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RESUMEN

La industria agrícola demanda el uso de fertilizantes nitrogenados que

optirnicen el rendimiento y calidad de los cultivos, sin embargo, su aplicación

inadecuada genera efectos adversos en el medio ambiente. Los rizobios, bacterias del

suelo simbiontes de leguminosas, pueden ser usados como altemativa a los

fertilizantes químicos ya que frjan Nz atmosferico, promueven el crecimiento vegetal

y pueden reducir la toxicidad de metales pesados sobre plantas que crecen en suelos

contaminados.

En este Seminario de Título se caracterizó el efecto biofertilizante de

Rhizobium etli sobre plantas de Phaseolus vulgaris (poroto común), con respecto a la

biosíntesis de htohormonas diterpénicas (giberelinas, GAs) y en relación al efecto

protector de la bacteria frente a la toxicidad por Cu(II). Las plantas se hicieron crecer

en cultivo hidropónico y fueron inoculadas con R. etli o alternativamente se

cultivaron en presencia de un feftilizante nitrogenado (NI{4NOr. Se a$egó CuSO¿ x

5HzO en la solución de riego y se registraron, después de 25 días post inoculación,

los parámetros de crecimiento y/o de nodulación de las plantas. Ademiás se detenninó

la actividad de dos enzimas de la biosíntesis de GAs, la ezl-kaurenoico oxidasa y la

C20 oxidasa, en bacteroides aislados desde nódulos radiculares de P. vulgaris e

incubados con los sustratos ácido ¿rl-laC-kaurenoico y laC-GAn.

Media¡te cromatografia líquida de alta resolución y centelleo líquido se

detectó actividad de ambas oxidasas de GAs en los bacteroides, observiindose como

productos de metabolización el ácido 7B hidroxi-laC-kaurenoico, 1aC-GArz aldehído,

laC-GArz, raC-GArs, laC-GAz¿ y laC-GAs. Esto indica qve R. etli podría sintetizar

GAs durante la simbiosis favoreciendo el crecimiento de P. ttulgaris.

Con respecto al efecto de la adición de cobre, se observó tanto en las plaritas

inoculadas con R. etli como en las plantas tratadas con NH+NO: una disminución en

m¿rsa y en longitud del tejido aéreo d,e P. vulgaris con respecto a las plantas no

tratadas, sin embargo, las raíces presentaron un mayor grosor y biomasa en presencia

de Cu(II), probablemente como un mecanismo de defensa de la planta para evitar la

translocación del metal al tejido aéreo.
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Las plantas inoculadas con R. etli y cultivadas en presencia de Cu(II) se

desarrolla¡on sin síntomas de necrosis, clorosis o marchitamiento, aunque su biomasa

aérea disrninuyó en un 38%. Esto podría deberse al efecto nocivo del Cu(II) sobre la

simbiosis como lo indica la diiminución del número y masa de nódulos radicula¡es

observado en presencia de Cu(II) (45o/o y 43Vo respectivamente). El crecimiento

reducido que se encontró para R. e i en cultivos líquidos con Cu(ll) sugiere que el

efecto tóxigo de este metal sobre [a bacteria disminuiría la eficiencia de Ia

nodulación.

Aunque el aporte de amonio por R. etli a la planfa fue menor que el logrado

con la adición de NH¿NO: (menor biomasa), el crecimiento en longitud de las

plantas inoculadas fue mayor, lo que podría atribuirse a las GAs bacterianas. Por otra

pate, en presencia de Cu(II) se obtuvo una biomasa similar para las plantas

inoculadas cor, R. etli o crecidas con el fertilizante químico lo que sugiere que el

efecto protector de la toxicidad del Cu(II) se relacionaría biisicamente con la

disponibilidad de amonio por la planta. Este efecto, junro con la producción de GAs,

sugiere que R. e/i podría usarse como biofertilizante para el cultivo de P. vulgaris en

ambientes contaminados con este metal.
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SUMMARY

The agricultural industry demands the use of nitrogen fertilizers that

optknize the yield and quali§ of the crops, however, its iladequate application

produces negative effects on the environment. Rhizobium, soil bacte¡ia which are

legurne s¡nnbionts, can be used as an alternative to chemicaf fertilizers because they

do nitrogen fixation, promote plant growth and can reduce the toxicity of heavy

metals on plants growing on polluted soils.

In this Thesis the biofertilizer effect of Rhizobium etll on plants of
Phaseolus vulgaris (common bean) was characterized, in relation to the biosynthesis

of diterpene ph¡ohormones (gibberellins, GAs) and the bacterial suppofting eff€ct

against the Cu(Il) tocici§ . The plants were grown in hydroponic condition and were

inoculated with R. etli or altematively cultivated in presence of a nitrogenous

chemical fedilizer OrH¿NO:). Exogenous CuSOa was added to flre nutrition solution

and plant gro'ñ¡th and /or the nodulation parameters were measured after 25 days post

inoculation. In addition, the activity of two enzyrnes of GA biosynthesis, ent-

kaurenoic oxidase arid C20 oxidase, were established in bacteroids isolated from root

nodules of P. vulgaris incubated with the labelled substrates ent-laC-kaurenoic acid

and laC-GArz.

R. etli bacteroids present activity of both GA oxidases. The products

7B-hydroxy-laC-kaurenoic acid, laC-GAr: aldehyde, laC-GArz, 1aC-GA15, laC-GAzq

and lac- GAq were detected by high performance liquid chromatography and liquid

scintillation. This result indicates that R. etli could synthesize GAs during the

symbiosis promoting the growth of P. ttulgaris.

With respect to the effect of the adition of copper, it was observed in tlre

plants inoculated with R. etlí and in the plants cultivated with NrLNO3 a decrease in

mass and in lenght of P.vulgaris; however the roots were thicker and have more

biomass tha¡ plants cultivated without the presence of copper, probably due to a

defense mechanism of the plant to avoid the translocation of the metal to the air

tissue.
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Plants inoculated with R. etli and grown in the presence of Cu(II) did not

develop necrosis, chlorosis or wilting symptoms, although their aerial biomass

decreased by 38%. This could be due to the negative effect of Cu(If) on symbiosis

seen as a decrease in the number and mass of root nodules observed in the presence

of Cu(II) (45% md 43%, respectively). The reduced growth found for R. etli in liqtid,

cultures in the presence of Cu(II) suggests that the toxic effect of this metal on the

bacteria would decrease the efficiency ofnodulation.

Although the ammonium contribution by R. etli to the plant was lower than

the achieved with the addition of NH¿NO: (lower biornass), the length growth of
inoculated plants was higher, which could be attributed to bacterial GAs. On the

other hand, in the presence of Cu(ll) a sirrilar biomass was obtained for the plants

inoculated wifh R. etti or grown with the chemical fertilizer suggesting that the

protective effect on Cu(II) toxicity would basically relate to the availabilily of
ammonium by the plant. This eflect, together with the production of GAs, suggests

fhat R. etli could be used as a biofertilizer for the grownth of P. tulgaris in metal

polluted environments.
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I. INTRODUCCIÓN

1.1 Benelicios del uso de rizobacterias como fertilizantes alternatiyos para
cultivos agrícolas.

La industria agricola demanda el uso de fertilizantes que puedan proveer a los

cultivos con diversos nutrientes como nitrógeno, fósforo y potasio que permitan

optimizar su rendimiento y calidad. Sin embargo, la aplicación inadecuada y muchas

veces en exceso de fertilizantes químicos, genera efectos adversos en el medio

ambiente y en los propios cultivos como fitotoxicidad, daño a las semillas,

volatilización aproximada del 50% del nitrógeno como amoniaco en el caso de la

urea, disminución del rendimiento de los cultivos a largo plazo y acumulación de

nitratos que pueden lixiviar hacia aguas subterráneas causando su eutrofización

(Bohlool y col., 19921, Bremer, 1995). Además, los compuestos volátiles derivados

de la aplicación de fertilizantes nitrogenados contribuyen en la formación de lluvia

ácida y son nocivos para la población (Bohlool y col., 1992). La aplicación de

fertlizantes conlleva a la incorporación de impurezas provenientes de los procesos de

manufactura a los suelos, puesto que la riqlueza (concentración de elementos

nutritivos asimilables por la planta) es del orden del 48%. Muchas de estas impurezas

corresponden a metales pesados como Cd, Cu y Co, así como grandes cantidades de

sodio y magrresio, especialmente en los fertilizantes potásicos, que provocan la

salinización de los suelos. Finalmente, el uso continuo de fertilizantes amoniacales

provoca acidificación de los suelos debido a la liberación de iones H* durante el

proceso de nitrificación (oxidación de amonio a nihato y nihito) (Ramos, 2009).

Los rizobios, bacterias del suelo simbiontes de plantas de leguminosas,

pueden ser usados como altemativa a los fertilizantes químicos en estos cultivos ya

que promueven efectivamente el crecimiento vegetal, evitando el uso de

agroquímicos nitrogenados (Gopalakrishnan y col., 2014).

Estudios realizados en cultivos de soya demuestran los beneficios del uso de

inóculos de Bradyrhizobium japonicum como biofertilizante (Seneviratne y col.,

2000). Específicamente se demostró que la acción del inóculo en el cultivo es

comparable a los efectos de un fertilizante químico como la urea en términos de



masa seca, densidad de plantas, rendirniento de semillas y contenido de nitrógeno

frente a cultivos que no recibieron ningún tratamiento. Además, se ha observado en

cultivos con elevada densidad de plantas que éstas producían una mayor oantidad do

semillas cuando eran inoculadas, lo cual no sucede con un fertilizante comercial,

otorgándole de esta forma una ventaja a los inoculantes por sobre los fertilizantes

químicos.

Es por esto que en África y algunos países como Argentina y Sri lanka se ha

masificado el uso de biofertilizantes (Gomez y col. 1997¡' Hassen y col. 2014). Se ha

demostrado que su implementación evitaría el uso de 55-220 kg de urea por hectárea

de suelo y aumentaría los niveles de nitrógeno en el suelo (Gomare y col., 2013).

1.2 Mecanismo de la acción bacteriana en la simbiosis.

La acción biofertilizante de estos microorganismos se fundamenta

principalmente en la capacidad de fijar el nitrógeno atmosférico durante la simbiosis

mediante la e¡zima nitrogenas4 entregando a la planta ion amonio necesario para

sintetizar proteínas, ácidos nucleicos y otros compuestos nitrogenados. De hecho, el

80% del nitrógeno que utilizan las leguminosas proviene de las rizobacterias

simbiontes (Das y col.,2013). Los rizobios colonizan las raíces de las leguminosas

formando nódulos en los que la bacteria se diferencia a un estado llamado bacteroide,

que presenta un metabolismo alterado que incluye la capacidad de frjar Nz (Gomare y

col., 2013i Keyser &Li 1992).

