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RESUMEN

La trehalosa es un disacarido poco comiin que se ha detectado en algunos sistemas
biologicos, tanto de vida libre como en organismos que establecen simbiosis planta-
microorganismo. Este carbohidrato, aparentemente juega un papel de proteccion
contra condiciones adversas (temperaturas extremas, estres osmatico, falta de
nutrientes, estrés por metales pesados y otros). En estas condiciones, un aumento en
la produccion de trehalosa por los organismos, se correlaciona con la adquisicion de
tolerancia al estrés, efecto que ha sido demosirado tanto en bacteras como en
levaduras, sin embargo, el efecto protector de este compuesto no ha sido
determinado con precision en el caso de sistemas simbidticos planta-microorganisma,
ya que se desconoce si es ejercido a nivel del microorganismo, fa estructura
simbidtica (el nédulo, en el caso de la simbiosis Rhizobium-leguminosa) o la planta
hospedera. En este trabajo, hemos estudiado seis cepas de Rhizobium spp. aisladas
de nédulos de Phassolus vuigars, las cuales acumulan diferentes cantidades de
irehalosa tanto en el nédulo como al s;er incubadas por varics dlas en medio 20E,
formulacién que contiene glicerol. Estas cepas fueron sometidas a estrés por aftas
temperaturas y a estrés asmotico, can altas concentraciones de NaCl, ademas se
evalud la capacidad de desamollo de tolerancia a ambos tipos de estrés, mediante
pre-tratamientos de mediana intensidad y fue evaluada la produccion de trehalosa
durante estos pre-tratamientos. Nuestros resultados muestran que las cepas de
Rhizobium spp. en estudio no presentaron una relacién directa entre la produccién de
trehalosa y la capacidad de desamolio de tolerancia frente a ambos tipos de estrés,
Asi, se caracterizd una cepa que no fue capaz de producir trehalosa en cantidades
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significativas (FMB-3, la cual produjo entre 0.33 y 10.3 g de trehalosa por mg de
proteina) y sin embargo, presentd un afto nivel de desarrolo de tolerancia y
resistencia a ambos tipos de estrés. Por otro lado, la cepa F38-6, fue capaz de
desarrollar altos niveles de tolerancia, a pesar de ser extremadamente sensible al
estrés y de producir cantidades bajas de trehalosa (entre 3.32 y 76.6 g de trehalosa
por mg de proteina). Finalmente, las cepas que sintetizaron trehalosa en grandes
cantidades (FMB-10, CAN-6, CAN-1& y F38-3, que produjeron entre 5.19 y 181.8 g
de trehalosa por mg de proteina), mostraron poca © ninguna induccién de tolerancia,
asi como una mayor sensibilidad a ambos tipos de estrés, que la presentada por la
cepa FMB-3.

En conclusion, los resuttados del presente estudio muestran que la produccian
de trehalosa no esta asociada a la proteccion de la bacteria en condiciones adversas
in vitro, por lo que es muy probable que el papel de la trehalosa producida por
Rhizobium, esté relacionado con la protecidn del nddulo o de la planta hospeders,

mas que con la proteccion de la bacteria en vida libre.



ABSTRACT

Trehalose is a non-reducing disaccharide that has been isolated from many
organisms, both eukaryotic and procaryotic and it appears to play a role in stress
talerance of many organisms including yeasts and bacteria. During heat, freezing and
osmoatic stress, intracellular trehalose concentration increases in parallel to tolerance
acquisition. We show in this work that, in common bean (Phasec‘;lus vulgars)
nodulaiing Rhizobium strains, trehalose accumulation and increase in thermotalerance
and salt talerance do not go in parallel. Six native strains of Rhizobium spp. isolated
from agronomic soils were analysed, and we found that trehalose accumulated in vitro,
ranged from 0.33 to 181.8 ng/mg of protein. Trehalose accumulation is larger on thase

conditions where tolerance induction is lesser ar null.



ABREVIATURAS

bv. = Bio-vanedad.

cm = centimetros.

D.0. = densidad 6ptica.

g = gramos.

h = horas.

mg = mifigramos.

mLb = mililitros.

mM = mili molar.

kL = microltros.

um = micrémetros (micras).

NAGGN = N-acetil-glutaminil-giutarnina.
N.D. = no detectable.

nmoles = nanomoles.

PMSF = fenil-metano-sulfanil-fiuoruro.
pSym = plasmido simbidtico.

PY = Peptona de caselna, extracta de levadura.
pm = revoluciones por minuto.

Spp. = especies.

UFC = unidades formadoras de colonias.

vol = volumen.



l.- INTRODUCCION

[.1.- LA SIMBIOSIS Rhizobium-LEGUMINOSA

Una de las interacciones entre plantas y microorganismos que mas se ha
estudiado, es aquella que ocurre entre las bacterias del{os) género(s)
Brady(Rhizobium) y las plantas de la famiia Leguminosae. Las mencionadas
bacterias pertenecen a la familia Rhizobiaceae y son microorganismos Gram (-),
mdviles y aerobios obligados, cuyo.hébitat natural es el suelo. Dicha familia agrupa
a cuatro géneros: Bradyrhizobium, Azorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium ;
aunque Jarvis et al., (1992) han planteado que éste Uitimo es indistinguible de R.
mefiloti. El analisis de las secuencias ribosomales 16S ha revelado que los géneros
Rhizobium y Bradyrhizobium na se encuentran filogenéticamente relacionados y que
cada uno de éstos se relaciona a grupos bacterianos que no establecen relaciones
simbioticas con plantas. el génera Bradyrhizobium estd muy cercano a
Rhodopseudomonas, Afipia y Blastobacter denitrigficans (Willems y Collins, 1992 ;
Young et al., 1991), mientras que Rhizobium esta relacionado a Agrobactenum,
Brucelia, Rochalimea y Bartonella (Yanagi y Yamasato, 1993). Se ha sugerido que
las lineas de Rhizobium y Bradyrhizobium divergieron antes del origen de las
leguminosas (Ochman y Wilson, 1987) y posteriormente, la informacion genética
requerida para la formacion de los nodulos fué transferida de un género al otro
(Young, 1993). Es importante mencionar que en Rhizobium, la gran mayoria de la

informacian genética necesarna para el establecimiento de la simbiosis se encuentra



en elementos extracromosomales, denominados plasmidas simbidlicos (pSym)
{Martinez et al., 1990); de manera que es muy importante distinguir entre la historia
evolutiva de los plasmidos y la historia evolutiva de los cromosomas cuando se
realizan estudios filogenéticos en estas bacterias.

Par otra parte, las plantas de la familia Leguminosae, la cual agrupa a tres
sub-familias (Caesalpinioideae, Mimoscideae y Papilionoideae), incluyen
aproximadamente 750 géneros con mas de 18,000 especies descritas, cuya
caracteristica principal es (a produccidn de aicaloides especificos y alrededor de 300
aminodacidos no proteinogeénicos (Wemner, 1992). En lo que se refiere a la capacidad
de formacion de nddulcs, la sub-familia Caesalpinicideae tiene el menor numero de
especies can potencial de formacion de nodulos, ya que mencs del 19% de las
especies estudiadas desarrolla este tipo de estructuras. En la sub-familia
Mimosoideae se ha determinado que hay una mayor capacidad de formacion de
nodulos en las especies estudiadas, con un 66% de especies capaces de nodular,
mientras que en la sub-familia Papilionoideae, la mas ampliamente estudiada, se
han detectado aproximadamente 2,800 especies capaces de nodular (Faria et &f.,
1989; Allen y Allen, 1981), las cuales representan un 98% de las especies que han
sido estudiadas.

La infeccion de la raiz de una leguminosa con la especie abropiada de
Brady(Rhizobium), conduce a la formacion de nddulos; organelos especializados en
cuyo intérior las bacterias se multiplican rapidamente y donde son capaces de
convertir el nitrdgeno atmosférico en nitrdgeno combinado, proceso conocido como

fiacion biologica de nitrogeno. Este proceso, involucra la de-represion de |a



actividad de la enzima dintrogenasa, proteina sensible al oxigeno, cuyos substratos
naturales son N ¥ H® y cuya actividad depende de las candiciones climatolégicas y
del suelo, asi como del estadio de desarrcllio de la planta (Graham, 1984).

La fijacion biologica de nitrégeno mediante la simbiosis Rhizobium-
leguminosa, tiene una gran impertancia agronomica, ya que puede conducir a un
enriquecimiento  significativamente importante en témminos de presencia de
nitrdgeno combinado en el suela, ademas del efecto positivo sobre el crecimiento y
calidad de las plantas infectadas. Sin embargo, la fijacién de nitrdgeno en sistemas
agrondmicos se encuentra muy limitada, no solamente debido a la ausencia de
organismos con una alta efectividad fijadora de nitrégene, sino también a causa de
los factores ecoldgicos intrinsecos a estos microorganismos, tales como
susceptibilidad a predacién y poca capacidad de competencia por los nutrimentos,
que no les permiten sobrevivir y proliferar activamente.

En las ultimas deécadas, las practicas agrondmicas han ejercido un
importante efecto sobre la diversidad genética de las poblaciones de Rhizobium,
como resultado de un proceso de seleccibon de las cepas que nodulan
especificamente a las leguminosas cultivadas en grandes extenciones de suelo; de
manera que algunas de las simbiosis que se establecen son sumamente
especificas; siendo un caso de extrema especificidad Ia simbiosis establecida entre
Galega orientalis y Rhizobium galegae (Lipsanen y Lindstrom, 1986). Por otra parte,
la actividad agricola también a favorecido una dispercidn mundial de las cepas de

Rhizobium, de manera que algunas veces no es facil determinar si una poblacion de
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Rhizobium es nativa de un sitio en particular ¢ si fué introducida (Martinez-Romero y
Caballera-Mellada, 1996).

En México, el frijol anual Phassolus vuigans y una especie perene
relacionada a éste, P. coccineus, se encuentran normaimente nodulados por cepas
de Rhizobium etli bv. phaseoli (Souza et al., 1994; Segovia ef al., 1993); sin
embargo. R. leguminosarum bv, phaseofi y otras especies de Rhizobium, tales como
R. fredii y R. melifoti, son capaces de nodular y fijar nitrdgeno en asociacion con P.
vuligaris (Eardly ef al., 1995; Hungnia ef &/, 1993; Bromfiel y Barran, 199Q; Pifiero et
al., 1988; Sadowsky ef al., 1988; Martinez et a/., 1985). La nodulacién de P. wuigar's
por un amplio rango de rhizobia habia sido reportada hace algunos afios {Lange,
1961; Wilsan, 1939) y mas recientemente, s€ han aislados cepas capaces de
nodular frijol a partir de Leucaena spp., Dalea leponna, Clitoria lermatea y otras
leguminosas tropicales (Thamas et al., 1994; Herrera et al., 1985; Martinez et al.,
1985; Bal et al., 1982). Estos reportes, han generado la idea de que el frjol es un
hospedero capaz de elegir entre las estrategias de nodulacion presentadas por
rhizabia fitogenéticamente distintos (Hemandez-Lucas et a/., 1995).

Dado que el nitrégeno es uno de los factores lmitantes en la produccion
agronémica y considerando su alto costo en forma de ferlilizante, esta habilidad
especial de los cultivos de leguminosas para trabajar simbibticame‘nte con las
bacterias del género Rhizobium, resulta de excepcional importancia en términos
economicos. Se ha estimado que a nivel mundial, las leguminosas fijan
apraximadamente 7)(107 toneladas de nitrogeno al afic (Bums y Hardy, 1975);
proveniendo la mitad de las zonas frias y templadas y la otra mitad de las zonas
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tropicales. En contraste, los productores de fertilizantes sdlo producen de 50 a 60
X10 toneladas de nitrdgeno anuales, a un alto costo. Ademas, se ha estimado que
del total de ferilizante nitrogenado que se afade a los cultivos, solamente un
maximo de 50% de éste es incerporado a la planta en condiciones optimas, ya este
valor puede vanar desde el 20 hasta el 50% (Grageda-Cabrera ot al., 1899; Matson
et al., 1998; Pilbeam et al, 1997). El nitrdgeno restante, se pierde en diferentes
formas, provocando problemas de contaminacién tanto del aire como de los mantos
acuifergs. Esta pérdida representa grandes cantidades de dinero aplicado en forma
de fertilizante, tal que, en estas términos, la eficientizacion de la fijacion bioldgica de
nitrdgeno se traduciria en un ahorro significativo en términos moneta;'ios y en una
disminucién importante de la contaminacion, de manera que los cientificos det area
tienen la responsabilidad de desarrollar estrategias de cultivo de las leguminosas
que optimicen la fijacidn de nitrdgeno y conserven y/o aumenten el contenido de

este nutrimento en el suelo.

