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RESUMEN

La industria agricola demanda el uso de fertilizantes nitrogenados que
optimicen el rendimiento y calidad de los cultivos, sin embargo, su aplicacion
inadecuada genera efectos adversos en el medio ambiente. Los rizobios, bacterias del
suelo simbiontes de leguminosas, pueden ser usados como alternativa a los
fertilizantes quimicos ya que fijan N2 atmosférico, promueven el crecimiento vegetal
y pueden reducir la toxicidad de metales pesados sobre plantas que crecen en suelos

contaminados.

En este Seminario de Titulo se caracterizd el efecto biofertilizante de
Rhizobium etli sobre plantas de Phaseolus vulgaris (poroto comiin), con respecto a la
biosintesis de fitohormonas diterpénicas (giberelinas, GAs) y en relacion al efecto
protector de la bacteria frente a la toxicidad por Cu(Il). Las plantas se hicieron crecer
en cultivo hidroponico y fueron inoculadas con R efli o alternativamente se
cultivaron en presencia de un fertilizante nitrogenado (NHaNQs3). Se agregd CuSO4x
SH20 en la solucién de riego y se registraron, después de 25 dias post inoculacion,
los parametros de crecimiento y/o de nodulacién de las plantas. Ademas se determin6
la actividad de dos enzimas de la biosintesis de GAs, la ent-kaurenoico oxidasa y la
C20 oxidasa, en bacteroides aislados desde nddulos radiculares de P. vulgaris e

incubados con los sustratos dcido ent-'"*C-kaurenoico y “C-GAa.

Mediante cromatografia liquida de alta resolucién y centelleo liquido se
detectod actividad de ambas oxidasas de GAs en los bacteroides, observandose como
productos de metabolizacion el acido 7P hidroxi-'*C-kaurenoico, *C-GA 2 aldehido,
"C-GAiz, "C-GAss, C-GAz y C-GAo. Esto indica que R. etli podrfa sintetizar

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

Con respecto al efecto de la adicion de cobre, se observd tanto en las plantas
inoculadas con R. ef/i como en las plantas tratadas con NH4NO3 una disminucion en
masa y en longitud del tejido aéreo de P. vulgaris con respecto a las plantas no
tratadas, sin embargo, las raices presentaron un mayor grosor y biomasa en presencia
de Cu(Il), probablemente como un mecanismo de defensa de la planta para evitar la

translocacion del metal al tejido aéreo.
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Las plantas inoculadas con R. etli y cultivadas en presencia de Cu(Il) se
desarrollaron sin sintomas de necrosis, clorosis o marchitamiento, aunque su biomasa
aérea disminuyd en un 38%. Esto podria deberse al efecto nocivo del Cu(ll) sobre la
simbiosis como lo indica la disminucién del niimero y masa de nodulos radiculares
observado en presencia de Cu(IT) (45% y 43% respectivamente). El crecimiento
reducido que se encontré para R. etli en cultivos liquidos con Cu(Il) sugiere que el
efecto toxico de este metal sobre la bacteria disminuiria la eficiencia de la

noedulacion.

Aunque el aporte de amonio por R. et/i a la planta fue menor que el logrado
con la adicién de NHsNO; (menor biomasa), el crecimiento en longitud de las
plantas inoculadas fue mayor, lo que podria atribuirse a las GAs bacterianas. Por otra
parte, en presencia de Cu(ll) se obtuvo una biomasa similar para las plantas
inoculadas con R. etli o crecidas con el fertilizante quimico lo que sugiere que el
efecto protector de la toxicidad del Cu(ll) se relacionaria basicamente con la
disponibilidad de amonio por la planta. Este efecto, junto con la produccion de GAs,
sugiere que R. et/i podria 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
optimize the yield and quality of the crops, however, its inadequate application
produces negative effects on the environment. Rhizobium, soil bacteria which are
legume symbionts, can be used as an alternative to chemical 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 etli on plants of
Phaseolus vulgaris (common bean) was characterized, in relation to the biosynthesis
of diterpene phytohormones (gibberellins, GAs) and the bacterial supporting effect
against the Cu(ll) tocicity . The plants were grown in hydroponic condition and were
inoculated with R. etli or alternatively cultivated in presence of a nitrogenous
chemical fertilizer (NHsNOs3). Exogenous CuSQ4 was added to the nutrition solution
and plant growth and /or the nodulation parameters were measured after 25 days post
inoculation. In addition, the activity of two enzymes of GA biosynthesis, ent-
kaurenoic oxidase and C20 oxidase, were established in bacteroids isolated from root
nodules of P. vulgaris incubated with the labelled substrates ent-'*C-kaurenoic acid

and “C-GA12.

R. etli bacteroids present activity of both GA oxidases. The products
7B-hydroxy-'*C-kaurenoic acid, '*C-GA 2 aldehyde, "“C-GAyz, “C-GA1s, C-GAx
and '“C- GAo 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. vilgaris.

With respect to the effect of the adition of copper, it was observed in the
plants inoculated with R. ef/i and in the plants cultivated with NHaNOs3 a decrease in
mass and in lenght of P.vulgaris; however the roots were thicker and have more
biomass than 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(Il) did not
develop necrosis, chlorosis or wilting symptoms, although their acrial biomass
decreased by 38%. This could be due to the negative effect of Cu(Il) on symbiosis
seen as a decrease in the number and mass of root nodules observed in the presence
of Cu(ll) (45% and 43%, respectively). The reduced growth found for R. ef/; in liquid
cultures in the presence of Cu(Il) suggests that the toxic effect of this metal on the

bacteria would decrease the efficiency of nodulation.

Although the ammonium contribution by R. etli to the plant was lower than
the achieved with the addition of NH4NO; (lower biomass), 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 similar biomass was obtained for the plants
inoculated with R. etli or grown with the chemical fertilizer suggesting that the
protective effect on Cu(ll) toxicity would basically relate to the availability of
ammonium by the plant. This effect, together with the production of GAs, suggests
that R. etli could be used as a biofertilizer for the grownth of P. vulgaris in metal

polluted environments,
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1. INTRODUCCION

1.1 Beneficios del uso de rizobacterias como fertilizantes alternativos para
cultivos agricolas.

La industria agricola demanda el uso de fertilizantes que puedan proveer a los
cultivos con diversos nutrientes como nitrogeno, fosforo y potasio que permitan
optimizar su rendimiento y calidad. Sin embargo, la aplicacién inadecuada y muchas
veces en exceso de fertilizantes quimicos, genera efectos adversos en el medio
ambiente y en los propios cultivos como fitotoxicidad, dafio a las semillas,
volatilizacion aproximada del 50% del nitrégeno como amoniaco en el caso de la
urea, disminucion del rendimiento de los cultivos a largo plazo y acumulacion de
nitratos que pueden lixiviar hacia aguas subterrineas causando su eutrofizacion
(Bohlool y col., 1992; Bremer, 1995). Ademads, los compuestos volatiles derivados
de la aplicacion de fertilizantes nitrogenados contribuyen en la formacién de lluvia
acida y son nocivos para la poblacién (Bohlool y col., 1992). La aplicacién de
fertlizantes conlleva a la incorporacion de impurezas provenientes de los procesos de
manufactura a los suelos, puesto que la riqueza (concentracion de elementos
nutritivos asimilables por la planta) es del orden del 48%. Muchas de estas impurczas
corresponden a metales pesados como Cd, Cu y Co, asi como grandes cantidades de
sodio y magnesio, especialmente en los fertilizantes potasicos, que provocan la
salinizacién de los suelos. Finalmente, el uso continuo de fertilizantes amoniacales
provoca acidificacion de los suelos debido a la liberacién de iones H" durante el

proceso de nitrificacion (oxidacion de amonio a nitrato y nitrito) (Ramos, 2009).

Los rizobios, bacterias del suelo simbiontes de plantas de leguminosas,
pueden ser usados como alternativa a los fertilizantes quimicos en estos cultivos ya
que promueven efectivamente el crecimiento vegetal, evitando el uso de

agroquimicos nitrogenados (Gopalakrishnan y col., 2014).

Estudios realizados en cultivos de soya demuestran los beneficios del uso de
inoculos de Bradvrhizobium japonicum como biofertilizante (Seneviratne y col.,
2000). Especificamente se demostrd que la accidn del indculo en el cultivo es

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



masa seca, densidad de plantas, rendimiento de semillas y contenido de nitrégeno
frente a cultivos que no recibieron ningun tratamiento. Ademas, se ha observado en
cultivos con elevada densidad de plantas que éstas producian una mayor cantidad de
semillas cuando eran inoculadas, lo cual no sucede con un fertilizante comercial,
otorgandole de esta forma una ventaja a los inoculantes por sobre los fertilizantes

quimicos.

Es por esto que en Africa y algunos paises 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 implementacion evitaria el uso de 55-220 kg de urea por hectérea

de suelo y aumentaria los niveles de nitrégeno en el suelo (Gomare y col., 2013).
1.2 Mecanismo de la accién bacteriana en la simbiosis.

