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Resumen

La simbiosis actinorricica involucra a actinomicetes filamentosos, Gram positivos, del genero Frankiay a la
raiz de plantas dicotiledoneas de 8 familias, comprendiendo 25 géneros. Estas plantas conocidas en su
conjunto como actinorricicas tienen la habilidad de formar nédulos fijadores de nitrogeno. Los nédulos
radiculares actinorricicos son los 6rganos donde se lleva a cabo la fijacion de nitrdgeno atmosférico por
parte de Frankia y la asimilacion del nitrégeno fijado por parte de la planta.

Todas las plantas excepto Datisca, que es una herbacea, son arboles o arbustos lefiosos. Se las puede
encontrar en muy diversos ambientes y suelen ser pioneras en las etapas tempranas de sucesién de suelos
pobres en nitrégeno. Presentan tasas de fijacion de nitrégeno altas y comparables a las de la simbiosis
entre rizobios y leguminosas. Esta ventaja, sumada a la capacidad de crecer en ambientes muy disimiles
hacen que las plantas actinorricicas resulten muy importantes y deban ser consideradas a la par de los
arboles leguminosos para planes de reforestacion y restauracion de suelos.

A pesar de los avances logrados en los Ultimos 30 afios, son muchos los aspectos que aun permanecen
oscuros debido a la carencia de herramientas genéticas para trabajar con los aislamientos de Frankia. Aun
no se ha logrado encontrar una técnica que permita generar mutantes, con lo cual el avance en el
conocimiento de la simbiosis actinorricica ha sido limitado respecto a otras simbiosis en las que también
participan plantas y bacterias.

En este trabajo se buscé desarrollar el conocimiento basico acerca de las interacciones tempranas que se
producen necesariamente en la rizésfera de las plantas actinorricicas para que se establezca la simbiosis
fijadora de nitrégeno con Frankia. Como modelo de estudio se utilizaron dos plantas nativas argentinas -
Discaria trinervis y Alnus acuminata- que presentan diferente via de infecciéon y crecen en regiones muy
definidas y distantes entre si.

A lo largo de los capitulos de esta Tesis, en ensayos mayoritariamente fisiolégicos y en condiciones
controladas de invernaculo se logré definir una serie de parametros relacionados con el proceso de
nodulacion que permitieron definir de un modo novedoso las interacciones tempranas entre Frankia y su
planta hospedadora. Analizando la variacién en los valores de estos parametros debido a diferencias en las

condiciones de inoculacion o coinoculacién de las plantas se realizaron los siguientes descubrimientos:



1- Existiria mas de una sefial de origen bacteriano involucrada en el proceso de nodulacion. Al menos una
sefial seria de reconocimiento ya que algunos parametros de nodulacién se modifican Unicamente por la
cepa infectiva y nodulante de la planta.

2- Existirian otros factores que no condicionan el reconocimiento simbidtico pero que participan del
proceso de nodulacién ya que algunos de los parametros también fueron modificados en ensayos de dosis
— respuesta con cepas de Frankia no infectivas en D. trinervis, e inclusive con Streptomyces coelicolor
inoculadas en altas dosis en forma conjunta con la cepa infectiva en dosis limitante.

3- La expresiéon del fendmeno de autoregulacién de la nodulaciéon de D. trinervis dependeria de la
concentracion de exudados radiculares.

4- La cepa BCU110501 de Frankia no infectiva en A. acuminata puede estimular el mecanismo de
autoregulaciéon cuando se la inocula en forma conjunta con la cepa Arl3, sugiriendo algin grado de
coinfeccion que no pudo corroborarse con los analisis de ocupacion de nédulos realizados, ain cuando los
dos sistemas simbiético se encontraban activados por encontrarse en el mismo espacio fisico.

5- Existiria una sefial capaz de favorecer la nodulacion cuando ambas especies crecen juntas y se
encuentran con su huésped, que podria interpretarse como un cambio en la composicion de los exudados
radiculares.

6- La cepa BCU110501 de Frankia produciria factores difusibles de tamafio menor a 12 KDa de caracter
peptidico y con carga negativa a pH fisioldgico capaces de activar y mejorar la eficiencia de la nodulacion,
en menos de 96 horas, de células lavadas y diluidas de la misma cepa.

7- Frankia BCU110501 se comporta de modo similar a Streptomyces coelicolor A(3)2 en un ensayo
biol6gico que pone en evidencia la actividad de una molécula involucrada en sefializacion de tipo Quorum

sensing.
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ABREVIATURAS

Act actinorodina

AHL acil-L-homoserin lactona

Al-2 Autoinductor 2

AIP Péptido autoinductor, (del inglés autoinducing peptides)

BLAST del ingles basic_local alignment search tool)

CCsSM moléculas de sefializacion célula a célula (del inglés cell-to-cell signal molecules)
CD dominio conservado (del inglés conserved domain)

DSF Factor de sefalizacion difusible (del inglés, diffusible signal factor)

E 1/10 solucién Evans diluida al décimo

FD Factor difusible

GAB -butirolactona

HHL N-hexanoil-L-homoserinlactona

HPK proteina histidin quinasa, (del inglés histidin protein kinase)

HTH hélice giro hélice (del inglés helix turn helix)

N- sin nitrégeno

pcv volumen de empaquetamiento celular, (del inglés packed cell volume)
QS Quorum Sensing

Red undecilprodigiosina

RFLP del inglés restriction fragment length polymorphism

RR regulador de respuesta

RT punta radicular (del ingles root tip)

SE error estandar (del inglés standard error)

to tiempo que transcurre post inoculacion hasta la aparicion del primer nédulo
tnob tiempo total de nodulacién

ufc unidad formadora de colonia

Vo velocidad de nodulacion inicial

VR segunda velocidad de nodulacion
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Capitulo 1 “Introduccién a la Simbiosis actinorricica”

1.1 Situacién actual

Las plantas actinorricicas son definidas por su habilidad de formar nédulos fijadores de
nitrégeno en simbiosis con actinomicetes del género Frankia. Esta simbiosis involucra al
actinomicete y a la raiz de plantas dicotiledéneas de 8 familias: Betulaceae, Casuarinaceae,
Myricaceae, Eleagnaceae, Rhamnaceae, Rosaseae, Coriariaceae y Datiscaceae,
comprendiendo 25 géneros (CarG y col., 2003) (Tabla 1). Los nodulos radiculares
actinorricicos son los 6rganos donde se lleva a cabo la fijacién de nitrégeno por parte de
Frankia y la asimilacion del N fijado por parte de la planta.

El microsimbionte filamentoso Gram positivo Frankia pertenece a la familia
Frankiaceae, suborden Frankineae, orden Actinomycetales, subclase Actinobacteridae y
clase Actinobacteria (Goodfellow, 1986; Normand y col., 1996). Si bien las células de este
género se vienen estudiando desde hace mas de un siglo, el primer aislamiento exitoso y

reproducible de Frankia se document6 en 1978 y se traté de la cepa Cpll, aislada de
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Comptonia peregrina (Callaham y col., 1978) en el laboratorio de Torrey. A partir de esta
fecha crecid notablemente la cantidad de cientificos en todo el mundo que se volcaron al
estudio de Frankia, incrementandose como consecuencia légica la cantidad de aislamientos
a partir de nédulos y el conocimiento en taxonomia, fisiologia, bioguimica y genética de este
organismo en cultivo (Huss-Danell, 1997; Wheeler y col., 2008). A pesar de los avances
logrados en los Ultimos 30 afios, son muchos los aspectos que aln permanecen 0OSCUros
debido a la carencia de herramientas genéticas para trabajar con los aislamientos de Frankia.
Aun no se ha logrado encontrar un vector apropiado ni técnicas de conjugacion vy
transformacién que permitan generar mutantes y con su estudio avanzar en el conocimiento
de la simbiosis. Recientemente se han obtenido las secuencias de los tres primeros genomas
de Frankia (Normand y col., 2007) y se especula que a partir de dicha informacién se pueda
avanzar en el aspecto genético de Frankia.

Todas las plantas excepto Datisca, que es una herbacea, son arboles o arbustos
lefiosos. Estas plantas habitan varios ambientes diferentes y suelen ser pioneras en las
etapas tempranas de sucesion de suelos pobres en nitrégeno. Las tasas de fijacion de
nitrégeno en las simbiosis actinorricicas son altas y comparables a las de la simbiosis entre
rizobios y leguminosas. Esta ventaja, sumada a la capacidad de crecer en ambientes muy
disimiles que incluyen suelos secos tropicales, tierras inundadas, bosques, dunas arenosas,
pantanos subarticos, tundra, tierras donde hubo glaciares, chaparrales y matorrales, hacen
que las plantas actinorricicas resulten muy importantes y deban ser consideradas a la par de
arboles leguminosos para planes de reforestacién y restauracion de suelos (Clawson y
Benson, 1999; Dawson, 1986; Torrey, 1978).

1.2 Historia de la simbiosis actinorricica

La simbiosis actinorricica fue conocida desde fines del siglo XIX y hasta el afio 1978 por
la denominacion poco informativa de simbiosis fijadora de nitrégeno de plantas no
leguminosas. Ese afio, en el congreso de Harvard Forest en Petersham, Massachussets, se
propuso el término actinorhizal, palabra inglesa que se traduce al espafiol como
actinorrizas. Esta denominacion surge a partir de la union de los términos actyno (en ingles)
gue hace referencia al actinomicete Frankia y rhiza (en ingles) que refiere a la raiz vegetal
involucrada en la simbiosis (Tjepkema y Torrey, 1979). Esta denominacion es analoga al
término micorriza, mucho més antiguo que se usa para describir la simbiosis entre hongos y
raices vegetales.

El estudio de las plantas actinorricicas comenzé hace aproximadamente 180 afios,
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aunque las publicaciones en esa época fueron bastante esporadicas. La primer cita en la que
se describe un nédulo actinorricico data de 1829, y alli Meyen, quien estudiaba plantas
parasitarias, menciond nédulos en la raices de alisos (Alnus glutinosa) que crecian en la
proximidad de zonas humedas y sugirié que en el interior de los mismos se hallaban plantas
parasitarias (Meyen, 1829). En 1853 Schacht consider6 que los nddulos eran un ejemplo de
crecimiento defectuoso (Schacht, 1853), y pocos afios después von Jager sugirido que los
nédulos se formaban a partir de mordeduras de insectos (von Jager, 1860). Ademas por
aquella época se describieron ndédulos en Ceanothus intermedius (Gasparrini, 1851) y en
Hippohae rhamnoides (Oersted, 1865). Estudios anatémicos del nédulo radicular mostraron
la presencia de hifas intercelulares (Woronin, 1885), pero la naturaleza del microorganismo
estaba en discusion y solia ser referido como un hongo parasitario 0 un mixomicete.

Hacia fines del siglo XIX se logré obtener evidencia experimental para demostrar que
plantas de Alnus glutinosa noduladas tenian la capacidad de utilizar el nitrdgeno atmosférico
(Hiltner, 1895). Mas adelante en la linea temporal, entre 1950 y 1978 Bond y colaboradores
demostraron que existe un incremento en el nitrégeno total de las plantas actinorricicas
noduladas. Sus experimentos también mostraron que los factores ambientales (pH, oxigeno
gaseoso, amonio, nitrato, periodo de luz) afectan a la nodulacion y a la fijacion de nitrégeno
atmosférico (Bond, 1955; Bond, 1956)

1.3 El microsimbionte: Frankia

El nombre genérico Frankia fue propuesto inicialmente por Bruncchorst entre los afios
1886 y 1888 en honor al microbi6élogo suizo Frank para describir los endéfitos de raices
noduladas de plantas no leguminosas. El nombre fue adoptado por Becking (1970) en sus
estudios taxonémicos (Becking, 1970) y ahora es mundialmente aceptado. Frankia es, hasta
el dia de la fecha, el tnico miembro confirmado de la familia Frankiaceae.

Los miembros del género Frankia son generalmente definidos como actinomicetes
fijadores de nitrégeno que forman nédulos radiculares en simbiosis con las 200 especies de
plantas actinorricicas (Benson y Silvester, 1993; Huss-Danell, 1997). Los primeros intentos
gue se hicieron con intencién de caracterizar taxonémicamente a esta bacteria, referian al
microsimbionte como una bacteria simbiética obligada que utiliza sus capacidades, ya sea
desarrollo de filamentos o de vesiculas dentro de las células del nddulo, como criterio de
diferenciacion respecto del resto de los actinomicetes (Becking, 1970).

Las células de Frankia ocupan dos nichos ecolégicos diferentes, el nédulo radicular y el

suelo. Aunque hay poca informacién acerca de la actividad fisiolégica de Frankia en el suelo,
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utilizando un ensayo clasico de planta trampa, donde potenciales plantas hospedadoras son
inoculadas con una suspension de suelo, han mostrado que hay Frankia en el suelo donde
crecen las plantas hospedadoras (Huss-Danell, 1997; Valdés, 2008), e inclusive donde las
plantas hospedadoras no han crecido por largo tiempo (Burleigh y Dawson, 1994) o
sorpresivamente, en suelos donde no hay conocimiento de que haya crecido alguna vez la
planta hospedadora (Huss-Danell, 1997; Huss-Danell y Frej, 1986). Se ha encontrado
Frankia en ecosistemas muy diversos que van desde suelos del circulo polar a suelos con
roca volcanica (Burleigh y Dawson, 1994; Valdés, 2008).