.2- FACTORES QUE LIMITAN LA FIJACION BIOLOGICA DE
NITROGENO

En la relacion simbidtica Rhizobium-leguminosa, |a fijacion del nitrbgeno esta
fuertemente relacionada al estado fisiolgico de la plamta hospedera, asi como a las
condiciones del suelo, de manera que aungue una cepa de Rhizobium sea-
altamente efectiva, competitiva y persistente; su capacidad de fijacion de nitrdgeno

estara limitada por factares tales como enfermedades infecciosas en las plantas,
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deficiencia de nutrimentos, presencia de metales (principalmente Mn y Al), salinidad
o acidez, fotosintesis inadecuada, temperaturas extremas, falta o exceso de
humedad en el suelo, presencia de Oz y CO: en el suelo y los problemas derivados
por el uso de fertilizantes y las diferentes practicas agricolas (Peoples ef &/, 1985;
Brackwell et al., 1995; Thies et af., 1991). Entre éstos, el efecto negativo producido
por altas temperaturas sobre la capacidad infectiva de Rhizobium y la actividad de
fijacién de nitrogeno, ha sido ampliamente documentado en soya (Munevar y
Wollum, 1982), trébol (Possingham et al., 1965), chicharo (Frings, 1976), cacahuate
(Kishinevsky et al., 1992), frijol (Michiels et a/., 1994, Hungria y Franco, 1993; Pihay
Munns, 1987), judia (Vigna sinensis) (Rainbird et &/, 1983; Philpolts, 1976) y
Casuanna (Arayankoon et al, 1990). Aunque se han realizado esfuerzos
considerables para entender el efecto que provocan las elevadas temperaturas
sobre el desarrollo del nadulo y su funcionamienta, a nivel del micriosimbionte es

practicamente nulo el conocimiento en esta rama.

.- ECOLOGIA DE Rhizobium

Diversos estudios, muestran que el nimero de rhizobia en campos cultivados
puede variar desde 1,000 hasta 106Igramo de suelo, dependiendo del tipo de suelo,

tipo de cultivo, contenido de calcio intercambiable e historia de usc de fertilizantes;
de tal forma que se ha encontrado que Rhizebium leguminosarum, R. lupini, R.

faponicum, R. meliloti y R. trifoli, fueron capaces de sobrevivir de 10 2 125 arios
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después de que hablan sida cultivados sus respectivos hospederos (Nutman, 1975;
de Escuder, 1972; Jensen, 1968; Norman, 1942).

El estudio de las poblaciones de Rhizobium lanto en el campo cama en
invernadero y laboratorio, ha permitido establecer que las diferentes especies de
Rhizobium tienen compaortamientos diferentes en el suelo. Algunos rhizobia san
escasos mientras que Otros sSon NUMETOsos; algunos mueren rapidamente en
condiciones de estrés, mientras que otros sobreviven largos periodos de tiempo aun
bajo condiciones de agobio; algunos colonizan faciimente las raices de las
leguminosas, mientras que otros solo colonizan débilmente la nizésfera y no pueden
competir con otros organismos antagonistas. Es importante destacar que, la
mayoria de los estudios, se han enfocado principalmente a la descripcion y
entendimiento de la relacion simbidtica y las limitantes metodologicas de su manejo,
dejandose en un plano inferior los estudios sobre la bacteria en vida libre.

En cuanto a la capacidad de sobrevivencia, existen tres grandes grupas de
factores que influyen sobre las poblacidnes de Brady{Rhizobium). abibticos,

microbidticos y bidticas provenientes del sistema radical de las plantas.

11.1.- FACTORES ABIOTICOS

CONTENIDO DE AGUA: En muchas areas del mundo, una parte importante del
ano transcurre con poca a nula precipitacion pluvial, de modo que, en ausencia de
riega, los suelos agricolas se secan. Esta desecacion ha sido reconocida como un

estrés potencial para la sobrevivencia de Rhizobium, especialmente cuando se
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encuentra en vida libre. Debido a que la desecacion de los suelos normalmente esté
acompariada de altas temperaturas, frecuentemente se estudian estos parametros
simultaneamente. Experimentos realizados al sur de Francia, demostraron que la
cantidad de rhizobia por gramo de suelo, aumenté un orden de magnitud en suelos
imigados, respecto de la cantidad encontrada en suelos no irrigados, esto por un
periodo de seis afios (Crozat ef al, 1982). Por otro lado, algunas evidencias,
muestran que la resistencia de los rhizobia a la desecacion, difiere entre suelos que
contienen mucha arcilla y limo, respectc de aquéllos que contienen mucha arena

(Danso y Alexander, 1974).

TEMPERATURA: La sobrevivencia de la mayocria de las cepas de
Brady(Rhizobium) se ve severamente disminuida amiba de los 40°C. En términos
generales, los rhizobia aislados de lugares secos y con temperaturas altas, son mas
resistentes a la temperatura que aquellos aislados de areas templadas o frias. La
tolerancia a altas temperaturas generalmente esta relacionada con la tolerancia a
desecacion, por lo que los efectas de temperatura estan normalmente ligados a las
condiciones de humedad en el suelo. Por lo anteriormente mencionado, (a
sobrevivencia de los rhizobia en suelo a aftas temperaturas, esta estrechamente
ligada con la condicion de humedad de éste, de modo que mientras que la
sobrevivencia a temperaturas moderadas es mayor cuando el suelo esta himedo, la
sobrevivencia a temperaturas mayores de 40°C es mayor cuandd el suelo esta seco

(Danso y Alexander, 1974; Faulds, 1971).



TIPO DE SUELO: Algunos componentes del suelo afectan la sobrevivencia y
movilidad de Rhizobium, por ejemplo, agregados de fitina absorben fuertemente a
los rhizabia, mientras que en condiciones de humus acido, esta absorcion es débil.
Ciertas arenas protegen a algunas especies de Rhizobium contra los efectos de la
desecacion a temperaturas entre 20 y 30°C. Otras substancias, tales como
polietilenglicol 600, sacarosa, glucosa y maltosa (afiadidas al suelo en soluciones al
20%), también protegen o alteran la susceptibilidad a la desecacién (Bushby y

Marshall, 1977).

pH: Se ha encontrado que Rhizobium es tolerante a pH acido, lo cual adquiere
importancia en los ftropicos, donde los suelos se encuentran generalmente
acidificados. Estudios realizados por Fred y Davenport (1918) establecen que R.
melifoti es menos tolerante a suelos acidos que otras especies de Rhizobium. €l
mas bajo pH en €l que pueden sobrevivir las cepas de R. meliloti es de 4.9 mientras
que R. japonicum y R. lupini sobreviven a pH de 3.3 y 3.15, respectivamente y R.
phaseoli sobrevive a un pH de 4.2. Por ofra parte, en las regiones aridas, los suelos
tienden a ja alcalinidad y se ha demostrado que no existe limitacion para la
prolirferacién de los rhizobia, sin embargo, las leguminosas normalmente son

incapaces de crecer en este tipo de suelos.

CONTENIDO DE SAL Y METALES PESADOS: Algunas especies de Rhizobium
son capaces de iolerar altas concentraciones de sal (Wahab y Zahran, 1979). La

seleccion de asociaciones Rhizobium-leguminosa que sean tolerantes a sal es de
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gran importancia, debido a la rapida salinizacién de los suelos imigados (Ashraf,
1994). Debido a que la gran mayoria de las cepas de Rhizobium son
extremadamente sensibles al estrés osmadtico, se ha estudiado ampliamente el
mecanismo de adaptacidon osmotica en varias especies de Rhizobium (Talibart et
al., 1994, Le Rudulier y Bemard, 1986, Botsford, 1984; Yap y Lim, 1983; Hua et al,
1982), estableciéndose que el restablecimiento de la turgencia en células
bacterianas cultivadas en presencia de altas concentraciones de sal, caincide con la
acumulacion de iones potasio y glutamato, como respuesta inicial (Botsford y Lewis,
1990). La acumulacion de éstos metabolitos durante un estrés osmético, también se
ha reportado en células de R. japonicum (Yellon et ai., 1983) y se habia descrito
antes en otras bacterias no halofilicas (Csonka, 1989; Measures, 1975).

‘Asimismo, se ha reportado un efecto tdxico ejercido por Mn y Al sobre las
poblaciones de Rhizobium en suelos acidos, donde suelen acumularse éstos
elementos (Franco y Dobereiner, 1971; Holding y King, 1963). Por otra parte, una
alta concentracion de metales pesados en el suelo puede favarecer la sobrevivencia

de cepas de Rhizobium incapaces de fijar nitrdgeno (inefectivas) (Giller et al., 1989).

I1.2.- FACTORES MICROBIOTICOS

BACTERIAS Y HONGOS DEL SUELO: Algunos hongos comunes del suelo tales
como Alfemaria, Cephaiosporium, Rhizopus y Trchoderma pueden inhibir el
crecimiento de Rhizobium en el suelo (Chhonkar y Subba-Rao, 1966). Resultados

similares se han encontrado con actynomicetos y bacterias del suelo tales como



Streptomyces, Acfinomyces, Bacillus, Pseudomonas, Xanthomonas,
Flavobacterium, Alcaligenes, Achromobacter, Arthrobacter y Corynebacterium. Esta
inhibicion del crecimiento es causada prabablemente por la excrecion de an£ibibticos
o por competencia por los nutnmentos. (Van Schreven, 1964). La nodulacion

también puede ser inhibida por estos hongos y bacterias.

PARASITOS Y PREDADORES: Se ha demcstrado que Rhizobium meliloti es
altamente sensible a bacteriofagas, de manera que se han podido aislar estos virus
en todos los campos sembrados con alfalfa en Nueva York, donde son
aparentemente muy comunes, no encontrandose en campos donde no se siembra
alfaffa (Katznelson y Wilson, 1941). Demolon y Dunez (1935, 1939), aislaron cepas
de Rhizobium resistentes a bacteriofagos, cuya introduccidn en campos de alfalfa
en Francia, se tradujo en una duplicacion del rendimiento de los cultivos, aunque no
presentaron ninguna evidencia que indicara que este aumento en la productividad
se pudiera atribuir a la presencia de los rhizobia fago-resistentes. Los protozoarios
del género Colpoda y Telrahymena pynfornis, pueden reducir drasticamente las
poblaciones de Rhizobium en suelos (Habte y Alexander, 1978), pudiendo
recuperarse estas mediante la inhibicibn del protozoanc con el uso de

cicloheximida.