La accion biofertilizante de estos microorganismos se fundamenta
principalmente en la capacidad de fijar el nitr6geno atmosférico durante la simbiosis
mediante la enzima nitrogenasa, entregando a la planta ion amonio necesario para
sintetizar proteinas, acidos nucleicos y otros compuestos nitrogenados. De hecho, el
80% del nitrégeno que utilizan las leguminosas proviene de las rizobacterias
simbiontes (Das y col., 2013). Los rizobios colonizan las raices de las leguminosas
formando nodulos en los que la bacteria se diferencia a un estado llamado bacteroide,
que presenta un metabolismo alterado que incluye la capacidad de fijar N2 (Gomare y

col., 2013; Keyser & Li 1992).

El establecimiento de la relacién simbidtica planta-rizobio es un proceso
altamente especifico que ocurre cuando existe un déficit de nitrogeno. Es mediado
por cambios morfoldgicos en la raiz y una serie de sefiales quimicas que conllevan a
la formacién de nodulos radiculares, en el cual se genera un ambiente con baja
concentracion de oxigeno; optimo para la actividad de la nitrogenasa, a cambio de
este proceso la bacteria recibe desde la planta 4cidos dicarboxilicos de 4 carbonos

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

La formacion de los nédulos inicia con el proceso de reconocimiento entre la
planta y el rizobio mediante un intercambio de sefiales quimicas; la planta exuda
flavonoides, los cuales actian como moléculas de reconocimiento para los rizobios

que responden produciendo factores de nodulacién como oligosacaridos que inducen



la invaginacién de la membrana plasmatica y la curvacion de los pelos radicales
permitiendo la entrada de los rizobios por una estructura tubular. En respuesta a la
infeccion bacteriana, las células corticales de la raiz se dividen generando el nodulo

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

La formacion de nddulos radiculares en plantas de Phaseolus vulgaris (poroto
comun) inoculadas con Rhizobium etli es un proceso rapido, encontrandose nodulos a
partir de los 4 dias post inoculacién (dpi), esto se debe a que la transcripcion de los
genes que participan en el proceso de nodulaciéon en la planta se inicia 24 horas
despu¢s de la inoculacion donde alcanzan una maxima expresion en las raices y en el

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

Ademas, 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, ademas de la produccion de siderdforos, proteinas capaces de
unirse al ion Fe(III) del suelo haciéndolo mas accesible para la planta (Glick, 2012;
Das y col., 2013).

1.3 Sintesis de fitohormonas.

Particularmente interesa, dentro del rol biofertilizante, la produccion de
hormonas vegetales por las rizobacterias entre las que estan las giberelinas (GAs),
fitohormonas diterpénicas derivadas del ent-kaureno (MacMillan, 1997). Las GAs
son sintetizadas por todas las plantas superiores participando en la floracion,
germinacion de semillas y elongacion del tallo entre otros procesos del desarrollo de
la planta (Hedden & Proebsting 1999; Sponsel, 2003). Ademds 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 investigd para R. efli, un simbionte del

poroto coman.

Las giberelinas se denominan mediante la sigla GA seguida de un subindice
que indica su orden de identificacion. De acuerdo a su estructura se pueden agrupar
en GAs de 20 carbonos (C20, precursores de las GAs de 19 carbonos) y GAs de 19

carbonos (C19, GAs bioactivas) (Figura 1). Las caracteristicas estructurales



esenciales para la actividad bioldgica son una funcién 19, 10-y lactona, un grupo

carboxilato en C7 y una hidroxilacién en C3.

| ke OO l l \an
R=H GA4 R=H GA;
R=0H GA, R=0H GA;

Figura 1 Estructura de GAs. A: Esqueleto tetraciclico del ent-giberelano (20
carbonos) y orden de numeracion de los carbonos. B: Estructura de las
GAs bioactivas de 19 carbonos.

La biosintesis de GAs se ha descrito en detalle tanto en plantas superiores
como en hongos (Hedden y col, 2002), no asi para sistemas bacterianos, para los
que unicamente se han descrito genes y enzimas de la biosintesis 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 biosintesis de GAs inicia con el precursor geranil geranil
difosfato (GGPP) el cual es ciclado por las ciclasas CPS y KS para generar
ent-kaureno; el primer intermediario especifico de la via (Figura 2). Las siguientes
etapas de la ruta biosintética corresponden a reacciones de oxidacién que permiten la

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

En los sistemas fingicos 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 transformacion de GAi12 a GAss seguido de la
oxidacion del C20 y la hidroxilacion en C3 mediada por el paso de GAzo a la GA
bioactiva GA| En cambio, cn sistemas fiingicos se observa en primer lugar la
hidroxilacion en C3 en la transformacién de GA1z-aldehido a GA4-aldehido seguido
de la oxidacion del C20 y la hidroxilacion en C13 en la transformacion de GA4 a la

GA  bioactiva GAi3. A diferencia de los sistemas fungicos y vegetales;



en B. japonicum esta presente solo la via no hidroxilada de la biosintesis de GAs, que
forma GAs como producto final (Figura 2), un precursor de las GAs bioactivas que

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

= GGPP S ent-kaureno

Atido ent-kaurenoizo

GA14 aldehido

F. fujikuroi B. japonicum C. maxima

Figura 2 Reacciones de la biosintesis de giberelinas a partir del precursor GGPP.
Izquierda: sistema fingico (Fusarium fujikuroi), centro: sistema bacteriano
(B. japonicum). Derecha: sistema vegetal (Curcubita mdxima).



Se ha encontrado en el genoma de B. japonicum un operén asociado a la
biosintesis de GAs (Figura 3) (Tully y col., 1998; Hershey y col., 2014). Este operén
estd también presente en otras especies de rizobios como R. etli (Figura 3) aunque

con algunas diferencias.

B. japonicum —EaE¥

R.eth -Eeagihb: CYF114-Fd SDR ¥ CYP1H7 GPW—

Figura 3 Esquema de operén de sintesis de GAs para B. japonicum y R. etli.

CYP114 CYPH7

El operén de B. japonicum esta compuesto por 3 genes que codifican para
monooxigenasas P450 (CYPI12, CYP114 y CYPI117), un gen homologo a genes de
ferredoxina (Fd), un gen de prenil transferasa (geranil geranil difosfato sintasa;
GGPS), dos genes de diterpeno ciclasas (copalil difosfato sintasa y ent-kaureno
sintasa; CPS y KS) y un gen homdlogo a genes de deshidrogenasa
alcoholica/reductasa de cadena corta (SDR) (Hershey y col., 2014). En R. etli el
operon presenta el gen GGPS truncado y fusionados los genes CYP114-Fd lo que
podria influir en la capacidad de este microorganismo para sintetizar GAs. EI gen
GGPS2; ubicado fuera del operdn en R. etli podria reemplazar al gen truncado GGPS
aunque esto no se ha demostrado. Tampoco se ha estudiado el efecto que los genes

fusionados (CYP114-Fd) provocarian en la sintesis de GAs de este organismo.

En B. japonicum se encontré que los genes de la biosintesis de GAs se
expresan en condiciones simbidticas, dentro de los nodulos radiculares de las plantas
de soya en periodo de floracién 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 expresion de genes ni la actividad de
oxidasas de GAs, aunque se demostrd que los genes CPS y KS son funcionales y
participan en la sintesis de ent-kaureno mediante expresién heterdloga 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).
Ademds participa en la asimilacion de NO3™ por la planta, reaccion 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 ltimo, este elemento es necesario en el
proceso de respiracion celular formando parte del centro REDOX del citocromo

¢ oxidasa, iltima 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 toxicos en la planta como la generacion de especies oxigenadas
reactivas ("O2 y "OH), cambios en la forma y tamafio de cloroﬁlastos, alteracién de la
fotosintesis y cambios en la permeabilidad de la membrana. Estos cambios se
reflejan en sintomas de clorosis, marchitamiento y disminucion de parametros de
crecimiento como biomasa y longitud (Drazkiewicz y col., 2004; Sanchez-Pardo &

Zornoza 2014).

Este elemento se encuentra asociado a sulfuros en minerales del suelo como
la calcopirita (CuFeS2) y su biodisponibilidad depende de condiciones edaficas como
pH, estructura, contenido de materia orgdnica y contenido y tipo de arcillas, las
cuales determinan la capacidad de intercambio catidnico del suelo (CIC), es decir la
capacidad de adsorber cationes en la superficie de la fraccion coloidal del suelo,
regulando su disponibilidad para los cultivos. El cobre se puede encontrar en varios
estados de oxidacion y especies quimicas en la solucion suelo como Cuty, Gt
CuOH® vy Cux(OH):™ aunque en forma predominante se encuentra formando
quelatos con la materia orgdnica, asociado con é4cidos himicos (macromoléculas
coloidales complejas, con un nicleo aromatico unido en su periferia a grupos COOH,

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

Los aportes de cobre hacia el suelo se atribuyen a la meteorizacion del suelo
de origen y a factores antropicos como el uso de plaguicidas en base a CuSQO4 para

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



fundiciones de cobre y aportes urbanos asociados a la generacion de residuos solidos

electronicos (Kabata-Pendias, 2011).

La contaminacion del suelo por cobre constituye un importante problema
ambiental puesto que este metal ingresa a la cadena tréfica incorporandose en los
cultivos agricolas, a los cuales se ve expuesta la poblacion; ocasionando dafos
hepaticos v neurologicos (Uriu-Adams & Keen, 2005). Pesc a la relevancia de la
contaminacién de terrenos de cultivo por metales, nuestro pais no posee una
legislacion que regule las concentraciones maximas permitidas de estos elementos. Si
bien, la concentracion total del metal en el suelo no es un indicador de su
biodisponibilidad, este pardmetro se emplea como referencia en varios paises. Por
gjemplo, en la guia canadiense de calidad de suelo, se indica una concentracion

maxima permitida de cobre total en suelos agricolas de 63 mg Kg! (CCME, 1999).