Como ya se menciond anteriormente, el primer aislamiento exitoso de Frankia se
obtuvo hace aproximadamente 30 afios, y desde esa fecha cientos de aislamientos se han
obtenidos a partir de nédulos radiculares, el principal nicho ecolégico de diferentes especies
actinorricicas aunque no de todas (Huss-Danell, 1997), usando diferentes técnicas de
aislamiento (Baker, 1990; Baker y col., 1979a; Baker y O’Keefe, 1984; Baker y col., 1979b;
Benson, 1982; Berry y Torrey, 1979; Diem y Dommergues, 1983). Por otro lado, hasta la
fecha, solo existe un reporte en el cual se habria logrado aislar con éxito Frankia a partir de
su segundo nicho ecoldgico en importancia, el suelo (Baker y O"Keefe, 1984). La gran
dificultad para obtener aislamientos de Frankia se debe en gran parte a los elevados tiempos
de duplicacion in vitro, al requerimiento de factores especiales no siempre conocidos
(Quispel y col., 1989), el desconocimiento de requerimientos nutricionales especificos de los
cultivos puros (Akkermans et al., 1992), y la gran variabilidad de aislamientos combinados en

el género Frankia (Akimov and Dobritsa, 1992; Fernandez et al., 1989; Lechevalier, 1994).

1.3.1 Morfologiay fisiologia

Frankia tiene la capacidad de diferenciarse en al menos tres tipos de células y estas
tres formas de células son observadas tanto en cultivo puro (in vitro) como en su hébitat
simbidtico (in planta). Las células vegetativas son filamentosas y forman un micelio a partir
del cual se generan las otras dos formas celulares. Los esporangios multiloculados, tipicos
del género, contienen numerosas esporas ovoides y son producidos con frecuencia in vitro si
el medio de cultivo presenta “ciertos requerimientos nutricionales” pero en la planta solo se
los encuentra en algunas plantas de ciertos géneros (Baker y Schwintzer, 1990). Las
vesiculas son estructuras esféricas con pared gruesa formada por una multicapa lipidica
compuesta de hopanoides que nacen sobre una corta ramificacion lateral del micelio
vegetativo y es producida solo si Frankia crece en ausencia de Nitrégeno. La forma de esta

estructura cuando es desarrollada en la planta es determinada por la planta hospedadora
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(Lalonde, 1979), por ejemplo, vesiculas producidas por la misma cepa de Frankia son
esféricas en ndédulos de Alnus y con forma de bate de beisbol en Myrica. La enzima
nitrogenasa ha sido encontrada en estas estructuras especializadas tanto en cultivos (in vitro)
(Meesters y col., 1985; Meesters y col., 1987) como en la planta (Sasakawa y col., 1988). Las
vesiculas serian funcionalmente analogos a los heterocistos en cianobacterias porque ambos
restringen la difusién de oxigeno del sitio donde se encuentra el complejo de la enzima
nitrogenasa (Baker y Schwintzer, 1990).

Las bacterias del género Frankia son heterotréficas, aerdbicas y algunas
microaerofilicas. A partir de los estudios realizados de los aislamientos en cultivo puro, se
logré conocer y entender muchos aspectos mas relacionados con la fisiologia y la morfologia
de Frankia. Estas bacterias, una vez aisladas, generalmente crecen bien en medios simples
formulados con las principales sales, una fuente de carbono (propionato, piruvato, glucosa y
acetato son las mas usadas), y solo unas pocas cepas requieren aditivos complejos para su
crecimiento (Lechevalier y Lechevalier, 1990). Muchas cepas de Frankia degradan celulosa y
algunas tienen actividad pectinasa. La trealosa y el glicégeno son las principales moléculas
utilizadas como reserva de energia dentro del género Frankia (Baker y Schwintzer, 1990).

Las células de Frankia se caracterizan por tener una pared celular tipo-Ill que contiene
acido meso-aminopimélico, acido glutamico, alanina, glucosamina y acido muramico,
fosfolipidos tipo PI, con fosfatidil inositol, fosfatidil manosidos y difosfatidil glicerol, 2-O-metil-
D- manosa (Lechevalier, 1994).

La enzima nitrogenasa de Frankia es, como en todos los microorganismos que la
poseen, altamente sensible al O,. Esta caracteristica presenta un gran dilema fisiolégico,
pues Frankia necesita un gran flujo de O, para suplir el gran costo energético que requiere el
complejo nitrogenasa. Los ndédulos actinorricicos, pueden desarrollar dos potenciales
mecanismos de controlar el O,, uno al nivel de la vesicula, controlando el grosor de la pared,

y el otro al nivel de la estructura y la fisiologia del nddulo (Silvester y col., 1998).

1.3.2 Taxonomia

Los intentos iniciales para caracterizar taxonémicamente a esta bacteria se realizaron
considerando al microsimbionte como una bacteria simbi6tica obligada y usaron su habilidad
para desarrollar nédulos radiculares y sus caracteristicas morfolégicas, entiéndase,
formacion de filamentos y vesiculas dentro de la célula vegetal, como criterio distintivo
respecto de otros actinomicetes (Becking, 1970; Hahn, 2008). En un primer intento de definir

especies fueron propuestas 10 especies diferentes dentro del género Frankia usando como
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criterio la infectividad en grupos de inoculacion cruzadas, definiendo especificidad de planta
hospedadora y utilizando como inéculo (macerado) de nddulos (Becking, 1970).
Investigaciones posteriores realizadas con la posibilidad de utilizar cultivos puros,
demostraron que los grupos de infeccién segln la planta hospedadora eran muy diferentes
(Baker, 1987).

Los aislamientos de Frankia pueden ser claramente diferenciados de bacterias de otro
género sobre la base de sus caracteristicas morfologicas, citoquimicas y fisiolégicas (Baker,
1990). Entre las caracteristicas distintivas de los aislamientos se encuentran: el crecimiento
filamentoso, la formacion de esporangios multiloculados conteniendo esporas no moviles y la
diferenciacion de vesiculas en el extremo de los filamentos en vesiculas, siendo éstas,
estructuras de pared gruesa (Lechevalier, 1994).

La combinacién de caracteristicas fenotipicas ha sido una herramienta (til para la
identificacion de Frankia, aunque alguna de las caracteristicas sea compartida por otros
organismos. Los caracteres morfoldgicos y el tipo de pared celular de Frankia fue la base
para una clasificacion en un taxén morfologico, caracterizado por el “esporangio multilocular”
(Goodfellow, 1986). Sin embargo, la expresion y la presencia de varias de las caracteristicas
de Frankia, pueden variar respecto de un aislamiento a otro y de la condiciones de
crecimiento. Por ejemplo, la medida de la formacién de esporangios varia de aislamiento a
aislamiento y puede estar totalmente suprimida bajo determinadas condiciones de
crecimiento. También se pueden encontrar esporas de Frankia en nddulos de varias plantas
actinorricicas como por ejemplo Alnus sp. (van Dijk, 1984; van Dijk y Weber, 1988; Weber,
1986). Sin embargo, las bacterias que producen esporas dentro del nédulo (tipo espora (+))
hasta la fecha no se las ha podido obtener en cultivo puro, de esta manera, todas las cepas
de Frankia que se obtuvieron en cultivo puro a partir de nédulos espora (+) fueron tipo espora
(-) en planta.

Mas recientemente, en paralelo con los avances que se han producido en la biologia
molecular, han incrementado las posibilidades tecnolégicas para realizar andlisis
taxondmicos. Esto ha generado una serie de estudios que basan la taxonomia en diferentes
criterios como: plasmidos totales (Simonet y col., 1988), genes nif (Normand y col., 1996;
Rouvier y col., 1996; Simonet y col., 1991; Simonet y col., 1990), regiones intergénicas (RI)
(Lumini y Bosco, 1996; Navarro y col., 1997; Simonet y col., 1991), gen de la glutamina
sintasa (Cournoyer y Lavire, 1999; Rochefort y Benson, 1990), el gen recA (Marechal y col.,
2000), y los ARNSs ribosomales (Hahn, 2008; Navarro y col., 1997; Simonet y col., 1994), han
sido usados extensa y exitosamente para la caracterizacion de aislamientos tanto como para

la identificacion de enddfitos de ndédulos radiculares no cultivables. El avance mas
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significativo en el estudio de la taxonomia de Frankia proviene de la utilizacién de la
taxonomia polifasica, en la que se integra informacién proveniente de un amplio rango de
técnicas con diferente grado de resolucion taxonémica (Hahn, 2008; Murray y col., 1990).
Esta técnica revela mucha informacion acerca de la diversidad genética, la distribucion de
Frankia y expande el conocimiento acerca de la especificidad entre la planta hospedadora y
el microsimbionte. Debido a las serias dificultades para aislar Frankia a partir de nédulos
radiculares se han hecho andlisis basados en secuenciacion de productos génicos obtenidos
por PCR. Estas técnicas han sido muy utiles para revelar la relacion filogenética de
aislamientos y de enddfitos de nddulos no cultivables de muchas plantas actinorricicas de las
cuales no se han obtenido aislamientos. Los arboles filogenéticos generados a partir de las
secuencias del ADN ribosomal 16S (Normand y col., 1996) generaron 3 clados principales de
Frankia y un cuarto de actinomicetes “tipo Frankia” que se comporta como Nod- y Fix-
(Figura 1). Hay varios aislamientos conocidos incluidos en los clados | y I, mientras que
hasta la fecha no se han obtenido aislamientos puros del clado lll, el cual esta definido sobre
la base de ADN extraido de nédulos (Hahn, 2008; Wall, 2000). Estudios realizados usando el
gen gInA (glutamina sintetasa 1) que presenta mas variabilidad que el gen ribosomal 16S,
amplificado de nédulos y de diferentes aislamientos, han confirmado la existencia de tres

clados principales dandole mayor solidez a la divisién propuesta (Benson y Clawson, 2000).

1.4 Plantas actinorricicas

Las plantas actinorricicas se distribuyen entre ocho familias de plantas angiospermas
gue se denominan asi por ser noduladas por Frankia. Hasta fines de la década del 70 del
siglo XX, solo siete familias eran conocidas como plantas actinorricicas hasta que Chaudhary
(1979) reportd que Datisca (Datiscaceae) también forma simbiosis con Frankia.

La taxonomia clasica, basada en estudios morfologicos y floristicos, sugirié que la
distribucion de las plantas actinorricicas a través de las ocho familias se caracterizaba por la
no relacién taxondémica, introduciendo asi, la posibilidad de que las simbiosis fijadoras de
nitrégeno que involucran a las plantas actinorricicas y leguminosas tuvieron origen en grupos
de plantas taxonomicamente diferentes. Este concepto fue cambiado a partir de los hallazgos
de Swensen y Mullin quienes priorizaron técnicas moleculares por encima de los criterios
morfologicos para estudiar la filogenia de las plantas actinorricicas. Utilizando datos de la
secuencia del gen de la subunidad mayor de la Rubisco (rbcL) mostraron que los
representantes de las ocho familias de plantas actinorricicas, junto con los representantes de

las familias de las leguminosas noduladas por rizobios pertenecen a un solo clado de fijacion
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de nitrégeno (Soltis y col., 1995). Hasta la fecha se han definido 4 grupos de plantas
actinorricicas (Figura 1). La distribucion geografica de las especies actinorricicas soportan
esta distribucién en grupos (Benson y Clawson, 2000). Datos moleculares adicionales, junto
con arboles filogenéticos construidos a partir de los genes nifH y de la secuencias de los
ADN ribosomales 16S de Frankia, han dado informacién importante acerca de la coevolucién
en la simbiosis actinorricica y sugiere que esta simbiosis se origind tres veces después de la

divergencia del clado de las plantas superiores (Benson y Clawson, 2000).
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Familia Género

{Iv) Myricaceae Myrica (1) - ™
Comptoria (T) Y.
Betulaceas Alnus (1) >
Casuarinecese |Gymnostoma (2] | |™ >'-
__| Casuariva {2) - -
Afocasuarina (2) ~ ~

Ceuthostoma (?) S ™

Via pehb radicular

Frankia Clada |

i Eleagnacoae Elaggnnsf 1) ™ -
() Hippophae (1) -~
Shepherdia (1) -~

Rbamnscess | Colfatia (2) Via intoroohular e .
Discaria[3) >-<—> Franlia Clado ||
Kenttothamnus (3)

Retaniita {3)

Telguenea (1)
Trevoa (3) -
(l) Ceanothus (1) -

-

Rosaseae Doyas (4)
Purshia (4)
Cowarniana (4)
Cercocarpus (4)
Chamaebatia (4)

("l) Coriariaceae Covriariza (5] -
Datlgcaceas Dadsca (5) . .‘.: Tipo Frankia ':_

Figura 1. Grupos filogenéticos de Frankia y plantas actinorricicas. El nimero entre paréntesis
gue se indica después del género indica la distribucion geografica nativa: (1) en la mayoria de los
continentes, (2) en Australia, (3) en América del Sur y sur de Nueva Zelanda, (4) en el oeste de
América del Norte y (5) en zonas de climas templados. Los grupos I-IV fueron propuestos por
Soltis y col. (1995). Adaptado de Wall (2000).

1.4.1 Distribucién geografica de las plantas actinorricicas

A excepcion de la Antartida, las plantas actinorricicas se encuentran en todos los
continentes.

Alnus es el Gnico miembro actinorricico de la familia betulaceae. Las especies de Alnus
se encuentran ampliamente distribuidas en regiones templadas del hemisferio norte, a
excepcion de A. glutinosa (L.) Gaertn., que se extiende en Africa y los alisos andinos, A.
acuminata HBK (Figura 2), que se distribuyen a lo largo del cordon andino, desde América
Central hasta Argentina (Figura 2). Alnus crece en un amplio rango de ecosistemas, inclusive
en glaciales, montafias arenosas, turberas y sobre ceniza volcéanica (Schwencke y Card,
2001).