II.3.- FACTORES BIOTICOS PROVENIENTES DEL SIS'I.'EMA
RADICULAR DE LAS PLANTAS

Las leguminosas se caracterizan por producir altas concentraciones de
exudados de raiz, de modo que pueden ayudar a enriquecer las poblaciones de
Brady(Rhizobium) y otras bactenias del suelc en su rizésfera. Algunos de estos
exudados contienen altas proporciones de aminoacidos, los cuales pueden ser
empieados como fuentes de carbono por los rhizobia (Gaworzewska y Carlile, 1982;
van Egeraat, 1975). Algunas moléculas aromaticas simples pueden ser también
fuente de carbono y energia para Rhizobium (Glenn y Dilworth, 1981); habiéndose
descnto rutas catabdlicas en diferentes especies de Rhizobium y Bradyrhizobium
para p-hidroxibenzoato (Dilworth et al., 1983), catecol y protocatecuato (Chen ef al.,
1984) y p<etoadipato (Parke y Omston, 1984). Por otra parte, Bowen (1961)
encontrd que exudados provenientes de las semillas gemminadas de Tnfolium
subterraneurn eran toxicas para Rhizobium y otras bacterias, reduciendo

considerablemente el numero de rhizobia.

iL.4.- EL USO DE INOCULANTES

Cuando un suelo no contiene naturalmente las bacterias de los géneros
Brady(Rhizobium) especificos para una leguminosa que se desea cultivar, las cepas
bacterianas necesarias deben ser agregadas a ese suelo. Actualmente, existen
numerosas cepas de Rhizobium cuya capacidad fijadora de nitrégeno las ubica

coma excelentes cepas para su distiibucian a los agricultores en forma de
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inoculantes, sin embargo, estas bacterias frecuentemente son incapaces de -
sobrevivir en numero suficiente en los acameadores, los cuales son utilizados para
estabilizar lo mejor posible el numero de rhizobia. Entre los acareadores, la turba es
el mas comunmente usado, debido a que proporciona, generalmente, los mejores
resultados. Ademas, se ha establecido que la utilizacion de acarreadores esteriles
proporciona un mayor indice de sobrevivencia de los rhizobia que los acarreadores
no estériles (Date y Roughley, 1977). Otros tipos de acarreadores son: residuos de
cosecha (paja y composta), residuos azucarados, minerales (talco, vermiculita y
arcilla), carbdn mineral y lignita; entre otros. Por otra parte, el proceso de
preparacidon, almacenamiento, distnibucidon y aplicacién del inoculante, involucra
algunas tipos de estrés que [as bacterias son incapaces de sobrellevar. Entre éstos,
el nivel de humedad durante el aimacenamiento, debe ser adecuado, ya que tanto
el excesa como [a limitacidn de humedad, afectan fuertemente [a sobrevivencia de
los rhizgbia. También durante el almacenamiento, los inoculantes son
frecuentemente expuestos a altas temperaturas, fimitando asi fa sobrevivencia
bacteriana. El nimero de rhizobia disminuye rapidamente cuando la temperatura
alcanza los 45°C y puede observarse una disminucidn hasta de tres drdenes de
magnitud, en tiempos muy cortos, a los 55°C (Wilson y Trang, 1980). La inoculacién
de fas semillas, invoiucra un proceso de desecacion, el cual también afecta la
sabrevivencia de Rhizobium. Se ha observado una disminucion en dos drdenes de
magnitud en Rhizobiurn rifalii en un lapsa de una hara después de la aplicacion de
la bacteria sobre la semilla (Salema &t al., 1982). Keyser et al. (1992) ennumeran

las siguientes caracteristicas que debera poseer un buen acarreador;
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1.- Alta capacidad de contencién de agua.

2.- No toxicidad para los rhizobia.

3.- Facilidad de esterilizacion por autoclave ¢ radiacion.
4.- Bajo costo y facilidad de obtencion.

5.- Adhesion suficiente para su aplicacion en las semillas.
6.- Capacidad de amortiguamiento del pH.

7.- Capacidad de intercamblo de cationes y anlones.

La cepa ideal para su uso como inoculante debe tener la siguiente lista de
caracteristicas, de acuerde a consideraciones hechas por Brockwell et al., (1982),
Burton (1979), Date (1982) y Howieson y Ewing {1986) y ennumeradas por Keyser
et al. (1992):

1.- Capacidad para formar nodulas y fijar nitrdgeno en la planta que se desea.

2.- Capacidad para competir en [a formacion de nddulos, con las poblaciones de
rhizobia que se encuentran presentes en el suslo.

3.- Paosibilidad de fijar nitrbgena en un amplio rango de condiciones.

4.- Capacidad para noduisr y fijar nitrégeno en presencia de nitratos del suelo.

5.- Posibilidad de crecer adecuadamente en medios artificiales, acareadores del
inoculante y suelo.

6.- Capacidad para persistir en el suelo, particulanmente en el caso de si.lalos donde
se sembraran leguminosas anuales.

7 - Capacidad para migrar del sitio de inoculacion.

§.- Capacidad para colonizar el suelo en ausencia de legumingsas.

9.- Alta tolemacia al estrés ambiental.
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10.- Capacidad para fijar nitrégeno con un amplio rango de genoctipos del
hospedero.

11.- Estabilidad genética.

12.- Compatibilidad con los agroquimicos normalmente wtilizados.

Las evidencias actuales indican que las cepas altamente eficientes e
importantes en la agricultura, son incapaces de crecer bajo las condiciones
naturales del suelo. Periodos cortos de proliferacidn se pueden observar despugs
del humedecimiento de suelo seco, pero son muy limitados. Los substratos
organicos naturales del suelo y algunos substratos que se integran en forma de
residuos de las partes aéreas de las plantas, son incapaces de pemitir una
adecuada replicacion. Bajo condiciones naturales, estas bacterias salo incrementan
significativamente su ndmero, bajo la influencia de substancias excretadas por
raices (Pefa-Cabriales y Alexander, 1933).

Debido a todas las limitantes armiba mencionadas, el uso de inoculantes no
ha sido eficiente. En términos econdmices, el uso de inoculantes efectivos puede
ser benéfico, de modo que resulta importante el estudio de los factores que pueden
influir en el mejoramiento de las cepas, con el fin de que puedan sabrevivir y

proliferar en los sistemnas agricolas.

I1.5.- COMPORTAMIENTO SAPROFITICO

El término competencia saprofitica (Chatel et al., 1968), engloba las
caracteristicas que deberian tener los rhizobia destinados a influir favorablemente
en sistemas agricolas:



CAPACIDAD DE INCURSION: Se refiere a la capacidad de migracion del
Rhizobium hacia la raiz, con el fin de infectarla. Se ha medido en el campo el
movimiento lateral de cepas de Rhizobium, y Se ha demostrado que algunas cepas
se movieron Scm duranie un mes en suelos intermitentemente humedecidos, otras
se movieron menos de 2.5cm en el mismo perioda (Chatel ef al, 1968). La
dispersién lateral de R. meliloti, hasta de 5cm ha sido adjudicada a movimientos en
agua libre (Robson y Loneragan, 1970). Hamdi (1974) examind la capacidad de
incursion de R. trifofii en suelo, encontrando que el movimiento disminuy6 conforme
la presion de turgencia del suelo aumentd. La capacidad de incursion cesd
totaimente en suelos con la humedad suficiente coma para permitir la germinacion
de la semilla. Asi, podemos establecer que la germinacion a altos niveles de
humedad, puede disminuir I1a ngdulacion, mediante la inhibicidn de la capacidad de
incursion. Ademas del movimiento lateral, se ha rt_a-portado la influencia de la
mesofauna en la migracién de rhizobia. Stephens et al. (1993), repartarcn que el
gusano de tierra Microscolex dubius incrementé la distribucion de una cepa de

Rhizobium en almenos 9cm en el suelo.

COLONIZACION: Se refiere a la capacidad de los rhizobia para ocupar nuevos
habitats. La habilidad para colonizar la rizésfera en allos ndmeros es esencial y la
estimulacién de los rhizobia por las leguminosas es importante. Estas bacterias son
consideradas simbiontes facuitativos, que viven en el suelo como parte de la

microflora hahitual (Nutman, 1965, Allen y Allen, 1958). Sin embarge, generalmente
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se encueniran pobremente adaptados a la vida del suelo en ausencia de plantas
hospederas, lo que se refleja en una rapida disminucion de |a poblacidn de rhizobia,
después de |la remocidn de un cultivo de leguminosas (Nutman, 1963; Tuz'imura y
Watanabe, 1961). El establecimiento y persistencia en suelo no nzosferico,

dependera de la temperatura, humedad, salinidad o acidez y textura o tipo de suela.

CAPACIDAD PARA SOBREVIVIR EN CONDICIONES ADVERSAS: Se refiere a la
capacidad de Rhizobium para soportar condiciones extremas de temperatura,
acidez, salinidad, humedad y desecacion en el suelo. Por muchos afos, ha habido
una intensa busqueda de aislamiento de cepas de los géneros Brady(Rhizobium),
que sean tolerantes a diferentes tipos de estrés, habiéndose reportado diferencias
en la capacidad de talerancia a la acidez, exceso de aluminio, altas temperaturas,
bajos cantenidos de fosfato y desbalances de humedad (Fuhrman ef al, 1986;
Munevar y Wollum, 1981; Cassman et al., 1981; Mahler y Wollum, 1980; Date y
Halliday, 1979; Keyser y Munns, 1979; Keyser ot al., 1979). Sin embargo, no ha sido
posible concluir si estas diferencias comelacionan con una aita capaéidad de
nodulacion o con una buena capacidad saprofitica de las cepas en el campo. Cepas
tolerantes al pH acido, pueden ¢ no sobrevivir mejor en suelos acidos, que aquellas
que son menos tolt':.-rantes (Gemell y Roughley, 1993; Howieson y Ewing, 1989,
Hartel y Alexander, 1983; Graham e! al., 1982), eslto es, la respuesta puede ser
variable dependiendo del tipo de suelo y el nivel de acidez de este. Richardson y
Simpson (1989) observaron que la proporcion de aislados que pueden creécer en un

medio acido no se relaciond a 1a acidez del suelo del cual hablan sido obtenidos los
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rhizobia, de tal manera que, hasta ahora, no es posible obtener conclusiones acerca
de las relaciones entre las caracteristicas fisiolégicas de aislados de nddulos y la

capacidad saprofitica que desemperiaran en el campao.

Hasta este punto, hemos descrito fas principales caracteristicas de Ia
asociacion simbidtica Rhizobium-leguminosa, asi como las limitaciones y
condicionantes de fa efectividad de ésta. En el siguiente apartado haremos una
descripcion de la importancia del metabolito trehalosa y su posible papel en el
desempenoc de la relacidn simbidtica y en la adaptacion de {a bacteria al suelo como

su habitat natural,

MECANISMOS DE RESISTENCIA

De manera general, los diferentes sisternas biologicos presentan ciertos limites
de resistencia al estrés, los cuales se encuentran genéticamente determinados y son
especie-especificos. Sin embargo, bajo ciertas drcunstancias, algunos organismos
san capaces de desarollar niveles de tolerancia al estrés que sabrepasan estos
limites. Este desarrollo de tolerancia es transitorio y presenta cinéticas definidas de
induccion y decadencia. El estudio de los mecanismos de tolerancia a estrés ha
levado a la Oonclusién de que existen una serie de metabolitos relacionados a este
fenbmena, aunque no se sabe ha ciencia cieta cual es su papel, entre estos

metabolitos podemos mencionar algunos carbahidratos coma sacarosa, trehalosa,
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glucdgeno, glutatién y glucosilglicerol y algunos aminoacidos como el glutamato y la

N-acetil-glutaminil-glutamina (Smith y Smith, 1989; Reed et af., 1984).

lil.- IMPORTANCIA DE LA TREHALOSA

ill.1.- TREHALOSA EN LA NATURALEZA

Trehalgsa es el nombre comun utilizado para les D-glucdsidos-D-glucasilas,
de los que se canacen tres isémeﬁ)s que contienen farmas piranaosas. El isamera
mas comun es la g-O-glucopiranosil(1, 1)-g-glucopirandsido, que se encuentra
ampliamente dislribuido en la naturaleza. Este disacarido fue aislado por primera
vez en 1832 par Wiggen, y desde enlonces ha sido identificado en una amplia
variedad de organismos, incluyendo bactenas, cianobacterias, algas, plantas
vasculares inferiores, hongos, insectos, crustaceos, nematodos y anélidos (Elbein,
1974). En la gran mayoria de los sistemas estudiados, la sintesis de trehalosa
intracelular, se ha relacionado con la proteccidon celular en situaciones adversas,
tales como alta osmalaridad, deshidratacion, congelamiento y altas temperaturas
(Lewis et al. 1995; Nakata ef a/ 1995; Strom y Kaasen, 1993; Attficld et af., 1992).
Sin embargoe, el pape! del metabolismo de trehalosa durante {a toferancia al estrés,
no esta aun completamente entendido, e inclusa se han descrito experimentos en
células de levaduras, en los cuales [a acumufacion de trehalosa intracelular no

coincide con el desarrofio de termotolerancia (Nwaka ef af., 1994).
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En las plantas vasculares superiores, la trehalosa es considerado un azlcar
raro, pero se ha encontrado en fas hofjas de algunos helechos, pteridofitas y en los
frutos maduros de miembras del genero Apiaceae (Kandler y Hopf, 1980). Hasta
hace poco tiempo, la trehalosa no habia sido detectada en angiospermas
{Broklebank y Hendry, 1989; Gussin, 1972), sin embargo; en un estudio reciente la
caracterizacion de la composicién de carbohidratos de (as hojas de Myrotharmnus
flabeffifolia, permitio identificar a la trehalosa como un componente representativo
del 14 al 19% del total de azicares (Bianchi ef al., 1993), y posteriormente, se
determind que este contenido se incrementd al someter las plantas a sequia
(Orennan et al., 1993). La accion de la trehalosa sobre las células vegetales no se
conoce con precision, Wagner et al. (1986), reportaron que la trehalosa induce a la
enzima sacarosa:sacarosa-fructosil-transferasa en hojas de cebada, pero |a sintesis
de fructosa no se lleva a cabo vy la planta muere rdpidamente. Por cotra parte,
Veluthambi et al. (1981), correlacionaron la habilidad de las plantas para sobrevivir
al tratamiento de trehalosa con (a actividad inducible de trehalasa. Las plantas
incapaces de alcanzar niveles enzimaticos suficientes, se oscurecen y mueren. Por
otra parte, en un esfuerzo por entender el papel de la trehalosa en plantas, se
construyeron por ingenieria genética plantas de tabaco y papa que expresaban los
genes de biosintesis de trehalosa (trehalosa-S-fosfato-sintasa y trehalosa-6-fosfato-
fosfatasa) provenientes de E. coli o de levadura (Goddjin ef al., 1997; Romero, et al.,
1897; Holmstrom et al, 1996), encontrandose que las plantas transgénicas
acumulaban pequenas cantidades de! disacarido ademas de un incremento en la

resistencia a sequia en estas plantas (Romero, et al., 1997; Holmstrdm et ai., 1996).
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Posteriormente, Blazquez et al. (1998) y Vogel et al. (1998), demostraron en
Arabidopsis thaliana la presencia de los genes de biosintesis de trehalosa, los
cuales pudieron complementar la funcion de sintesis del disacarido en mutantes de

levadura.