Chile posee una produccion de 5,74 Mt /afio de cobre (COCHILCO, 2014); lo
cual lo convierte en el pais con la mayor produccién del mundo, debido a esto
muchos terrenos de uso agricola presentan altos niveles de cobre. La linea base de la
concentracion total de cobre en la cuenca del rio Aconcagua es de 70-155 mg Kg';
estos elevados niveles se deben a procesos geoldgicos y al uso constante de
fungicidas con contenido de cobre. Ademas, suelos agicolas cercanos a complejos
mineros, fundiciones y depésitos de desechos de estas industrias presentan niveles de
700-4000 mg Cu Kg' en la cuenca del rio Aconcagua (Aguilar y col., 2011) y hasta
5267 mg Kg'! en la localidad de Puchuncavi (Gonzélez y col., 2014) en la V region.

1.5  Atenuacion del efecto téxico 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 metal varian segin la especie de rizobacteria,
se sabe que la presencia de Cu(Il) en el suelo puede afectar la actividad enzimatica
de estos microorganismos. Por ejemplo, concentraciones de CuClz 100 pM en
cultivos liquidos anaerdbicos en medio YEMA en presencia de acidos dicarboxilicos
(Pagan, 1975) de Bradyrhizobium producen una disminucion 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 concentracion de



CuCl2 (Arora y col, 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 codifican para proteinas dependientes de ATP y GTP, entre
otros (Hao y col., 2015). El cobre en cantidades superiores a las requeridas es toxico
en el citoplasma; por esto, la bacteria posee mecanismos encargados de expulsarlo al
espacio extracelular. En su estado de oxidacion Cu(l) este metal presenta mayor
toxicidad; debido a esto la bacteria oxida el Cu(l) a Cu(ll) y lo expulsa mediante
transporte activo.

En las plantas, el Cu(ll) se incorpora a las células de las raices mediante
transporte activo y proteinas transportadoras. Una vez dentro de las células,
metaloproteinas 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 raices evitando que dafie los tejidos superiores y formando quelatos con acidos

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

1.6 Efecto de rizobacterias sobre el crecimiento de leguminosas cultivadas
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 simbiontes
demuestran que estos microorganismos potencian la elongacion de la planta
hospedera, su biomasa y los niveles de clorofila, carotenoides y proteinas en las hojas
(Chaudhary y col., 2011). Esto sugiere que podrian usarse rizobacterias para atenuar

los efectos toxicos de metales sobre plantas de leguminosas.

Para varias especies de leguminosas inoculadas con rizobios se han
desarrollado estudios de toxicidad por Cu(ll) (Fatnassi y col., 2015; Laguerre y col.,
2006; Sanchez-Pardo & Zormoza 2014); encontrando que el Cu(Il) provoca necrosis
de hojas, clorosis, disminucién de nddulos radiculares, alteraciones en la morfologia

de la raiz, disminucion de la elongacién de la parte aérea y raices; asi como



disminucion en la biomasa, los cuales podrian disminuir en presencia de indculo

bacteriano.

Estudios realizados en plantas de Vicia faba (haba) demuestran que
concentraciones de 1 y 2 mM de CuSOs en el medio de riego, disminuyen los
parametros 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 Gltimas presentaron un aumento del peso seco
aéreo y la elongacién de la raiz (Fatnassi y col.,, 2015). Ademas, se ha demostrado
que la presencia de Bradyrhizobium como simbionte; potencia un aumento de
crecimiento de la parte aérea en un 15% y 25% para plantas de Lupinus albus
(altramuz blanco) y Glycine max (soya) respectivamente; para concentraciones de
CuSO4 48 pM en el medio de riego; y potencia un aumento de crecimiento de la raiz
en un 12% y 37% respectivamente en comparacion a plantas crecidas en presencia
de KNOs; y Ca(NOs): (Sanchez-Pardo & Zornoza 2014). Considerando estos
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 Titulo se investigd el efecto biofertilizante de R. etli
sobre plantas de poroto comun (Phaseolus vulgaris), la leguminosa mas cultivada en
nuestro pais, preferentemente en las regiones del Maule, Biobio y Araucania
(ODEPA, 2014-2015). Especificamente, se investigaron dos factores relacionados
con el efecto beneficioso de esta rizobacteria sobre el crecimiento y desarrollo de la
planta: la capacidad de biosintetizar fitohormonas diterpénicas (GAs) y su potencial

efecto sobre la tolerancia al Cu(lI).

1.7 Hipdtesis

e  En presencia de Cu(Il), R eili permite el crecimiento de P. vulgaris

evitando el uso de fertilizantes nitrogenados.

e Tl efecto biofertilizante de R. etli incluye la capacidad de fijacion de

N2y la biosintesis de GAs.
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1.8  Objetivo General
Investigar el efecto biofertilizante de R. etli sobre cultivos de P. vulgaris con
respecto al crecimiento vegetal, biosintesis de fitchormonas y tolerancia de las

plantas a Cu(II).

1.9 Objetivos Especificos

1. Determinar el efecto de la rizobacteria y del NHsNO; sobre el crecimiento de
plantas de P. vulgaris.

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

3. Determinar el efecto de Cu(Il) sobre el crecimiento de P. vulgaris en
simbiosis con R. etli o en presencia de NH4NO;,

4. Determinar el efecto de Cu(Il) sobre el crecimiento de R erli en cultivos
liquidos.
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1. MATERIALES Y METODOS

2.1  Cultivo de plantas de Phaseolus vulgaris (poroto comun).

Las semillas de P. vulgaris fueron esterilizadas con etanol al 95%, NaClO
comercial al 25% y lavadas con agua estéril (agua destilada, esterilizada en autoclave
con vapor de agua por 15 minutos a 1 atm y 121 °C). Las semillas se hicieron
germinar en placas de agar al 1% a 28°C por 4 dias. Se sembraron 3 semillas por
cada maceta de tipo jarras de Leonard (Vincent, 1970). Este sistema de cultivo
cuenta con dos compartimientos, el compartimiento inferior contiene 500 mL de
solucion nutritiva la cual asciende por capilaridad a través de una gasa al
compartimiento superior el cual contiene vermiculita como soporte inerte; en este
altimo compartimiento las semillas germinadas fueron sembradas. Sobre cada una de
las semillas se agregd 2 mL de cultivo liquido en medio YEM de R. euli en fase de

crecimiento exponencial (Asoonm:1,5).

Las plantas se cultivaron en una cdmara de cultivo con una humedad relativa
del 68%, radiacion fotosintética activa de 1000 umol m™ s y con ciclos de 24 h de
luz los primeros dos dias, 16 h luz-8 h oscuridad por dos semanas y 12 h luz-12 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 hidroponico con 500
mL de una solucién de riego que no contiene compuestos nitrogenados; compuesta
por: KaHPO4 0,174 g/L; MgSOax 7H20 0,2465 g/L; KC10,0745 g/L; CaSO4 x 2H20
0,44 g/L, citrato de Fe(Ill) 0,018 g/L y oligoelementos (ZnSO4 x 7H20 0,11 mg/L,
H;BO3 0,715 mg/L, MnS04 x 7H20 1,015 mg/L, CuSOs4 x 5H2O 0,15 pM y
(NH4)sMo702 x 4H20 0,005 mg/L) (Vincent, 1970).

Los ndédulos se cosecharon desde las raices de las plantas a distintos tiempos
(8, 11, 14, 21, 25, 28, 35, 42, 49 y 56 dpi) y se almacenaron a -20° C para su
posterior analisis. En los ensayos con plantas sin indculo bacteriano se afiadid al

medio de riego NH4NO3 6 mM. (Sanchez y col., 2004).

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

de R. etli 0 NH4sNOs, se emplearon concentraciones de CuSO4 x SH20 en el medio de
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riego de 100, 300 y 1000 uM. Estas plantas fueron cosechadas a los 25 dias despucés

de plantar.
2.2 Cultivos bacterianos.

Se utilizd la cepa R. etli 1026 proporcionada por la Dra. Cecilia Baginsky,
proveniente de la coleccion de la Universidad Politécnica de Madrid. Se realizo un
cultivo liquido (metddica de crecimiento de microorganismos en medios liquidos
nutritivos) del rizobio en medio YEM (medio nutritivo que contiene los nutrienes
necesarios para el desarrollo de rizobacterias), que contiene levadura (0,4 g/L),
manitol (10 g/L), NaCl (0,1 g/L), K2HPO4 (0,5 g/L) y MgSO4 x 7TH20 (0,2 g/L.). Este
cultivo se mantuvo con agitacién a 150 rpm a 28°C en un agitador orbital
(Thermoscintific modelo MaxQ 4450) y se utilizé para inocular semillas de
P. vulgaris en germinacion y obtener nodulos radiculares con bacteroides de la cepa

respectiva.

Para la realizacidon de curvas de crecimiento, se midid la absorbancia del
cultivo en medio YEM a 600 nm en un espectrofotometro (JENWAY modelo
6320D). Las curvas de crecimiento se realizaron en presencia de CuSO4 x 5H20 0,
10, 50 y 100 pM. La absorbancia se midié a distintos tiempos entre 0 y 240 h. Las

medidas fueron realizadas por triplicado.
23 Obtencion de bacteroides de R. etli.