La familia Casuarinaceae presenta 4 géneros y al menos 96 especies. Los géneros
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son: Gymnostoma L. Johnson (18 especies, en Queensland, Malasia e Islas Fiji),
Ceuthostoma L. Johnson (2 especies en Malasia, desde Palawan y Borneo hasta Nueva
Guinéa), Casuarina L. (17 especies, 6 en Australia, las otras desde el Bengala a Polinesia) y
Allocasuarina L. Johnson (58 especies, todas en Australia). Todas crecen bien en climas
tropicales. Las especies de Casuarina son preferentemente encontradas en regiones con
temperaturas calidas y las de Allocasurina se hallan principalmente en regiones de Australia
donde el clima va de célido a fresco (en el sur). Una caracteristica de las plantas de esta
familia es que tienen ramas delgadas y hojas relativamente pequefias. Miembros de los
cuatro géneros tienen la capacidad de nodular aunque con cepas de Frankia de diferente
grupo, Gymnostoma son noduladas por cepas de Frankia del grupo 3, mientras que
miembros de las familias Casuarina L. y Allocasuarina interactiGan con un restringido
conjunto de cepas de Frankia del grupo 1 (Maggia y Bousquet, 1994).

La familia Coriariaceae estd compuesta tan solo por el género Coriaria, y éste,
dependiendo de la clasificacion, puede reunir entre 5y 20 especies (Yokoyama y col., 2000).
El género presenta una marcada distribucion geografica. Pueden encontrarse ejemplares en
el Mediterraneo, Sudeste de Asia, América Central, América del Sur, Islas del Pacifico,
Nueva Zelanda y Nueva Guinea. Se ha observado nodulacion en especies provenientes de
Nueva Zelanda, América Central, Europa y Asia central, pero aln no se ha determinado el
numero final de especies de Coriaria capaces de desarrollar nédulos (Mirza y col., 1994; Nick
y col., 1992).
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Figura 2. Alnus Acuminata: algunas caracteristicas de la planta. Alnus acuminata crece en las
laderas del sistema montafioso andino. (A) Mirador “La Banderita” ubicado entre el limite de las
provincias de Tucuman y Catamarca a 2000 m de altura y situada en la Cuesta del Clavillo, dista a
48 kilémetros de la ciudad de Concepcién. (B) Alta densidad de arboles de Alnus rodean una vieja
construccién y el camino que une las dos provincias mencionadas. (C) A. acuminata sin hojas (foto
tomada en junio). (D) Nédulos radiculares multilobulados de plantas adultas. (E) Plantula de Alnus
acuminata germinada en el invernaculo. (F) Frutos maduros de A. acuminata. (G) Semillas de A.
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acuminata.

A partir de trabajos de filogenia molecular se llegé a la decision de ubicar al género
Datisca como Unico género dentro de la familia Datiscaceae con solo dos especies, D.
cannabina L. y D. glomerata (Presl.) Baill. Ambas especies presentan una muy interesante
distribucion geogréfica, principalmente en el Mediterraneo y en la pendiente oeste de Sierra
Nevada, desde el norte de California hasta Baja California (Swensen y col., 1994). Las dos
especies desarrollan nédulos con un actinomicete Frankia que aun no ha podido ser
cultivado en laboratorio, pero del cual recientemente se ha obtenido la secuencia de su
genoma (en periodo de anotacién) (Pawlowski y col. en prensa).

La familia Eleagnaceae contiene tres géneros, Eleaegnus L., Hippophae L., y
Shepherdia Nutt. Al género Elaeagnus (45 especies) se le puede encontrar ejemplares
nativos en América del Norte y Eurasia, aunque muchos miembros del género han sido
cultivados y utilizados como regeneradores de suelos fuera de su habitat natural y hoy se los
encuentra con una gran dispersion geografica (Baker y Schwintzer, 1990). El nimero de
especies dentro del género Hippophae ha estado en disputa con un rango que vade 1 a 7
con numerosas subespecies (Bartish y col., 2002). Las distintas especies y subespecies de
este género son nativas de Asia Central, distribuidas desde el Mar del Norte hasta el Mar
Negro y al este de los Himalayas. Shepherdia esta compuesta de 3 especies y se la
encuentra solo en América del Norte (Mabberely 1988). Las especies Elaeagnus, Shepherdia
y Hippophae son capaces de nodular inclusive en suelos no nativos. Las cepas de Frankia
presentes en los nédulos provienen del Grupo filogenético 2 (Benecke, 1969; Clawson y col.,
1998; Huguet y col., 2001).

La familia Myricaceae consiste de 3 géneros: Morella, Myrica, y Comptonia. De los tres
géneros, Morella es el género mas populoso presentando cerca de 50 especies descriptas y
al igual que las especies de Myrica muestran una amplia distribucion en América del Norte,
Ameérica del Sur, Europa, Africa y Asia. Comptonia peregrina L. es nativa de América del
Norte. Se ha observado nodulacion en todas las especies de Myrica, Morella y Comptonia
(Navarro y col., 1999).

La familia Rhamnaceae contiene 50 géneros y alrededor de 900 especies que se
distribuyen alrededor de todo el planeta (Richardson y col., 2000). Seis de los 50 géneros
han sido identificados como actinorricicos y a excepcién de Ceanothus L., todos provienen
de la tribu Colletieae Reis. Ex. Ende. Estos géneros son:. Colletia Comm. Ex Juss. (17
especies en América del Sur), Discaria Hook. (15 especies en América del Sur, Australia y

Nueva Zelanda) (Figura 3), Kentrothamnus Susseng, y Overk (1 especie en Bolivia), Retanilla
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(DC) Brongn. (4 especies en Peru y Chile), y Trevoa Mires ex. Hook. (1 especie en América
del Sur). Talguenea se incluye en el género Trevoa (Tortosa, 1992). El Gnico miembro de la
otra tribu Colletieae con naturaleza actinoricica es Adolphia Meisner., y se halla en el sudeste
de América del Norte (Cruz-Cisneros y Valdés, 1991). El otro género actinorricico dentro de
la familia Rhamnaceae es Ceanothus L., y cuenta con 55 especies que se encuentran
estrictamente en América del Norte. La mayoria de los miembros de la familia Rhamnaceae
gue nodulan crecen en matorrales o chaparrales.

La familia Rosaceae cuenta con 122 géneros y unas 3000 especies (Heywood, 1993)
pero tan solo 4 géneros son considerados actinorricicos. Tres de los cuatro (Cercocarpus,
Chamaebatia y Purshia) se los encuentra en Noroeste de América y el cuarto, Dryas, en la
region Circumboreal, pero se la ha encontrado nodulada solo en América del Norte.

La habilidad de ciertos arboles actinorricicos de formar nédulos fijadores de nitrdgeno
no esta restringida a las raices, existen arboles como Casuarina equisetifolia y C. glauca que
pueden formar nodulos en sus tallos y los exhiben por encima del suelo (Prin y col., 1991;
Valdés y Cruz-Cisneros, 1996). Estos nédulos aéreos se forman como raices adventicias del
tallo y son idénticos en estructura y morfologia a los subterraneos.

La presencia de este tipo de nédulo se favorece con una alta humedad en el ambiente.
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Figura 3. Discaria trinervis: algunas caracteristicas de la planta. (A) Estepa neuquina (cerca de
Bariloche). D. trinervis crece en las margenes de rios y arroyos de la etapa. (B) y (C) plantas
(arbustos) a orillas del rio Limay. (D) Set de plantas creciendo en el invernaculo. (E) Plantulas de D.
trinervis creciendo en un pouche, donde se ven las raices y los nédulos. (F) Frutos maduros de D.

trinervis. (G) Semillas de D. trinervis.
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1.5 Infeccion y nodulacion

La interaccion entre el actinomicete Frankia y las plantas actinorricicas comienza en la
rizosfera de la planta hospedadora, donde los filamentos de Frankia colonizan la superficie
radicular y dispara cambios en las células de la planta, que a su vez, conducen la entrada
de Frankia y la colonizacion interna del nédulo radicular en desarrollo. Debido al origen
filogenético comdn de las plantas actinorricicas y las plantas noduladas por rizobios en
un mismo clado, Rosid (Soltis y col., 1995), se sugiere que el proceso de nodulacion es
conservado en sus principales caracteristicas entre ambas simbiosis. Ademas, Parasponia
(Ulmaceae) es el tnico género hospedador no leguminosa que es nodulado por un rizobio vy,
basandose en el analisis de secuencia de rbdL se demostré6 que esta filogenéticamente
mas cercana a las plantas actinorricicas que a las leguminosas (Swensen, 1996).

Una de las caracteristicas que comparten las simbiosis en leguminosas y en
actinorrizas es que en ambos grupos se encuentran desarrollados los dos mecanismos de
infeccion conocidos. Uno de los mecanismos esta relacionado con la entrada del
microsimbionte a la raiz mediante una penetracion intracelular que se inicia en un pelo
radicular deformado, mientras que el otro mecanismo comienza con una colonizacién
intercelular del tejido radicular, sin deformacién en los pelos radiculares y no habiendo
penetracion intracelular hasta alcanzar el primordio de nédulo (Wall y Berry, 2008). En la
simbiosis actinorricicas, tres de las ocho familias hospedadoras son noduladas por el
mecanismo de infeccion via pelo radicular, mientras que las otras cinco familias utilizan el
mecanismo de colonizacion intercelular (Huss-Danell, 1997; Swensen y Mullin, 1997). No

hay descripcion crack entry en actinorrizas.
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Familia

Género

° de especies

Ecosistema o Suelo

Betulaceae

Alnus

47

Ripario, suelos himedos, bosques
templados, valles de montafas, suelos
circumpolares.

Casuarinaceae Allocasuarina 54 Dunas costeras, suelos muy pobres.
Casuarina 16 Bosques subtropicales, algunas especies en
ripario, chaparrales, dunas costeras.
Gymnostoma 18 Bosques secundarios, suelos volcéanicos,
suelos ultraméficos, ornamentales.
Ceuthostoma 2
Coriariaceae Coriaria Al menos 5
Datiscaceae Datisca 2 Bosques templados Y frios.
Eleagnaceae Eleagnus 38 Dunas costeras, campos deteriorados por la
agricultura.
Hippophaé 2 Dunas costeras, laderas de montafas,
acantilados, costas.
Shepherdia 2 Bosques templados.
Myricaceae Comptonia 1 Bosques abiertos y secos.
Myrica 28 La distribucion mas alta en el planeta
Rhamnaceae Adolphia Pendientes erosionadas, suelos muy
pobres, climas templados.
Ceanothus 31 Chaparrales de mediana a baja elevacion.
Colletia 4 Matorral.
Discaria 5 Matorral.
Kentrothamus 1 Matorral.
Retanilla 2 Matorral.
Talguenea 1 Matorral.
Trevoa 2 Matorral.
Rosaceae Cercocarpus 4 Bosques montafiosos perturbados, bosques
de regiones semi aridas.
Cowania 1 Chaparral.
Dryas 3 Tundra.
Prusia 2 Bosques de suelos semi aridos.

Tabla 1. Especies actinorricicas y su distribucion natural en los ecosistemas. Adaptado de (Valdés, 2008).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



*Deformacion de I *No hay deformacion
pelos radiculares de pelos radiculares

fl
e

*Invasioén intercelular
de laraiz

*Infeccion

*Division de células
rtical
corticales O *Desarrollo del

primordio de nédulo
*Desarrollo del
primordio de nddulo

*Infeccioén intracelular
del primordio de
nodulo

*Formacién del prenddulo

) *No6dulo maduro
*Nodulo maduro

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Figura 4. Mecanismos de infeccion. (A) esquema del avance de la infeccién via pelo radicular
deformado. (B) Esquema del avance de infeccién que comienza con colonizaciéon intercelular.

La existencia de especificidad y reconocimiento simbiético para la nodulacién entre
cepas de Frankia y un taxén de hospedador en particular, fue demostrado a lo largo de la
historia del estudio de la simbiosis a través de experimentos de inoculacién cruzada (Torrey,
1990; Wall y Berry, 2008). Cuando se compara la filogenia de especies de Frankia, en
combinacién con la tipificacion genética de cepas de Frankia de nédulos obtenidos en el
campo, se pueden encontrar grupos de rango de hospedadores que combinan las diferentes
clases de especies de plantas (Benson y col., 1996; Jeong y col., 1999; Normand y col.,
1996). Esta especificidad de grupos fue corroborada por comparaciones filogenéticas de los
hospedadores (Benson y Clawson, 2000; Jeong y col., 1999; Soltis y col., 1995).

Previo a la colonizacion radicular, el proceso infectivo necesariamente comenzaria con
un intercambio de sefiales en la rizésfera entre la planta y la bacteria que continuaria
durante el proceso de infeccién y el desarrollo del nddulo, determinando compatibilidad a
diferentes niveles de interaccién (Wall y Berry, 2008). Es muy probable que ocurran
intercambios de sefiales que disparen sus respectivos mecanismos de transduccién antes
de que ambos participes de la simbiosis entren en contacto fisico. Estos eventos tempranos
de sefializacién han sido ampliamente caracterizados en la simbiosis entre rizobios y
leguminosas (Spaink, 2000) sin embargo es relativamente poco lo que se avanz6 en este

tipo de conocimientos en la simbiosis actinorricicas.