El establecimiento de la relación simbiótica planta-rizobio es un proceso

altamente especí{ico que ocurre cuando existe un déficit de nitrógeno. Es mediado

por cambios morfológicos er,la raízy una serie de señales químicas que conllevan a

la formación de nódulos radiculares, en el cual se genera un ambiente con baja

concentración de oxígeno; óptimo para la actividad de la nitrogenasa, a cambio de

este proceso la bacteria recibe desde la planta ácidos dica¡boxilicos de 4 carbonos

como malato y fumarato como fuente de carbono (Moris y col., 2005).

La formación de los nódulos inicia con el proceso de reconocimiento entre la

planta y el rizobio mediante un intercambio de señales químicas; la planta exuda

flavonoides, los cuales actuan como moléculas de reconocimiento para los rizobios

que responden produciendo factores de nodulación como oligosacaridos que inducen



la invaginación de la membrana plasmática y la curvación de los pelos radicales

permitiendo la entrada de los rizobios por ura estructura tubula¡. En respuesta a la

infección bacterianq las células cofticales de la raiz se dividen generando el nódulo

como un nuevo órgano. (Caetano-anollés & Gresshoff 1991; Meschini y col., 2008).

La formación de nódulos radiculares en pls¡tas de Phaseolus vulgaris (porofo

común) inoculadas con Rhizobium e/l es un proceso rápido, encontrándose nódulos a

partir de los 4 días post inoculación (dpi), esto se debe a que la transcripción de los

genes que participan en el proceso de nodulación en la planta se inicia 24 horas

después de la inoculación donde alcanzan una miixima expresión en las raíces y en el

nódulo por sobre otros tejidos (Meschini y col., 2008).

Además, los rizobios pueden otorgar a la planta otros beneficios, que han sido

menos estudiados como la capacidad de biosintetizar fitohormonas, aumentar la

cantidad de fosfato biodisponible solubilizando el fosfato unido a iones hierro, calcio

y aluminio en el suelo, además de la producción de sideróforos, proteínas capaces de

unirse al ion Fe(III) del suelo haciéndolo más accesible para la planta (Glick, 2012;

Das y co1.,2013).

1.3 Síntesis de litohormonas.

Parlicularmente interesa, dentro del rol biofertilizante, la producción de

hormonas vegetales por las rizobacterias entre las que están las giberelinas (GAs),

fitohormonas diterpénicas derivadas del enf-kaureno (MacMillan, 1997). Las GAs

son sintetizadas por todas las plantas superiores participando en la floración,

germinación de semillas y elongación del tallo entre otros procesos del desarrollo de

la planta (Hedden & Proebsting 1999; Sponsel, 2003). Además de las plantas,

algunos hongos y bacterias producen GAs como metabolitos secundarios

(MacMillan, 2002). Esta capacidad biosintética se ha demostrado para B. japonicum

(simbionte de soya) y en este trabajo se investigó para R. etli, un simbionte del

poroto común.

Las giberelinas se denorninan mediante la sigla GA seguida de un subíndice

que indica su orden de identificación. De acuerdo a su estuctura se pueden agrupar

en GAs de 20 carbonos (C20, precursores de las GAs de 19 carbonos) y GAs de 19

carbonos (CI9, GAs bioactivas) (Figura l). Las características estructurales



esenciales para la actividad biológica son una función

§arboxilato en C7 y una hidroxilación en C3.

19, 10-y lactona, un grupo

A:
I

Ii: lt (iA4
R: OII GAr

l{: I I CAr
R: OLI GAT

Figura 1 Estructura de GAs. A: Esqueleto tetracíclico del ent-glberelano Q0
carbonos) y orden de numeración de los carbonos. B: Estructura de las

GAs bioactivas de 19 carbonos.

La biosíntesis de GAs se ha descrito en detalle tanto en plantas superiores

como en hongos (Hedden y coL, 2002), no asl para sistemas bacterianos, para los

que únicamente se han descrito genes y enzimas de la biosíntesis de GAs en el

simbionte de la soya B. japonicum (Méndez y col., 2014; Hershey y col., 2014; Tully

y col., 1998).

Las reacciones de la biosíntesis de GAs inicia con el precursor geranil geranil

difosfato (GGPP) el cual es ciclado por las ciclasas CPS y KS para generar

ent-kalurer,o1' el primer intermediario específico de la via (Figura 2). Las siguientes

etapas de la ruta biosintética corresponden a reacciones de oxidación que permiten la

formación de GAs de 19 carbonos (Hedden y col., 2002).

En los sistemas fúngicos y vegetales se observan hidroxilaciones en C3 y

C13, las cuales ocurren en distinto orden (Figura 2), en plantas se genera primero la

hidroxilacion en C13 mediante la transformación de GAtz a GAs: seguido de la

oxidación det C20 y la hidroxilación en C3 mediada por el paso de GAzo a la GA

bioactiva GAr En cambio, en sistemas fringicos se obserya en primer lugar la

hidroxilación en C3 en la transformación de GAtz-aldehido a GAI¿-aldehido seguido

de la oxidación del C20 y la hidroxilación en C13 en la transformación de GA¿ a la

GA bioactiva GA:. A diferencia de los sistemas fúngicos y vegetales;
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et B. japonicum está presente sólo la vía no hidroxilada de la biosíntesis de GAs, que

forma GAq como producto final (Figura 2), un precursor de las GAs bioactivas que

no es activa como fitohormona (Méndez y col.,2014).

cA¡a ald¿hido GAU¡ld¿hido
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F. fLiílen'o¡ C. üld\¡it1d

Figura 2 Reacciones de la biosíntesis de giberelinas a partir del precursor GGPP.

Izquierda: sistema firngico (Fusarium fuj ikuroi), centro: sistema bacteriano
(8. japonicum). Derecha: sistema vegetal (Curcubita máxima).
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Se ha encontrado en el genoma de B. japonicum un operón asociado a la

biosíntesis de GAs (Figura 3) (Tully y col., 1998; Hershey y co1.,2014). Este operón

está también presente en otras especies de rizobios como R. etli (Figura 3) aunque

con algunas diferencias.

B. jopon¡cum

R e¿,i

Figura 3 Esquema de operón de síntesis de GAs para B. japonicum y R. etli.

El operón de B. japonicum está compuesto por 3 genes que codifican para

monooxigenasas P450 (CyP112, CYP111 y CYP1|D, un gen hómologo a genes de

ferredoxina (Fd), w gen de prenil transferasa (geranil geranil difosfato sintasa;

GGP,S), dos genes de diterpeno ciclasas (copalil difosfato sintasa y ent-ka.orerro

sintasa; CP,S y Á1» y un gen homólogo a genes de deshidrogenasa

alcohólica/reductasa de cadena corta (SDR) (Hershey y col., 2014). En R. etli el

operón presenta el gen GGPS üuncado y fusionados los genes CYPll4-Fd lo qte

podría influir en la capacidad de este rnicroorganismo para sintetizar GAs. El gen

GGP§2; ubicado Íüera del operón en R. etli podría reemplazar al gen huncado GGP,S

aunque esto no se ha dernostrado. Tampoco se ha estudiado el efecto que los genes

fusionados (CYP I 14-Ffi provocarían en la síntesis de GAs de este organismo.

En B. japonicum se encontró que los genes de la biosíntesis de GAs se

expresan en condiciones sirnbióticas, dentro de los nódulos radiculares de las plantas

de soya en periodo de floración y llenado de vainas, obteniéndose una alta actividad

de oxidasas de GAs en los bacteroides (Méndez y col., 2014).

Para R. etli no se ha estudiado la expresión de genes ni la actividad de

oxidasas de GAs, aunque se demostró que los genes CPS y KS son funcionales y

participan en la síntesis de ¿zf-kaureno mediante expresión heteróloga en

Escherichia coli de los genes CPS y KS de R. etli con el gen GGPS del sistema

vegetal Abies grandis (abeto de Vancuver) (Hershey y col., 2014).



1.4 Cobre en suelo y su toxicidad en sistemas vegetales.

El cobre es un metal pesado, persistente y no degradable, es un

micronutriente necesario para el desarrollo de las plantas. Participa en los procesos

de fotosintesis como constituyente de la plastocianina, enzima con propiedades

REDOX encargada del transporte de electrones (Lightbody & Krogmann 1967).

Ademrís participa en la asirnilación de NO:- por la plant4 reacción catalizada por la

enzima nitrato reductasa la cual posee un cofactor de molibdeno que es sintetizado en

presencia de cobre (Pilon y col.,2006). Por último, este elemento es necesario en el

proceso de respiración celular fotmando parte del centro REDOX del citocromo

c oxidasa, última enzima de la cadena transportadora de electrones (Yruela, 2009).

Sin embargo, cuando se acumula en exceso (>20 mg/Kg masa seca de hojas)

presenta efectos tóxicos en la planta como la generación de especies oxigenadas

reactivas (-O: y 'OH), cambios en la forma y tamaño de cloroplastos, alteración de la

fotosíntesis y cambios en la permeabilidad de la membrana. Estos cambios se

reflejan en síntomas de clorosis, marchitamiento y disminución de parámetros de

crecimiento como biomasa y longitud @razkiewicz y coL,2004; Sanchez-Pardo &

Zornoza 2014).

Este elemento se encuentra asociado a sulfuros en minerales del suelo como

la calcopirita (CuFeSz) y su biodisponibilidad depende de condiciones edáficas como

pH, estructura, contenido de materia orgánica y contenido y tipo de arcillas, las

cuales determinan la capacidad de intercambio catiónico del suelo (CIC), es decir la

capacidad de adsorber cationes en la supetficie de la fracción coloidal del suelo,

regulando su disponibilidad pata los cultivos. El cobre se puede enconfar en va¡ios

estados de oxidación y especies químicas en la solución suelo como Cu*, Cu*2,

CuOH* y Cu:(OH)u*2 aunque en forma predominante se encuentra formando

quelatos con [a materia orgánica, asociado con ácidos húmicos (macromoléculas

coloidales complejas, con un núcleo aromático unido en su periferia a glupos COOH,

OH) y como cobre soluble en un rango de pH 5-6 (Kabata-Pendias, 2011).