0,22 g de nédulos se maceraron en un mortero con una solucion de fosfato de
potasio 50 mM pH 7,0, ascorbato de sodio 200 mM y polivinilpolipirrolidona (1g/g
de nddulos). El homogenizado se filtrd por 3 capas de gasa y se centrifugd a
temperatura ambiente a 155 xg durante 10 minutos (Centrifuga Hettich modelo
Rotofix 32) para eliminar restos vegetales. El sobrenadante se centrifugd a 8981xg
por 10 minutos a 4°C (Centrifuga Hettich modelo Univeral 320R) para sedimentar
los bacteroides, quedando en el sobrenadante los componentes provenientes del
citosol de las células vegetales. El pellet de bacteroides se lavé con 20 mL de una
solucion buffer compuesta por TES 50 mM pH 7.5; MgCl 2,5 mM y KoHPO4
1 mM (la calidad y procedencia de los reactivos se muestra en la Tabla 12, ver
Anexo), finalmente el pellet de bacteroides se resuspendié en 2 mL del mismo buffer

para los ensayos de metabolizacién de precursores de GAs.
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2.4  Sustratos marcados con ¥C.

Los sustratos acido ent-"*Ci-kaurenoico (MC-KA) y '*C|-GA 2 marcados en
C17, fueron sintetizados por el Dr. L. Mander en la Universidad Nacional de

Australia, Camberra.
2.5 Metabolizacion de precursores de GAs.

Se utilizé una suspension de bacteroides preparada a partir de 0,22 g de
nodulos. Se agregaron precursores marcados con '"C en forma de soluciones
metandlicas y se incubd la suspension de bacteroides por 2 dias a 28°C con agitacion
orbital a 150 rpm. Para los ensayos se utilizaron 20000-50000 decaimientos por

minuto (dpm) de los precursores *C-KA y "“C-GAu..
2.6 Extraccion y purificacion de productos.

La suspension de bacteroides incubada por dos dias fue centrifugada a
12800 xg durante 15 minutos (Centrifuga Eppendorf modelo 5410) para separar el
pellet de bacteroides del sobrenadante, el cual contiene las *C-GAs. El sobrenadante
fue acidificado a pH 3,0 con HCl 6 M para protonar los grupos carboxilato de las
GAs y permitir su extraccion desde la fase acuosa a una fase organica de acetato de

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

El solvente de las fases organicas combinadas de cada extraccion con acetato
de etilo se elimind en un rotaevaporador (Buchi modelo R110) y el residuo se
disolvié en metanol al 20% en H2O pH 3.0 para purificar la muestra mediante
cromatografia en fase sélida en columnas Cig (Sep-Pack, Waters). Los eluidos
metanodlicos de las columnas Cis (volumen: 2 mL) se concentraron bajo N2 y se
analizaron por HPLC. En todas las etapas se cuantificd la radiactividad mediante

centelleo liquido.

2.7 Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

El eluido de Sep-Pack, Ciz se inyectd en un equipo de cromatografia liquida
de alta resoluciéon HPLC Shimadzu SPD 20A equipado con una columna Cg de fase
inversa de Sum; 250x4 mm. Para la separacion de los distintos productos se utilizé
una gradiente lineal de MeOH de 60 a 100% en H20 pH=3,0 durante 30 minutos

seguida por 6 min de flujo isocratico de MeOH. Se utilizé un flujo de 1 mL/min y se
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colectaron alicuotas de | mL de cada fraccion para cuantificar su radiactividad. Esta
técnica cromatografica se empled para separar e identificar los productos de las
oxidasas de GAs por comparacion de los tiempos de retencidén con los respectivos
estandares de GAs marcados con '“C por medio de la cuantificacion de la

radiactiactividad de cada fraccidén mediante centelleo liquido.
2.8 Cuantificacion de radiactividad por centelleo liquido.

Se cuantificéd la radiactividad en un contador de centelleo liquido (Perkin
Elmer Tri-carb 2810 TR) utilizando una solucion de centelleo que contiene 0,125 g
de 1,4-bis[2-(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 'C fue de
93%. Se realiz6 calibracién del equipo con estandar de C en tolueno de 123600

cpm. Rango de conteo lineal: 200-150000 ¢pm. Conteo basal: 40 £+ 10 cpm.
2.9 Mediciones de parametros de crecimiento vegetal.

Se midio la longitud de parte aérea de las plantas de P. vulgaris, asi como la
masa himeda y masa seca de la parte aérea (tallo mas hojas) y de las raices. Para
obtener la masa seca; las muestras se calentaron a 70 °C por 3 dias hasta masa
constante, dejandolas enfriar en un desecador antes de registrar su masa. Se
contabilizé el nimero, aspecto y masa de los ndédulos radiculares en las distintas
etapas del crecimiento de la planta. Los parametros de crecimiento fueron expresados
como porcentaje en comparacion con el tratamiento control correspondiente. Los
resultados se expresaron como promedio + desviacién estindar de un minimo de 3

plantas y un maximo de 6 plantas.
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I11. RESULTADOS

3.1  Parimetros de crecimiento de plantas de P. vulgaris en simbiosis con
R. etli.

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

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

seccion de materiales y métodos).

Luego de los 24 dias post inoculacion (dpi) se obtuvo crecimiento vegetativo,
iniciandose la formacion de botones florales a los 25 dpi. En la semana 4 (28 dpi) las
plantas estaban en plena floracién, comenzando la formacion de vainas en la quinta

semana. En la semana 6, las plantas presentaron 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: prefloracion (25 dpi). C: floracion (28 dpi). D: formacidn de
vainas (35 dpi). E: Vainas llenas (42 dpi).
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Semanalmente se cosecharon plantas y se aislaron los nodulos radiculares.

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

himeda, longitud parte aérea y masa seca) (Tabla 1) asi como los parametros de

nodulacién (Tabla 2). A los 8 dpi se observé la presencia de nodulos radiculares,

ubicados en la base de la raiz principal, evidenciando la infeccidn que inicia la

simbiosis. Los noédulos simbidticos, de coloracion interna rojiza debido a la

leghemoglobina, se obtuvieron a partir de los 11 dpi.

Tabla 1 Parametros de crecimiento en plantas de P. vulgaris inoculadas con R et/i.

Tiem'Po Mas;;ﬁineda lll?fr?jja' PI;:;g:él:ia M’asa seca Parte ll;: ?;,;;)ls:lf?a
(dpi) adrea/planta () Ralzélg);anta (cm) aérea/planta (g) ib)
8 2,15+0.49 1,85 11,3+2.4 0,19+0,06 0,10
11 2,95+0,64 2,05 15,547,1 0,34+0,17 0,14
14 3,07+0.91 2,93 19,4+4.2 0,34=0,16 0,27
21 4,90+£2.95 4.90 26,697 0,65+0,37 0,32
25 8,57+1.47 4,99 50,243, 1 1,060,18 0,32
28 9,23+3.33 6,23 38,9437 1,23+0,39 0,55
35 14,14+6,20 10,6 40,8+3.3 2,24+0,93 0,83
42 25.2+10.1 6,90 45,2459 3,37+1,.38 0,78
49 44,3+2.20 6,60 37.945,1 4,99+1,94 0,84
56 35,843,10 10,9 37,3+4.5 5,82£1,45 1,41

Tabla 2 Parametros de nodulacion a lo largo del desarrollo de la planta.

Tiempo N° nodulos Masa nédulos Masa promedio/
(dpi) simbidticos/planta simbidticos/planta (g) Nodulo (mg)
8 40 0,02 0,50
11 175 0,25 1,43
14 200 0,22 1,10
21 200 0,61 3,05
25 404 1,31 3,24
28 425 1,48 3.48
35 700 2,45 3,50
42 940 3,31 3,52
49 933 3,30 3.54
56 416 1,47 3,53

' El grado de humedad en la raiz es afectado en mayor medida que la parte aérea por
variables propias del cultivo como contacto con la solucidon de riego.
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Los nodulos radiculares obtenidos presentaron un aumento progresivo de
tamafio hasta alcanzar un maximo de 4 mm a partir de la semana 4. Los primeros
nodulos se encontraron en la base de la raiz principal y posteriormente se generaron
nodulos en secciones inferiores de la raiz principal y raices laterales pero en menor

proporcion. Debido a esto las raices presentaron nodulos en distinto estado de

maduracion.

Se encontré un aumento sostenido de la masa y namero de nédulos
radiculares por planta hasta alcanzar un maximo en la sexta semana de crecimiento
de las plantas (Figura 5), sin embargo el promedio de masa por nédulo permanecid

constante a partir de la floracion (Figura 5).
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Figura 5 Variacion de los parametros de nodulacion en distintos periodos del

crecimiento vegetal.

Los nodulos encontrados hasta los 28 dpi presentaron una coloracidn
parda-atigrada (Figura 6A). Posteriormente, desde los 42 dpi algunos de los nodulos
se volvieron oscuros y luego alcanzaron un estade de senescencia adquiriendo una

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

cuantificar la biosintesis de GAs.

g

Figura 6 Nodulos extraidos en plantas de P. vulgaris inoculadas con R. etli.
A: nédulos de 25 dpi. B: nédulos de 42 dpi.