lll.2.- HIDROLISIS DE TREHALOSA EN SISTEMAS BIOLOGICOS

La trehalosa en la naturaleza es hidrolizada por la enzima -glucosidasa-g-o-
trehalasa (E.C.3.2.1.28). Con algunas excepciones, todos los organismos que
producen trehalosa pueden inducir actividad trehalasa (Mellor, 1992). En
Escherichia coli no se ha detectado aclividad trehalasa, sin embargo, se sabe que la
trehalosa es incorporada por un sistema de transporte mediado por una
fosfotransferasa, sufriendo hidrélisis inmediata hasta glucosa y glucosa-6-fosfato
(Boss et al., 1987). En Agrobacterium tumefaciens, la actividad trehalasa se ve
incrementada por los cationes monovalentes K', NHs" y Rb® (Hoelzle y Streeter,
1990b). Se ha detectado actividad tréhalasa en una variedad de hongos, tales como
Aspergillus niger, A. oryzae, Aurobasidium pullulans, Humicola languginosa, Mucor
rouxii, Phycomyces blakesleeanus y Streptomyces hygroscopicus (Jahagirdar y
Seligy, 1992; Hey y Elbein, 1968; Horikoshi y lkeda, 1966). En la levadura
Saccharomyces cerevisiae se han reportado dos actividades trehalasa
inteconvertibles, cuyo mecanismo de activacion parece estar controlado mediante
una fosforilacion dependiente de cAMP (Dellamora Ortiz et al, 1986;

Londesborough y Varimo, 1984). Se ha documentado también un incremento de
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actividad trehalasa durante la germinacion de esporas en Schizosaccharomyces
pombe (Inoue y Shimoda, 1981).

Se han reportade actividades trehalasa asociadas a membrana en una
variedad de fuentes animales 1an diversas como conejos, glandulas labiales de
hormigas, abejas, cucarachas y camarones (Mellor, 1992). En cuanto a plantas
superniores, la actividad trehalasa ha sido reportada en cafia de aztcar (Glasziou y
Gayler, 1969) y en los generos Lemna, Nicotiana, Datura, Daucus, Glycine, Zea,
Raphanus y Quamoclit. En el género Phaseolus se detectd baja actividad trehalasa
y no fue encontrada en Cuscuta (Veluthambi et al., 1981). Sin embargo, €l papel de

la catalisis de este disacandg ain no ha sido estudiado.

11.3.- TREHALOSA EN MICROORGANISMOS

En muchas cianobactenas, a pesar de que se desconocen los mecanismos
de captacidn y sintesis de trehalosa, se ha oonsiderad-o a este disacando coma un
osmoprotector (Mackay ef al, 1984). Reed of sl (1984), idenfificaron los
carbahidratos trehalosa, sacarosa y glucosilglicerol, como salutos osmaregulatorias
en 71 cepas de cianobacterias marinas y de agua dulce. De los 22 aislados
marings, 23% acumularon trehalosa, mientras que sélo el 18% de (os 22 aislados de
agua dulce acumularon el carbohidrato despues de un tratamiento con NaCl (Yetton
ef al, 1983). En Escherichia coli, la trehalosa se sintetiza en respuesta a
desequilibrios osmadticos (Giaever et al., 1988; Kaasen ef al., 1992) y en Rhizobium

mefifoti, Smith y Smith (1989), reportaron la acumulacién de N-acetil-glutaminil-



glutamina (NAGGN), glutamato y irehalosa, cuando sometian a las células
bacterianas a estrés osmatico con diferentes concentraciones de NaCl, KCl, K2SQOq4
y sacarasa. En este estudio, se analizarcn cinco cepas, enoontréndc;se una
respuesta ampliamente variada, con una cepa que no producia trehalosa, tres
cepas que producian entre 10 y 50 nmoles/mg de proteina y una cepa que producia
di‘ez veces mas que estas Ulitmas. En las cinco cepas, se detectaron
persistentemente altas concentraciones de NAGGN y glutamato, excepte en la cepa
que habia acumulado la mas elevada cancentracion de trehalosa, la cual presentd
'diez veces menos concentracion de glutamato y NAGGN que el resfo. La
produccion de trehalosa por rhizobia crecidos en condiciones aergbias en medio
liquido, resultdé ampliamente varniable (Streeter, 1985), dependiendo de [a fuente de
carbono y de nitrogeno: cuatro diferentes cepas de Rhizobium faponicum, meostraron
una produccion de trehalosa despreciable en algunos casos, mientras que en ofros
acumularon cantidades elevadas, correspondientes a casi el 90% de total de mono
y disacandos. En todos los cascs, sin eémbargo, la trehalosa representd alrededor
del 85% del total de mono y disacaridas acumulados durante el cultivo.

En levaduras como Saccharomyces cerevisiae (De Virgilio ef al, 1994) y
Candida albicans (Arguelles, 1997), se ha reportado la presencia de trehalosa
intracelular acumulada en cantidades mayores al 6% del peso Aseco. bajo
condiciones de estrés por calor g congelacidn. En estas organismos se demosird
que la presencia de trehalgsa acumulada permitia que (as celulas tuvieran un mayor
margen de sobrevivencia después de los tratamientos con calor o por congelacion.

En Streptomyces antibioticus, las colonias crecidas en medio sélido acumularon
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trehalosa y glucogenao,al igual que las esporas (Brafia et al., 1986). También. se ha
reportado que la trehalosa protege contra efectos por congelaciéon en Torulospora
delbrueckii (Yokoigawa et al., 1995), proteccion de las membranas y prateinas en
Escherichia coli (Leslie et al., 1995) y proteccion contra estrés osmotico en
Pseudomonas mendocina (Pocard et al, 1894) y en Pssudomonas aeruginasa
(D’Sousa et al., 1993). Por otra parte, s& ha reportado que la trehalosa protege
contra los efectos del etanol, en Saccharomyces cerevisiae (Mansure ef al., 1994).
En cuanto a la respuesta fisigldgica de los rhizobia en vida libre, se ha reporiado
que estas bactenas tienden a acumular trehalosa cuando son expuestas a estrés
hidnco (Breedveld af al., 1991) y se ha descrito el sistema enzimatico de biosintesis
de trehalosa en Rhizobium sp. M-11 (Maruta of &/, 1996), el cual es diferente del
sistema de biasintesis del disacarido descrito en levadura e involucra las siguientes
reacciones:

Maltcdextrina —® Malto-aligusil trehalosa —» Maltodextrina + frehalosa
il.4.- TREHALOSA EN SISTEMAS SIMBIOTICOS

ACTINORRIZAS

Frankia es un actinomyceto capaz de formar noddulos con mas de 200
especies de plantas y almacena carbohidratos en forma de glucdgena y trehalosa
(Lopez et al., 1983). La cantidad de trehalosa acumulada en Frankia, se relaciona
inversamente con los niveles de fijacion bioldgica de nitrégeno, posiblemente debido

a una disminucidn en la sintesis del carbohidrato durante la maxima actividad
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nitrogenasa (Lopez y Torrey, 1985). En estudios recientes (Burleigh y Dawson, ~
1994), se ha demostrado que la concentracion intracelular de trehalosa en Frankia
se relaciond de manera directa con la capacidad de sobrevivir a la desecacion. Los
nédulos actinorricicos contienen grandes cantidades de sacarosa, que junto con la

fructosa pueden mantener el proceso de fijacion bigldgica de nitrégena.

MICORRIZAS

Se ha podido observar en corles de ectomicorrizas que la glucosa y la
fructosa pueden ser convertidas a trehalosa y manitol. Niederer ¢f al. (1989), han
observado que la concentracion de trehalosa en raices es proporcional al grado de
micorrizacion. Asimismo, cuando las raices de soya son infectadas con Glomus
mossege, que forma una micorriza vesiculo-arbuscular, se incrementan
significativamente los niveles de trehalosa, asi como la actividad trehalasa. En estos
casos, la trehalosa de origen fungico puede entrar a los tejidos de la planta como
resultada de la endosimbicsis. Martin ef al. (1988), demostraron que en el micelio de
hongos ectomicormricicos, el carbano es primern incorporado hacia manitol y luego
dirigido a la sintesis de trehalosa. Estos autores proponen que el ciclo del manitol
juega un papel en la regulacidn de! metabolismo de la glucosa y en el
almacenamiento de carbono, en muchos hongos micarricices. Estudios previos con
hongos basidiomicetos ectomicorricicos, han demostrado la existencia de diferentes

sistemas de almacenamiento que involucran la biosintesis de trehalosa. Ei carbona
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absorbido puede ser acumulado coma manitol o trehalosa, las ventajas de estas

rutas son desconocidas (Martin et al., 1985).

RHIZOBIACEAE

'Aunque los estudios previos sugieren que la trehalgsa es sintetizada por
Bradyrfhizobium japonicurn, se ha reportado que este disacarido probablemente sea
el principal carbohidrato en todas las especies de Rhizobium (Mellor, 1992; Streeter,
1987a). La composicion del medio de cultivo, el estadio de crecimiento de la
bacteria y la cepa, tienen influencia en la concentracion intracelular de trehalosa,
alcanzando concentraciones mayores al 90% del total de mono y disacaridos
(Streeter, 1985). Sin embargo, en estudios recientes se ha demostrado que en
Rhizobium leguminosarum con 1% de Qg la concentracion de trehalosa fue
independiente del medio de cultivo (Hoelsle y Streeter, 1990a).