Los aportes de cobre hacia e1 suelo se atribuyen a la meteorización del suelo

de origen y a factores antrópicos como el uso de plaguicidas en base a CuSO+ para

combatir plagas (Mackie y col.,2012), herbicidas e insecticidas, actividad minera y



fundiciones de cobre y apofes urbanos asociados a la generación de residuos sólidos

elechónicos (Kabata-Pendias, 201 1).

La contaminaoión del suelo por cobre constituye un impoftante problema

ambiental puesto que este metal ingresa a la cadena trófica incorporándose en los

cultivos agrícolas, a los cuales se ve expuesta la población; ocasionando daños

hepáticos y neurológicos (Uriu-Adams & Keen, 2005). Pese a la relevancia de la

contaminación de terrenos de cultivo por metales, nuestro país no posee una

legislación que regule las concentraciones rnáximas permitidas de estos elementos. Si

bien, la concentración total del metal en el suelo no es un indicador de su

biodisponibilidad, este parámet¡o se emplea como referencia en varios paises. Por

ejemplo, en la guía canadiense de calidad de suelo, se indica una concentración

máxima permitida de cobre total en suelos agrícolas de 63 mg Kg-1 (CCME, i999).

Chile posee una producción de 5,74 Mt /año de cobre (COCHILCO, 2014); lo

cual lo convierte en el país con la mayor producción del mundo, debido a esto

muchos terrenos de uso agrícola presentan altos niveles de cobre. La línea base de la

concentración total de cobre en la cuenca del río Aconcagua es de 70-155 mg KgI;

estos elevados niveles se deben a procesos geológicos y al uso constante de

fungicidas con contenido de cobre. Además, suelos agícolas cercanos a complejos

mineros, fundiciones y depósitos de desechos de estas industrias presentan niveles de

700-4000 mg Cu Kgl en la cuenca del río Aconcagua (Aguilar y col., 2011) y hasta

5267 mg Kg-r en la localidad de Puchuncaví (González y col.,2014) en la V región.

1.5 Atenuación del efecto tóxico del cobre sobre plantas y rizobios.

El cobre es un micronutriente que participa en el metabolismo de los rizobios.

Si bien, los niveles requeridos de este rnetal varían según la especie de rizobacteria,

se sabe que la presencia de Cu(II) en el suelo puede afectar la actividad enzimálica

de estos microorganismos. Por ejemplo, concentraciones de CuClz 100 pM en

cultivos líquidos anaeróbicos en medio YEMA en presencia de ácidos dica¡boxilicos

(Pagan, 1975) de BradyrhizobiuLn producen una disminución de la actividad de la

nitrogenasa, nitrato reductasa y nitrito reductasa. Sin embargo, en Sinorhizobium

meliloti se potencia la actividad de estas enzimas para la misma concentración de
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CuClz (Arora y co[.,2010). Esto sugiere la existencia de distintos niveles de

tolerancia entre los rizobios.

Para Mesorhizobium amorphae se han identificado genes relacionados con la

tolerancia a cobre, que codifica¡ para proteínas dependientes de ATP y GTP, entre

otros (I Iao y col., 2015). El cobre en cantidades superiores a las requeridas es tóxico

en el citoplasma; por esto, la bacteria posee mecanismos encargados de expulsarlo al

espacio extracelular. En su estado de oxidación Cu(I) este metal presenta mayor

toxicidad; debido a esto la bacteria oxida el Cu(I) a Cu(II) y lo expulsa mediante

transporte activo.

En las plantas, el Cu(II) se incorpora a las células de las raíces mediante

transpoÍe activo y proteínas transporladoras. Una vez dentro de las células,

metaloprotelnas solubles receptoras de metales transportan los metales divalentes

dentro de los tejidos (Yruela, 2009). La planta responde al exceso de este elemento

produciendo antioxidantes que contrarresten el estrés oxidativo, acumulando el metal

en las raíces evitando que dañe los tejidos superiores y fonnando quelatos con ácidos

orgrínicos (Drazkiewicz y col., 2004; Yruela, 2009).

1.6 Efecto de rizobacterias sobre el crecimiento de leguminosas cultiv¡das
en suelos contaminados con cobre.

Estudios realizados con las leguminosas Vigna radiata (poroto chino) y

Vigna angularis (poroto azuki) cultivadas en suelos con cenizas con alto contenido

de Fe, Zn, Cu y Cd e inoculadas con sus respectivas rizobacterias §imbiontes

demuestran que estos microorganismos potencian la elongación de la planta

hospeder4 su biomasa y los niveles de clorofila, carotenoides y proteínas en las hojas

(Chaudhary y col., 2011). Esto sugiere que podrían usarse rizobacterias para atenuar

los efectos tóxicos de metales sobre plantas de leguminosas.

Pa¡a varias especies de legurninosas inoculadas con rizobios se han

desarollado estudios de toxicidad por Cu(II) (Fatnassi y col., 2015; Laguere y col.,

2006; Sanclrez-Par do & Zor¡oza 2014); encortrando que el Cu(II) provoca necrosis

de hojas, clorosis, disminución de nódulos radiculares, alteraciones en la morfología

de Ia raí2, disminución de la elongación de la parte aérea y ralces; así como

ó



disminución en la biomasq los cuales podrían disminuir en presencia de inóculo

bacteriano.

Estudios realizados en plantas de Vicía faba (haba) demuestran que

concentraciones de 1 y 2 mM de CuSO¿ en el medio de riego, dismiuuyen los

pa.rámetros de crecimiento de la planta, en contraste con plantas inoculadas con un

conjunto de microorganismos del suelo dentro los que destaca Rhizobium sp y

Rhizobium leguminosarum. Estas últimas presentaron un aumento del peso seco

aéreo y la elongación de la raíz (Fatnassi y col., 2015). Además, se ha demostrado

que la presencia de Bradyrhizobium como simbionte; potencia un aumento de

crecimiento de la parte aérea en un 15% y 25Yo pata plantas de Lupinus albus

(altramuz blanco) y Glycine max (soya) respectivamente; para concentraciones de

CuSO¿ 48 pM en el medio de riego; y potencia un aumento de crecimiento de la raiz

en un l2Yo y 37% respectivamente en comparación a plantas crecidas en presencia

antecedentes resulta importante investigar el efecto que tienen las rizobacterias sobre

la tolerancia al cobre de plantas de otras especies de leguminosas.

En este Seminario de Título se investigó el efecto biofertilizante de R. etli

sobre plantas de poroto comin (Phaseolus ttulgaris), la leguminosa más cultivada en

nuestro país, preferentemente en las regiones del Maule, Biobío y Araucanía

(ODEPA, 2014-2015). Específicamente, se investigaron dos factores relacionados

con el efecto beneficioso de esta dzobacteria sobre el crecimiento y desarrollo de la

planta: la capacidad de biosintetizar fttohormonas diterpénicas (GAs) y su potencial

efecto sobre la tolerancia al Cu(II).

1.7 Hipótesis

. En presencia de Cu(II), R. etli petmite el crecimiento de P. vulgaris

evitando el uso de fertilizantes nitrogenados.

. El efecto biofertilizante de R etli incluye la capacidad de fijación de

Nz y la biosíntesis de GAs.
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1.8 Objetivo General

Investigar el efecto biofertilizante de R. efli sobre cultivos de p. ),ulgarís con
respecto al crecimiento vegetal, biosíntesis de fitohomronas y tolera,cia de las
plantas a Cu(lI).

t.9 ObjetivosEspecíficos

l. Detenninar el efecto de la rizobacteria y del NH¿NO: sobre el crecimiento de
plantas de P. vulgaris.

2. Investigar midiendo la actividad de oxidasas de GAs, la capacidad de
sintetizar estas fitohonnonas en bacteroides de R. etli-

3. Deteminar el efecto de Cu(II) sobre el c¡ecimiento de ¿ vulgaris en
simbiosis con R e/l o en presencia de NH¿NO:r

4. Determinar el efecto de Cu(II) sobre el crecimiento de R. ¿¡ll en cultivos
líquidos.
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II. MATERIALESYMÉTODOS

2,1 Cultivo de plantas de Phtseolus vulgaris (poroto común).

Las semillas de P. vulgaris fueron esterilizadas con etanol al 95%, NaCIO

comercial al25oA y lavadas con agua estéril (agua destilads, esterilizada en autoclave

con vapor de agua por 15 rninutos a 1 aín y 121 "C). Las semillas se hicieron

germinar en placas de agar al lYo a 28"C por 4 días. Se sembraron 3 semillas por

cada maceta de tipo jaffas de Leonard Cr'incent, 1970). Este sistema de cultivo

cuenta con dos compartimientos, el compartimiento inferior contiene 500 mL de

solución nutritiva la cual asciende por capilaridad a través de una gasa al

compattimiento superior el cual contiene vetmiculita como soporte inerte; en este

último compartimiento las semillas germinadas fueron sembradas. Sobre cada una de

las semillas se agregó 2 nL de cultivo líquido en medio YEM de R. ¿¡ll en fase de

crecimiento exponencial (Aooo,,":1,5).

Las plantas se cultivaron en una cámara de cultivo con una humedad relativa

del 68 io, radiación fotosintética activa de 1000 ¡rmol m'2 s-1 y con ciclos de 24 h de

luz los primeros dos días, 16 h luz-8 h oscuridad por dos semanas y 12 h lttz-1Z hrs

oscuridad por el tiempo restante en un rango de temperatura de 24/28 "C. Las plantas

fueron regadas 1-3 veces por semana, manteniendo el sistema hidropónico con 500

mL de una solución de riego que no contiene cornpuestos nitrogenados; compuesta

por: KzHPO+ 0,174 gI-; MgSOr x 7f12O 0,2465 g/L;KCl0,O7 45 g/L; CaSO¿ x 2HzO

0,44 glL, citrato de Fe(II! 0,018 g/L y oligoelementos (ZnSO,r x THzO 0,11 mg/L,

ILBO: 0,715 mg/L, MnSO+ x THzO 1,015 mg/L, CuSO+ x 5HzO 0,15 ¡tM y

(NH+)aMorOz x 4H2O 0,005 mgil) (Vincent, 1970).

Los nódulos se cosecharon desde las raíces de las plantas a distintos tiempos

(S, 11, 14, 21,25,28,35, 42, 49 y 56 dpi) y se almacenaron a -20o C para su

posterior an¡ilisis. En los ensayos con plantas sin inóculo bacteriano se añadió al

medio de riego NII¿NO: 6 mM. (Sránchez y col., 2004).

Finalmente, para determinar la tolerancia a Cu(II) de la planta, en presencia

de R. ¿fli o NII4NOT, se emplearon concentraciones de CuSO+ x 5H:0 en el medio de
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riego de 100,300 y 1000 pM. Estas plantas fueron cosechadas a los 25 días después

de plantar.