En relacién a los parametros de crecimiento se observd 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 raiz debido al desarrollo de las vainas.
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Figura 7 Variacion de parametros de crecimiento de P. Vulgaris en distintos
tiempos. Izquierda: variacién de masa seca. Derecha: variacién en la
longitud de la seccidn aérea.

La raiz en cambio, presentd 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 raices de cada planta en una

maceta.
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3.2 Parametros de crecimiento de plantas de P. vulgaris en presencia de

NH4NO3 '

Coﬁ la finalidad de comparar el nivel de crecimiento de la planta en presencia
de un fertilizante comercial (NH4NO3) y en presencia de R. etli; se cultivaron plantas
de P. vulgaris empleando una solucién de riego que contiene NH4NO3 6 mM. Las
plantas se cosecharon a los 25 dias de tratamiento y se registré sus parametros de
crecimiento (masa humeda, longitud parte aérea y masa seca). En la Tabla 3 se

comparan estos parametros con los de plantas cultivadas en simbiosis con R. etli.

Tabla 3 Parametros de crecimiento de plantas de P. vulgaris en presencia de
NH4NO3 o R. etli. Plantas de 25 dias.

, Masa ; Masa seca
Tratamiento Masahuimedy hiimeda Lo gt Parte M?sa seca
Parte . Parte 5 Raiz/planta
» Raiz/planta . aérea/planta
aérea/planta (g) aérea (cm) (g)
(2) (2)
NHsNO; 23,6+4.,40 8.48+2.43 39,1+2.8 2,7240,31 0,68+0,01
R. etli 8,57+1.47 4,99+0,97 50,243,1 1,06+0,18 0,32+0,12

La biomasa (aérea y de la raiz) fue mayor en las plantas crecidas con
NH4NOs. Sin embargo, las plantas inoculadas con R. e#/i presentaron una mayor

longitud (Figura 8).
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Figura 8 Variacién de pardmetros de crecimiento de P. vulgaris en presencia de
NH4NO;3 o R. etli. Plantas de 25 dias.
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Estos resultados sugieren que la simbiosis con esta cepa de R. etli proporciona
menos nitrogeno en forma de NHs™ a la planta que el tratamiento con NH:NO:
6 mM. El NH4" entregado a la planta por la bacteria se incorpora a aminoacidos y
proteinas siendo esencial para aumentar la biomasa. Por otra parte, la mayor longitud
del tallo observada en las plantas inoculadas con R. etli sugiere que se deberia a la
biosintesis de GAs por la bacteria puesto que, uno de los efectos mas caracteristicos

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

3.3 Biosintesis de GAs en bacteroides de R. etfi

Con la finalidad de determinar si los bacteroides de R. efli aislados de nodulos
radiculares de P. vulgaris presentan la capacidad de sintetizar GAs, se ensayé la
actividad de dos enzimas de esta via metabdlica: enr-kaurenoico oxidasa y C20
oxidasa, utilizando los sustratos acido ens-'*C-kaurenoico (*C-KA) y MC-GA12 (C20

metilo).

Los sustratos se incubaron con una suspension de bacteroides y los productos
de metabolizacion se aislaron mediante particién liquido-liquido, cromatografia en
fase sélida y HPLC (Ver seccion 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 retencion (tr) con los de GAs patrén que
son intermediarios o productos finales de la ruta biosintética descrita en

B. japonicum (Figura 11).
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En todos los casos se obtuvo conversion de los sustratos en productos mas
polares cuyos tiempos de retencion corresponden a los de algunos intermediarios o

productos finales de biosintesis de GAs, lo que indica que los bacteroides de R. etli

contienen oxidasas de GAs activas a partir de 11 dpi.

El sustrato ingresa a los bacteroides donde es metabolizado a compuestos més
polares que son excretados hacia el medio de incubacién. Al término del tiempo de
incubacion (2 dias) se observo una distribucién 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 ent-kaurenoico oxidasa en bacteroides de R. etli aislados en

distintas etapas de desarrollo de P. vulgaris.

Tiempo Radiactividad radiactividad en las células 1C-KA en
(dpi) sobrenadante (%)* (%) (“C-KA)? sobrenadante (%)*
11 92 8 2
14 90 10 4
21 86 14 1
25 73 27 12
28 90 10 1
35 83 17 3
42 85 15 1

Tabla 5 Actividad de la C20 oxidasa de GAs en bacteroides de R. etli aislados en
distintas etapas de desarrollo de P. vulgaris.

Tiempo Radiactividad radiactividad en las células HC-GAiz en
(dpi) sobrenadante (%) (%) (YC-GAn) sobrenadante (%)
11 99 1 77
14 99 1 65
21 92 8 10
25 97 3 4
28 98 2 39
35 98 2 37
42 100 0 20
49 100 0 5
56 99 l 8

2 Corresponde principalmente a productos de metabolizacion.
3 Corresponde a ""C-KA residual.

* Obtenido de perfil de HPLC.
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La distribucién de los sustratos se relaciona con su polaridad. El 4cido
ent-kaurenoico posee una baja polaridad por lo cual principalmente se encuentra en
el interior de la célula, a diferencia de sus productos de metabolizacién y del sustrato

4C-GAL2, los que se encuentran basicamente en el sobrenadante.

El 4cido ent-''C-kaurenoico origin por lo menos 3 productos. Los productos
mayoritarios presentaron un tr de 20 y 25 minutos respectivamente y podrian
corresponder al dcido 78 hidroxi-"*C-kaurenoico (7BOH-'*C-KA) y al intermediario
"C-GA 12 aldehido que se forma por la oxidacion sucesiva del C7 y contraccién del
anillo B. Aunque el producto 19,10-y lactona ('*C-GAy) presenta un tr similar al de
7BOH-"*C-KA probablemente no se forma en este experimento desde este precursor
temprano ya que este producto se formé con un alto rendimiento como se espera para
un intermediario cercano en la secuencia biosintética. Ademds de los productos
anteriores, se encontrd el intermediario C20 aldehido (M*C-GAuz4, tr: 17°) en todas las
incubaciones. Este producto es un precursor del producto final lacténico GAs. No se
detectaron GAs hidroxiladas en C3 o C13 (biologicamente activas) que presentarian
tr menores a 15 minutos, sugiriendo que R. efli presenta sdlo la via no hidroxilada de

biosintesis de GAs.

En las incubaciones con *C-GA2 se formaron varios productos con tr 17-19
minutos que corresponderian a los intermediarios C-GAx4 (C20 aldehido) y/o “C-
GAi5 (C20 alcohol). En varias incubaciones se detectd un porcentaje importante de
sustrato residual, lo que junto con la reducida cantidad de producto final '“C-GAs
(tr:207), indica que la C20 oxidasa de R. efli presenta una actividad moderada, menor

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 bioldgica. Aunque este producto no se
detectd en un porcentaje significativo en los experimentos con bacteroides aislados
de R. etli, el GAs podria ser transportado desde el bacteroide hacia la planta para su
posterior transformacion a GAs bioactivas. Ya sea en el nddulo o en otros tejidos
como tallos y brotes. Las GAs GAs y GA (hidroxiladas en C3 y/o C13) promueven

la elongacion de los tallos y la floracion por lo que generarian un efecto
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biofertilizante de R. etli sobre las plantas de P. vulgaris, lo cual se observé en las

condiciones experimentales descritas en este trabajo (Tabla 3).

34 Efecto del Cu(ll) sobre plantas de P. vulgaris cultivadas en presencia de
R. etli.

Se estudio el efecto de la presencia de Cu(Il) en el crecimiento de plantas de
P. vulgaris inoculadas con R. etli y coémo este metal afecta el proceso de nodulacion.
Para esto se inocularon semillas germinadas de P. vulgaris con un cultivo liquido de
R. eili y las plantas se crecieron en condiciones controladas con concentraciones
variables de CuSO4 en la solucién de riego. Las plantas se cosecharon a los 25 dpi y

se midieron sus pardmetros de crecimiento y nodulacion (Tabla 6).

Las plantas tratadas con CuSOs presentaron un aspecto saludable
(Figura 12A) y leves sintomas de toxicidad en la parte aérea como necrosis en el
borde externo de las hojas mds antiguas (este sintoma no fue representativo;
encontrandose s6lo en pocas plantas de manera aleatoria (Figura 12B)). La raiz no
presentd sintomas de necrosis; sin embargo se observé un aumento de su grosor en
comparacion con las plantas cultivadas con concentraciones de Cu(Il) como

micronutriente en la solucién de riego (Figura 12C).
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Figura 12 Plantas de P. vuigaris inoculadas con R. efli en presencia de distintas
concentraciones de CuSOs. A: Plantas de 25 dpi. B: Sintomas de
toxicidad en hojas. C: raices de 25 dpi.

