y eso si puede ser
un problema grave y mucho mas costoso, y que debe resolver el servicio técnico del equipo.
Probablemente este problema sea el resultado de la falta de mantenimiento en el equipo y de la

falta de un técnico/persona capacitada al respecto que se encargue del mismo.

Es importante conocer el problema que se nos presenta, ver qué posibilidades de solucién existen,
cuales estdn a nuestro alcance y cudles no. Cuales obstaculos podemos hacer a un lado para

continuar el trabajo, y cuando debemos detenernos y reformular nuestras preguntas.

Durante esta tesis nos hemos acercado, al menos en parte, al “arte cromatografico”, y parece

imperativo destacar algunos puntos claves a la hora de trabajar con este tipo de técnicas.

A pesar de su robustez, su inmensa fortaleza analitica y la confiabilidad con la que se destaca la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, es importante tener claro sus alcances y
también sus limitaciones. Sus principales limitaciones estardn dadas en gran parte por el tipo de
muestra que pretendamos analizar (peso molecular, volatilidad, termoestabilidad y polaridad de sus
componentes). El uso adecuado del equipamiento y el correcto mantenimiento del mismo ser tan

importante como el uso adecuado de la técnica.

El camino es largo pero no imposible.
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9. ANEXO

Composicion de medios de cultivo y solucién buffer

Medio Jensen

K,HPO, (anh. 5%)------ 4 mL
MgSO, (anh. 5%)------- 2mL

NaCl (anh. 1%)--------- 20 mL
FeCl; (6 H20 3,4%)-----5 mL
H,O dest ------------- 1000 mL
* Soluc. Micronut-------- ImL/L
pH7

Agar-nm-mmmmmmmnmm————— 0,8%

*Soluciéon Micronutrientes

H3BO;3 ---------------- 0,29
MnSQ,.H,0 -------- 0,159
ZnSQO,4.7H,0 ------- 0,029
Mo00O,4.H,0 -------- 0,008 g
CuS0,4.5H,0 ------ 0,008 g
C.S.p------------------- 100 mL

Buffer Fosfato
Solucién Stock

Medio TY alto Ca

Triptona ---------------- 59
4 S — 34

CaCl, 2,5%------------ 7 mL
H.0 ¢.5.p ---oenoe 1000 mL

*extracto de levadura

A: Solucion NaH,PO4.H,0 0,2 M (27,8g en 1000 mL)
B: Solucién Na,HPO,4.7H,0 0,2 M (53,63g en 1000mL)
pH 7 : 39,0 mL sol.A + 61,0 mL sol.B en un total de 200mL
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