2.2 Cultivosbacterianos.

Se utilizó la cepa R. etli 1026 proporcionada por la Dra. Cecilia Baginsky,

proveniente de la colección de la Universidad Politécnica de Madrid. Se realizó un

cultivo líquido (metódica de crecimiento de microorganismos en medios líquidos

nutritivos) del rizobio en medio YEM (medio nutritivo que contiene los nutrienes

necesarios para el desarollo de rizobacterias), que contiene levadura (0,4 g,{L),

manitol (10 gil), NaCl (0,1 s/L), K2HPOa (0,5 gil) y MgSO+ x THzO (0,2 g/L). Este

cultivo se mantuvo con agitación a 150 rpm a 28"C en un agitador orbital

(Thermoscintific modelo Ma-xQ 4450) y se utilizó para inocular semillas de

P. vulgaris en germinación y obtener nódulos radiculares con bacteroides de la cepa

respectiva.

Para la realización de curvas de crecimiento, se midió la absorbancia del

cultivo en medio YEM a 600 nm en un espectrofotómetro (JENWAY modelo

6320D). Las curvas de crecimiento se realizaron en presencia de CuSO¿ x 5HzO 0,

10, 50 y 100 pM. La absorbancia se midió a distintos tiempos entre 0 y 240 h. Las

medidas fueron realizadas por triplicado.

2.3 Obtención de bacteroides deR. ¿¡li

0,22 gde nódulos se maceraron en un mortero con una solución de fosfalo de

potasio 50 mM pH 7,0, ascorbato de sodio 200 mM y polivinilpolipinolidona (1glg

de nódulos). El homogenizado se filtró por 3 capas de gasa y se centrifugó a

temperatura ambiente a 155 xg durante 10 minutos (Centrifuga Hettich modelo

Rotofx 32) para eliminar restos vegetales. El sobrenadante se centrifugó a 8981xg

por 10 minutos a 4'C (Centrifuga Hettich modelo Univeral 320R) para sedimentar

los bacteroides, quedando en el sobrenada¡te los componentes provenientes del

citosol de las células vegetales. El pellet de bacteroides se lavó con 20 mL de una

solución buffer compuesta por TES 50 mM pH 7,5i MgClz 2,5 mM y KzIIPO+

I mM (la calidad y procedencia de los reactivos se muestra en la Tabla 12, ver

Anexo), finalmente el pellet de bacteroides se resuspendió en 2 mL del mismo buffer

para los ensayos de metabolización de precursores de GAs.



2.4 Sustratos marcados con 14C.

Los sustratos ircido ent-laCrkaurenoico (14C-KA) y lacr-GAlz marcados en

C17, fueron sintetizados por el Dr. L. Mander en la Universidad Nacional de

Australia, Camberra.

2,3 Metabolización de precursores de GAs.

Se utilizó una suspensión de bacteroides preparada a pafir de 0,22 g de

nódulos. Se agregaron precursores marcados con l4C en forma de soluciones

metanólicas y se incubó la suspensión de bacteroides por 2 dlas a 28oC con agitación

orbital a 150 rpm. Para los ensayos se utilizaron 20000-50000 decaimientos por

minuto (dpm) de los precursores I4C-KA y iaC-GArz.

2,6 Extracción y purificación de productos.

La suspensión de bacteroides incubada por dos días fue centrifugada a

12800 xg durante 15 minutos (Centrifuga Eppendorf modelo 5410) para separar el

petlet de bacteroides del sobrenadante, el cual contiene las laC-GAs. El sobrenadante

fue acidificado a pH 3,0 con HCI 6 M para protonar los grupos carboxilato de las

GAs y permitir su extracción desde la fase acuosa a una fase orgánica de acetato de

etilo (3 extracciones con 5 mL de acetato de etilo cada una).

El solvente de las fases orgránicas combinadas de cada extracción con acetato

de etilo se eliminó en un rotaevaporador (Buchi modelo R110) y el residuo se

disolvió en metanol al 20o/o en }lzO pH 3.0 para purificar la muestra mediante

cromatografía en fase sólida en cohunnas Crs (Sep-Pack, Waters). Los eluídos

metanólicos de las columnas Cra (volumen: 2 mL) se concentraron bajo Nu y se

analizaron por HPLC. En todas las etapas se cuantificó la radiactividad mediante

centelleo líquido.

2.7 Cromatogralia líquida de alta resolución (HPLC).

El eluído de Sep-Pack, C18 se inyectó en un equipo de cromatografia líquida

de alta resolución FIPLC Shimadzu SPD 20A equipado con una columna Crs de fase

inversa de 5¡rm; 250x4 mm. Para la separación de los distintos productos se utilizó

una gradiente lineal de MeOH de 60 a 100% en HzO pH=3,0 durante 30 minutos

seguida por 6 min de flujo isocrático de MeOH. Se utilizó un flujo de 1 ml/min y se
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colectaron alícuotas de 1 mL de cada fracción para cuantificar su radiactividad. Esta

técnica cromatográfica se empleó para separar e identificar los productos de las

oxidasas de GAs por comparación de los tiempos de retención con los respectivos

estándares de GAs marcados con 14C por medio de la cuantificación de la

radiactiactividad de cada fracción mediante centelleo líquido.

2.8 Cuantilicación de radiactividad por centelleo Ilquido.

Se cuantificó la radiactividad en un contador de centelleo líquido (Perkin

Elmer Tri-carb 2810 TR) utilizando una solución de centelleo que contiene 0,125 g

de 1,4-bisf2-(feniloxazolil)]-benceno (POPOP), 4 g de 2,5-difeniloxazol (PPO) y 500

mL de detergente (Arcopal) en 1L de tolueno. La eficiencia de conteo para lac fue de

93V0. Se realizí calibración del equipo con estándar de laC en tolueno de 123600

cpm. Rango de conteo lineal: 200-150000 cpm. Conteo basal:40 + 10 cpm.

2.9 Mediciones de panímetros de crecimiento vegetal.

Se midió [a longitud de parte aérea de las plantas de P. ttulgaris, así como la

masa húmeda y masa seca de la parte aérea (tallo mrás hojas) y de las raíces. Para

obtener la masa seca; las muestras se calentaron a 70 'C por 3 días hasta masa

constante, dejándolas enfriar en un desecador antes de registrar su masa. Se

contabilizó el número, aspecto y masa de los nódulos radicula¡es en las distintas

etapas del crecimiento de la planta. Los parámetros de crecimiento fueron expresados

como porcentaje en comparación con el tratamiento control correspondiente. Los

resultados se expresaron como promedio .t desviación estándar de un mínimo de 3

plantas y un máximo de 6 plantas.
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III, RESULTADOS

3,1 Parámetros de crecimiento de plantas d.e P. tulgaris en simbiosis con
R. etli.

Se inocularon semillas germinadas de P. vulgaris con un cultivo líquido de

R. etl¡ 1026 y las plantas inoculadas se crecieron en condiciones controladas (ver

sección de materiales y mérodos).

Luego de los 24 días post inoculación (dpi) se obtuvo crecimiento vegetativo,

iniciándose la formación de botones florales a los 25 dpi. En la semana 4 (28 dpi) las

plantas estaban en plena floración, comenzando la formación de vainas en la quinta

semana. En la semana 6, las plantas presentaroÍl vainas llenas y en la semana 7 las

hojas comenzaron a marchitarse (Figura 4).

Figura 4 Plantas de P. vulgaris inoculadas con R etli. A: Desarrollo vegetativo
(21 dpi). B: prefloración (25 dpi). C: floración (28 dpi). D: formación de

vainas (35 dpi). E: Vainas llenas (42 dpi).
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Semanalmente se cosechriron plantas y se aislaron los nódulos radiculares.

Adicionalmente, se registraron los parámetros de crecimiento de las plantas (masa

húmed4 longitud parte aérea y masa seca) (Tabla 1) así como los parrírnetros de

nodulación (Tabla 2). A los 8 dpi se observó la presencia de nódulos radiculares,

ubicados en la base de la raíz principal, evidenciando la infección que inicia la

simbiosis. Los nódulos simbióticos, de coloración intema rojiza debido a la
leghemoglobina, se obtuvieron a partir de los 1 1 dpi.

Tabla 1 Parámetros de crecimiento en plantas de P. vulgaris inoculadas co¡ R. etli.

I El grado de humedad en la raiz es afectado en mayor medida que la pade aérea por
variables propias del cultivo como cortacto con la solución de riego.

Tiempo
(dpi)

Mas¡ húmeda
Parte

aérealplanta (g)

Masa
húmedar

Raíz/planta
ls)

Longitud
Parte aérea

(cm)

Masa seca Pa¡te
aérea/planta (g)

Masa seca
Raízlplarta

(e)

8 2,15+0,49 1,85 11.3+2.4 0.19+0.06 0.10

l1 2.95+0,6,1 ) o§ 15.5+7.1 0.34+0"17 0,14

1,t 3.07r0.91 2.93 19.1+4.2 0,34+0,16 0,27

21 4.90t2.95 4.90 26.6-9.7 0.65+0.37 0.32

25 8.57+ 1.,17 4.99 50.2r3.1 1.06+0.18 o 1)

9,23+3.33 6.23 38,9+3,7 1.23+0.39 0.5 5

35 14,1+6,20 10.6 40,8+3,3 2,24+0,93 0.83

42 25.2+t0.1 6,90 45.2+5.9 3.37+ I.3 8 0,78

19 44,3+2.20 6,60 37.9+5.1 4,99+1,94 0,84

56 35,8+3,10 10,9 37.3+4.5 5.8211.45 t.4 t

Tabla 2 Par¡ímetros de nodulación a lo largo del desarrollo de la planta.

Tiempo
ldDi)

No nódulos
simbióticos/nlanta

Masa nódulos
sim bióticos/planta (s)

Masa promedio/
Nódulo (ms)

8 40 0.02 0.50
11 t75 0,25 t,43
t1 200 n)1 1,10

2t 200 0.6i 3.05
25 404 1,31

28 425 1,48 3,48
35 700 3,5 0

12 940 3,3 i 3.52
49 93:i 3.30 3.54

56 416 1.47 3.53
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Los nódulos radiculares obtenidos presentaror un aumento progresivo de

tamaño hasta alcanzar un máximo de 4 mm a partir de la semana 4. Los primeros

nódulos se encontraron en la base de la raíz principal y posteriormente se generaron

nódulos en secciones inferiores de la raíz principal y raíces laterales pero en menor

proporción, Debido a esto las raíces presentaron nódulos en distinto estado de

maduración-

Se encontró un aumento sostenido de la masa y número de nódulos

radiculares por planta hasta alcanzar un máximo en la sexta semana de crecimiento

de las plantas (Figura 5), sin embargo el promedio de masa por nódulo permaneció

constante a paftir de la floración (Figura 5).