Aunque el mecanismo bioquimico para la acumulacion de trehalosa bajo
condiciones limitantes de Oz no es claro, se piensa que puede ser debida a un
incrementc en la sintesis @ a una disminucién en la degradacion de la trehalosa. En
nddulos, la trehalosa se encuentra unicamente en el tejido nodular {Streeter, 1980),
habiéndose detectade en nodulos de Phaseolus vulgans, Pisum safivum, Arachis
hypogea, Medicago sativa, Trfolium repens, Lotus comiculatus, Glycine max y
Sesbania rostrata, en cantidades de 2 a 14 mg de trehalosa por g de nddulo fresco
(Streeter, 1985; Streeter, 1987). En los nédulos de soya, los carbohidratos

predominantes son trehalosa y sacarosa (Kouchi y Yoneyama, 1986), mientras que
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en raiz y nddulos de Medicago safiva se han detectado cancentraciones muy bajas
de trehalosa (Fougere ef al., 1991). A través de la familia Leguminoceae, los
nodulos de los miembros de las sub-familias Papilionaceae y Caesalpinaceae
contienen trehalosa y no se han analizado miembros de la sub-familia Mimosaceae.
Estudios desde el punto de vista bacteriano, demuestran que en ks miembros de |a
familia Rhizobiaceae, la trehalosa se acumula en las asociaciones que involucran
Azorhizobium, Bradyrhizabium y Rhizabium. E| carbono para la sintesis de trehalcsa
en los nédulos se obtiene de los fotosintatos de la planta y llegan al tejido nodular
en forma de sacarosa (Salminen y Streeter, 1986, Streeter, 1985). La sintesis de
trehalosa se lleva a cabo unicamente por los bacteroides y el mayor porcentaje de
trehalosa es liberado al espacio peribacteroidal, de modo que puede ser detectada
en el citoplasma de las ¢elulas vegetales (Streeter, 1985). Es importante hacer notar
que los nodulos también contienen grandes cantidades de la enzima trehalasa
(Salminen y Streeter, 1986; Streeter, 1982). Esta enzima probablemente se sintetiza
en el huésped, dado que sdlo se ha encantrado en la fraccion soluble de las células
vegetales, mientras que los bacteroides contienen poca ¢ nula actividad (Mellar,
1988; Salminen y Streeter, 1986). Se ha observado que se puede inducir la
actividad trehalasa en ausencia de rhizobia cuando las células son expuestas a
concentraciones variables de trehalosa (Veluthambi et ar., 1981).

Como ya ha sido sefnalado (Mellor, 1982), (a trehalosa desempefia un papel
hasta ahora descanacido en la simbiosis. Las evidencias existentes no permiten aun
asignar una funcién dara en esta compleja interaccién. La informacion disponible

senala que la trehalosa es un disacarido comuin en |los microorganismos y pusde
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estar involucrada en la tolerancia a condiciones adversas. Por otra parte, se ha
reportado que existe una comrelacion entre la acumulacion de trehalosa en nédulos

formados por Rhizobium en plantas de frjol y la resistencia a sequia por parte de (as

plantas (Farias ef al.,, 1998).

IV.- HIPOTESIS

LA ACUMULACION DE TREHALOSA INTRACELULAR, CONFIERE A Rhuzobium
VENTAJAS EN TERMINOS DE COMPETENCIA SAPROFITICA.

V.- OBJETIVOS

V.1.- GENERAL

Evaluar la produccidn de trehalosa por cepas de Rhizobium spp. ¥ su relacion con fa

competencia saprofitica,

V.2.- PARTICULARES

1.- Evaluar el comportamiento saprofitico de seis aislados de Rhizobium Que
nodulan frijol, en términos de:

a) resistencia y desarrollo de tolerancia al estres por temperatura y osmético,

b} capacidad de crecimiento y sobrevivencia en dos diferentes tipos de suelo

(arcilloso y arenoso), sometido a desecacion portemperatura 'y
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c) capacidad de crecimiento a altas temperaturas en medio liquido.

2.-Relacionar la capacidad saprofitica con el contenido de trehalosa intracelular
producida durante los diferentes pre-tratamientos. )

VI.- METODOLOGIA

CEPAS BACTERIANAS, MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE
CRECIMIENTO

CEPAS: Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio, fueran previamente
aisladas de nodulos provenientes de diferentes cultivares de frijol, en la zona del
Bajio Guanajuatense (Farias et al., 1998). Se utilizaron dos cepas aisladas del
cultivar “Flor de Mayo, Bajio™. FMB-3 (R. etli) y FMB-10 (R. etl); dos cepas aisladas
del cultivar “Flor de Mayo, 38" FM38-3 (R etl) y FM38-6 (R. tropici) v dos cepas
aisladas del cultivar “Canario”. CAN-6 (R. eflj) y CAN-15 (R. tropici).

MEDIOS DE CULTIVO: Los cultivos fueron incubados en medio PY, que contenia
Peptona de Caseina al 0.5%, extracta de levadura al 0.3%, CaCl; 7mM y agar
bacteriolégico al 2% en el caso de los medios sélidos. Para la determinacion de
resistencia y tolerancia a estrés osmotico, se utilizé medio PY suplementado con las

concentraciones de NaCl que se indican.

CONDICIONES DE CRECIMIENTO: Las cepas fueron incubadas a 30°C y, en el

caso de los cultivos liquidos, con agitacion orbital de 120 rpm.
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DETERMINACION DEL PERFIL DE RESPUESTA A ESTRES: Esta serie

de expermentas, se ralizaron con |a finalidad de evaluar el nivel limite de resistencia a
choque témico y osmdtico que presemntaban nuestras cepas, con el propésito de
definir la competencia saprofitica en témminos de la capacidad para sobrevivir en

condiciones adversas.

DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A CHOQUE TERMICO: La resistencia a
c¢hoque temico se determind mediante el conteg de unidades formadoras de
colonias (UFC) de cultivas de Rhizobium sometidos a un choque témmico de 50°C.
Se tomaron alicuotas de 1 mL de cultivo bacteriano incubado a 30°C y en {a fase
logaritmica-media de! crecimiento, commespondiente a una 0.Oswnm de 0.6-0.8,
dependiendo de la cepa. Se somelio la alicuota a choque térmico de 50°C,
colocandola en un tubo pre-calentado, deniro de un termo-reactar. Se tomaron
alicuotas de 100 ,L cada diez minutos, a los tiempos de 10, 20 y 30 minutos. Se
sembraron diluciones de la alicuota en medio PY y se contaron las colonias
aisladas, después de incubar a 30°C durante 72 h. Se sembraron tres cajas de petri
por cada dilucidon y se manejaron dos diluciones, de modo gue seé abtuvieron entre
30 y 300 colonias por csja. Esta determinacién se hizo por triplicado, en
experimentos independientes y se calculd la media y la desviacion estandar. Se
calculd el porcentaje de células sobrevivientes en cada intervalo de tiempo.
foméndose como 130% las unidades formadoras de colonias presentes justo antes

de sameter la muestra al chogue térmico.
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DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A ESTRES OSMOTICO: La resistencia a -
estrés osmotico se determind mediante la evaluacion del efecto de concentraciones
crecientes de NaCl sobre la velocidad de crecimiento. Se determing el tiempo de
duplicacion de las cepas crecidas en PY que cantenia concentraciones de 200, 300
y 400mM de NaCl, mediante la evaluacion de la D.O.sonm cada 2 h, de cultivos
bacterianos incubados durante 24 h. Se graficd la absorbancia contra el tiempo y se
calculd el tempo de duplicacion en la fase logaritmica de crecimiento. Se ulilizd
como referencia el tiempo de duplicacion de cultivos de Rhizobium en PY sin NaCl
para cada expenimento. Las determinaciones se realizaron por triplicado en
experimentos independientes y se reportd la media y la desviacion estandar de las

tres repeticiones.

DETERMINACION DEL DESARROLLO DE TOLERANCIA A ESTRES:

La evaluacion de |a capacidad de desarrollo de tolerancia directa y cruzada tanto para
estrés térmico como para estrées osmotico, se llevd a cabo con la finalidad de
correladionar esta capacidad con los niveles de trehalosa producida por (as cepas en

estuido durante los diferentes tratamientos.

DESARROLLO DE TOLERANCIA A ESTRES POR TEMPERATURA: E| desarrolio
de tolerancia a choque témico se realizd mediante el conteo de unidades
formadoras de colonias (UFC) de cultivos sometidos a un choque térmico de 50°C,
que recibieron un tratamiento previo a 40°C durante 30 minutos, a fin de promover

el desamrallo de tolerancia. Se realizo el analisis de la misma manera que la
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determinacion de resistencia, tomandose como 100% el total de las UFC existentes
después del tratamiento previo. Las determinaciones se realizaron por triplicado en

experimentos independientes y se reportd la media y su desviacion estandar.

DESARROLLO DE TOLERANCIA A ESTRES OSMOTICO: La resistencia a estrés
osmotico se determind mediante la evaluacion del efecto de concentraciones
crecientes de NaCl sobre |a velocidad de crecimiento, de cultivos bacterianos que
fueron sometidos a un tratamiento previo de 175mM NaCl por 2 h. Se determiné el
tiempo de duplicacidn de las cepas crecidas en PY que contenia concentraciones
de 300 y 400mM de NaCl, mediante ia evaluacién de la D.C.ecorm cada 2 h, de
cultivos de Rhizobium incubados durante 24 h. Se graficé la absorbancia contra el
tiempo y se calculd el tiempo de duplicacion en |a fase logaritmica de crecimiento.
Se compard el tiempa de duplicacion de cepas cultivadas directamente en PY
suplementado con NaCl (300 y 400mM), con el de aquéllas que recibieron el
tratamiento previo y que fueron incubadas en las mismas condiciones. Las
determinaciones se realizaron por triplicado en experimentos independientes y se

reportd la media y la desviacién estandar de las tres repeticiones.

DETERMINACION DEL DESARROLLO DE TOLERANCIA CRUZADA
ENTRE AMBOS TIPOS DE ESTRES

DESARROLLO DE TOLERANCIA TEMPERATURA-SAL: La determminacion del
desarrollo de tolerancia cruzada temperatura-sal, se llevd a cabo mediante el conteo

de unidades formadoras de colonias (UFC) de cuftivos sometidos a un choque
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termico de 50°C, que recibieron un tratamiento previo de 2 h en presencia de
178mM NaCl, a fin de promover el desarnrollo de tolerancia. Se realiz¢ el analisis de
la misma manera que la determinacion de resistencia, tomandose coma 100% el
total de las UFC existentes después del tratamiento previo. Las determinaciones se

realizaron por triplicado y se reportd la media y su desviacion estandar.

DESARROLLO DE TOLERANCIA SAL-TEMPERATURA: lLa evaluacidn del
desarrollo de tolerancia cruzada saltemperatura, se [levd a cabo mediante [a
determinacion del efecto de concentraciones crecientes de NaCl sobre la velocidad
de crecimiento y la produccion de biomasa, de cultivas que fueron sometidos a un
tratamiento previo de 40°C por 30 minutos. Se determind el tiempo de duplicacion
de ias cepas crecidas en PY que contenia concentraciones de 200, 300 y 400mM
de NaCl, mediante la evaluacion de la D.O.ss0em cada 2 h, de cultivos incubados
durante 24 h. Se graficé la absorbancia contra el tiempo y se calculd el tiempo de
duplicacién en la fase logaritmica de crecimiento. Se compard el tiempo de
duplicacidn de cepas cultivadas directamente en PY suplementado con NaCl (200,
300 y 400mM), con el de aquellas que recibieron el tratamiento previo y fueron
incubadas en las mismas condiciones. Las determinaciones se realizaron por
triplicado en experimentos independientes y se reportd la media y la desviacidn

estandar de las tres repeticiones.



DETERMINACION DEL TIEMPO DE DUPLICACION EN DOS TIPOS DE SUELOQ:
Esta serie de experimentos se realizd con el propdsito de evaluar la capacidad de
las cepas en estudio para sobrevivir en condiciones de humedad en diferentes tipos
de suelo, a fin de definir la persistencia. La colecta de suelo se llevd a cabo en el
CINVESTAV-IPN, Unidad lrapuato, siendo éste de tipo arcilloso, con un pH = 7.87 y
una capacidad de almacenaje de agua del 90.36%. Para los experimentos en suelo
arenaso, se realizd una mezcla del suelo arcilloso descrito anteriormente con arena,
en una relacién 1:1. El tiempo de duplicacidén en los dos tipos de suelo (arcilloso y
arenoso), se determind mediante el conteo de unidades formadoras de colonias
(UFC) de las diferentes cepas bacterianas, inoculadas en 10 g de suelo estéril a una
concentracion inicial de 10° células/g de suelo e incubadas a las temperaturas de
30, 39 y 42°C. La humedad comespondiente a un 80% de la capacidad de campo
para cada tipo de suelo, se mantuvo constante mediante la adicion diaria de agua
estéril, evaluandose la evaporacion de ésta por diferencia de peso. Se inocularon de
manera simultanea un total de 10 botellas de diluddn “lecheras®, can un nimero
igual de células cada una. Posteriormente, se evalud la cantidad de UFC en cada
muestra durante los siguientes diez dias (una muestra cada dia) y se calculd el
tiempo de duplicacion de las diferentes cepas, haciéndose el ensayo a cada una de
las temperaturas arriba mencionadas. La evaluacion se realizd por fﬂpl'mdo en
experimentos independientes y se repartd la media y la desviacién estédndar de las

tres repeticiones.
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DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE SOBREVIVENCIA EN DOS TIPOS DE
SUELO SOMETIDO A DESECACION A ALTAS TEMPERATURAS: Eslos
experimentos se llevaron a cabo con la finalidad de determinar la capae}dad de
sobrevivencia en suelo en condiciones adversas, como parte de la evaluacion de la
capacidad saprofitica de (as cepas en estudio. La capacidad de sobrevivencia a
desecacion en suelo, se evalué mediante el conteo de unidades formadoras de
colonias (UFC) de las diferentes cepas bacterianas, inoculadas en 10 g de suela
estéril a una concentracion inicial de 10° células/g de suelo e incubadas a las
temperaturas de 30, 39 y 42°C, sin adicibn de agua estéril, para permitir la
desecacion del suelo. Se inocularon de manera simultanea un total de.10 botellas
de dilucion “lecheras”, con un numero igual de células cada una y con una
capacidad de campo inicial del 80%. La pérdida de agua del suelo (desecacion), se
evalué mediante la determinacién de la diferencia en peso. Posteriormente, se
evalud la cantidad de UFC en cada muestra durante Ios siguientes diez dias (una
muestra cada dia) y se calculd el "indice de mortalidad®, de las diferentes cepas,
definido como el tiempo necesario para que la poblacion disminuya en un orden de
magnitud, haciéndose el ensayc a cada una de las temperaturas arriba
mencionadas. La evaluacién de la sobrevivencia en suelo se realizd por triplicado en

experimentos independientes y se reportd [a media y su desviacion estandar.