Tabla 6 Parametros de crecimiento en plantas de P. vulgaris tratadas con R. etli y

CuSOa.
;i Masa .
[CuSO4 Masa hiimeda oaradis Longitud Masa seca Masa seca
(uM) Parte Raiz/planta Parte aérea Parte Raiz/planta
B aérea/planta (g) (g) ! {cm) aérea/planta (g) (z)
0,15° 8.57+1.,47 4,99+0,97 50,2+3.1 1,06+£0,18 0,32+0,12
100 4,25+0,41 5,824+0,02 35,8+£3.8 0,71+0,03 0,42+0.03
300 3,80+0,04 5,85+0,07 27.6£7.6 0,59+0,03 0,41+0,05
1000 4,2240,59 3.98+1,29 36,0+5,7 0,6540,15 0,32+0,12

En los tratamientos con CuSQy se observd una disminucion de la longitud de
la seccion aérea de la planta en un 30% para el tratamiento con CuSOs 1000 uM
(Figura 13). Ademas, se observd una disminucién del 38% en la biomasa de la
seccion aérea para las plantas crecidas bajo la misma concentracién de CuSOs. La
raiz en cambio, aumenté su biomasa en presencia de Cu(ll) hasta en un 28%

(Figura 13).

® CuSO4 como micronutriente en la solucion de riego.
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Figura 13 Variacién de parametros de crecimiento de P. vulgaris inoculada con
R. etli en presencia de distintas concentraciones de CuSQOsa.

Con la finalidad de determinar el efecto del Cu(ll) en la nodulacién se
aislaron y cuantificaron los nédulos radiculares (Tabla 7). Estos presentaron una
coloracion mas oscura que los nédulos de plantas cultivadas sin CuSOy4 adicional y se

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

5

CuS04 300 pM : ’ | CuS040,15 pM

Figura 14 Nodulos extraidos en plantas de P. vulgaris de 25 dpi inoculadas con
R. etli en presencia de CuSQa.
El Cu(ll) afectd el nimero y masa de los nddulos; especificamente se obtuvo
una disminucién del 45% en el nimero de nédulos formados con CuSO4 1000 pM y
una disminucion del 69% en la masa (Figura 15). Ademas el Cu(IT) disminuyé en un
43% el peso promedio de cada nddulo (Figura 15), en comparacién con los de

plantas no tratadas con concentraciones adicionales de CuSQy.
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Tabla 7 Parametros de nodulacién de P. vulgaris inoculado con R. etli. Efecto del

CuSOa.
[CuSO,] | N° nédulos/ | Masa nédulos/ | Masa promedio/
(uM) planta planta (g) Nédulo (mg)
0,15¢ 347+46 1,71+0,32 4,90+0,26
100 263433 0,68+0,15 2,55+0,25
300 213428 0,56+0,05 2,65+0,11
1000 190+14 0,53+0,13 2,76+0,47

fre I ndmero de nodulos / plahta
m masa de nodulos / planta

% {

604

40 -

masa / néduto (% control)

20+

masa y nimero de nddulos ¢ planta (% controf}

0.15 100 00 1000
Congentracion CUSO“ {uM) Concentracion CuSO, (nM)

x5 e sw 1660
Figura 15 Variacién de los pardametros de nodulacion en presencia de CuSO4.

Ademds de utilizar los parametros de nodulacién para determinar la eficiencia
de la simbiosis; se comparé de manera cualitativa la expresion de la leghemoglobina
como indicador de la actividad nitrogenasa de los bacteroides. La coloracién interna
rojiza de los nédulos indica la presencia de leghemoglobina, una proteina heminica
que mantiene una baja concentracion de Oz en el nodulo. Los nédulos de plantas
cultivadas sin CuSO4 mostraron esta coloracion; a diferencia de los tratados con
concentraciones de CuSOs adicional cuya coloracién fue mas oscura (Figura 16).
Estos resultados sugieren un metabolismo alterado con respecto a la fijacion de N2 en
los bacteroides expuestos a Cu(II), lo que es consistente con la menor biomasa aérea

de las plantas tratadas.

& CuSO4 como micronutriente en la solucién de riego.
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Figura 16 Corte transversal de un nddulo radicular aislado de P. vulgaris de 25 dpi
crecida en ausencia y presencia de CuSQOa.

En conjunto, los resultados indican que aunque el Cu(Il) afectd el crecimiento
de las plantas inoculadas con R. etli, estas desarrollaron un crecimiento vegetativo
sin sintomas significativos de toxicidad; lo que sugiere un efecto protector por la
bacteria. El menor crecimiento se deberia mas bien a un menor aporte de nitrogeno
(menor fijacion de N3) por la bacteria y no a un efecto directo del Cu(Il) sobre el

desarrollo del tejido aéreo de la planta.

Por otra parte, el aumento en masa y grosor de las raices sugiere que el Cu(ll)
se acumularia en este tejido, al igual que en otras leguminosas como la soya
(Sanchez-Pardo & Zornoza 2014), como un mecanismo de proteccion del tejido
aéreo. La nodulacion se vio disminuida de forma considerable, posiblemente por la
acumulacion de Cu(ll) en las raices, afectando la tasa de fijacion de nitrégeno por los
rizobios. El efecto sobre la nodulacion podria evitarse utilizando una cepa de R. etli
tolerante al Cu(Il) (por ejemplo, aislada de suelos contaminados con Cu(Il) para
inocular las plantas. El efecto del Cu(lI) sobre el crecimiento del rizobio se analizara

mas adelante (ver seccion 3.6).
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3.5  Efecto del Cu(Il) sobre plantas de P. vulgaris cultivadas en presencia de

NH4NOQ:s,

Con el objeto de investigar el efecto del Cu(ll), se cultivaron plantas de
P. vulgaris en presencia de NHsNO3 6 mM y concentraciones variables de CuSOs en
la solucion de riego. Esto sirvié como comparacion frente a las plantas cultivadas en
presencia de R. etli para determinar la tolerancia intrinseca de P. vulgaris al Cu(Il) y
para estimar la capacidad de fijacion de N2 por R. erli en presencia de Cu(ll) (Figura
17). Las plantas se cosecharon a los 25 dias y se registraron sus parametros de

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

Tabla 8 Pardmetros de crecimiento en plantas de P. vulgaris’ tratadas con distintas
concentraciones de CuSQa.

Cusoi | MR | v | st | M| e
aérea/planta (g) (®) (cm) aérea/planta (g) (z)
0.15% 23,6444 8.,48+2,43 39,1£2.8 2,7240,31 0,68+0,01
300 12,8+0,9 10,7+0,10 31,9+5.8 1,62+0,13 0,81+0,07
1000 10,7409 11,1+0,10 35,4+1,9 1,49+0,21 0,83+0,04

Las plantas cultivadas en presencia de CuSO4 no presentaron sintomas de
toxicidad como hojas marchitas, clorosis o necrosis de raices (Figura 17). En
presencia de CuSO4 1000 uM las plantas presentaron una disminucion del 45% y 9%

en la biomasa y longitud del tejido aéreo respectivamente (Figura 18).

La raiz en cambio, presentd un aumento del 20% y del 22% en su biomasa en
los tratamientos con CuSO4300 y 1000 uM respectivamente (Figura 18). Se observd

que las raices presentaron un mayor grosor en comparacion a las plantas cultivadas

sin CuSQy.

Estos resultados demuestran que el cobre afecta el crecimiento de P. vulgaris;
ya que s¢ observé un menor crecimiento de la parte aérea que fue similar entre
concentraciones de 300 y 1000 pM. El mayor desarrollo de la raiz en presencia de

Cu(Il) formaria parte del sistema de defensa de P. vulgaris, que probablemente

7 Cultivadas en presencia de NHsNO3; 6 mM.
8 CuSO4 como micronutriente en la solucién de riego.
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evitarfa el ingreso del cobre a las hojas y tallos responsables de la fotosintesis,
floracién y formacioén de frutos. Podria proponerse a partir de este resultado, que el

nitrogeno en forma de NOs” o NH4™ tendria un efecto protector frente a la toxicidad

del Cu(Il), induciendo en la planta una respuesta a nivel de la raiz.

CuS040,15 uM [ CuS04 300 uM

CuS041000 uM[CuS040,15 UM[CuSO4 300 uM |C_uSO4 1000 uM

Figura 17 Plantas de P. vulgaris tratadas con NH4NOs y distintas concentraciones de
CuSQq. Izquierda: plantas de 14 dias. Derecha: Raices plantas de 25 dias.
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Figura 18 Variacién de los pardmetros de crecimiento de P. vulgaris bajo
tratamiento con NH4NQOj3 y distintas concentraciones de CuSOs.

Un efecto similar se logré con la simbiosis con R. etli, que aporta
principalmente nitrogeno en forma de NHi™ a partir de N2 atmosférico y ademds
GAs. Por otra parte, el uso de R. etli como biofertilizante presenta la ventaja de no
generar contaminacion en el suelo y otros efectos nocivos asociados al uso de

NH4NO; como fertilizante nitrogenado (Bohlool y col., 1992; Bremer, 1995).
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3.6  Efecto del Cu(Il) sobre el crecimiento de R, e#/i en cultivos liquidos.

Ya que el Cu(Il) influy6 en la nodulacion de P. vulgaris por R. etli, se
investigd el efecto de este metal sobre su crecimiento en cultivos liquidos. El
crecimiento en cultivos liquidos en medio YEM en ausencia de Cu(Il) y en presencia
de distintas concentraciones (10-100 pM), se muestra en la F igura 19, Las curvas
indicaron una etapa de crecimiento exponencial entre 2 y 6 dias, tiempo en que se

inici6 la etapa estacionaria del cultivo (Figura 19).
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Figura 19 Curvas de crecimiento de R et/i en medio YEM con distintas
concentraciones de CuSQs.