0 71,{31 ¡A ¡n ¿? ¿9 56

tieñpo (dp»

Figura 5 Variación de los palímetros de nodulación en distintos períodos del

crecimiento vegetal.

Los nódulos encontrados hasta los 28 dpi presentaron una coloración

parda-atigrada (Figura 6,4). Posteriomente, desde los 42 dpi algunos de los nódulos

se volvieron oscuros y luego alcanzaron un estado de senescencia adquiriendo una

textura blanda (Figura 6). Sin embargo, estas plantas también presentaron nódulos
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firmes y de coloración pardq que junto a los oscuros y firmes se cosecharon para

cuantificar la biosíntesis de GAs.

Figura 6 Nódulos extraídos en plantas de P. vulgaris inoculadas con R. etli.
A: nódulos de 25 dpi. B: nódulos de 42 dpi.

En relación a los parámetros de crecimiento se observó un aumento

progresivo de la biomasa y del crecimiento en longitud de la parte aérea de la planta

(Figura 7). El aumento en la biomasa de la parte aérea fue de mayor magnitud que el

encontrado en la raíz debido al desarrollo de las vainas.

1¡ 21 lB 3s ¡2

nempo (dpi)

Figura 7 Variación de parámetros de crecimiento de P. Vulgaris en distintos
tiempos. Izquierda: variación de masa seca. Derecha: variación en la
longitud de la sección aérea.

La raíz en cambio, presentó un aumento moderado en biomasa manteniéndose

la masa seca aproximadamente constante a partir de los 35 dpi. No fue posible medir

la longitud de la raiz debido a la dificultad de separar las raíces de cada planta en una

maceta.

E

E

d

a

*:

ile¡rpo ldprl
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Parámetros de crecimiento de plantas de P. vulgaris en presencia de
NH¿NO.¡

Con la finalidad de comparar el nivel de crecimiento de la planta en presencia

de un fertilizante comercial (l.,lH¿NO:) y en presencia de R. etli; se cultivaron plantas

de P. vulgaris empleando una solución de riego que contiene NH¿NO: 6 mM. Las

plantas se cosecharon a los 25 días de tratamiento y se registró sus pariámetros de

crecimiento (masa húmeda, longitud parte aérea y masa seca). En la Tabla 3 se

comparalr estos parámetros con los de plantas cultivadas en simbiosis con R. e¡l/.

Tabla 3 Parámetros de crecimiento de plantas de P. vulgarís en presencia de

NH¿NO: o R. etli. Plarrfas de 25 días.

La biomasa (aérea y de la ran) fue mayor en las plantas crecid¿rs con

NH¿NO:. Sin embargo, las plantas inoculadas son R. etli presentaron una mayor

longitud @igura 8).

NH,NO.

vulgaris en presencia deFigura 8 Variación de parrimetros de crecimiento de P.

NH+NO: o R. e/i. Plantas de 25 días.

§

3

s

Tratamiento Masa húmeda
Parte

aérea/planta (g)

Masa
húmeda

Raí2./planta
lc)

Longitud
Parte

aérea (cm)

Masa seca
Parte

aérea/planta
(s)

Masa seca
Raíz/planta

G)

NH¡NO¡ 23,6+1,40 8,48+2,43 39,1+2.8 2,72+0,3t 0,68+0,01

R. erl¡ 8,5h.1.47 4,99+0,97 50,2+3,1 1,06+0,18 0,32+0,t2

20



Estos resultados sugieren que la simbiosis con esta cepa de R. etll proporciona

menos nitrógeno en forma de NH¿+ a la planta que el tratamiento con NII¿NO:

6 mM. El NH++ entregado a la planta por [a bacteria se incorpora a arninoácidos y

proteínas siendo esencial para aumentar la biomasa. por otra pafie, la mayor longitud

del tallo observada en las plar,tas inoculadas con R. etli sugiere que se debería a la

biosíntesis de GAs por la bacteria puesto que, uno de los efectos más ca¡acterísticos

de estas fitohormonas sobre el crecimiento vegetal es la elongación del tallo.

3.3 Biosíntesis de GAs en bacteroides d,e R. etli

Con la finalidad de determinar si los bacteroides de R. ¿¡ll aislados de nódulos

radiculares de P. vulgaris presentan la capacidad de sintetizar GAs, se ensayó la

actividad de dos enzimas de esta vía metabólica: ¿nl-kaurenoico oxidasa y C20

oxidasa, utilizando los sustratos ácido ent-taC-kaurenoico (raC-KA) y laC-GArz (C20

metilo).

Los sustratos se incubaron con una suspensión de bacteroides y los productos

de metabolización se aislaron mediante partición líquido-líquido, cromatografía en

fase sólida y HPLC §er sección Materiales y métodos), obteniéndose los perfiles de

HPLC que se muestran en las Figuras 9 y 10. Adicionalmente, los cromatogramas

respectivos se muestran en las Tablas 9, 10 y 11 (Ver Anexos). Los productos se

identificaron comparando sus tiempos de retención (tn) con los de GAs patrón que

son intemediarios o productos finales de la ruta biosintética descrita en

B. japonicum (Figura I l).
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f zeoH-l*c-xR
ffi?l''c-cA,,
l-__l'oc-cA,, aldehido

I'oc-KA
Figura 9 p"rfil"rtoáE'"1+lc de los productos formados a partir de r4c-IG por

bacteroides de R. etli obtenidos a diferentes tiempos de crecimiento de las plantas.
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Figura 10 Perfiles de IIPLC de

bacteroides de R. e//¡ obtenidos a

ffi'oc-GA,u* 'oc-GAro

[-ll4c-cAn
ffi,OC.GA,,

los ¡rloductos formados a partir de I1C-GAI2 por

dif-erentes tiempos de crecimiento de las plantas.
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Figura 11 Perfiles de FIPLC de estáLndares de
Figuras 9 y 10.
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En todos los casos se obtuvo conversión de los sustratos en productos miis

pola.res cuyos tiempos de retención corresponden a los de algunos intermediarios o

productos finales de biosíntesis de GAs, lo que indica que los bacteroides de R. ¿¡ll

contienen oxidasas de GAs activas a partir de 1 I dpi.

El sustrato ingresa a los bacteroides donde es metabolizado a compuestos más

polares que son excretados hacia el medio de incubación. Al término del tiempo de

incubación (2 días) se obseruó una distribución de los productos y/o del sustrato

residual entre el medio extracelular (sobrenadante) y las células; representado por la

radiactividad encontrada en ambas fracciones (Tablas 4 y 5).

Tabla 4 Actividad de la enr-kaurenoico oxidasa en bacteroides de R. ¿¡ll aislados en
distintas etapas de desarollo de P. tulgaris.

Tabla 5 Actividad de la C20 oxidasa de GAs en bacteroid es de R. etli aislados en

distintas etapas de desarrollo de P. vulgaris.

2 Corresponde principahnente a productos de metabolización.
3 Corresponde a 14C-KA residual.
4 Obtenido de perfil de IIPLC.

Tiempo
ldoi)

Radiactividad
sol¡renadante (7o)2

radiactiYidad cn las células
(%) (t¿c-KA)3

laC-KA e¡
sobrenadante (7o)a

1l 92 8 2

t4 90 10 4

2t 86 t1 1

25 27 12

28 90 10 1

35 83 t7 3

42 85 15 I

Tiempo
ldrri)

Radiactividad
sobrenadante (7o)

radiactividad en las células
l7o) ItaC-GArrl

r¿C-GAr: en
sobrenadante (Yo)

l1 99 I 77

t4 99 1 65

2t 92 8 l0
25 97 4
28 98 2 39

35 98 2 37

42 100 0 20

49 100 0 5

56 99 I 8

)q



La distribución de los sustratos se relaciona con su polaridad. El ácido

ezr-kaurenoico posee una baja polaridad por lo cual principalmente se encuentra en

el interior de la célula, a diferencia de sus productos de metabolización y del sustrato
laC-GArz, los que se encuentran básicamente en el sobrenadante.

El ácido ent-1aC-kaurenoico originó por lo menos 3 productos. Los productos

mayoritarios p¡esentaron un tp de 20 y 25 minutos respectivamente y podrían

corresponder al icido 7B hidroxi-laC-kaurenoico (7BOH-1aC-KA) y al intermediario
laC-GAt: aldehído que se forma por la oxidación sucesiva del C7 y contracción del

anillo B. Aunque el producto 19,i0-y lactona (14C-GAe) presenta un tn similar al de

TPOH-I4C-KA probablemente no se forma en este experimento desde este precursor

temprano ya que este producto se formó con ur alto rendimiento corno se espera para

un intermediario cercano en la secuencia biosintética. Ademas de los productos

anteriores, se encontró el intermediario C20 aldehído (14C-GA24, tn: 17') en todas las

incubaciones. Este producto es un precursor del producto final lactónico GAs. No se

'detectaron GAs hidroxiladas en C3 o C13 (biológicamente activas) que presentarían

tR menores a 15 minutos, sugiriendo que R. e/l presenta sólo [a vía no hidroxilada de

biosíntesis de GAs.

En las incubaciones con i4C-GAlz se formaron va¡ios productos con tn 17-19

minutos que corresponderían a los intermediarios laC-GA2a (C20 aldehído) y/o laC-

GArs (C20 alcohol). En varias incubaciones se detectó un porcentaje importante de

sustrato residual, lo que junto con la reducida cantidad de producto final laC-GAq

(tn:20'), indica que la C20 oxidasa de R. ¿rli presefta una actividad moderad4 rnenor

a la descrita para bacteroides de B. japonicum (Mendez y col., 2014).

El producto final de la ruta biosintética de GAs en R. etli es la GA no

hidroxilada GAs que carece de actividad biológica. Aunque este producto no se

detectó en un porcentaje significativo en los experimentos con bacteroides aislados

de R. etli, el GAe podria ser transportado desde el bacteroide hacia la planta para su

posterior transformación a GAs bioactivas. Ya sea en el nódulo o en otros tejidos

como tallos y brotes. Las GAs GA¿ y GAr (hidroxiladas en C3 y/o C13) promueven

la elongación de los tallos y la floración por lo que generadall un efecto

lo



biofetilizante de R. etli sobre las plantas de P. vulgaris,lo cual se obseruó en las

condiciones experimentales descritas en este trabajo (Tabla 3).