1.5.1 Interacciones tempranas

Como resultado de la evolucion hoy observamos mecanismos moleculares muy
delicados y precisos para el reconocimiento entre los simbiontes. En la simbiosis entre
rizobios y leguminosas este preciso ensamble se produce a través del producto de los
genes de nodulacion de los rizobios (genes nod), llamados Factores od
(lipoquitinooligosacaridos), que disparan una serie de respuestas en la planta hospedadora
como son la deformacion de los pelos radiculares y la secrecién de flavonoides que
magnifican la expresién de los genes nod (Dénarié y col., 1996). La deformacién de pelos
radiculares se ha utilizado como ensayo biol6gico para detectar una posible sefal de

Frankia involucrada en el reconocimiento debido a la carencia de un sistema reportero
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genético molecular en Frankia. Existe un factor de deformacién de pelos radiculares llamado
Had (del inglés hair deformation), producido por Frankia en cultivos puros. En algunas cepas
el nivel de produccion de Had es independiente de que la bacteria sea incubada o no con
raices o con exudados de raices (Cérémonie y col., 1999; Van Ghelue y col., 1997). A
diferencia de los Factores Nod que producen los rizobios, el Factor Had no es anfipatico y
no es sensible a quitinasa, pero, mediante GC-MS (Espectrometria de masas —
cromatografia de gases) de diferentes fracciones se detecté N-acetil- glucosamina, molécula
que forma parte del Factor Nod, de manera que queda abierta la posibilidad de que exista
un factor de Frankia que esté relacionado a los Factores Nod. Ademas, aunque la
deformacién de pelos radiculares por Factores Had fue inhibida con la presencia de nitrato y
amonio, como ocurre en la simbiosis de leguminosas (Heidstra y col., 1994), no se observé
division celular en las células de la corteza, sugiriendo que los factores de Frankia no son
funcionalmente comparables a los producidos por rizobios en el proceso de nodulacion
(Cérémonie y col., 1999).

Por el lado de la planta, los flavonoides estan involucrados en la induccion de genes
microbianos en numerosas simbiosis planta — bacteria, incluyendo la simbiosis entre rizobios
y leguminosas (Phillips, 2000), la germinacion de esporas y el desarrollo de hifas en
micorriza arbuscular (Tsai y Phillips, 1991). Los flavonoides estarian involucrados en el
proceso de nodulacion de las plantas actinorricicas, dado que el agregado exégeno de estas
sustancias pueden estimular o inhibir la nodulacién (Benoit y Berry, 1997). Ademas, la
preincubacion de Frankia en Kaempferol, molécula que fue identificada en exudados de
raices de Alnus, produjo una inhibiciébn de la nodulacién en esta misma planta; y, la
exposicion de las raices de Alnus a la luz, fendmeno que produce una inhibicién de la
nodulacién, se correlacion6 con un incremento de 70 veces en la concentracion de
Kaempferol (Hughes y col., 1999). Los dos ejemplos mencionados sugieren que los
flavonoides en los exudados radiculares participan positiva y negativamente controlando las
interacciones tempranas en la simbiosis actinorricicas, sin embargo, ain deben ser
determinadas las identidades de los compuestos. Resulta muy sugestivo e interesante de
mencionar que se ha encontrado en el genoma de Frankia las rutas metabdlicas de
produccién de flavonoides. Otro ejemplo de interacciones tempranas en la simbiosis
actinorricicas fue sugerido a partir de la preincubacién de la cepa ACN14a de Frankia con
exudados radiculares de su hospedador natural, Alnus glutinosa, quienes indujeron una

modificacién en el patron de expresion de proteinas. La secuencia N-terminal de las
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proteinas que mas se estimularon con los exudados radiculares mostraron una alta similitud

con proteinas relacionadas con estrés (Hammad y col., 2001).

1.5.2 Colonizacién de laraiz

La acumulacion de bacterias en la rizésfera de una planta puede generar cambios en
la expresién genética de la bacteria dependiendo de la densidad poblacional a través de la
detecciéon de quérum. Este novedoso paradigma de sefalizacién bacteriano es esencial
para la colonizaciéon rizosférica en diferentes interacciones planta — bacteria, ya sean
patogénicas o simbioticas (Kuiper y col., 2001; Miller y Bassler, 2001). Los patrones de
expresion genética dependiente de quérum han sido caracterizados en la simbiosis de las
plantas leguminosa mostrando influencia con las sefiales de nodulacion. Los genes rhi de
Rhizobium leguminosarum biovar viciae son expresados en la rizésfera y pueden jugar un
papel importante en la interaccion con las leguminosas. El operén rhiABC es regulado por
RhiR bajo un mecanismo dependiente de la densidad celular que involucra a homélogos de
Luxl y LuxR (Rodelas y col., 1999). Ademas, en plantas de soja la expresién de genes nod
es atenuada a altas densidades celulares de Bradyrhizobium, y esta represién basada en
deteccién de quérum esta mediada por el gen regulatorio nwsB, que al ser mutado da una
ventaja adaptativa en la nodulacién respecto a la cepa salvaje (Loh y col., 2002).

Otro ejemplo que demuestra la relevancia de este tipo de sefializacion surge después
de que se demostré mediante analisis proteémico que las raices de las plantas leguminosas
son capaces de diferenciar sefiales del tipo de las acil homoserin lactonas (AHLS)
provenientes de rizobios de aquellas otras que son producidas por bacterias patdégenas
(Mathesius y col., 2003).

Estos ejemplos muestran que hay interaccion por deteccion de quérum a diferentes
niveles y con impacto, tanto negativo como positivo para la nodulacion en la etapa de
colonizacién de la rizésfera de plantas leguminosas. Si bien para la simbiosis actinorricicas
no se han publicado trabajos donde se describa con detalle el proceso de colonizacion, es
posible imaginar que también utilicen un sistema de deteccion dequérum del tipo del que se

describié aqui para los rizobios, donde la molécula censada es un derivado de la AHL.

1.5.3 Fijacion biolégica de nitrégeno
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A pesar de que el aire tiene un 80 % de Ny, el crecimiento vegetal se encuentra muy
frecuentemente limitado por la disponibilidad de nitrégeno. Esta aparente paradoja se
explica por la alta estabilidad de la molécula de di nitrégeno y la incapacidad que tienen las
plantas para metabolizar este gas. No obstante, la molécula de nitrdgeno gaseoso puede
ser escindida y combinada con otras especies quimicas en procesos que requieren grandes
aportes de energia. Estos procesos pueden ser realizados biolégicamente o industrialmente.
Entre todos los organismos vivos, solo ciertos microorganismos procariéticos evolucionaron
hasta adquirir la capacidad metabdlica indispensable para la fijacion de di nitrégeno, siendo
el complejo nitrogenasa el principal responsable para que se lleve a cabo la reaccién. La

ecuacion para esta reaccion es:

N, + 8¢  + 16ATP + 10H"— 2NH," + H, +16P; +16ADP

La fijacién biolégica de di nitrégeno se encuentra restringida a ciertos géneros de
bacterias entre los cuales podemos mencionar Rhizobium, Bradirhizobium, Azotobacter,
Azospirillum, Cyanobacterium, Anabaena, Derxia, Paenebacillus, Beijerinckia, 3ostoc y
Frankia (Halbleib y Ludden, 2000). Recientemente se han encontrado otros actinomicetes
no simbidticos con la capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico asociados a las raices y
nédulos de plantas actinorricicas, pertenecientes a la familia Thermomonosporaceae y
Micromonosporaceae (Gtari et al, 2004; Valdés et al, 2005; Truijillo et al, 2006).

La enzima o complejo nitrogenasa es la encargada de llevar a cabo la reaccion que
transforma el N, gaseoso en amonio, este proceso requiere al menos de 16 moléculas de
ATP por cada molécula reducida, lo cual implica una actividad respiratoria alta para
mantener la tasa de fijaciéon y por tanto una demanda alta de oxigeno. Dependiendo del
organismo el complejo puede estar compuesto por una o dos subunidades que contienen Fe
y una o dos subunidades que contienen Fe y Mo. La nitrogenasa de Frankia es, como en los
otros microorganismos, altamente sensible al O, y es activa solo en ambientes libre de este
gas. La sensibilidad al O, es crucial en muchos aspectos de la ecologia y fisiologia de todos
los organismos que sintetizan nitrogenasa y muchos de los estados simbidticos y nichos
ecolégicos de los microbios que expresan esta enzima estan determinados por la
sensibilidad al O,. Para los microorganismos anaerobicos el problema esta resuelto, pero
para el resto que necesita al O, para producir energia, la separacion de la nitrogenasa de la

respiracion resulta un dilema fisiol6gicamente fascinante. El dilema se centra sobre la
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necesidad de proveer un flujo importante de O, para generar la energia demandada por la
nitrogenasa y proteger a la nitrogenasa de la desnaturalizacidon que pueda causar el O; libre.
Unas cuantas estrategias para resolver el dilema del O, han sido descritas y van desde la
evasion total (estrategia anaerdbica) hasta la de coexistir con el gas (estrategia de
balancear la sintesis de nitrogenasa con inactivacion) (Silvester y col., 2008). Sin embargo,
la gran mayoria de los organismos, ya sea en simbiosis o en vida libre, adoptan una
estrategia intermedia y cuentan con barreras para mantener el sitio de la nitrogenasa libre
de O,. En el caso de Frankia y otras pocas bacterias la estrategia mas difundida se basa en
mantener mediante su propia fisiologia la adecuada barrera de difusion de O,, produciendo
células especializadas, llamadas vesiculas, con un espesor en la pared que proveé la
resistencia requerida para sostener la actividad de la nitrogenasa a pO, atmosférica.

Los nédulos actinorricicos tienen dos posibles mecanismos para controlar al O, uno al
nivel de la vesicula y el otro al nivel de la estructura y la fisiologia del ndédulo.

El rol de la hemoglobina en las células de Frankia es aun un gran misterio ya que no
parece ser una herramienta de proteccién fundamental contra el O,. Sin embargo, la
hemoglobina que produce el hospedador puede ser determinante en algunos sistemas como

por ejemplo en Myrica y Casuarina (Silvester y col., 2008).

1.6 Ecologia de las plantas actinorricicas

Debido a su capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico, las plantas actinorricicas juegan
un papel muy importante dentro de los ecosistemas naturales y son ampliamente utilizadas
para recuperar suelos, como cortinas de viento, en agroforestacién y horticultura. Dixon y
Wheler (1986) estimaron que la contribucién de plantas actinorricicas a la fijacién biolégica
global puede alcanzar al 25 % del total. Las velocidades de fijacion de nitrégeno estimadas
para plantas actinorricicas son comparables a la de las leguminosas (Dawson, 2008). Las
plantas actinorricicas tienen importancia econémica como productoras de madera, de lefia,
y son importantes para la recuperacion de terrenos. Si bien no se conocen usos agricolas de
estas plantas, los frutos de algunas de ellas son de consumo humano como es el mirto de
mar recolectado de Hippophae rhamnoide, cuyos frutos son ricos en vitamina C, carotenos,
y acidos grasos (linoleico y linolénico). Ademas, la presencia de plantas actinorricicas
provoca incrementos en la productividad de muchas comunidades vegetales vecinas,

mediante la incorporacion de nitrégeno al suelo a través de la hojarasca que se acumula en
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el mismo y del desarrollo de su sistema radicular, incorporando materia organica con
nitrégeno al suelo. En Argentina se pueden encontrar diferentes géneros actinorricicas
nativos tales como: Discaria, Colletia, Kentrothamnus, Trevoa, y Alnus. También existen
géneros introducidos como Casuarina y Elaeagnus. Todos ellos presentan nédulos radicales
(Tortosa y Medan, 1983; Tortosa y Medan, 1989).

1.7 Objetivo del trabajo

El objetivo general de este trabajo ha sido estudiar las interacciones tempranas que se
producen en la rizosfera de las plantas actinorricicas entre las raices de éstas y los
actinomicetes del género Frankia. Como modelo de estudio se utilizaron dos plantas,
Discaria trinervis y Alnus acuminata. Se eligieron éstas dos especies por el hecho de ser
nativas de este pais, por presentar diferente via de infeccion y porque habia una gran
experticia de su manipulacion en el laboratorio donde se realizaron los trabajos de esta

tesis. Los objetivos y enfoques particulares de este trabajo fueron:

1. Estudiar la relacién entre la concentracién del inéculo y el desarrollo de la
nodulacién.

2. Buscar respuestas de la planta que pongan en evidencia la actividad biol6gica del
in6culo y estudiar su implicancia de acuerdo a la via de infeccion que presente la
planta.

3. Estudiar la posibilidad de una complementacion fisiolégica para la nodulacién
utilizando sistemas heterélogos y barreras fisicas que impidan el contacto entre
sistemas compatibles, y andlisis de posibles coinfecciones.

4. Investigar los factores difusibles bacterianos y medir su implicancia en la
nodulacion.

5. Intentar caracterizar quimicamente los factores difusibles de Frankia.

6. Investigar la posibilidad de que en el proceso infectivo de Frankia intervenga un

sistema de deteccién de quérum.
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Capitulo 2

“Analisis de las cinéticas de nodulacion en la simbiosis Frankia — Discaria trinervis y

estudio de factores involucrados en el desarrollo de la nodulacién”

2.1 Introduccioén

Los nédulos fijadores de nitrégeno inducidos por Frankia en raices de Discaria trinervis
son un ejemplo de simbiosis actinorricicas con mecanismo de infeccion via colonizacion
intercelular de raices jovenes (Valverde y Wall, 1999b; Wall y Berry, 2008) que no implica
deformacién de pelos radiculares durante las etapa de reconocimiento e infeccién en el que
se reconocen fenémenos de reconocimiento y especificidad simbiotica. Este mecanismo
difiere claramente de la via de infeccién intracelular a través de pelos radiculares (Wall y
Berry, 2008).

Los factores difusibles (FD) de sefalizacion involucrados en las interacciones
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tempranas de las plantas actinorricicas han sido estudiados en sistemas simbioticos que
requieren deformacion de pelos radiculares para la infeccion (Cérémonie y col., 1999; Van
Ghelue y col., 1997) pero no existen estudios en simbiosis con infeccién intercelular como
Discaria. Los resultados que se obtuvieron en experimentos realizados en Alnus, sugieren
gue los factores de deformacion de pelos radiculares de Frankia no serian los factores que
expresan reconocimiento simbiotico como lo hacen los lipoquitinoligosacaridos producidos
por rizobios en respuesta a las sefiales que producen las raices de las leguminosas en la
simbiosis que establecen con rizobios. Ademas, factores de naturaleza similar a los
flavonoides producidos por las leguminosas han sido detectados en el proceso de
nodulacion de Alnus rubra donde se vio que pueden actuar tanto inhibiendo como
estimulando la nodulacion (Benoit, 1997). De todas maneras, no esta claro a partir de estos
experimentos, si los efectos observados son consecuencia de una interaccion planta —
bacteria o una interaccién planta — planta mediada por flavonoides o sustancias
relacionadas. Incluso no se sabe si Frankia produce flavonoides en la rizésfera.