El CuSO4 disminuy6 el crecimiento de R. erli hasta en un 54% para
concentraciones de CuSOs 100 pM; encontrando que el crecimiento en la fase
estacionaria es inversamente proporcional a la concentracién de Cu(ll). Esto
demuestra que el Cu(ll) ejerce un efecto toxico sobre R. etli, aunque este rizobio
presenta una cierta tolerancia a este metal, que le permite crecer aunque en forma
limitada. Este efecto podria explicar en parte la nodulacién reducida encontrada en
presencia de Cu(ll) sobre las plantas de P. vulgaris, ya que después de ingresar a las
células de la raiz, la bacteria se reproduce para generar nédulos simbiéticos. Se
esperaria que el efecto del Cu(ll) sobre el crecimiento fuera menor en cepas
tolerantes de R. et/i aisladas de suelos contaminados con Cu(ll), las que podran ser

mas efectivas también en la nodulacion.
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V. DISCUSION

Las plantas de P. vulgaris inoculadas con R. eili, crecieron y se desarrollaron
normalmente en presencia de Cu(ll), generando nédulos simbidticos. Aunque la
masa del tejido aéreo fue un 38% menor que en ausencia de Cu(ll) (Figura 13), no se
observaron sintomas importantes de toxicidad como clorosis o crecimiento anémalo
de las hojas. Para otras especies de plantas, como Arabidopsis thaliana, Glycine max,
L. Albus y V. faba, también se ha descrito una reduccion en la biomasa aérea entre
10-81% en presencia de Cu(ll) (Drazkiewicz y col., 2004; Sanchez-Pardo & Zornoza
2014; Fatnassi y col.,, 2015) lo que podria deberse a una disminucién de la
fotosintesis y alteraciones en la permeabilidad de las membranas celulares

(Drazkiewicz y col., 2004; Sanchez-Pardo & Zornoza 2014).

Uno de los elementos fundamentales en el crecimiento vegetal es la
disponibilidad de nitrégeno 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 fijado en la fraccién coloidal del suelo,
siendo menos disponible para las plantas. Se desconoce el grado de fijacion de
amonio por la vermiculita y es necesario realizar a futuro isotermas de adsorcion de
este compuesto. En este trabajo se demostro que el indculo con R. etli permite el
crecimiento de P. vulgaris en presencia de Cu(Il) 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. et/ frente al
cobre se debe principalmente al aporte de NH4" a la planta por la nitrogenasa

bacteriana.

A diferencia de lo que se encontrd para el tejido aéreo de P. vulgaris, las
raices de las plantas tratadas con Cu(Il) mostraron un significativo aumento de su
masa y grosor. La masa seca aumentdé hasta en un 28% (Figura 13) y el
engrosamiento encontrado en la raiz primaria, cerca del tallo podria deberse a un
aumento en la produccion 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. que no presentan un aumento de
masa de la raiz cuando son cultivadas en presencia de Cu(IT) (Hao y col., 2015;

Sanchez-Pardo & Zornoza 2014, Fatnassi y col., 2013).

= R el
g i No,

gm— B S 100- s S 10

G &

S g S 80

< 3

o [-%

13 -~

= 804 B804

g {w g

@ o &

g 40 I g 40

3 g

2 204 = 20

o Fi § 0 ; S =
015 300 = 0.15 306 1000
Concentracion CuSQO, (1M) Concentracidon CuSO, (1M}
a0,
5140

80

L=

0,15 300 1600
Concentracitén CusS0 4 ( nh)

Figura 20 Crecimiento de P. vulgaris inoculadas con R. etli o NHaNOs3 en presencia
de CuSOa.

Por otra parte, en los arbustos Bruguiera gymnorrhiza, kandelia obovata y
Rhizophora stylosa se encontrd un aumento de lignina y suberina en la raiz en
repuesta a la presencia de Cu(ll), sustancias que reducen el ingreso de este metal a la
planta actuando como una barrera a nivel de la raiz (Cheng y col., 2014). Mas aun,
en plantas de Ricinus communis (higuerilla) se demostré que el 66% del Cu(ll) que
ingresa a la planta se une a la lignina, celulosa y otros componentes de la pared
celular en la raiz (Kang y col., 2015). En conjunto, estos antecedentes sugieren que la
lignificacion de la raiz serfa un factor fundamental en la tolerancia a Cu(ll} que

presentaron las plantas de P. vulgaris.
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Ademas del efecto de aumento de masa, se observo en la raiz de las plantas
inoculadas una reduccion importante de la nodulacién en presencia de cobre. Los
nédulos se vieron disminuidos en 69% y 43% de su masa y niimero respectivamente
(Figura 15). Para otros rizobios, como R. leguminosarum y M. amorphae simbiontes
de Vicia Sativa (arvejilla) y R. pseudoacacia respectivamente, que crecen en suelos
contaminados con cobre se ha descrito también una reduccion en la nodulaciéon
(Laguerre y col., 2006; Hao y col., 2015). Este efecto podria deberse a una inhibicion
del crecimiento bacteriano, como se vio en los experimentos de crecimiento de R. etli

en cultivos liquidos (Figura 19).

Este efecto puede haber reducido el inoculo efectivo sobre las semillas en
germinacion de P. vulgaris generando una capacidad de fijar nitrogeno reducida.
Ademas, la lignificacion de la raiz en presencia de Cu(ll) puede haber dificultado el
ingreso del rizobio a este tejido como lo sugiere la ausencia de nédulos en las raices
gruesas, posiblemente lignificadas. El crecimiento de las plantas de P. vulgaris, que
presentaron un aspecto saludable en presencia de Cu(Il), sugiere que a pesar de la
dificultad en la nodulacién el rizobio, logré establecer simbiosis y permitir el
crecimiento de las plantas. Debido a esto, el tejido vegetal del nédulo protegeria al

rizobio con respecto a las condiciones de vida libre una vez que ingresa a la raiz.

La disminucién de la biomasa aérea en presencia de cobre con respecto a la
condicidn sin cobre podria deberse a una alteracidn en la leghemoglobina, ya que los
nodulos presentaron cambios en su coloracion interna (Figura 16) lo que disminuiria
la eficiencia en la fijacién de nitrégeno. Por otra parte, en ausencia de cobre se
observé que las plantas inoculadas presentaron una mayor longitud de tallos con
respecto a las plantas tratadas con NHsNO; 6 mM, aunque, la biomasa del tejido
aéreo y de la raiz fue un 50% menor en las plantas en simbiosis (Figura 8). Este
resultado puede atribuirse a la produccion de GAs por los bacteroides las que
estimulan el crecimiento en longitud de las plantas aunque la cantidad de nitrogeno

aportado por la bacteria seria menor a la entregada por el NH4NO3; 6 mM.

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 ¢l uso de rizobios aislados de suelos
contaminados o de cepas tolerantes al cobre, es una alternativa 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(Il), una
biomasa aérea 25% mayor a la obtenida con un fertilizante quimico y una biomasa de
la raiz un 55% mayor (Sanchez-Pardo & Zornoza, 2014). También en plantas de
V. faba inoculadas con microorganismos resistentes a Cu(ll) se encontrd un aumento
de la biomasa aérea de un 36% en comparacién a plantas cultivadas en un medio

nitrogenado (Fatnassi y col., 2015).

La cepa de R. etli utilizada en este trabajo presenté una baja tolerancia a
Cu(Il), representado por una disminuciéon de su crecimiento en presencia de este
metal en condiciones de cultivo liquido por lo que los resultados obtenidos podrian
mejorarse utilizando cepas tolerantes y/o mas eficientes en la fijacion de nitrégeno.
Esto deberia incidir principalmente en un aumento de la eficiencia de la nodulacion y

en el aporte de amonio por la simbiosis.

Ademas del efecto protector de la toxicidad de Cu(ll) de R. etli mediante la
fijacion de N2, se encontré 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 aplicacion exdgena de GAs produce un aumento del
tamafio de hojas, biomasa aérea y de la raiz, asi como mayores niveles de clorofila lo
que apoya la contribucion de las GAs, al crecimiento de plantas en suelos

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

Los bacteroides de K. etli metabolizaron efectivamente el 4cido
ent-kaurenoico lo que indica una alta actividad de la oxidasa respectiva, mientras que
la C20 oxidasa que utiliza el GA2, presentd una menor actividad (Figuras 9 y 10).
Esto podria atribuirse a la presencia de un gen de ferredoxina fusionado a uno de los
genes de monooxigenasa P450 en R er!i (Hershey y col,, 2014), probablemente la
ent-kaurenoico oxidasa, lo que dejaria a la ferredoxina menos disponible para la C20
oxidasa. En conjunto, las actividades enzimaticas detectadas en R etli serian

suficientes para aportar GAs a la planta que favorezcan su crecimiento en altura.
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Las reacciones de la biosintesis de GAs en bacterias han sido descritas
unicamente para B. japonicum (Mendez y col, 2014). La comparacién de los
productos de metabolizacion obtenidos en R. erli para los sustratos “C-KA vy
HUC-GA1z; indicd que R etli produciria los productos 7BOH-""C-KA, MC-GAp
aldehido, ""C-GA 2, “C-GAs, "“C-GAxn vy “C-GAs (Figuras 9 y 10) al igual que

B. japonicum, sugiriéndose una ruta de biosintesis de GAs analoga (Figura 21).

sl

,k‘

MC-KA

HC-GAs

Figura 191 Ruta de biosintesis de GAs en bacteroides de R. etli a partir del dcido
ent-kaurenoico.