3.4 Efecto del Cu(II) sobre plantas de P. vulgaris ctltt,,ad.as en presencia de
R efli.

Se estudió el efecto de la presencia de Cu(II) en el crecimiento de plantas de

P. vulgaris inoculadas con R. etli y cómo este metal afecta el proceso de nodulación.

Para esto se inocularon semillas germinad x de P. vulgaris con un cultivo líquido de

R. etli y las plantas se crecieron en condiciones controladas con concentraciones

variables de CuSO+ en la solución de riego. Las plantas se cosecharon a los 25 dpi y

se midieron sus pariímetros de crecimiento y nodulación (Tabla 6).

Las plantas tratadas con CuSO4 presentaron un aspecto saludable

(Figura 12A) y leves síntomas de toxicidad en la parte aérea como necrosis en el

borde externo de las hojas más aritiguas (este síntoma no fue representativoi

encontrándose sólo en pocas plantas de manera aleatoria (Figura 128)). La raiz to
presentó síntomas de necrosis; sin embargo se observó un aumento de su grosor en

comparación con las plantas cultivadas con concentraciones de Cu(II) como

rnicronutriente en Ia solución de riego {Figura l2C).

27



CuS0a 0,15 gM

Figura 12 Plantas de P. vulgaris inoculadas con R. etli en presencia de distintas
concentraciones de CuSO¿. A: Planfas de 25 dpi. B: Síntomas de
toxicidad en hojas. C: raíces de 25 dpi.

Tabla 6 Par¿ímetros de crecimiento en plantas de P. vulgaris tfafadas cor R. etli y
CuSO¿.

En los tratamienfos con CuSO¿ se observó una disminución de la longitud de

la sección aérea de la pla¡ta en un 30%o para el tratamiento con CuSO¿ 1000 ¡rM
(Figura 13). Además, se observó una disminución del 38% en la biomasa de la

sección aérea para las plantas crecidas bajo la misma concentración de CuSO+. La

raíz en cambio, aumentó su biomasa en presencia de Cu(II) hasta en un 280lo

(Figura 13).

5 CuSO¿ como micronutriente en la solución de riego.

ICuSOr]
(pM)

Masa húmeda
Parte

aérea/p¡anta (g)

Masa
húmeda

Raí2,/planta
fs)

Longitud
Parte aérea

(cm)

Masa seca

Parte
¿érealplanta (g)

Masa seca

Raízlplanta
(c)

0.155 8.57+ i.47 4.99+0.97 50.2 13.1 1.0610.18 0.32a0.12
100 4.25j0..11 5,82+0,02 35,8+3.8 0,71+0,05 0,42+0.03
300 3.80+0.04 5.85+0.07 2',7 -6t7.6 0.59+0.03 0..11+0.05
1000 4,22l.0,59 3.98+ 1.29 36.0j5.7 0,65+0,15 0.32+0.t2
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Figura 13 Variación de pariímetros de crecimiento de p. tulgaris inocula_da con
R. efli en presencia de distintas concentraciones de CuSO¿.

Con la finalidad de deteminar el efecto del Cu(lI) en la nodulación se

aislaron y cuantificaron los nódulos radiculares (Tabla 7). Estos presentaton una

coloración más oscura que los nódulos de plantas cultivadas sin CuSO¿ adicional y se

encontraron en las mismas secciones de la raíz (Figura 14).

Figura 14 Nódulos extraídos en plantas de P. vulgaris de 25 dpi inoculadas con
R. etli en presencia de CuSO¿.

El Cu(II) afectó el número y masa de los nódulos; específicarnente se obtuvo

una disminución del45c'/o e¡ el número de nódulos formados con CuSOa 1000 pM y

una disminución del 69%o en la masa (Figura 15). Además el Cu(II) disminuyó en un

43% el peso promedio de cada nódulo (Figura 15), en comparación con los de

plantas no tratadas con concentraciones adicionales de CuSO+.

Concenl¡¿crún CUSO.¡ (1¡:ll
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Tabla 7 Par¿ámetros de nodulación de P.

CuSO¿.
vulgaris inoaiado con R. etli. Efecto del

Figura 15 Variación de los parrímetros de nodulación en presencia de CuSOa.

Además de utilizar los parámetros de nodulación para determinar la eficiencia

de la simbiosis; se comparó de manera cualitativa la expresión de la leghemoglobina

como indicador de la actividad nitrogenasa de los bacteroides. La coloración intema

rojiza de los nódulos indica la presencia de leghemoglobina, una proteina hemfuica

que mantiene una baja concentración de O: en el nódulo. Los nódulos de plantas

cultivadas sin CuSO+ mostraron esta coloración; a diferencia de los tratados con

concentraciones de CuSO¿ adicional cuya coloración fue más oscura (Figura 16).

Estos resultados sugieren un metabolismo alterado con respecto a la fijación de N2 en

los bacteroides expuestos a Cu(II), lo que es consistente con la menor biomasa aérea

de las plantas tratadas.

6 CuSO¿ como micronutrierfe en la solución de riego.

¡

!

E

ICuSO¡l
(pM)

No nódulos/
planta

Masa nódulos/
Dlanta (s)

.Vlasa promedio/
Nódulo lms)

0, r56 347i.46 1.71+0,32 4,90+0,26

100 263+33 0,68+0,15

300 213+28 0,5610,05 2,65=0.1 I

1000 190I1,1 0,53+0,13 2,',7 6!0,47

Concsñhacioñ CuSo¡ Ír\lr Concehr.ac¡oñ CUSO¿ ( r¡r
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CuSO¿ 0,15 pNI

Figura 16 Corte transversal de un nódulo radicular aislado de P. vulgaris de 25 dpi

crecida erl ausencia y presencia de CuSOa.

En conjunto, los resultados indican que aunque el Cu(Il) afectó el crecimiento

de las plantas inoculadas con R. etli. estas desarrollaron un crecimiento vegetativo

sin síntomas significativos de toxicidad; lo que sugiere un efecto protector por Ia

bacteria. El menor crecimiento se debería más bien a un menor apofte de nitrógeuo

(menor fijación de N:) por la bacteria y no a un efecto directo del Cu(ll) sobre el

desarrollo del tej ido aéreo de la planta.

Por otra parte, el aumerrto en masa y grosor de las raíces sugiere que el Cu(ll)

se acurnularía en este tejido, al igual que en otras leguminosas como la soya

(Sanchez-Pardo & Zornoza 2014), corno un mecanismo de protección del tejido

aéreo. La nodulación se vio disminuida de tbn¡a considerable, posiblernente por la

acunrulación de Cu(ll) en las raíces, afectando la tasa de ftjación de nitrógeno por los

rizobios. El efecto sobre la nodulación podría evitarse utilizando una cepa de R. etli

tolerante al Cu(II) (pol ejemplo, aislada de suelos contaminados coti Cu(II) para

inocular las plantas. El efecto del Cu(ll) sobre el crecimiento del rizobio se analizará

más adelante (ver sección 3.6).

3'1
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3.5 Efecto del Cu(II) sobre plantas de p, vulgaris cultivadas en presencia de
NH¿NO:.

Con el objeto de investigar el efecto del Cu(II), se cultivaron plantas de

P. vulgaris en presencia de NHaNO: 6 mM y concentraciones variables de CuSO,t en

Ia solución de riego. Esto sirvió como comparación frente a las plantas cultivadas en

presencia de R. etli para determinar la tolerancia intrínseca de p. vulgaris al CI(II) y
para estimar [a capacidad de frjación de Nz por R. erli en presencia de Cu(II) (Figura

17). Las plantas se cosecharon a los 25 días y se registraron sus parámetros de

crecimiento (masa húmeda, longitud parte aérea y masa seca) (Tabla 8).

Tabla 8 Par¿Ímetros de crecimiento en plantas de p. vulgarisT tratadas con distintas
concentraciones de CuSO¿.

Las plantas cultivadas en presencia de CuSO+ no presentaron síntomas de

toxicidad como hojas marchitas, clorosis o necrosis de raíces (Figura 17). En

presencia de CuSO+ 1000 pM las plantas presentaron una disminución del45o/o y 9yo

en la biomasa y longitud del tejido aéreo respectivamente (Figura l8).

La raíz en cambio, presentó un aumento del20%o y del 22oá en su biomasa en

los tratamientos con CuSO+ 300 y 1000 pM respectivamente (Figura 18). Se observó

que las raíces presentaron un mayor grosor en comparación a las plantas cultivadas

sin CuSO¿.

Estos resultados demuestrat que el cobre afecta el crecimiento de p. vulgaris;

ya que se observó un menor crecimiento de la parte aérea que fue similar entre

concentraciones de 300 y 1000 pM. El mayor desarrollo de la ruíz en presencia de

Cu(II) formaría parte del sistema de defensa de P. vulgaris, que probablemente

i Cultivadas en presencia de NII¿NO: 6 mM.
8 CuSO+ como microflutriente en la solución de riego.
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evitaría el ingreso del cobre a las hojas y tallos responsables de la fotosíntesis,

floración y formación de fiutos. Podría proponerse a paltir de este resultado, que el

nitrógeno en forma de NO:' o Nlü* tendría un efecto protector frente a la toxicidad

del Cu(II), induciendo en la planta una respuesta a nivel de la raí2.

Figura 18 Va¡iación de los parrimetros de crecimiento de P. vulgaris bajo
tratamiento con NII¿NO: y distintas concentraciones de CuSO¿.

Un efecto similar se logró con la simbiosis cor R. etlí, que apofta

principalmente nitrógeno en forma de NH+* a partir de N2 atmosférico y ademiás

GAs. Por otra parte, el uso de R. etli como biofertilizante presenta la ventaja de no

generar contaminación en el suelo y otros efectos nocivos asociados al uso de

NII¿NO: como fertilizante nitrogenado (Bohtool y coL, 1992; Bremer, 1995).

n

§

Figura 17 Plantas de P. vulgaris trafadas con NH+NO¡ y distintas concentraciones de
CuSO+. Izquierda: plantas de 14 días. Derecha: Raíces plantas de 25 días.
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3.6 Efecfo del Cu(II) sobre el crecimienfo de.l?. ¿/ü en cultivos líquidos.

Ya que el Cu(II) influyó en la nodulación de p. tulgaris por R. etli, se

investigó el efecto de este metal sobre su crecimiento en cultivos líquidos. El

crecimiento en cultivos líquidos en medio YEM en ausencia de Cu(II) y en presencia

de distintas concentraciones (10-100 pM), se muestra en la Figura 19. Las cun¡as

indica¡on una etapa de crecimiento exponencial entre 2 y 6 días, tiempo en que se

inició la etapa estaciona¡ia del cultivo (Figura 19).