La infeccién y el desarrollo del nédulo en la raiz de las plantas actinorricicas presenta
un fenémeno de dosis — respuesta que tiende a la saturacién a altas dosis de inéculo
bacteriano. Este fendbmeno se observé tanto en el caso de las plantas de Alnus incana
infectadas a través de pelos radiculares (Wall y Huss-Danell, 1997), como en el caso de las
plantas de Discaria trinervis donde las raices son invadidas intercelularmente por la bacteria
(Valverde y Wall, 1999b). Estos antecedentes sugieren que la induccién de la respuesta de
la planta depende de la concentracion de posibles factores producidos por la bacteria y por
ende de la afinidad del receptor correspondiente que se expresa en la planta, como ocurre
en una interaccion bioquimica entre moléculas, tipo interaccién enzima — sustrato.

De un modo similar a lo que ocurre en la simbiosis fijadora de nitrégeno de las plantas
leguminosas, la nodulacion de las plantas actinorricicas estd sujeta a controles que
involucran diferentes mecanismos como son: autorregulacién (Valverde y Wall, 1999a; Wall
y Huss-Danell, 1997), retroinhibicién por N (Valverde y col., 2000; Wall y col., 2003) y
estimulacion por niveles de P en tejidos vegetales (Valverde y col., 2002). Estos factores
inhibitorios pueden ser organizados en un modelo de regulaciébn de la simbiosis
actinorricicas independientemente de la via de infeccién que utilice la planta (Wall, 2000).
Teniendo en cuenta estos mecanismos de regulacién es posible interpretar el nivel de
nodulacion final y la distribucién de nédulos en la raiz en una determinada condicion
experimental (Valverde y Wall, 1999a). No se conoce hasta el presente nada acerca de la

naturaleza de la/las molécula/s involucradas en estos fendmenos de regulacion de la
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nodulacion en plantas actinorricicas y no es muy claro aun la naturaleza de dichas sefiales
en la simbiosis de leguminosas.

El numero de nédulos que se desarrollan por planta puede ser estudiado usando un
método que permite seguir la nodulacién en la raiz intacta a lo largo del tiempo en el
transcurso del experimento. De esta manera, diferentes parametros de nodulacion pueden
ser definidos y consecuentemente cuantificados en diferentes condiciones experimentales.
Algunos ejemplos de estos parametros han sido presentados como indicadores de
especificidad a nivel de género dentro de un grupo de inoculacién cruzada de plantas
actinorricicas (Nesme y col.,, 1985) o a nivel de especies, sugiriendo un grado de
reconocimiento intra género (Chaia y col., 2006).

Para estudiar la especificidad simbidtica en leguminosas a nivel de colonizacidn
radicular se han realizado ensayos de competicibn con bacterias compatibles y no
compatibles (Caetano Anollés y Favelukes, 1986). Esta idea fue adaptada aqui para
estudiar la simbiosis actinorricicas analizando la modificacion de los parametros de
nodulacion en Discaria trinervis después de coinocular con concentraciones crecientes de
distintas bacterias no infectivas junto con la cepa de Frankia infectiva a una concentracion

limitante (no saturante) o modificando la concentracion del factor producido por la planta.
2.1 Materiales y métodos
Crecimiento de las plantas

Las semillas de Discaria trinervis (Hooker et Arnot) Reiche fueron gentilmente cedidas
por Eugenia Chaia (Universidad Nacional de Comahue, Argentina). Las semillas fueron
extraidas de frutos maduros (Introduccién, Figuras 2 F y 2 G) recolectados en Pampa de
Huenuleo (41° 10° S, 71° 12" O, Bariloche, Rio Negro, Argentina) y mantenidas a -20 °C.
Previo a la germinacion, las semillas fueron esterilizadas superficialmente y escarificadas (3
minutos de inmersion en H,SO, 96 %), luego se lavaron con solucién Evans estéril (27.88
mg I K,S0,; 49.28 mg I MgSO, 7H20; 2.3 mg I'* KH,PO,; 14.5 mg I K,HPO,; 10.33 mg I
! cas0,; 7.35 mg I'* CaCl, 2H,0; 0.66 mg I FeNaEDTA; 0.143 mg I H3;BOs; 0.0773 mg I
MnSO,4 H,0; 0.0022 mg I'* ZnSO, 7H,0; 0.0079 mgl™* CuSO, 5H,0; 0.005 mg I"* Na,MoO,
2H,0 and 0.0141 mg I'* CoSO, 7H,0) diluida al décimo (E 1/10). La germinacion fue llevada
a cabo en cajas de Petri con perlita esteril. Doce dias después de la germinacion, las

plantulas fueron transferidas a pouches (Mega Internacional, Minneapolis, MN). El pouche o
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bolsa germinadora, es un dispositivo para crecer plantulas que permite ver la raiz a lo largo
del experimento (Introduccién, Figura 2 E) sin dafiar las raices, y esta formado por un papel
absorbente (de 15 x 16 cm) dentro de un sobre de plastico transparente en tres de sus
lados. Cuatro plantulas seleccionadas al azar fueron colocadas en cada pouche con 10 ml
de solucion nutritiva libre de nitrégeno (E 1/10). La germinacion y el posterior crecimiento de
las plantulas se llevo a cabo en el invernaculo de la Universidad Nacional de Quilmas (34° 7°
S, 58° 3" O) con luz artificial adicional (400 W, K048, OSRAM, Osasco, Brasil) y un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad, el rango de temperatura se mantuvo entre
18 y 26 °C y la humedad relativa entre un 40 y un 90 %.

Cultivo de bacterias y preparacion del indculo

La cepa BCU110501 de Frankia (Figura 1) fue aislada a partir de nédulos de Discaria
trinervis y es infectiva (Nod") y efectiva (Fix") en plantas de D. trinervis (Chaia, 1998). La
cepa Arl3 de Frankia (K Huss-Danell, Umed, Suecia) fue aislada originalmente en cultivo
puro a partir de nédulos de Alnus rubra (Berry y Torrey, 1979). El aislamiento Cpll (K Huss-
Danell, Umed, Suecia) se realizd6 a partir de nédulos de Comptonia peregrina (L) Coult
(Torrey y Callaham, 1982). La cepa Cj82 (J Dawson, Chicago, IL, Estados Unidos) fue
aislada de nddulos de Casuarina japonicum. Todas las cepas de Frankia fueron crecidas por
6 semanas a 28 °‘C en cultivo estatico con medio de cultivo minimo BAP (Murry y col., 1984).
El medio de cultivo para las cepas BCU110501, Cpll y Cj82 fue suplementado con glucosa
0.055 M, mientras que el medio en que se cultivd la cepa Arl3 fue suplementado con
propionato de sodio 0.005 M como fuente de carbono. La cepa A(3)2 de Streptomyces
coelicolor (Gernot Vobis, Bariloche, Argentina) fue crecida en 40 ml de medio BAP
suplementado con glucosa 0.055 M por 96 horas a 28 °C. Los aislamientos Bacillus
thuringiensis (L Del Federico, UNQ, Argentina), Bacillus subtilis (L Del Federico, UNQ,
Argentina), Pseudomonas putida GR12-2 (Glick y col., 1997) y Azospirillum brasilense Cd
pRKLACC (Holguin y Glick, 2001) fueron crecidos en 10 ml de caldo nutritivo por 72 horas a
28 °C.

Para la preparacion del inéculo, las células de Frankia y Streptomyces fueron lavadas
con E 1/10, resuspendidas en 5-8 ml de E 1/10 y homogenizado por pasaje a través de
jeringas y agujas (21G), 5 veces. La cantidad de biomasa en la suspension fue estimada por
volumen celular empaquetado (pcv, por packed cell volume) después de una centrifugacion

durante 5 minutos a 1100 g (Nittayajarn y Baker, 1989). Las otras bacterias fueron crecidas
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por 15 horas a 28 °C y 120 rpm, luego lavadas 2 veces y resuspendidas en 10 ml de E 1/10.
La cantidad de células de estas bacterias no filamentosas fue estimada por conteo de

unidades formadoras de colonia (ufc) en placas.

A D. trinervis

Figura 1. (A) Cultivo de Frankia BCU110501 en medio BAP suplementado con glucosa. (B)
Plantas de D. trinervis distribuidas en tres tratamientos de 5 pouches cada uno. (C) Cada
tratamiento se coloca dentro de una bolsa pléastica en la cual se vierte la solucion de riego.

Inoculacién de las plantas

En el momento de realizar la inoculacién, 20 plantulas de Discaria trinervis fueron
distribuidas en 5 pouches colocando 4 plantas por pouche y separadas aleatoriamente.
Todos los pouches que correspondieron al mismo tratamiento se ubicaron juntos dentro de
una bolsa de plastico (Figuras 1 B y 1 C). Se realizé la dilucién apropiada para cada
suspension bacteriana en E 1/10 y con 200 ul de la suspensién se inoculd sobre la raiz,
descargando el volumen con micropipeta desde la punta de la raiz hasta la base del tallo.

Con el objetivo de estudiar el efecto dosis respuesta en D. trinervis, diferentes dosis de
Frankia BCU110501 fueron usadas como in6culo: 0.01, 0.1, 1, 5y 20 pl pcv por raiz.

También se estudié el efecto de coinocular Frankia BCU110501 junto a bacterias no
compatibles (no infectivas) con diferentes caracteristicas. En todos los casos, ambas
bacterias fueron mezcladas en el mismo frasco y 200 pl del inéculo combinado fue utilizado
para inocular las plantas de D. trinervis como se explicO mas arriba. Se realizaron los
siguientes ensayos de coinoculacion: (1) Frankia BCU110501 (0.01 pl pev raiz-Y) junto con
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Frankia Arl3 en diferentes dosis (0.1, 1, 5y 20 pl pev raiz-* y 0 pl pev raiz-* para el
tratamiento control); (2) Frankia BCU110501 (0.01 pl pcv raiz-') junto con Frankia Cpll en
diferentes dosis (1 y 10 pl pcv raiz-* y O pl pev raiz-* para el tratamiento control); (3) Frankia
BCU110501 (0.01 pl pev raiz-*) junto con Frankia Cj82 (10 pl pev raiz-* y 0 pl pev raiz-! para
el tratamiento control); (4) Frankia BCU110501 (0.01 pl pcv raiz-) junto con Streptomyces
coelicolor A(3)2 M145 en diferentes dosis (0.1, 1, y 4 pl pcv raiz-* y 0 pl pev raiz-' para el
tratamiento control); (5) Frankia BCU110501 (0.01 pl pcv raiz-) junto con A. brasilense Cd
pRKLACC en diferentes dosis (1x10° y 1x10° ufc raiz-' y 0 ufc raiz-! para el tratamiento
control); (6) Frankia BCU110501 (0.01 ul pcv raiz-') junto con P. putida GR12-2 en
diferentes dosis (1x10™ y 1x10’ ufc raiz-* y O ufc raiz-' para el tratamiento control); (7)
Frankia BCU110501 (0.01 pl pev raiz-*) junto con B. thuringensis en diferentes dosis (2x10°
y 2x10° ufc raiz-'y 0 ufc raiz-! para el tratamiento control); y (8) Frankia BCU110501 (0.01 p
pcv raiz-Y) junto con B. subtilis en diferentes dosis (5x10° y 5x10° ufc raiz- y 0 ufc raiz-*
para el tratamiento control).

Finalmente, con el objetivo de observar que efectos pueden tener los factores de la
planta D. trinervis en la simbiosis, se realizé un ensayo en el que la variable fue el nimero
de plantas por pouche: 4, 8 o 12 plantas fueron colocadas en cada pouche y como cada
pouche tenia 4 orificios para plantas, dependiendo el tratamiento, por cada orificio se
pasaron 1, 2 o 3 plantulas. Al comienzo del experimento todos los tratamientos fueron
regados con 12 ml de E 1/10 y en lo sucesivo se siguié adicionando la misma solucién de
riego cuando fue necesario. En todos los tratamientos, las plantas se inocularon
descargando 200 ml de in6culo Frankia BCU110501 (0.05 pl pcv mi-1) sobre las raices que
se encontraban en cada uno de los cuatro orificios destinados a plantas. De esta manera, la
concentracion total de Frankia BCU110501 por pouche fue la misma en todos los
tratamientos, independientemente del nimero de plantas por pouches. Asi, la concentracion
de exudados radiculares fue necesariamente diferente de acuerdo al nimero de plantas por

pouche y consecuentemente fue esta la variable del experimento.
Registro de la nodulacion

Al momento de la inoculacién, la posicion de cada punta radicular (RT de Root Tip) fue
marcada con una fibra indeleble en la superficie plastica del pouche (Valverde y Wall,
1999b). Las raices de D. trinervis se observaron cada 2-3 dias con el objetivo de registrar y

contar a simple vista los nddulos que se desarrollan. La posicion de los nédulos a lo largo de
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la raiz se registraron sobre el plastico del pouche con una fibra resistente al agua y la
distancia (en mm) de cada nédulo a la marca de referencia RT (posicion cero) fue medida.
La frecuencia de ndédulos se agrup6 cada 5 mm a lo largo de la raiz y se grafico el perfil de
nodulacion para cada tratamiento. Las posiciones por encima de la marca RT se
consideraron como valores positivos (+) y los que se encuentran por debajo de la marca se

consideraron como valores (-) (Valverde y Wall, 1999b).