42



DETERMINACION DEL TIEMPO DE DUPLICACION EN MEDIO LIQUiDO A
ALTAS TEMPERATURAS: Estos experimentos se realizaron con el fin de evaluar el
comportamiento in vitro de las cepas en estudio, al ser sometidas a temperatruras
altas; como parte de los parametros para definir la competencia saprofitica. El
tiempo de duplicacion en medio liquido se determind mediante la evaluacion de la
D.O.s00nm cada 2 h, de cultivos incubados durante 24 h, en medio PY. Se graficd la
absarbancia contra el tiempo y se calculo el tiempo de duplicacidn en la fase
logaritmica de crecimiento. Los cuitivos fueron incubados a las temperaturas de 30,
37, 40 y 42°C, realizdndose por triplicado en experimentos independientes y

reportandose la media y la desviacion estandar de las tres repeticiones.

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE  TREHALOSA

INTRACELULAR: La determinacién del contenido de trehalosa se llevé a cabo
con el fin de establecer una correlacién entre los niveles de acumulacion del
disacarido y la capacidad de sobrevivencia de Rhizobium a condiciones adversas. Es
impartante sefialar que el método enzimatico de determinacion de trehalosa que se
describirda mas adelante, fue desamollado durante la realizacion de este trabajo, ya
que anteriormente se llevaba a cabo la detemminacién por medio de anélisis

cromatografico en HPLC.
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PREPARACION DE LOS EXTRACTOS: los extractos crudos para la -
determinacién de trehalosa intracelular, se prepararon de la siguiente manera:

1.- Se colectaran las ¢células por centrifugacion a 10,000 rpm durante cinco minutos.
2.- Se lavaron las células con agua destilada esténl.

3.- Se resuspendieron las células en 5 mL de etancl al 80% (vol/vol) y se sometieron
a agitacion vigorosa (en un agitadar tipo vortex) por cinco minutos, repitiendo el
pulsc tres veces. |

4.- Se centrifugd el extracto a 10,000 rpm por cince minutos, para descartar el
residuo solido y recuperar, en el sobrenadante, la fraccidon celular soluble en etanol.
9.- Se filr6 la fraccion soluble a través de membranas de celulosa-acetato can un
tamafio del poro de 0.22 ym.

6.- Se evaporaron las muestras hasta sequedad manteniéndolas a 40°C por un
pericdo de 6 h.

7.- Se resuspendié el licfilizado en un buffer de &cido malica 50mM a pH=6.0, que

contenia 0.1mM de benzamidina, 0.5mM de PMSF y 0.5Mm de p-mercapto-etanal.

ENSAYO DEL CONTENIDO INTRACELULAR DE TREHALQOSA: El contenido de
trehalosa intracelular se determiné mediante un ensayo enzimatico en el que se
sometio a la fraccion soluble en etangl, resuspendida en un buffer de acido malico,
a la accion de la enzima trehalasa acida (preparacidn comercial de SIGMA), la cual
rompe a la molécula de trehalosa en dos moiéculas de glucosa, en el siguiente

coctel de reaccion:



COCTEL 1:
COMPONENTE
Extracto crudo
Trehalasa

Buffer acido malico

COCTEL 2:
COMPONENTE
Extracto cruda
Trehalasa

Buffer acido malico

CANTIDAD

100 uL

25 uL, equivalente a § unidades
375 ul

CANTIDAD

200 L

50 ul, equivalente a 10 unidades
250 L

La reaccion se incubé durante 1 h en un baiio de agua a 37°C y se detuvo la

reaccion hirviendo par cinco minutos. Se incubaron dos cocteles control, uno que no

contenia trehalasa, para cada alicuota de extracio y otro que no contenia extracto

crudo. Una vez detenida la reaccidn, se evalud la cantidad de glucosa producida

mediante el uso de un kit para deteminacion de glucosa en sangre. En todos los

casos, los cocteles de control na presentaron algin valor detectable de glucosa. La

cantidad de proteina se determind mediante el método de Lowry y se reporta el

contenido intracelular de trehalosa en ;g de trehalosa/mg de proteina. En todos los

casos, se€ demostrd que la manipulacion de las células durante su recoleccion y

lavado, no provocaba un aumento en el contenido intracelular de trehalosa.
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VIl.- RESULTADOS Y DISCUSION

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio, fueron aisladas de nadulos
encontrados en diferentes cultivares de frijol, en la zona del Bajio Guanajuatense.
Estas cepas fueron capaces de produar diferentes niveles de trehalosa intracelular al
ser cultivadas en medio 20E, el cual contiene glicerol en su formulacién, ademas de
producir diferentes niveles de trehalosa en los nédulos formados al infectar plantas de

Phaseolus vuigaris L. (Farias ef al., 1938).

PERFIL DE RESPUESTA A ESTRES POR TEMPERATURA Y

DESARROLLO DE TERMOTOLERANCIA

La evaluacion del comportamiento de las seis cepas de Rhizobium frente a

un choque térmico de 50°C, reveld una alta variabilidad en ia respuesta (labla 1).



Tabla 1.- Sobrevivencia de cepas de Rhizobium spp. frente a un choque térmico de

50°C durante 10, 20 y 30 minutos. Los valores iniciales se expresan como tiempo

cero.
TIEMPO (minutos)
0 10 20 30
CEPA SOBREVIVENCIA (UFCX10"/mL)

FMB-3 158+10 296 210.6 0.13+0.01
(168£12) (80+8) (10£2) (0.19+0.01)

FMB-10 16510 10£3 0.7+0.1 0.07+0.02
(154£10) (21£2) (1.2£0.1) (0.07+0.01)

CAN-6 15910 1.7 0.6+0.09 0.07+0.01

| (160+10) (16£2) (1.4£0.06 (0.1£0.01)

CAN-15 168112 8£1.3 0.5£0.12 0.07+0.01

(160£10) (1121.1) (0.90+0.11) (0.1£0.01)

F38-3 15019 82+11 5+1 0.11+0.02
(168x10) (101x£13) (7£0.8) (0.13+0.01)
F38-6 168110 210.8 0.1+0.01 0.0210.004
(165+10) (7918) (5¢1) (0.1610.01)

Se muestran los promedios de tres experimentos y su desviacion estandar. Los valores que
se muestran entre paréntesis, corresponden a los datos de sobrevivencia de Rhizobium a
un chogue térmico de 50°C, después de recibir un tratamiento previo a 40°C durante 30

minutos.
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En temminos generales, podemaos afirmar que la cepa F38-3 fue resistente, la
cepa F38-6 fue sensible y las restantes cepas FMB-3, FMB-10, CAN-6 y CAN-15
fueron medianamente resistentes, sobresaliendo ia cepa FMB-3, que ;;resento
consistentemente un nivel de resistencia al choque témico, significativamente
mayor al de las tres cepas restantes. Es importante destacar que sélo fue paosible
obsewar diferencias de compartamiento estadisticamente significativas entre las
cepas, cuando el tiempo de duracion del tratamiento no excedid los 20 minutos, ya
que a los 30 minutos de tratamiento, la respuesta fue estadisticamente igual para
todas las cepas, excepto para I‘a cepa F38-8, que permanecid sensible, respecto de
las demas. Estos resultados, confirman abservaciones anteriores, en lo referente a
la variabilidad de respuesta fisiologica de las cepas nativas de Rhizobium (Smith y
Smith, 1989; Streeter, 1985), quedando establecido que esta propiedad persistic
ante un choque térmico de 50°C. Es importante destacar que el fenotipo sensible de
la cepa F38-6 es altamente persistente, lo cual es de llamar la atencion, ya que se
trata de una cepa de la especie lrop/ici, por lo que esperariamos que prese_ntara una
mayor resistencia a altas temperaturas y no la extrema sensibilidad que presentd en
estos ensayos. Del mismos modo, la cepa CAN-15 también perteneciente a la
especie fropici, no mostrd una alta resistencia a temperaturas elevadas, aunque no
fue extremadamente sensible como la cepa F38-6. Una intensa bbsqueda de
informacian, reveld que practicamente no se han realizado estudios similares a los
que se desarrollaron en el presente trabajo con Rhizobium, ya que la gran mayoria
de los estudios de chogue témico en estas bacterias, estan encaminados a la

caracterizacion de las proteinas de choque térmico, mas que a la evaluacion de la
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sobrevivencia. Sin embargo, en un reporte reciente (Thome y Williams, 1997), se
encontré que una cepa de R. feguminosarum presentd una sobrevivencia del 10%
frente a un choque témico de 55°C por un lapso de tiempo de 10 minutos. Este
resultado es similar a los que se obtuvieran en el presente tfrabajo, ya que las cepas
en estudio presentaran una sobrevivencia entre 4.4 y 18.3% cuando se aplicod el
chaque térmico de 50°C durante diez minutos, exceptuando a la cepa resistente
(F38-3), que presento una sobrevivencia del 54.7% y a la cepa sensible (F38-6),
que presentd una sobrevivencia del 1.2%. Otro estudio reciente, reportd la
sobrevivencia de fres cepas de Rhizobium spp. frente a un choque térmico de

46.4°C durante 3 h, la cual varid del 0.001 al 0.02% (Cloutier, et al., 1992). Estos

valores tan bajos de sobrevivencia se explican por el periodo tan largo de exposicién
al choque térmico (3 h).

El ensayo de desarrallo de tolerancia al choque térmico de 50°C, también dio
como resuftado una respuesta variabie entre las seis cepas analizadas (tabla 1). En
este caso, se caracterizaron dos cepas con elevada capacidad de desamollo de
termotolerancia: FMB-3 y F38-6; una cepa incapaz de desarrollar termotolerancia:
F38-3 y tres cepas con mediana capacidad de desarrollo de termotolerancia; FMB-
10, CAN-§8 y CAN-15; aunque, una vez mas, las diferencias estadisticamente
significativas solo se observaron hasta los 20 minutos de tratamiento, ya que a los
30 minutos de choqué térmico, solamente permanecié el fenotipo termotolerante de
las cepas FMB-3 y F38-6, mientras que en el resto de las cepas ya no fue posible

observar desarrallo de tolerancia. Es de llamar la atencion que las dos cepas que
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presentron capacidad de desamollo de termotolerancia, son muy diferentes en -
cuanto a la capacidad de resistencia, ya que la cepa F38-6 fue altamente sensible,
mientras que la cepa FMB-3 fue medianamente resistente; de modo que no es
posible establecer una relacion entre resistencia y capacidad de desarrclio de
tolerancia para este grupc de cepas bacterianas. Por otra parte, si comparamos la
capacidad de desarmrollo de tolerancia de las dos cepas que fueron resistentes
(FMB-3 y F38-3), solamente la cepa FMB-3 fue capaz de desamollar tolerancia,
mientras que la cepa F38-3 no desamollo tolerancia en absoluta. Actualmente, no

existen reportes de estudios de desarrollo de termotolerancia en Rhizobium spp.