4567
Tre¡¡po (dias)

Figura 19 Curuas de crecimiento de R. etli en medio YEM con distintas
concentraciones de CuSO¿.

El CuSO+ disminuyó el crecimiento de R. etli hasta en un 54o/o para

concentraciones de CuSO+ 100 ¡rM; encontrando que el crecimiento en la fase

estacionaria es inversamente proporcional a la concentración de Cu(II). Esto

demuestra que el Cu(II) ejerce un efecto tóxico sobre R. etli, aunque este rizobio

presenta una ciefa tolerancia a este metal, que le permite crecer aunque en fonna

limitada. Este efecto podría explicar en par.te la nodulación reducida encontrada en

presencia de Cu(II) sobre las plantas de P. vulgaris, ya que después de ingresar a las

células de la raiz, la bacteria se reproduce para general nódulos simbióticos. Se

esperaría que el efecto del Cu(II) sobre el crecimiento fuera menor en cepas

tolerantes de R. etli aisladas de suelos contaminados con Cu(II), las que podriiLn ser

más efectivas también en 1a nodulación.
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IY. DISCUSIÓN

Las plantas de P. yulgaris inoculadas con R. etli, crecieron y se desarrollaron

normalmente en presencia de Cu(II), generando nódulos simbióticos. Aunque la

masa del tejido aéreo fue un 38o% menor que en ausencia de Cu(II) (Figura 13), no se

observaron síntomas importantes de toxicidad como clorosis o crecimiento anómalo

de las hojas. Para otras especies de plantas, como Arabídopsis thaliana, Glycine max,

L. Albus y V. faba, fambién se ha descrito una reducción en la biomasa aérea entre

10-810/o en presencia de Cu(II) (Drazkiewicz y col., 2004; Sanchez-pardo & Zomoza

2014; Fatnassi y col., 2015) lo que podría deberse a una disminución de la
fotosíntesis y alteraciones en la permeabilidad de las membranas celulares

(Drazkiewicz y col.,2004i Sanchez-Pardo & Zornoza2014).

Uno de los elementos fuirdamentales en el crecimiento vegetal es la
disponibilidad de nitrógeno por lo que el empleo de fertilizantes nitrogenados para

aumentar la calidad de los suelos se basa en este requerimiento. Parte del amonio

contenido en los fertilizantes se encuntra fljado en la fracción coloidal del suelo,

siendo menos disponible para las plantas. Se desconoce el grado de fijación de

amonio por la venniculita y es necesario realizar a futuro isotemas de adsorción de

este compuesto. En este trabajo se demostró que el inóculo con R. etli permite el

crecimiento d,e P. vulgaris en presencia de Cu(II) alcanzando un crecimiento en

longitud del tallo similar al que se obtiene en presencia de nitrato de amonio (20%

menor en promedio), sin un cambio significativo en la masa del tejido aéreo en las

dos condiciones (Figura 20). Esto sugiere que el efecto protector de R. etli fiente at

cobre se debe principalmente al apote de NH4+ a la planta por la nitrogenasa

bacteriana.

A diferencia de lo que se encontró para el tejido aéreo de P. vulgaris, las

raíces de las plantas tratadas con Cu(II) mostraron un significativo aumento de su

masa y grosor. La rnasa seca aumentó hasta en un 28% (Figura 13) y el

engrosamiento encontrado et la ruiz primari4 cerca del tallo podría deberse a un

aumento en la producción de lignina en este tejido. Este resultado fue novedoso ya

que difiere del descrito para otras especies de plantas como Robinia pseudoacacia
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(acacia blanca), Glycine max, L. albus y V. faba. qtrc no presentan un aumento de

masa de la raíz c¡ando son cultivadas en presencia de Cu(II) (I{ao y col., 2015;

Sanchez-Pardo & Zornoza2D14;Fatnassi y col., 2015).

l§ ruu,ro,

Conc6 lrat¡on CuSO¡ Concénl¡á¿rón CUSO, i,,Mt

Concentrac¡ón CUSO4 (t¡M)

Figura 20 Crecimiento de P. vulgaris inoculadas con R. e¡li o NII¿NO3 en presencia

de CUSO¿.

Por otra parte, en los arbustos Bruguiera gtmnorrhiza, kandelia obovata y

Rhizophora stylosa se encontró un aumento de lignina y suberina en la raiz en

repuesta a la presencia de Cu(II), sustancias que reducen el ingreso de este metal a la

planta actuando como una barrera a nivel de la raíz (Cheng y col., 2014). Mas aun,

en plantas de Ricinus communis (higuerilla) se demostró ete el 660/o del Cu(ll) que

ingresa a la planta se une a la lignina, celulosa y otros componentes de la pared

celular en la raíz (Kang y col., 2015). En conjunto, estos antecedentes sugieren que la

lignificación de la raiz sería un factor fundamental en la tolerancia a Cu(Il) que

presenlaron las plantas de P. vulgaris.
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Además del efecto de aumento de masa, se observó ei la raíz de las plantas

inoculadas una reducción importante de la nodulación en presencia de cobre, Los

nódulos se vieron disminuidos en 690/o y 43Yo de su masa y número ¡espectivamente

(Figura 15). Para otros rizobios, como R. leguminosarum y M. amorphae simbiontes

de V¡c¡a Sativa (arvejilla) y R. pseudoacacia respectivamente, que crecen en suelos

contaminados con cobre se ha descrito también una reducción en la nodulación

(Laguere y col.,20061' Hao y col., 2015). Este efecto podría deberse a una inhibición

del crecirniento bacteriano, como se vio en los experimentos de crecimiento de R. etli

en cultivos líquidos (Figura 19).

Este efecto puede haber reducido el inoculo efectivo sobre las semillas en

germinación de P. vulgaris generando una capacidad de frar nitrógeno reducida.

Además, la lignificación de la raiz en presencia de Cu(II) puede haber dificultado el

ingreso del rizobio a este tejido como lo sugiere la ausencia de nódulos en las raíces

gruesas, posiblemente lignificadas. El crecimiento de las plantas de P. vulgarís, que

prese taron un aspecto saludable en presencia de Cu(II), sugiere que a pesar de la

dificultad en la nodulación el rizobio, logró establecer simbiosis y permitir el

crecimiento de las plantas. Debido a esto, el tejido vegetal del nódulo protegería al

rizobio con respecto a las condiciones de vida libre una vez que ingresa ala ran.

La disminución de la biomasa aérea en presencia de cobre con respecto a la

condición sin cobre podría deberse a una alteración en la leghernoglobina, ya que los

nódulos presentaron cambios en su coloración interna (Figura 16) lo que disminuiría

la eficiencia en la fijación de nitrógeno. Por otra pafe, en ausencia de cobre se

observó que las plantas inoculadas presentaron una mayor longitud de tallos con

respecto a las plantas tatadas con NH¿NO: 6 mM, aunque, la biomasa del tejido

aéreo y de la raíz fie un 50%o menor en las plantas en simbiosis (Figura 8). Este

resultado puede atribuirse a la producción de GAs por los bacteroides las que

estimulan el crecimiento en longitud de las plantas aunque la cantidad de nitrógeno

aportado por la bacteria sería rnenor a la entregada por el NH¿NO: 6 rnM.

A diferencia de nuestros resultados, se ha encontrado un aumento de la masa

aérea en cultivos de distintas leguminosas inoculadas con cepas de rizobio tolerantes

al cobre y crecidas en presencia de este metal, con respecto a plantas cultivadas con
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un fertilizante nitrogenado, lo que sugiere que e[ uso de rizobios aislados de suelos

contarninados o de cepas tolerantes al cobre, es una altemativa interesante y

sustentable para el cultivo de leguminosas en terrenos contaminados. Por ejemplo,

plantas de soya inoculadas con rizobios tolerantes genera, en presencia de Cu(II), una

biomxa aérea 25Yo mayor a Ia obtenida con un fertilizante quÍmico y una biomasa de

la ruiz un 55oA mayor (Sanchez-Pardo & Zornoza,2014). También en plantas de

V. faba ttroculadas con microorganismos resistentes a Cu(Il) se encontró un aumento

de la biomasa aérea de un 360á en comparación a plantas cultivadas en un medio

nitrogenado (Fatnassi y col., 2015).

La cepa de R. etli lttlizada en este trabajo presentó una baja tolerancia a

Cu(I[), representado por una disminución de su crecimiento en presenóia de este

rnetal en condiciones de cultivo líquido por lo que los resultados obtenidos podrían

mejorarse utilizando cepas tolerantes y/o más eficientes en la fliación de nitrógeno.

Esto debería incidir principalmente en un aumento de la eficiencia de la nodulación y

en el apofie de amonio por la simbiosis.

Además del efecto protector de la toxicidad de Cu(IL¡ de R. etli mediante la

fijación de N2, se encontró que los bacteroides presentan oxidasas de GAs activas y

pueden sintetizar estas fitohormonas (Figuras 9 y 10). En soya crecida en presencia

de Cd(II) se ha reportado que la aplicación exógena de GAs produce un aumento del

tamaño de hojas, biomasa aérea y de la raiz, así como mayores niveles de clorofila lo

que apoya la contribución de las GAs, al crecimiento de plantas en suelos

contaminados con metales (Ghorbanli y col., 1999).

Los bacteroides de R. etli metabolizaron efectivamente el ácido

¿zr-kaurenoico lo que indica una alta actividad de la oxidasa respectiva, mientras que

la C20 oxidasa que utiliza el GAr:, presentó una menor actividad (Figuras 9 y 10).

Esto podría atribuirse a la presencia de un gen de ferredoxina fusionado a uno de los

genes de monooxigenasa P450 en R. eri (Hershey y col.,20l4), probablemente la

¿nl-kaurenoico oxidasa, lo que dejaría a la ferredoxina menos disponible para la C20

oxidasa. En conjunto, las actividades enzimáticas detectadas en R. etli serian

suficientes para aportar GAs a la planta que favorezcan su crecimiento en altura.