Analisis estadistico

La significancia entre los valores obtenidos para los parametros de nodulacién de los
diferentes tratamientos respecto a los controles apropiados fue obtenida con el test de

Student’s para datos no apareados con el programa SIGMA PLOT (version 8).

2.3 RESULTADOS

Andlisis de la nodulacion

Al observar la apariciéon de los nédulos para una planta y analizarla en funcién del
tiempo, aparece un patron regular que se muestra en la Figura 2 A. A partir del analisis de la
grafica se definieron diferentes parametros:; (1) t, es el tiempo que transcurre desde el
momento de la inoculacién hasta que aparece el primer nédulo; (2) vy es la velocidad de
nodulacion inicial; (3) vk es una segunda velocidad de nodulacién que no siempre aparece;
(4) tr es el tiempo que transcurre desde la inoculacion hasta que comienza vg; (5) tF es el
tiempo final después del cual no aparecen nuevos ndédulos; (6) tnop €s el tiempo total de
nodulacion, te-to; vy (7) el nidmero de ndédulos por planta. Los pardmetros se pueden
determinar para cada planta individualmente (Figura 2B) y luego el promedio y el error para
cada tratamiento puede ser comparado con los controles. Estos datos dan informacion
adicional a la estimacion que surge después del andlisis del grafico que muestra el promedio
del nimero de nédulos por planta en funcion del tiempo (Figura 2 C). En este gréafico (Figura
2 C) cada punto representa el promedio de nimero de nédulos por planta a determinado
tiempo considerando el nimero total de plantas del tratamiento. Esta grafica (Figura 2 C) es
menos precisa para estimar los parametros de nodulaciéon definidos més arriba en esta
seccion (to, Vo, tnop, €tc), por ejemplo, la determinacion del ty a partir de este grafico se

obtiene a partir de la primera planta del tratamiento que presenta un nédulo visible, mientras
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el ty de las demas plantas no son tenidos en cuenta para dicha estimacion.

Figura 2. Analisis de la cinética de nodulacién. (A) Gréfico esquematico de la cinética de
nodulacion que muestra los parametros analizados para plantas individuales: to es el tiempo
necesario para la aparicion del primer nodulo, vo es la velocidad inicial de nodulacién, vk es la
velocidad regulada de nodulacion, tr es el tiempo que tarda en aparecer el Ultimo nédulo y tnoo es el
tiempo total de nodulacion. (B) Grupo de curvas donde cada una corresponde a una planta de un
grupo de plantas provenientes del mismo tratamiento. (C) Grafico promedio donde cada punto
representa el promedio de nodulos registrados a una fecha dada teniendo en cuenta todas las
plantas del tratamiento.

Efectos de diferentes dosis de Frankia BCU110501 infectiva en Discaria trinervis

La nodulacion en las raices de D. trinervis mostré dependencia sobre la concentracion
de Frankia BCU110501 en el in6culo (Figura 3). Este efecto dosis — respuesta puede ser
facilmente visualizado como un incremento en el numero de nédulos por planta (Figura 3 A)
asi también como en el incremento de las diferentes velocidades de nodulacion que fueron
obtenidas de la pendiente inicial de la grafica individual para cada planta con las dosis de
indculo. Por otro lado, la distribucion de ndédulos a lo largo de la raiz, un fenotipo que
expresa autorregulacion de la nodulacién en la simbiosis (Valverde y Wall, 1999b), no
mostré una variacion coherente con el tratamiento, el porcentaje de nddulos por encima y
por debajo de la marca RT no fue diferente con respecto a la dosis del inéculo (Figura 3 C).

Los pardmetros de nodulacién fueron determinados por el analisis de la cinética de
cada planta en forma individual como se describié mas arriba en Materiales y Métodos, y los
valores medios de estos parametros fueron analizados y representados en funcion de la

dosis del inéculo (Figura 4).
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Figura 3. Nodulacion de Discaria trinervis inoculada con diferentes dosis de Frankia
BCU110501. (A) Cinéticas de nodulacion variando la dosis de indculo Frankia BCU110501: 0.01 (o),
0.1 (e), 1 (m),5(A)Yy 20 (V) I pcv (200 I)-1 de suspension bacteriana por planta. Los valores son el
promedio + SE para n =16-20 plantas. (B) El grafico pequefio insertado muestra lo mismo en escala
logaritmica decimal y la flecha apunta a la dosis de inéculo limitante al que se hace referencia en el
texto. (C) Perfil de distribucion de nédulos a lo largo de la raiz de D. trinervis. Diferentes dosis de
Frankia BCU110501 expresadas como microlitros de Frankia pcv por raiz se encuentran indicadas a
la derecha de cada grafica. La linea gris muestra la posicion de la marca RT al momento de la
inoculacion. Los valores en porcentaje de nodulos por encima y por debajo de la marca RT son
mostrados dentro del grafico a la izquierda y a la derecha respectivamente. Para realizar estos
gréficos de perfiles de nodulaciéon se midié la posicion de los nddulos de entre 16 y 20 plantas 79 dias
después de la inoculacioén. El crecimiento de la raiz se representa de izquierda a derecha.
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El incremento en la dosis de in6culo de Frankia BCU110501 redujo tg, el tiempo que
transcurre desde la inoculacién hasta la aparicion del primer nédulo (Figura 4 A), incrementé
v0O (Figura 4 B), increment6 el nimero de plantas con una segunda velocidad de nodulacion
reducida (Figura 4 C), incrementd tyop, €l tiempo total durante el cual aparecen nuevos
nédulos (Figura 4 D) y también increment6 el nUmero total de nédulos por planta al final del
experimento, cuando se cosecharon las plantas (Figura 3 A). Este experimento fue repetido
en un total de 3 veces en forma independiente y en distintas épocas del afio. El andlisis de
los datos de los diferentes experimentos dio resultados similares y aqui se muestra el grupo

de datos mas completo.
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Figura 4. Parametros de nodulacidon en Discaria trinervis inoculada con diferentes dosis de
Frankia BCU110501. (A) Tiempo que transcurre desde la inoculacién hasta la aparicion del primer
nodulo, t,. (B) Velocidad inicial de nodulacion, v,. (C) Porcentaje de plantas con velocidad de

nodulacion regulada, Vve. (D) Tiempo de nodulacién total, twoo. Los valores son el promedio + SE
para un n = 16-20 plantas.
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Efecto de diferentes dosis de exudados radiculares de Discaria trinervis

Con el objetivo de estudiar el efecto de otros factores en los ensayos de nodulacion, se
decidi6 trabajar a concentracion de in6culo Frankia BCU110501 limitante (valor indicado por
la flecha en la figura 3 B) y variar otros factores. Con esta premisa, se empez6 explorando el
efecto de los factores de la planta D. trinervis incrementando el nimero de plantas por
pouche. Ya que la cantidad de solucién mineral por pouche no fue modificada, la
concentracion de exudados radiculares fue variando entre tratamientos de acuerdo al
ndamero de plantas presentes en cada pouche. El incremento en la concentracion de
exudados radiculares redujo to, el tiempo que transcurre desde que se inocula la raiz hasta
que aparece el primer nddulo (Figura 5 C) y aparentemente se redujo tyop, €l tiempo total de
nodulacion (Figura 5 D). El perfil de nodulacion se modific6 como si el mecanismo de
inhibicion de la nodulacién por retro alimentacibn hubiese comenzado a actuar mas
temprano, desarrollandose grupos de nddulos en una extensién reducida de la raiz (Figura
5, B Tabla 1). Este efecto provocé una prematura finalizacion de la nodulacion y
consecuentemente el numero final de nédulos por planta se redujo (Figura 5 A). En este
ensayo no se observaron diferencias en otros parametros de nodulacion como v, la
velocidad inicial de nodulacién fue 0.60, 0.71, y 0.67 (niUmero de nddulos por planta por dia)

para 4, 8 y 12 plantas por pouche, respectivamente.

NUmero de plantas por pouche

4 8 12
Xi (mm) (promedio + SE) 8.22+279%° 1494 +161 14.21 + 1.63
X (mm) (promedio + SE)  -15.39 + 3.98"  -4.91 +2.25 -0.74 £1.78

Xi-X; (mm) (promedio + SE)  23.61 £3.39  19.85 + 2.02 12.23 +1.41°

Tabla 1. Analisis de la nodulacién a lo largo de la raiz. Xi es la posicion del nédulo que se
encuentra mas arriba a lo largo de la raiz. Xt es la posicion del dltimo nddulo en la raiz. Xi-Xi es la
longitud del grupo de nddulos en la raiz principal, esto es, la distancia entre el primer y el Ultimo
nodulo. aP < 0.05, para testt de datos no apareados (SIGMA PLOT 8.0) y diferencias
estadisticamente significativas entre 4 plantas comparados con 8 y 12 plantas por pouche. bP <
0.001, test-t de datos no apareados (SIGMA PLOT 8.0) y diferencias estadisticamente significativas
entre 12 plantas comparada con 4 y 8 plantas por pouche. Las posiciones estan en mm, los valores
son el promedio + SE.
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Figura 5. Nodulacion de Discaria trinervis con diferente cantidad de plantas por pouche.
(A) Cinética de nodulacion para 4 plantas por pouche (o), 8 plantas por pouche (m) y 12 plantas
por pouche (A). Todos los tratamientos fueron inoculados con 800 | de suspension bacteriana
por pouche distribuida en 4 dosis de 200 | que contenian 0.01 | pcv de Frankia BCU110501
sobre cada grupo de 1, 2 y 3 raices por ranura del pouche. (B) Perfil de distribucién de nodulos a
lo largo de la raiz de D. trinervis. El nimero de plantas por pouche esta indicado a la derecha
de cada grafica. La posicion de los nodulos con respecto a la marca RT se registr6 70 dias
después de la inoculacion. El perfil de nodulaciéon a lo largo de la raiz se obtuvo para cada
grupo de plantas como se describié en la seccion Materiales y métodos. El crecimiento de la raiz
se presenta de izquierda a derecha y la linea gris muestra la posicion de la marca RT al
momento de la inoculacién. Los valores expresados como porcentaje de nddulos por encima y
por debajo de la marca RT se muestran dentro de cada gréafico a la izquierda y a la derecha,
respectivamente. (C) Se expresa el cambio €n t, respecto a la dosis de plantas. (D) Se muestra
el cambio en el tiempo total de nodulacién (tvop) CcOn la dosis de exudados radiculares. Los
valores son el promedio + SE para un n = 24 — 48 plantas.

Efecto de coinocular Discaria trinervis con diferentes dosis de bacterias no
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infectivas

Cuando se coinoculé D. trinervis con una dosis limitante de Frankia
BCU110501 (indicado con la flecha en la Figura 3 B) junto con altas dosis de
bacterias no infectiva proveniente de distintos grupos de rizobacteria, se encontré
una estimulacion de la nodulacion respecto al tratamiento control inoculado solo
con Frankia BCU110501 unicamente cuando la bacteria coinoculada pertenecia al
género Frankia (Figura 6, Tabla 2, lineas 1-4). Cabe destacar que las cepas de
Frankia Arl3, Cpll y Cj82 no fueron capaces de inducir nédulos en D. trinervis
cuando se inocularon individualmente y en altas dosis. Por el contrario, cuando
distintas rizobacterias, ya sean Gram positivas 6 Gram negativas, se
coinocularon a altas dosis (por encima de 1x10” ufc por ml), no se observé ningin
efecto en la nodulacion de D. trinervis. No se encontré ningun efecto, ya sea de
estimulacion o de inhibicion de ninguno de los parametros de nodulacion (Tabla 2,
fila 5-13).

Se realizd un andlisis mas detallado después de la coinoculacion de Frankia
Arl3 en diferentes dosis junto con Frankia BCU110501 en una dosis limitante
(Figuras 6 Ay 6 C). FrankiaArl3 provocé una estimulacion de la nodulacién final de
Frankia BCU110501 en D. trinervis, siendo el principal efecto que se observé una
reducciéon en t,, el tiempo que transcurre desde la inoculacién hasta la aparicion
del primer nodulo (Figura 6 C) e incrementando tyop, €l tiempo total de nodulacion
(Figura 6 D). En estos ensayos no se encontrd efecto ya sea de estimulacion como
de inhibicion de la velocidad inicial de nodulaciéon [v,: 1.11, 1.31, 1.29, 1.11 y 1.17
(nimero de nédulos planta*dia®) para 0, 0.1, 1,5 y 20 de Arl3, respectivamente].
El perfil de nodulacion no se alter6 cuando la dosis de Arl3 incrementé en el
in6culolo (Figura 6 B), salvo para el valor mas alto de Arl3 de 20 ml pcv por planta.