En este Seminario de Titulo se realizé una primera aproximacion al uso de
R. etli como biofertilizante para evitar los problemas de eutrofizacion y fitotoxicidad
asociados al uso de fertilizantes nitrogenados (por ejemplo: urea, NHiNOs;,
(NH4)2804 y Ca(NOs)2) v como promotor del crecimiento vegetal. Utilizando a
futuro cepas tolerantes a Cu(ll) e inoculos de mayor densidad podran obtenerse

mejores resultados aplicables a cultivos en condiciones de campo.
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V. CONCLUSIONES

La simbiosis con R. eili proporciona a las plantas de P. vulgaris una cantidad
de nitrogeno en forma de amonio suficiente para que crezcan y se desarrollen.
Sin embargo, este aporte es menor a lo proporcionado por la solucién de riego
con NHsNO3 6 mM.

Los bacteroides de R. etli presentaron actividad de oxidasas de GAs lo que
indica que son capaces de sintetizar estas fitohormonas, Las GAs bacterianas
contribuirian al efecto promotor del crecimiento y biofertilizante de R. etli

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

En presencia de amonio, ya sea aportado por la simbiosis con R. efli o bien
agregado a las plantas como NHiNOj3, se redujo el crecimiento de la parte
acrea de las plantas por efecto del Cu(ll), aunque sin sintomas de necrosis o

clorosis en las hojas.

La raiz de las plantas aumentd en masa y grosor en presencia de Cu(Il) 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 nimero y masa de los nddulos radiculares obtenidos con la cepa de R, etli
utilizada disminuyd en presencia del Cu(Il), probablemente debido a
toxicidad que presenta este metal sobre la bacteria inhibiendo su crecimiento.
Este efecto podria evitarse utilizando una cepa de R. etli tolerante al Cu(ll)

y /o un indculo mayor.

La biomasa aérea similar, en presencia de Cu(ll), de las plantas inoculadas
con R. etli o crecidas con NH4sNO; indica que esta bacteria simbictica podria
utilizarse como un biofertilizante que proteja de la fitotoxicidad del Cu™ en
ambientes contaminados, evitando el uso de fertilizantes nitrogenados (por

¢jemplo: urea, NHsNO3, (NH4)2504 y Ca(NOs): .
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7.1

Cromatogramas

VII.

ANEXOS

Tabla 9 Cromatogramas estandares de GAs

de HPLC obtenidos

por cuantificacion de la
radiactividad de cada fraccion mediante centelleo liquido

tr Cuentas por minuto (cpm) para los distntos estindares de GAs
i 14
(minutos) | e kA et | HC-GAs | MC-GA | MC-GAn GAE e GA

1 35 26 16 12 25 14 20
2 33 15 15 26 15 10 19
3 271 108 40 29 38 116 74
4 125 102 27 22 26 69 81

5 146 128 27 18 45 134 93
6 138 195 55 34 47 140 134
7 147 316 23 21 67 141 59

8 153 264 30 29 79 137 68
9 168 178 20 27 41 176 58
10 135 243 32 30 39 168 161
11 136 228 31 20 34 137 636
12 152 152 29 30 38 141 209
13 208 173 31 44 33 288 149
14 351 151 24 39 59 176 93
15 304 102 28 49 37 127 109
15 279 76 23 60 79 110 74
17 207 127 209 6001 53 132 143
18 171 86 2351 1788 55 101 185
19 304 158 3675 165 42 135 820
20 313 6372 201 59 39 93 5766
21 171 14871 74 51 52 52 534
22 123 421 44 36 27 54 104
23 231 109 52 34 2629 715 143
24 163 116 51 47 4747 815 83
25 93 153 36 48 271 10030 44
26 338 72 53 39 78 1173 40
27 80 70 44 40 62 243 33
28 62 51 38 38 45 77 40
29 53 61 36 45 22 56 45
30 265 59 41 35 37 70 170
31 54

32 117

33 69

34 12145

35 3835

36 276

37 118

38 72

39 46

40 58

45




Tabla 10 Cromatogramas de los productos formados a partir de '“C-KA por
bacteroides de R. erli en distintas etapas de crecimiento de la planta

tr Cuentas por minuto (¢pm)

(minutos) | 11dpi | 14dpi | 21dpi | 25dpi | 28dpi | 35dpi | 42 dpi
1 17 9 138 24 12 18 10
2 17 16 29 21 11 13 16
3 48 42 120 31 49 82 90
4 37 27 45 37 33 39 37
5 47 37 73 65 82 44 44
6 71 46 91 100 68 57 46
7 53 103 99 89 85 51 53
8 65 67 94 82 101 68 61
9 71 54 106 116 94 64 65
10 99 a2 105 105 125 91 86
11 72 59 172 74 122 74 82
12 77 63 230 92 102 80 71
13 118 100 209 127 42 102 36
14 192 144 279 114 173 131 121
15 258 209 328 128 284 292 266
16 344 373 1543 894 551 303 402
17 392 467 2162 520 338 444 404
18 298 370 1303 714 591 321 356
19 307 265 1216 247 329 351 392
20 2401 2071 3254 929 3150 4583 2236
21 1919 1927 1304 1927 4230 2895 1966
22 154 168 270 120 279 160 146
23 401 318 1121 127 326 255 189
24 363 320 317 240 399 348 317
25 2425 1453 219 1581 5725 5367 3432
26 955 705 150 597 2153 1426 1597
27 108 110 277 88 215 215 194
28 196 140 231 116 269 261 183
29 56 50 155 32 76 86 47
30 61 49 91 46 56 39 28
31 39 51 71 30 48 40 44
32 37 39 70 27 57 37 50
33 83 74 85 3 110 141 62
34 186 386 119 1041 257 634 127
35 61 110 59 72 51 72 57
36 32 34 48 21 24 31 33
37 28 21 59 17 21 24 16
38 23 25 33 28 26 29 17
39 23 16 22 74 26 24 11
40 27 37 33 16 18 28 21
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Tabla 11 Cromatogramas de los productos formados a partir de #C-GAi» por
bacteroides de R. erli en distintas etapas de crecimiento de la planta.

tr Cuentas por minuto (cpm

(minutos) | 11 dpi | 14 dpi | 21 dpi | 25 dpi | 28 dpi | 35 dpi | 42 dpi | 49 dpi | 56 dpi
1 14 26 19 18 9 14 12 12 27
2 17 15 18 15 2() 10 30 16 12
3 41 36 53 58 31 55 34 57 38
4 30 30 37 76 23 29 36 33 41
5 51 42 45 79 34 34 51 57 79
6 73 82 84 108 67 33 88 98 120
7 108 110 106 111 84 95 67 114 168
8 118 84 132 100 124 85 97 89 144
9 83 60 67 33 70 37 71 71 101
10 52 43 77 101 31 39 41 48 84
11 48 44 153 91 40 55 39 75 66
12 62 44 229 85 47 30 40 68 64
13 57 33 99 211 34 47 50 75 41
14 56 30 119 958 33 47 32 458 129
15 48 50 183 1894 29 100 56 1607 | 1124
16 71 246 | 2909 | 2508 66 554 338 | 3068 | 3406
17 314 1524 | 3470 | 2408 | 540 | 3808 | 1924 | 3544 | 4423
18 1807 | 1870 | 2105 | 1735 | 3725 | 2102 | 4281 | 2218 | 3281
19 888 1129 | 2142 | 276 | 2426 | 996 | 2286 | 1360 | 1140
20 89 82 944 194 382 71 159 346 148
21 60 45 170 63 88 89 67 151 64
22 43 26 231 57 46 121 69 328 190
23 4077 | 3459 | 1081 253 1025 | 2578 | 742 244 768
24 5900 | 5266 | 318 182 | 3447 | 1796 | 1517 | 407 496
25 274 224 140 63 290 104 59 210 76
26 79 79 59 49 3 43 34 104 45
27 3 35 54 47 31 46 35 45 77
28 45 30 71 41 37 72 19 47 44
29 45 37 82 26 37 243 39 35 15
30 34 20 43 40 20 83 32 39 41
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72 Calidad y procedencia de los reactivos

Los reactivos empleados en este trabajo poseen grado pro-anélisis (P.A).
Los solventes empleados en cromatografia liquida de alta resolucién corresponden a
metanol grado HPLC y agua Mili-Q.

Tabla 12 Procedencia de los reactivos

Reactivo Procedencia
etanol HES

K2HPO4 LAB SYNTH
MgSO4 X7H,O SCHARLAB

KCl M&B
CaS04X2H:0 M&B

citrato de hierro MERCK
ZnS0O4X7H-0 MALLINCKROBT
HiBO; SIGMA
MnSO4sX7H.0 MERCK
CuSOuX5H:0 RIEDEL-DE HAENAG
(NH4)sMo702 X 4H20 | MERCK

NH4NO; SIGMA

extracto de levadura | B&D

manitol SIGMA

NaCl MERCK

ascorbato de sodio SIGMA

PVPP SIGMA

TES SIGMA

MgCl MERCK

HCL CALEDON
acetato de etilo BIOS LAB CHILE
metanol JT BAKER
POPOP SIGMA

PPO SIGMA

agar SUDELAB
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