38



Las reacciones de la biosíntesis de GAs en bacterias han sido descritas

únicamente para B. japonicum (Mendez y col., 2014). La comparación de los

productos de metabolización obtenidos en R. etli para los sustratos 1aC-KA y
t4C-GAtz; indicó que R. etti proúrcíría los productos TBOH-I4C-KA, laC-GAru

aldehído, laC-GArz, laC-GArs, laC-GAz+ y raC-GAq (Figuras 9 y 10) al igual que

B. japonicum, sugiriéndose una ruta de biosíntesis de GAs análoga (Figura 2l).

. ,^> ^ l-) ,^-{\ ,--{\ .^ f- \.
L-,.n -'- Cl- - (ÁIr---, q.l}r,2 -- LYJ-2-

/. _ \ / _-_-_.t 
/ '

14c-KA TBoH-r4c-K,{ 14C-GA1, aldehÍdo rac-GAru laC-CArs

ü

i'1-{"
rac-GA:¡

,t
,,^ 

^-. 
'L

1... I > ',.\fl:
rrC-GAs

Figura 191 Ruta de biosíntesis de GAs en bacteroides de R. etlí a partir del ácido

ent-katrenoico .

En este Seminario de Título se realizó una primera aproximación al uso de

R. etli como biofertilizante para evitar los problemas de eutrofización y fitotoxicidad

asociados al uso de fefilizantes nitrogenados (por ejernplo: urea, NHaNO:,

NIi4»SO4 y Ca(NO:)z) y como promotor del crecimiento vegetal. Utilizando a

futuro cepas toler¿ntes a Cu(II) e inóculos de mayor densidad podrán obtenerse

mejores resultados aplicables a cultivos en condiciones de campo.
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CONCLUSIONES

La simbiosis con R. elli proporciona a las plantas de P. vulgaris lna canfidad

de nitrógeno en forma de amonio suficiente para que crezcan y se desarrollen.

Sin embargo, este aporte es menor a lo proporcionado por la solución de riego

con NH¿NO¡ 6 mM.

Los bacteroides de R etli presentaron actividad de oxidasas de GAs lo que

indica que son capaces de sintetiza¡ estas fitohormonas. Las GAs bacterianas

contribuirían al efecto promotor del crecimiento y biofertilizante de R. etli

principalmente con respecto al crecimiento en longitud de P. tulgaris.

En prcsencia de arnonio, ya sea aportado por la sinbiosis con R. e¡ll o bien

agregado a las plantas como NII+NO:, se redujo el crecirniento de la parte

aérea de las plantas por efecto del Cu(II), aunque sin síntomas de necrosis o

clorosis en las hojas.

La raíz de las plantas aumentó en masa y grosor en presencia de Cu(II) lo que

constituiria un mecanismo de defensa de la planta para evitar el ingreso y la

toxicidad de este metal a nivel del tejido aéreo.

El número y masa de los nódulos radiculares obtenidos con la cepa de R etlí

utilizada disminuyó en presencia del Cu(IL¡, probablemente debido a

toxicidad que presenta este metal sobre la bacteria inhibiendo su crecimiento.

Este efecto podría evitarse utilizando una cepa de R. etli tolerante al Cu(II)

y /o un inóculo mayor.

La biomasa aérea similar, en presencia de Cu(II), de las plantas inoculadas

cor. R. etli o crecidas con NH+NO: indica que esta bacteria simbiótica podría

utilizarse como un biofertilizante que proteja de la fitotoxicidad del Cu*2 en

ambientes contaminados, evitando el uso de fertilizantes nitrogenados (por

ejemplo: urea, NH+NO:, §Ha)SO4 y Ca(NO:)z .
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VII. ANEXOS

7.1 Cromatogramas de HPLC obtenidos por cuantificación de la
r¡diactividad de cada fracción mediante centelleo líquido

Tabla 9 Cromatogramas estrindares de GAs

tn
(minutos)

Cuentas Dor minuto (cpm) oara Ios distntos estándares de GAs
rlc-KA 7f3 0H-

I4C-KA
r¿C-GArs laC-GAz¿ IaC-GAr2

r¿C-GAr¿

aldehido
1dC-GAs

1 35 26 16 t2 25 11 20
2 33 l5 15 26 l5 10 t9
3 2'11 108 40 29 38 6 74
4 125 102 2',7 22 26 69 8l
) 146 128 2',7 l8 45 134 93
6 138 195 55 34 47 140 134
'7 14',7 3t6 23 2t 67 l4l 59
8 153 264 30 29 '79 137 68
9 r68 178 20 27 4l 1'7 6 58
l0 r35 243 32 30 39 168 l6l
lt I36 228 3l 20 3.1 13',7 636
12 152 152 29 30 38 141 209
13 208 t'73 3l 44 33 288 149
14 351 t5l 24 39 59 1',7 6 93
l5 30,1 t02 28 49 3'7 127 109
15 219 '76 23 60 '79 110 74
t'7 207 127 209 6001 53 132 143
18 111 86 2351 r788 55 t0l 185
19 304 r58 367 5 165 42 135 820
20 3r3 63',l2 201 59 39 93 5',166

21 t11 14871 74 5L 52 52 s34
22 123 421 44 36 27 5,1 r04
23 109 52 34 2629 115 143
24 163 116 5l 4't 815 83
25 93 153 36 48 2'7 t 10030 44
26 338 '72 53 39 7ft ll73 .10

2',7 80 '70 .10 62 243 33
28 62 5l 38 38 45 71 40
29 53 6l 36 l5 22 56 45
30 265 59 4l 35 37 70 170
31 51
32 117
33 69
34 12145
35 3 835
36 2',76

37 I18
38 72

l9 46
40 58
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Tabla 10 Cromatogramas de los productos formados a pafiir de l4C-Ii{ por
bacteroides de R. erll en distintas etapas de crecimiento de la planta

tR
(minutos)

Cuentas por minuto (cpm)
11 dpi 14 dpi 21 dpi 25 dpi 28 dpi 35 dpi 42 tipi

I t7 9 138 24 12 18 10
2 17 16 29 21 1l 13 l6
, 48 42 120 31 49 90
4 3'I 27 45 37 JJ 39 37
5 47 37 73 65 44 44
6 1l 46 91 100 68 57 46
7 53 103 99 89 85 51 53
8 65 67 94 82 101 68 61
9 7'l 54 106 I l6 94 64 65
10 99 52 r05 105 125 9l 86
11 72 59 t72 74 122 74 a')

t2 77 63 230 92 t02 80 71
13 118 100 209 127 42 102 86
14 192 )41 279 t14 I l.) 131 t2t
15 258 209 )Zó 128 284 292 266
16 344 373 15,13 894 551 303 402
17 392 467 ztoz 520 338 444 404
18 298 310 1303 714 591 321 356
t9 307 265 t2t6 329 351 392

2401 2011 3254 929 315 0 4583 l-¿)o
21 1919 1927 1304 1921 4230 2895 1966
22 154 168 210 120 279 160 t46
23 401 318 1121 127 326 255 189
24 JbJ 320 571 240 399 3,18 317
25 1,1)< 1453 219 1581 5725 5367
26 955 705 150 59',7 21s3 1426 1597
27 108 110 277 88 2t5 215 194
28 196 140 231 116 269 261 183
29 56 50 155 76 86 47
30 61 19 9t 46 56 89 28
31 39 51 71 30 48 40 44
32 37 39 70 27 51 37 50
33 74 85 33 110 141 62
31 186 386 i 19 1041 257 634 127
35 6l 110 59 72 51 12 57
36 32 34 48 21 24 31

37 28 21 59 17 21. 24 t6
38 25 JJ 26 29 11

39 23 16 22 74 26 24 11

40 27 37 J-) 16 18 28 21
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Tabla 11 Cromatogramas de los productos formados a pafiir de I4C-GA12 por
bacteroides de R. e¡ll en distintas etapas de crecimiento de la planta.

tn
(minutos)

Cuentas por minuto (cpm)
Il dpi 14 dpi 2l dpi 25 dpi 28 dpi 35 dpi 42 dDi 49 dpi 56 dni

1 14 26 19 18 9 14 12 t2 21
2 11 1_5 18 15 20 10 30 16 12
J 4t 36 53 58 31 55 34 5',7 38
1 30 30 37 76 23 29 36 33 4t
5 51 12 45 79 34 34 51 52 19
6 73 82 84 108 67 ÓJ 88 98 120
7 108 110 106 111 84 95 67 114 168
8 t18 84 132 100 121 85 97 89 144
9 83 60 61 ÓJ 70 37 11 7l 101
l0 52 43 77 101 tl 39 4t 48 84
ll 48 44 153 9l 40 55 39 15 66
t2 62 44 229 85 4',7 30 40 68 64
13 57 33 99 21t 34 47 50 75 41
14 56 30 119 958 47 458 129
l5 48 50 183 1894 29 100 56 1607 1124
l6 71 246 2909 250 8 66 554 338 3068 3406
1',7 3 ).4 1524 3470 2408 540 3808 1924 3544 4423
18 1807 1870 2105 1735 3725 2102 4281 2218 3281
l9 888 1 t29 2142 2',7 6 2426 996 2286 1360 1 1,10
20 89 82 944 194 382 71 159 346 148
2l 60 15 170 63 88 89 67 151 64
22 13 26 231 57 46 121 69 328 190
23 4077 3459 1081 253 1025 25',t8 742 2-11 768
24 5900 5266 318 182 3147 1796 15t7 407 496
25 274 224 140 63 290 104 59 210 76
26 '79 79 59 49 83 43 34 104 45
27 53 35 54 47 31 46 35 45 77
.)a

45 30 7l 41 72 19 41 44
29 15 37 a) 26 37 243 39 35 15
30 34 20 43 40 20 83 32 39 4t



7.2 Calidad y procedencia de los reactiyos

Los reactivos empleados en este trabajo poseen grado pro-análisis (p.A).
Los solventes empleados en cromatografia líquida de alta resolución coresponden a
metanol grado I{PLC y agua MillQ.

Tabla 12 Procedencia de los reactivos

Reactivo Procedencia
etanol I]ES
KzFIPO¿ LAB SYNTH
MgSO¿ X7H:O SCHARLAB
KCI M&B
CaSO¿X2Hz0 M&B
citrato de hieno MERCK
ZnSO+X7Hz O MALLiNCKROBT
H¡BO¡ SIGMA
MnSO¿X7H:O MERCK
CuSO¿XSHzO RIEDEL-DE HAENAG
§FIr)rMoz0z X 4IIz0 MERCK
NH¿NO¡ SIGMA
extracto de levadura B&D
manitol SIGMA
NaCl MERCK
ascorbato de sodio SIGMA
PVPP SIGMA
TES S1GMA
MgCl: MERCK
HCL CALEDON
acetato de etilo BIOS LAB CHILE
metanol JT BAKER
POPOP SIGMA
PPO SIGMA
agaf SUDELAB
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