Se observaron resultados similares con respecto al parametro tyo,, €l tiempo
total de nodulacion (Tabla 2) para la coinoculacion con otras cepas no infectivas

de Frankia como son las cepas Cpll y Cj82 (Tabla 2, linea 1-4).
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Figura 6. Nodulacion de Discaria trinervis coinoculada con Frankia BCU110501 y diferente
dosis de Frankia Arl3. (A) Cinética de nodulacién para 0 (o), 0.1 (e), 1 (m), 5 (A) y 10 (V) ml
pcv de Frankia Arl3 por planta; Frankia BCU110501 fue inoculada a 0.01 | pcv planta. Ambas
bacterias se mezclaron previo a la inoculacion en la concentracion final apropiada y cada raiz
fue inoculada con 200 | de esta suspension. (B) Perfil de nodulacion en las raices de D. trinervis
inoculadas con Frankia BCU110501 (0.01 | pcv planta) y diferentes dosis de Frankia Arl3,
indicadas como microlitros de pcv inoculadas por raiz a la derecha de cada grafico. La posicion
de los nédulos respecto a la marca RT fue registrada 35 dias después de la inoculacion. La
direccién de crecimiento de la raiz es de izquierda a derecha, la linea gris muestra la posicion
de la marca RT al momento de la inoculacion y los valores expresados en porcentaje de
nédulos por encima y por debajo de la marca RT son mostrados dentro del gréfico a la izquierda
y a la derecha, respectivamente. (C) t, tiempo que transcurre desde la inoculacion hasta la
aparicion del primer noédulo con la variacion de la dosis de Frankia Arl3. (D) twon, tiempo total de
nodulacion con respecto a la variacién en la dosis de Frankia Arl3. Los valores son promedios *
SE para un n = 17-20 plantas.
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Mimero Coinoculation N® Nodulos . planta™ t, Vo tuoo

1 Minguna {cantrol)’ 56 +07 X0+15 029+003 2402286
2 Frankis Cpi1" 10 pl 108+1.0° 235+21 044004 322228
3 Frankis Cpi1' 0.1 pl 106089 225+15 0402004 327227"
4 Frankis CJE2" 10 I 103+14° 211:21 0402007 366 :28°
5 Minguna (control)” 85108 202+09% 099011 150217
& Streplomyces eoelicolor A[3)2* 108210 183205 097010 1B4224
Fi ninguna {controly’ 7.7+1.0 252+21 023+003 330228
& Baciluz thuringensis™ 2:10° ufe por raiz 6.9+0.8 ZB0+25 030004 326:36
g Baciluz thuringensis® 2x10° ufe por raiz TO+11 Z85+14 026+004 336234
10 Azospirllum brasienss” 1:10° ute por ralz 102214 29126 034005 358233
11 Azospinllum brasiense” 1x10% ufc por raiz B3x0T 220+20 0224003 358146
12 Bacilus subtits® 5x10° ufc por raiz BO+1.0 A58+ 38" 0294005 340+40
13 Bacilus subfis” 52107 ufc por raiz BB+1T A4+41 0312005 346+47
14 Feeudomanas pulida’ 1:10™ ute por ralz B4+12 ZE3+25 0222003 363:+38
15 Peeudomanas pulids® 110" uic por raiz 51+08% 2B4+36 020+004 381:38

Tabla 2. Pardmetros de nodulacion de Discaria trinervis coinoculada con Frankia BCU110501 y
diferentes bacterias. Frankia BCU110501 fue inoculada con 0.01 ml pcv raiz' en todos los
casos. Las bacterias se mezclaron previo a la inoculacion en la concentracion final apropiada
(indicado en la columna) y cada raiz fue inoculada con 200 | de esta suspensién. Las filas 1y 5
son tratamientos control para los datos que se encuentran entre las filas 2-4 y 6-13,

respectivamente, y estd indicado con la misma letra “@a” 6 “b” en superindice. Diferencias
estadisticamente significantes de °P < 0.01 y °P < 0.05, testt no apareado (SIGMA PLOT
8.0) comparado con sus correspondientes tratamientos controles.

2.4 Discusién

En el progreso de nodulacién radicular de las plantas actinorricicas se espera que se
generen interacciones entre los simbiontes a través del intercambio de sefiales y su
interaccion fisica como lo es la colonizaciéon de la superficie radicular y los espacios
intercelulares. Estos eventos probablemente dependan de un estado fisiologico particular de
la bacteria regulado por la concentracion local de la bacteria, sin embargo hasta la fecha
esto sigue siendo una hipétesis en la simbiosis actinorricica. En la simbiosis entre rizobios y
leguminosas, las sefales producidas por la planta (flavonoides) activan la produccién de los
factores Nod de los rizobios (lipoquitinooligosacéridos), los cuales inducen cambios en la
expresion de la planta induciendo la infeccion y el desarrollo del nédulo (Mulder y col.,
2005). Este modelo de reconocimiento entre leguminosas y rizobios ha sido confirmado a
través de numerosos analisis genéticos en plantas y rizobios mutantes (Geurts y col., 2005).
A pesar de haber probado todas las técnicas disponibles, la comunidad cientifica no ha
logrado transformar Frankia y el modelo de reconocimiento que se conoce para leguminosas

y rizobios no ha sido aun descifrado para la simbiosis actinorricica (Wall y Berry, 2008; Wall,

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



2000). Ante la imposibilidad de obtener mutantes para la nodulacién, se plante6 la utilizacion
de herramientas alternativas para abordar el estudio de factores en la planta y en el
microsimbionte que participan y modulan el avance de la nodulacién. Un detallado analisis
de la cinética de nodulacion (Figura 2) revel6 diferentes factores con efecto dosis respuesta
relacionado a la nodulacion (Figuras 4,5 C,5D, 6 Cy 6 D).

Todos los parametros de nodulacion fueron modificados cuando la dosis de la cepa
infectiva Frankia BCU110501 fue variada (Figura 4). Debido a que la nodulacién es un
proceso en continuo desarrollo, cada etapa de este proceso puede ser considerada como
una consecuencia de la etapa previa. De este modo, el cambio en todos los parametros a
causa del incremento en la dosis de BCU110501 se puede interpretar facilmente como una
serie de modificaciones que surgen como consecuencia de la primera etapa limitante en el
proceso de nodulacidn. Alternativamente, muchas interacciones entre plantas y microbios
podrian ocurrir en paralelo.

El hecho de que cepas de Frankia no infectivas en D. trinervis (Tabla 2), y un género
de actinomicete como Streptomyces (Figura 6) puedan provocar algunos de los cambios
gue genera la cepa BCU110501 en ciertos parametros de nodulacién y no en todos, hace
suponer que hay mas de una etapa limitante en el comienzo de la nodulacion. Al mismo
tiempo, estos resultados sugieren la existencia de al menos mas de una sefial de origen
bacteriano involucrada en el proceso de nodulacién. Hay un reporte que menciona la
influencia positiva de una bacteria, que sin ser un actinomicete, favorece la nodulaciéon de
Alnus glutinosa incrementando la deformacion de pelos radiculares (Knowlton y col., 1980).
Por otro lado, en los ensayos que se realizaron con D. trinervis, no se observaron efectos
similares cuando en los ensayos se adicionaron bacterias rizosféricas (no actinomicetes)
(Tabla 2). La diferencia puede deberse a que Alnus glutinosa y Discaria trinervis presentan
diferente via de infeccién, o bien a que las cepas que se utilizaron para realizar los ensayos
no expresaron la actividad que observaron Knowlton y sus colaboradores (1980) en sus
experimentos con Alnus.

El to, tiempo que transcurre desde la inoculacion hasta la aparicién del primer nédulo,
no parece reflejar reconocimiento simbidtico debido a que puede ser modificado por factores
difusibles de cepas de Frankia no infectivas o de Streptomyces coelicolor (Tabla 2 y 3).
Ademas, esta etapa parece ser donde la naturaleza de actinomicete que posee Frankia es
expresada debido a que otras bacterias no actinomicetes no pudieron remplazar este efecto
(Tabla 2).
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La vy, velocidad inicial de nodulacion es una expresién de reconocimiento simbidtico
debido a que solo pudo ser modificada por Frankia BCU110501. Ninguna de las otras cepas
de Frankia, al igual que las otras bacterias ensayadas, pudieron modificar el pardmetro vy.
Estos resultados sugieren que la sefial de reconocimiento puede ser de origen bacteriano.

La variacién en la concentracién de los factores producidos por las raices de Discaria
trinervis hasta un factor de 3 (Figura 5) redujo el to, sugiriendo que estos factores estan
involucrados en una etapa muy temprana de la interaccién entre los simbiontes
condicionando el comienzo del proceso de nodulacion. Estos factores producidos por la
planta también modificaron el nUmero de nédulos por planta y la agrupacion de los nédulos
a lo largo de la raiz principal (Figura 5, Tabla 1), evidenciando la expresion del fenémeno de
autorregulacion. Estos resultados sugieren la existencia de una interaccion planta — bacteria
mediada por factores difusibles producidos por la planta. A partir de estos resultados no se
puede saber en forma concluyente si los efectos producidos por D. trinervis estan
relacionados a los efectos que produjeron los flavonoides sobre la nodulacion de Alnus
rubra (Benoit y Berry, 1997) o si son efectos sobre la Frankia que luego se expresan en la
simbiosis. La autorregulacion de la nodulacion (Valverde y Wall, 1999a; Wall y Huss-Danell,
1997) puede ser considerada como una respuesta de defensa de la planta a adaptada a
controlar a las infecciones, lo que implica la inhibicion de nuevas infecciones en la raiz y el
control del desarrollo de nédulos una vez que la infeccion tuvo lugar y asi prevenir de una
hipernodulacién que implicaria un drenaje de fotosintatos excesivo a los microsimbiontes en
detrimento del desarrollo vegetal.

En el experimento que estudia los efectos de los factores de la planta, se introdujo una
nueva variable dependiente de la relacion bacteria — planta debido a que la concentracion
bacteriana se mantuvo constante dentro del pouche y se modificé el nUmero de plantas
dentro del pouche. Teniendo en cuenta estas observaciones se considera que la relacion
bacteria — planta no es relevante. El incremento en la concentracion de factores de la planta
modificé el modo de agrupacion de nédulos en la raiz principal haciendo que se agrupen en
la zona mas vieja de la raiz y que cambien las posiciones de los nédulos extremos del grupo
de nddulos y la longitud del grupo de nédulos a lo largo de la raiz (Tabla 1). Estos cambios
en el patron de nodulacién no estarian asociados a un efecto bacteriano debido a que la
reduccion de la concentracién de Frankia BCU110501 fue de tan solo 3 veces entre los
diferentes tratamientos, siendo que cuando la concentracion varié entre 0.01 y 20 pl de pcv

de Frankia BCU110501 por planta no se observaron cambios en los perfiles de nodulacién
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(Figura 3). Ademas, cuando la concentracion de bacterias y como consecuencia la relacion
bacteria — planta se incrementd, la posicion del primer nédulo se corrid hacia la parte
superior de la raiz (X; =13 y 18 para 0.01 y 0.1 ul pcv de Frankia BCU110501,
respectivamente) Un cambio similar fue encontrado cuando los factores de Discaria trinervis
fueron incrementados (Tabla 1, linea X;) pero en este caso la relacion bacteria — planta fue
reducida 3 veces. De todas maneras, no se puede descartar que al inocular con una
concentracion limitante de inéculo (Figura 3 B), una reduccion de 3 veces en la relacion
bacteria — planta pudiera estar afectando el efecto de los factores de la planta sobre la
nodulacion. Es preciso notar que el incremento en la dosis de Frankia BCU110501 no
mostré un cambio estricto de los nédulos hacia la zona madura de la raiz (Figura 3 C) como
se podria esperar considerando la reduccién en to. Por el contrario, el tiempo de nodulacién
total, tnop, S€ incrementd con la concentracion del indculo bacteriano y también aument6 el
tamafio de la zona de la raiz en la que se extendi6 el grupo de nédulos (X; — X =134y
21.9 mm para in6culos de 0.01 y 20 ul pcv de Frankia, respectivamente). Estos resultados
sugieren que la autorregulacion de la nodulacién por parte de la planta seria contrarestada
por factores de Frankia sin que necesariamente expresen reconocimiento simbiotico, ya que
ambas cepas de Frankia, BCU110501 y Arl3 produjeron efectos similares (Figuras 3, 4 y 6).
Se concluye que el andlisis de las cinéticas de nodulacion podria ser una herramienta
apropiada y util para investigar nuevos factores, ya sean sefiales o componentes fisicos
involucrados en las interacciones simbioticas que conducen a la formacién de nddulos
fijadores de nitrégeno. Al mismo tiempo, se puede concluir que este analisis puede ser muy
atil para investigar el rol que juegan diferentes sustancias involucradas en el proceso de

nodulacion.
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Capitulo 3

“Estudio de factores difusibles bacterianos en la nodulacién de Discaria trinervis”

3.1 Introduccién

Trabajos previos de nuestro y otros laboratorios muestran que la nodulacion esta
fuertemente determinada por la dosis del in6culo en Discaria trinervis (Gabbarini y Wall,
2008; Valverde y Wall, 1999a), en Alnus incana (Wall y Huss-Danell, 1997). La deformacion
de pelos radiculares, un evento necesario para la nodulacion en las plantas que son
infectadas por la via intracelular (Van Ghelue y col., 1997), no requiere necesariamente que
exista contacto entre células de Frankia y de las plantas, indicando que seria un compuesto
difusible el que produce la reaccion de deformacion de pelos radiculares (Burggraaf y col.,
1983). La produccion del factor de deformacion de pelos radiculares por parte de Frankia y
la liberacion al medio de cultivo se produce, aparentemente, independientemente de una

posible induccidn por parte de la planta hospedadora (Van Ghelue y col., 1997). El grado de
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deformacioén de los pelos radiculares es también dependiente de la concentracion del factor
responsable, ya sea en la suspension de Frankia, como de un filtrado de células de Frankia
(Van Ghelue y col., 1997). Un trabajo realizado por Knowlton y cols. (1980) mostré que
microorganismos considerados rizosféricos juegan un papel muy significativo en la infeccién
de plantas actinorricicas que utilizan la via intracelular de infeccion. Los autores (Knowlton y
col., 1980) sugirieron que podria deberse a que los microorganismos, aun sin ser infectivos,
aumentaban masivamente la deformacién de los pelos radiculares. Si bien Discaria trinervis
utiliza la via de infeccién intercelular cuando es nodulada por Frankia BCU110501, hemos
encontrado que la cepa Frankia BCU110501 es capaz de producir deformacion de pelos
radiculares en Alnus acuminata y Alnus incana a pesar de no nodular ninguna de las dos
especies. La deformacién producida por BCU110501 es morfolégicamente equivalente a la
que produce la cepa infectiva Arl3 (dato no publicado). En el capitulo 2 mostramos que
otras cepas de Frankia no infectivas en D. trinervis como Arl3, Cj82 y Cpll e inclusive una
bacteria de otro género como lo es Streptomyces coelicolor, son capaces de favorecer la
infeccién y la nodulacién cuando se los inocula junto con la cepa infectiva Frankia
BCU110501. Si bien en D. trinervis no ocurre deformacion de pelos radiculares, este
fendbmeno se asemeja a lo que producen los microorganismos rizosféricos sobre la
nodulacion en Alnus rubra por Arl3 (Knowlton y col., 1980). Estos antecedentes permiten
suponer que existen diferentes compuestos bacterianos que podrian actuar sobre el
establecimiento de la simbiosis y no necesariamente del mismo modo. Si bien en las plantas
que son infectadas por la via intercelular no se produce deformacion de pelos radiculares,
es posible que las bacterias que infectan este tipo de plantas produzcan sefales similares o
idénticas a los factores de deformacion de pelos radiculares pero que en este caso sean
censadas o percibidas por otro tipo de células de la raiz. A partir de estos antecedentes nos
interesamos en el estudio de factores difusibles (FD) de Frankia que actian en su huésped
natural Discaria trinervis que es infectada por la via intercelular. Como la deformacién de
los pelos radiculares no puede utilizarse como bioensayo en este caso particular, para medir
el (los) factor(es) difusible(s) se utilizd un analisis de la nodulacion basado en la
comparacion de cinéticas de nodulacion y los pardmetros que surgen de analizar cada
planta individualmente (to, Vo, Vr Y tnop, Ver Capitulo 2). También se observaron los perfiles
de nodulacion y el nimero final de nédulos por planta para poder diferenciar el mecanismo
de accion de los factores difusibles bacterianos. Para ello se realizaron ensayos con un

indculo de Frankia BCU110501 en cantidades limitantes y previamente lavado con solucion
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mineral y suplementados con sobrenadantes de: i) su propio medio de cultivo, ii) cultivos de
BCU110501 de diferentes estados fisiolégicos, iii) cultivos de cepas de Frankia no infectivas
en Discaria trinervis, y iv) cultivos de otro géneros como Streptomyces coelicolor.