CAPACIDAD DE CRECIMIENTO EN MEDIO LIQUIDO A ALTAS

TEMPERATURAS

La evaluacion de la velecidad de crecimiento in vilro, puede reflejar el
comportamiento bacteriologico en el habitat natural de los diferentes organismos,
aunque es importante destacar que las velocidades de crecimiento en medios
definidos, de ninguna manera son iguales a las velocidades de crecimiento en la
naturaleza. Los resultadas en la tabla dos, muestran el efecto del aumento en la

temperatura de cultivo, scbre el tiempo de duplicacion de las cepas en estudio.



Tabla 2.- Tiempo de duplicacion de cepas de Rhizobium spp. incubadas en medio

liquido PY a diferentes temperaturas.

TEMPERATURA (grados Centigrados)

CEPA 30 39 41 43

TIEMPQO DE DUPLICACION (horas)

FMB-3 1.7+¢0.3 2.4+0.5 4.6+0.5 6.0+0.3
FMB-10 1.9+0.3 2.7£0.5 6.610.5 N.D.
CAN-6 2.4x0.6 27406 6.120.7 N.D.
CAN-15 22404 3.0+0.6 52+0.7 N.D.
F38-3 2.0x0.2 2.4+0.1 2.8+0.2 4.2+0.2
F38-6 2.1£0.5 2.810.4 5.810.3 N.D.

Las determinaciones fueron por triplicado en expenmentos independientes y se muestra el

promedio con su desviacion estandar. N.D.: No detectable.

Los resultados de este ensayo, mostraron gue no hay diferencia significativa
en el tiempo de duplicacion de las seis cepas bacterianas en estuido a las
temperaturas de 30 y 39°C, ya que solamente fue posible observar diferencias

significativas en tiempe de duplicacion a las temperaturas de 41 y 43°C. Como se

observa en la tabla 2, ias cepa F38-3 es capaz de duplicarse a 41°c practicamente
a la misma velocidad que lo hace a la temperatura de 30°C, ademas de poder
crecer a 43°C con un tiempo de duplicacion de solamente el doble del que presenta

a 30°C. Por otra parte, la cepa FMB-3, también fue capaz de duplicarse a las
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temperaturas de 41 y 43°C, con un tiempo de duplicacion 2.7 y 3.5 veces mayor al

que presenta al ser incubada a 30°C, respectivamente. Estudios anteriares,
mastraran que la cepa R. leguminosarum CFN42 pudo crecer en medio liquida (PY)
a una tempertura maxima de 39°C (Tao et al, 1992), mientras que la cepa R.
meliloti A2 y dos cepas de Rhizobium spp. aisladas de las leguminosas Oxytropis
riparia y O. viciifolie pudieron crecer a temperaturas méximas entre 36.4 y 38.7°C en
cultivos liquidos (Cloutier et al., 1992). En otro reporte, s€& encontrd que una ¢epa de
R. trifolii era incapaz de crecer en medio liquido a 38°C (Zelazna-Kowalska, 1977).
Estos resultados, nos permiten afirmar que las cepas FMB-3 y F38-3 son altamente

resistentes a temperatura, si comparamos su camportamiento con el de otras cepas

sometidas a condiciones similares. El resto de las cepas, presentaron tiempos de

duplicacion elevadaos a la temperatura de 41°C, ya que fueron entre 2.4 y 3.5 veces
mayores a los tiempos de duplicacion que presentaron a los 30°C y fueron

incapaces de duplicarse a 43°C; por lo que podemas caracterizarlas como cepas
sensibles a la temperatura. Como se puede observar, las dos cepas bactenanas
capaces de crecer a temperaturas elevadas, son las mismas que presentaron alta
resistencia al choque térmico, por lo que los resuitados del ensayo de capacidad de
crecimiento a altas temperaturas (no letales), son consistentes con los r;sultados de
resistencia a choque termico. En este sentido, podemos asumir que la seleccion
para su posible uso como inoculante de alguna de estas cepas (FMB-3 y F38-3),
garantiza la capacidad de duplicacion a temperaturas elevadas (41 y 43°C), que

caen dentro del rango de temperaturas maximas encontradas en la superficie de los
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suelos agricolas del bajio (42°C), durante los meses mas calientes del afio; ademas
de una alta resistencia a temperaturas letales (50°C), aunque vale la pena recordar

que la cepa F38-3 no fue capaz de desarrollar termotolerancia.

PERFIL DE RESPUESTA A ESTRES CON NaCl Y DESARROLLO DE

OSMOTOLERANCIA

En la tabla tres, se presenta el efecto producido sobre el tiempo de
duplicacién, cuando se cultivaron las cepas en presencia de concentraciones
crecientes de NaCl. En este caso, la respuesta general de las seis cepas en estudio,

no presentod variabilidad significativa.
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Tabla 3.- Tiempo de duplicacién de cepas de Rhizobium incubadas en medio PY,

suplementado con las concentraciones (mM) de NaCi que se indican.

CONCENTRACION NaCl (mM)

0 200 300 400

CEPA

TIEMPO DE DUPLICACION (horas)

FMB-3 22 2.3 2.4 4.8
FMB-10 2.4 3.4 6.6 8.7
CAN-6 26 3.4 5.8 87
CAN-15 2.5 3.3 5.4 8.5
F-38-3 2.5 2.7 4.3 5.6
F38-6 26 3.6 7.7 9.8

| as determinaciones se realizaron por triplicado y se muestra el promedio. La desviacion

estandar en todos los casos, no fue mayor al 10%., datos no mostrados.

Como se observa en la tabla tres, solamente a partir de 300mM Nacl fue
nosible observar un efecto significativo de la presencia de la sal sobre el tiempo de
duplicacion. En términos generales, podemos afirmar que las cepas FMB-3 y F38-3,
presentaron resistencia a estrés osmotico, mientras que las cuatro cepas restantes:
FMB-10, CAN-6, CAN-15 y F38-6, fueron sensibles al estrés, reflejandose en un
aumento significativo en el tiempo de duplicacion cuando fueron incubadas en

presencia de NaCl, destacando la cepa F38-6, la cual presentd una sensibilidad
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significativamente mayor a las restantes ires cepas bacterianas. Estudios antériores,
muestran una gran variabilidad en la respuesta de cultivos de Rhizobium sometidos
a la presencia de NaCl, de modo que aigunas cepas de Bradyrhizobium japonicum
fueron incapaces de crecer en presencia de concentraciones menores o iguales a
100mM de NaCl (Yang et al., 1993; Elsheikh y Wood, 1890), mientras que algunas
cepas de Sinorhizobium meliloli fueron capaces de crecer en presencia de
concentraciones mayores a 300mM de NaCl (Bernard et af., 1986) y cepas de
Rhizobium spp. aisladas de algunas leguminosas arboreas (Hedysarum, Acacia,
Prasopis y Leucaena), pudieron crecer en presencia de concentraciones de NaCl
mayores a 500mM (Zhangx ef al, 1991), al igual que una cepa de R. medloti
reportada en otro estudio (Smith et al, 1998). Por otra parte, una variedad de
especies de Rhizobium analizadas en otro estudio (R. leguminosarum bv. viciae,
trifolii y phaseali, R. trapici, R. etli, R. galegae y Bradyrhizobium japonicum), fueron
incapaces de crecer en medios suplementados con 200mM de NaCl (Boncompagni
et al., 1999). De manera general, podemos afirmar que existen algunas cepas de
Brady(rhizabium) que son capaces de crecer en presencia de concentraciones de
NaCl muy elevadas, hasta de 500mM (resistentes) y cepas incapaces de crecer a
concentraciones de NaCl bajas, entre 100 y 200mM (sensibles). Los resultados
obtenidos en este trabajo, mostraron que las cepas de Rhizobi;:m que se
astudiaron, caen en el rango de las resistentes a NaCl, ya que fueron capaces de
crecer en concentraciones de NaCl hasta de 400mM, aunque hubo vanabilidad en
la respuesta entre las seis cepas en estudio. Estos resultados son comparables a

los obtenidos durante el choque de calor, por lo que podemos agregar a los
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atributos ya mencionados de las cepas FMB-3 y F38-3, el de la capacidad de -
resistencia a eslrés osmdtico, ya que son capaces de continuar propagandose con
tiempos de duplicacién relativamente cortos, en presencia de cancentraciones
mayores al 2% de NaCl.

Los resultados del ensayo de desarrollo de osmotolerancia se
muestran en la fabla cuatro, donde se puede observar que, en términos generales,

la respuesta al ensayo de induccidn de osmotolerancia, no mostré variabilidad entre

las cepas en estudio.
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Tabla 4.- Tiempo de duplicacion de Rhizobium spp. incubadas en medio PY,
suplementado con 300 y 400mM NaCl y el efecto sobre el tiempo de duplicacién al
someter las células bacterianas a un pre-tratamiento con 175mM NaCl por dos

horas y posteriormente incubarlas en presencia de 300 y 400mM NaCl.

TRATAMIENTO PRE-TRATAMIENTO

mM NaCl

CEPA 300 400 300 400

TIEMPO DE DUPLICACION (horas)

FMB-3 2.5 4.8 1.9 4.1
FMB-10 6.6 8.8 74 10.2
CAN-6 2.7 8.5 6.7 9.8
CAN-15 D.2 8.0 6.3 896

F38-3 4.5 5.6 5.8 6.9

F38-6 7.7 96 6.0 8.7

Las determinaciones se realizaron por triplicado y se muestra el promedio. La desviacion

estandar en todos los casos, no fue mayor al 10%, datos no mostrados.

Como puede observarse en la tabla cuatro, el ensayo de osmotolerancia
mostro un efecto negativo sobre la mayoria de las cepas en estudio, ya que las
cepas FMB-10, CAN-6, CAN-15 y F38-3, incrementaron su tiempo de duplicacion
cuando fueron sometidas a la presencia de las diferentes concentraciones de NaCl

después de recibir un pre-tratamiento con 175mM de NaCl por dos horas, respecto
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del que tenian al ser cultivadas en las mismas condiciones de sal, sin recibir el
tratamiento previo. Unicamente las cepas FMB-3 y F38-8, presentaron un ligero
aumento (estadisticamente significativo) en {a tolerancia al estrés osmético,
reflejado en una disminucién del tiempo de duplicacidn en presencia de las
diferentes concentraciones de NaCl, respecto del que tenian al ser cultivadas en las
mismas candiciones sin recibir el tratamiento previo. Este resultado caincide
parcialmente con el cbtenido durante el ensayo de induccion de termotolerancia, en
el sentido de que las dos cepas que resuttaron termotolerantes, son las mismas que
presentaron una ligera induccion de osmaotolerancia; pero podemos afirmar que esta
respuesta fue mucho menos intensa en el sequndo caso. Sin embargo, para €l resto
de las cepas, no podemos afirmar la existencia de esta coincidencia, ya que en
ningun caso el tratamiénto de induccion de termotolerancia resuitd en un efecto
negativo sobre la resistencia al choque témmico, lo cual ocurmid en el caso del
tratamiento can NaCl, para las cepas FMB-10, CAN-6, CAN-15 y F38-3. Estudios
similares a éstos, donde se haya estudiado el desamollo de osmotolerancia
mediante exposiciones a concentraciones bajas de sal, no se han llevado a cabo
hasta ahora.

En ko que se refiere a |a posible seleccidn y uso de alguna de estas cepas, la
cepa FMB-3 resulta interesante, ya que presemta, ademés de los atributos
mencionados en parrafos anteriores, la ventaja de poder inducir niveles adecuados

de talerancia a los dos tipos de estrés descritos en este estudio.
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INDUCCION DE TOLERANCIA CRUZADA ENTRE AMBOS TIPOS DE
ESTRES

Se realizaron los dos ensayos de induccidn de tolerancia cruzada descritos
en la metodologia, con el fin de determinar si los pre-tratamientos con un tipo de
inductor de estrés (choque térmico), protegian contra el estrés provocado por otro
inductor diferente (NaCl), obteniéndose como resultado que, en ninguno de los
casos hubo desarrollo de tolerancia cruzada entre el estrés por calor y el estrés
osmético, esto es, un pre-tratamiento con calor no permitié a las células bacterianas
el desarrollo de tolerancia al estrés osmotico y un pre-tratamiento con sal, tampoco
permitié a las células bacterianas el desarrollo de tolerancia al choque térmico
(datos no mostrados). Estos resultados son interesantes debido a que se habia
encontrado, en la mayoria de los sistemas estudiados, que al menos los pre-
tratamientos con calor, indujeron el desarrollo de tolerancia a otros tipos de estrés.
Por ofra parte, un estudio realizado con Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli,
mostrd que cultivos sometidos a estrés por falta de nutrientes, lograron desarrollar
tolerancia a otros tipos de estrés, tales como estrés osmoético (evaluado como

capacidad de sobrevivencia en presencia de 2.5M de NaCl), estrés oxidativo

(evaluado como la capacidad de sobrevivencia en presencia de 5mM de H2O032),

chogue acido (cambio de pH de 7.0 a 3.5) y choque témico de 30 a 55°C (Thorne y

Williams, 1997). En este caso, la induccion de osmotclerancia no se presentd con
pre-tratamientos con NaCl, por lo que era dificil esperar un efecto de proteccion al

estrés osmotico, mediante pre-tratamientos con choque térmico.
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Como se observa en la tabla cinco, las seis cepas en estudio pteséntamn
rangos variables de produccidn de trehalosa intracelular, ademas de presentar una
produccién del disacanido diez veces mayor cuando fueron somefidas a estrés
osmdticg, respecto de la produccidon que presentaron al ser sometidas a choque
termico. Sin embargo, pudimos distinguir cuatro cepas que presentaron una
produccion intracelular de ftrehalosa significativamente elevada en ambas
condiciones: FMB-10, CAN-6, CAN-15 y F38-3; una cepa que produjo cantidades
intermedias de trehalosa: F38-6 y una cepa que produjo bajas cantidades de
trehalosa intracelular; FMB-3. Dado que el interés de este estudio ge centrd en
relacionar la cantidad de trehalosa intracelular producda con (a intensidad del
desarrollo de tolerancia al estrés, cabe destacar que los resultados revelan que no
existe una relacion directa entre éstos dos parametros. Es importante destacar dos
aspectos importantes, primerc: las cepas en estudio produjeron cantidades diez
veces mayores de trehalosa intracelular, en aquellas condiciones donde su
capacidad de induccion de tolerancia fue nula en la mayoria y muy limitada en dos
de las cepas (estrés osmotico); respecto de las acumuladas cuande hubo una
capacidad de desarmollo de tolerancia cuantificable para todas las cepas (estrés
térmico). Segundo: en ambos tipos de estrés, aquellas ¢cepas que produjeron las
menores cantidades de trehalosa intracelular, fueron las que desarrollaron
tolerancia al estrés: FMB-3 y F38-36. Desafortunadamente, los resultados de
produccidn de trehalosa obtenidos en este estudio, no son comparables a otros
estudios reportados, ya que, en todos los casos, se han reportado cantidades de

-

trehalosa producida por peso hiumedo y no por mg de proteina.
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CAPACIDAD DE CRECIMIENTO EN DOS TIPOS DE SUELO, A
ALTAS TEMPERATURAS

Los resultados del ensayo de tiempo de duplicacion, fueron estadisticamente

iguales en ambos tipos de suelo (arcilloso y arenoso), por lo que se presentan en

tablas Gnicas, sin hacer distincion entre los dos tipos de suelo (tablas 6, 7 y 8).

Tabla 6.- Crecimiento de Rhizobium-spp. incubadas en suele} estéril, mantenido a
una humedad del 80% de su capacidad de campo, a 30°C.
CEPA

DIASDE ~FMB-3 FMB-10 CAN-6 CAN-15 F38-3 F38-6

INGHER UFCX10%/g de suelo
CION
0 087 080 095 085 097 100
1 192 185 190 180 190  1.90
2 480 370 380 370 385 385
3 960 740 740 740 750 760
4 19.30 1450 1460 1470 1490  15.00
5 3850 2850 29.00 2900 2900  29.00
7 7000 6200 6100 6100 6000 585.00

10 68.00 60.00 60.00 60.00 59.00 57.00

Se muestran los valores promedio de tres experimentos indepenceentes. Las desviaciones
estandar en ningln caso excedieron el 10%, datos no mostrados. Los valores iniciales se

expresan como tiempo cero
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Tabla 7.- Crecimiento de Rhizobium spp. incubadas en suelo estéril, mantenido a

una humedad del 80% de su capacidad de campo, a 39°C.

CEPA

DIASDE FMB-3 FMB-10 CAN-6 CAN-15 F38-3 F38-6

INCUBA- UFCX10°/g de suelo
CION
0 1.00 0.90 0.95 0.85 0.90 1.00
1 2.20 1.00 1.10 1.00 2.20 1.30
2 4.50 1.40 1.40 1.30 4.20 1.40
3 10.00  1.90 2.00 1.90 9.60 1.30
4 22,00 - 220 2.30 220 1800  1.30
5 45.00 270 2.90 260  39.00 1.10
7 88.00  4.50 5.20 430 7500 110

10 85.00 9.40 98.00 9.3.00 75.00 1.00

Se muestran los valores promedio de tres experimentos independientes. Las desviaciones
estandar en ningun caso excedieron el 10%, datos no mostrados. Los valores iniciales se

muestran como tiempo cero.
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Tabla 8.- Crecimiento de Rhizobium spp. incubadas en suelo estéril, mantenido a

una humedad del 80% de su capacidad de campo, a 42°C.

CEPA

DIASDE FMB-3 FMB-10 CAN-6 CAN-15 F38-3 F38-6

INCUBA- UFCX107/g de suelo

CION
0 ii0 080 085 090 086 0.90
1 160 080 090 080 090 0.90
2 190 090 095 080 090 0.80
3 220 120 110 095  1.10 0.85
4 280 150 130 ~ 130  1.80 0.80
5 330 190 160 180 250 0.80
7 510 290 210 270 3.40 0.80
10 1100 400 340 380 560 0.80

Se muestran los valores promedio de tres experimentos independientes. Las desviaciones
estandar en ningun caso excedieron el 10%, datos no mostrados. Los valores iniciales se

muestran como tiempo cero.

Los resultados de este ensayo, revelaron que existe una variabilidad
en el tiempo de duplicacion en suelo a las diferentes temperaturas, de las cepas en
estudio; ya que las seis cepas bacterianas presentaron una respuesta indistinguible

a la temperatura de 30°C, pero fue posible observar variabilidad a las temperaturas



de 39 y 42°C, donde pudimos distinguir claramente dos cepas capaces de
duplicarse en suelo a elevadas temperaturas: FMB-3 y F38-3, tres cepas con
mediana capacidad de crecimiento en suelo a elevadas temperaturas: .FMB-10.
FCAN-5 y CAN-15 y una cepa con incapacidad de duplicarse en suelo a estas
temperaturas. Estas dos cepas bacienanas capaces de crecer a temperaturas
elevadas en suelo, son las mismas que presentaron alta resistencia al choque
fémico, ademas de la capacidad de crecimiento a altas temperaturas (no letaies);
asi comao |a cepa F38-6 es consistentemente sensible al choque témico e incapaz
de crecer a altas temperaturas, tanto en medio liquido como en los diferentes tipos
de suelo, por lo que podemos afirmar que los resultados de este ensayo coinciden
caon los del ensayo en medio liquido y podemos hacer extensivas la conclusiones
extraidas de éste. Hasta ahora, no se han realizado otros estudios de la capacidad
de crecimiento en suelo estén a diferentes temperaturas (in vitro).

Por otra parte, es impartante deslacar el hecho de que no se
presentaron diferencias en ambos tipos de suelo, ya que en otros sistemas_ se habia

reportado la influencia del tipo de suelo sobre la sobrevivencia de Rhizobium.

CAPACIDAD DE SOBREVIVENCIA EN DQOS TIPOS DE SUELO
SOMETIDO A DESECACION A ALTAS TEMPERATURAS

Los resultados de capacidad de sobrevivencia en suelo sometido a
desecacion a altas temperaturas, fueron estadisticamente iguales en ambos tipas
de suela (arcilloso y arenosa), de mode que se presentan en una sola tabla (nueve),

sin hacer distincidén entre los dos tipos de suelo.
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Tabla 9.- Indice de mortalidad® de Rhizobium, spp. incubadas en suelo (arcilloso y/o

arenoso) esteril sometido a desecacion a altas temperaturas.

TEMPERATURA (grados centrigrados)

CEPA 30 39 42
INDICE DE MORTALIDAD (dias)

FMB-3 S 5 4
FMB-10 5 4 2
CAN-6 5 4 2
CAN-15 5 4 2
F38-3 5 5 3
F38-6 S 3 1

% numero de dias que tarda en disminuir la poblacién un orden de magnitud. Las

determinaciones se realizaron por triplicado en experimentos independientes y se muestra
el promedio. La desviacidn estandar en todos los casos, no fue mayor al 10%, datos no

mostrados.

Los resultados de este ensayo revelaron variabilidad en la respuesta, con un
comportamiento de las cepas muy similar al que presentaron frente al choque
térmico, de manera que pudimos distinguir claramente dos cepas resistentes a la
desecacion en suelo: FMB-3 y F38-3, tres cepas medianamente resistentesa la
desecacion en suelo. FMB-10, CAN-6 y CAN-15 y una cepa sensible a la

desecacion en suelo; F38-6. Una vez mas, no fueron encontradas diferencias de
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compartamiento de las cepas en ambos tipos de suelo. Por otra parte, tampoco se
han reportado estudios de sobrevivencia de Rhizobium spp. en suelo estéril

sometido a desecacion por temperatura (in vifra).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La mas impartante conclusién de este trabajo, es que nuestra hipdtesis fue
rechazada, esto es, hemos demostrado que la produccién de trehalosa intracelutar
no le confiere a las cepas de Rhizobium spp. analizadas en este estudio, ninguna
ventaja en témminos de competencia saprofitica, al mencs en lo que se refiere a
soportar condiciones adversas, como son altas temperaturas y aka osmolaridad.
Esta evidencia induce a preguntarse cual es el papel de la trehalosa en este
sistema biolagico, ya que si existe de hecho una produccion de trehalosa bajo las
diferentes condiciones de estrés, considerando que se demosird que Ia
manipulacién de las células durante su recoleccion y lavado, no provocaba un
aumento en el contenido intracelular de trehalosa (datos no mastrados), ademas de
que no se produjo el disacarido al incubarlas en el medio PY y sin haber recibide los
mencionades pre-tratamientas (datos no mostrados). A este respecto, en un estudio
realizado con las mismas cepas, Farias ef al. (1998), demastraron que la produccion
de trehalgsa por cepas de Rhizobium, spp. tiene un papel importante durante la
relacion simbidtica. En este estudio, se analizd el efecto de la produccion de
trehalosa por estas mismas seis cepas bacterianas sobre los diferentes cultivares

de Phaseolus vuigans, encontrandose que aquellos cullivares que exhibian mayar
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contenido de trehalosa en los nddulos, indujeron un aumento en el turgor de las
hojas cuando las plantas se sometian a estrés por sequia. Esto sugiere que la
acumulacién de trehalosa puede tener un papel durante la respuesta a estrés de la
planta hospedera y no de la bacteria en vida libre. De hecho, se habia ya
demostrado que la trehalosa presente en nodulos, es sintetizada por los bacteroides
(Reibach & Streeter, 1983) donde permanece confinada al espacio del nddulo. Es
necesario estudiar mas cepas y tratar de aislar mutantes tanio sobre-productoras
como no productoras de trehalosa para entender mejor esta relacion.

Otra conclision importante de este trabajo, fue la caracterizacion de la cepa
FMB-3, como resistente y capaz de desarollar tolerancia, ya que en el estudio con
la planta, se encontrd que era altamente inductora de la produccion de trehalosa en
nodulos (al igual que la CAN-6), ademas de que su presencia en nddulos lograba
restaurar adecuadamente los niveles de turgor en la planta sometida a sequia (junto
con las cepas CAN-G y F38-3), por lo que esta cepa acumula una serie de atributos
que hacen que valga la pena analizar mas a fondo su posible efecto benéfico al ser
usada como inoculante en cultivos de P. vulgans., independientemente de sus

capacidades como fijadora de nitrégeno.
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