Ademas, se hicieron ensayos activando al in6culo BCU110501, previo a la inoculacion,
con diferentes cantidades de la misma cepa separados por una membrana de didlisis.

Estos ensayos, en su conjunto, buscaron establecer si los FDs actdan sobre la
bacteria, provocandoles un cambio en el estado fisiolégico y/o en su capacidad de infeccion
0 nodulacién, o si actian sobre la planta de modo que en definitiva modifican de alguna
manera el proceso de nodulacion. Es por esto que también se realizaron ensayos donde se

suplementd y preincubd la planta con FDs bacterianos.

3.2 Materiales y métodos

Crecimiento de las plantas

Semillas de Discaria trinervis (Hooker et Arnot) Reiche fueron gentilmente cedidas por
Eugenia Chaia (Universidad Nacional de Comahue, Argentina). Las semillas fueron
extraidas de frutos maduros recolectados en Pampa de Huenuleo (41° 10" S, 71° 12" O,
Bariloche, Rio Negro, Argentina) y mantenidas a -20 °C. Previo a la germinacion, las
semillas fueron esterilizadas superficialmente y escarificadas (3 minutos de inmersién en
H2S04 96 %), luego se lavaron con solucién de Evans esteril (ver Materiales y métodos
Capitulo 2) diluida al décimo (E 1/10). La germinacion fue llevada a cabo en cajas de Petri
con perlita esteril humedecida con agua. Doce dias después de colocar las semillas sobre la
perlita, las plantulas fueron transferidas a pouches (Mega Internacional, Minneapolis, MN).
Cuatro plantulas seleccionadas al azar fueron colocadas en cada pouche con 10 ml de
solucién nutritiva libre de nitrégeno (E 1/10). La germinacion y el posterior crecimiento de las
plantulas se realizé en el invernaculo de la Universidad Nacional de Quilmas (34° 7° S, 58°
3" O) con luz adicional artificial (400 W, K048, OSRAM, Osasco, Brasil) para asegurar un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad; el rango de temperatura se mantuvo entre
18 y 26 °C y la humedad relativa entre un 40 y un 90 %. En el momento de la inoculacion los
pouches se abrieron por abajo cortando el borde inferior de cada pouche; todos los pouches
de un mismo tratamiento se colocaron dentro de una bolsa plastica y los riegos

subsiguientes se realizaron colocando la solucién mineral dentro de esta bolsa plastica para
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que la solucion de riego se absorbiera por todo el pouche distribuyéndose por capilaridad.
Cultivo de bacterias y preparacion del indculo

Las cepas de Frankia BCU110501 (Chaia, 1998) y Arl3 (Berry y Torrey, 1979) fueron
crecidas durante 6 semanas a 28 °C en cultivo estatico en medio de cultivo minimo BAP
(Murry y col., 1984). El medio de cultivo para la cepa BCU110501, fue suplementado con
glucosa 0.055 M, mientras que para la cepa Arl3 fue suplementado con propionato de sodio
0.005 M como fuente de carbono. Streptomyces coelicolor A3 (2) M145 (Gernot Vobis,
Bariloche, Argentina) fue crecida en 40 ml de medio BAP suplementado con glucosa 0.055
M por 96 horas a 28 °C.

Para la preparacion del inGculo, las células de Frankia y Streptomyces fueron lavadas
por centrifugacién y resuspensién con E 1/10 y homogenizado por pasaje a través de
jeringas y agujas (21G), 5 veces. La cantidad de biomasa en la suspension fue estimada por
volumen celular empaquetado (pcv) después de una centrifugacion en tubos wintrobe

durante 5 minutos a 1100 g (Nittayajarn y Baker, 1989).
Tratamiento del in6dculo con factores difusibles bacterianos

En este tipo de ensayos la suspension diluida de Frankia fue pretratada antes de su
inoculacién sobre las raices de las plantas con factores difusibles producidos por la misma u
otras bacterias. Para producir los factores difusibles se parti6 de un cultivo de Frankia
BCU110501 de 6 semanas que fue lavado (5000 g durante 5 minutos) y resuspendido con
solucién E 1/10 hasta alcanzar los 50 pl pcv ml-1, 5 ml de esta suspensién bacteriana se
introdujeron dentro de una bolsa de didlisis tubular de celulosa (12 KDa de corte) de 15 mm
de diametro (Sigma, St. Louis, MO). La bolsa de dialisis conteniendo la suspension
bacteriana se utiliz6 como fuente de factores difusibles. Se tomaron 25 ml de un in6culo
preparado con células de Frankia provenientes del mismo cultivo original, lavadas y diluidas
hasta alcanzar una concentracién de 0.05 ul de pcv ml-! en solucién E 1/10 y luego fueron
tratadas con los FDs utilizando la bolsa de dialisis que se sumergié en el inéculo durante 96

horas a 28 °C en oscuridad (Figura 1).
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Figura 1. Factores difusibles de Frankia
BCU110501. Bolsa de didlisis con 5 ml de
suspension bacteriana lavada. Los dos extremos
de la bolsa estan cerrados con un nudo. El tubo
de 50 ml se mantuvo durante las 96 horas de
incubacion a 28 °C y en oscuridad dentro del

indculo (ver texto).

Luego de transcurridas las 96 horas de tratamiento, la bolsa de dialisis fue quitada de
la suspension y 200 ul del indculo asi tratado fueron utilizados para inocular la raiz de cada
planta de D. trinervis como se describié anteriormente. Como control negativo se utilizé una
suspension de indculo que fue tratado con una bolsa de didlisis que contenia 5 ml de
solucion E 1/10 sin bacterias. Cada tratamiento fue ensayado en 20 plantas distribuidas en 5
pouches (4 plantas por pouche).

Con el fin de estudiar el efecto de FDs de diferentes origenes, en otro experimento, el
inéculo de Frankia BCU110501 (0.05 pl pcv ml-Y) preparado como se explicé anteriormente,
fue tratado con 5 ml de diferentes suspensiones bacterianas concentradas (10 pl pcv ml-%)
contenidas dentro de una bolsa de didlisis. Se utilizaron las siguientes bacterias: Frankia
BCU110501 de cultivos de 6 semanas, Frankia BCU110501 de cultivos de 6 semanas
muertas por exposicion a 3 kGry de rayos, Frankia Arl3 de cultivos de 6 semanas y S.
coelicolor de cultivos de 1 semana. En este experimento, el tratamiento del inéculo fue de 24
horas. La inoculacién de las plantas después del tratamiento del inéculo se realiz6 de la
forma anteriormente detallada. Como control se utilizé un in6culo tratado con una bolsa de

didlisis conteniendo E 1/10 sin bacterias.

Tratamiento de raices con FDs bacterianos

Raices de Discaria trinervis fueron tratadas con factores difusibles de Frankia

BCU110501, Frankia Arl3 y Streptomyces coelicolor durante las 96 horas previas a la
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inoculacién. Se tomaron 5 ml de cada suspension bacteriana y se introdujeron dentro de una
bolsa de dialisis tubular de celulosa (12 kDa de corte) de 15 mm de diametro (Sigma, St.
Louis, MO). La bolsa de didlisis permanecié apoyada 96 horas sobre la raiz. Al momento de
inocular se quitaron las bolsas de didlisis y se descargaron 200 pl de una suspensiéon de
Frankia BCU110501 diluida (0.05 upl pcv ml-!). Se utilizé una bolsa por cada sistema
radicular y se utilizaron 5 pouches con cuatro plantulas por cada pouche, generando 20

réplicas por tratamiento.

Efecto del tiempo en laincubacién del in6éculo con FDs

Un cultivo de Frankia BCU110501 de 6 semanas fue lavado y resuspendido con
solucién E 1/10 hasta alcanzar los 50 pl pcv ml-Y. Se tomaron 5 ml de esta suspension
bacteriana y se introdujeron dentro de una bolsa de dialisis tubular de celulosa (12 kDa de
corte) de 15 mm de diametro (Sigma, St. Louis, MO). La bolsa de didlisis permanecio
sumergida en un frasco Erlenmeyer de 100 ml con 50 ml de una suspension de indculo
(0.05 pl de pcv ml-Y) preparada con células lavadas de Frankia BCU110501 provenientes
del mismo cultivo. El frasco Erlenmeyer con el inéculo diluido y la bolsa de didlisis
permanecieron estaticos a 28 °C y en oscuridad. A diferentes tiempos después de haber
expuesto el indculo a los factores difusibles (0, 24, 48 y 96 horas) 200 pl del inéculo
contenidos en el frasco Erlenmeyer fueron utilizados para inocular la raiz de cada planta de
D. trinervis como se describi6 mas arriba. Cada tratamiento fue ensayado en 20 plantas

distribuidas en 5 pouches (4 plantas por pouche).

Preincubaciéon del inéculo durante distintos tiempos con el agregado de FDs de
Frankia BCU110501

Con el objetivo de estudiar como los FDs actian sobre el inéculo independientemente
de la presencia de las bacterias que los generan, se realizé el siguiente experimento. Se
prepararon primero los factores difusibles y luego se utilizaron estos para tratar al in6culo
durante diferentes tiempos ante de la inoculacién en las plantas. Se colocaron 5 ml de una
suspension de células lavadas de Frankia BCU110501 (20 pl/ml en E 1/10) dentro de una
membrana de dialisis tubular (12 kDa de corte) de 15 mm de diametro (Sigma, St. Louis,

MO). La bolsa cerrada en sus extremos se colocé en un frasco Erlenmeyer con 30 ml de
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solucion mineral Evans. Como control del experimento se colocaron 5 ml de solucion
mineral E 1/10 sin bacterias dentro de una membrana de dialisis igual a la anterior y ésta,
cerrada en sus extremos, se colocé dentro de otro frasco Erlenmeyer con 30 ml de E 1/10.
Los dos tratamientos se mantuvieron por 96 hs a 28 °C y en oscuridad. Transcurridas las 96
hs se quitaron las bolsas de dialisis de ambos recipientes y sus contenidos se utilizaron para
resuspender células de un cultivo lavado de Frankia BCU110501 para preparar un inéculo
de concentracidn final de 0.05 I/ml. Las dos preparaciones de inéculo (resuspendidos en
FDs y resuspendidos en E 1/10) se utilizaron para inocular raices de D. trinervis. Los
inodculos asi preparados se incubaron a 28 °C y en oscuridad durante distintos tiempos. La
primera inoculacién se realizé acto seguido a la resuspension de cada inéculo (tiempo 0),
luego se hicieron inoculaciones a las 24, 48 y 96 horas de transcurrida la resuspensién de
Frankia en factores difusibles o E 1/10. Las plantas se inocularon con 200 pl de suspension

bacteriana.

Tratamientos fisicos y quimicos de los FDs de Frankia BCU110501

Para preparar factores difusibles de Frankia BCU110501 se prosiguid de la siguiente
manera. Un cultivo de Frankia BCU110501 de 6 semanas fue lavado y resuspendido con
solucion E 1/10 hasta alcanzar 40 pl pcv ml-1. Se tomaron 5 ml de esta suspension
bacteriana y se introdujeron dentro de una bolsa de didlisis tubular de celulosa (12-kDa de
corte) de 15 mm de didmetro (Sigma, St. Louis, MO). Una membrana de dialisis de las
mismas caracteristicas se llené con 5 ml de solucién mineral E 1/10 para utilizar como
control negativo. Las bolsas de didlisis permanecieron sumergidas en frascos Erlenmeyers
de 125 ml con 100 ml de E 1/10. Ambos recipientes con sus bolsas de dialisis
permanecieron a 28 °C y en oscuridad durante 96 horas. Transcurridas las horas de
incubacioén, el contenido de cada frasco de Erlenmeyer se dividié en 5 submuestras de 20 ml
cada una. Las submuestras, con o sin factores difusibles de Frankia BCU110501 fueron
sometidos a los del siguientes tratamientos: i) calor, las submuestras de 20 ml en recipiente
cerrado estéril se colocaron en un bafio termostatizado a 100 °C durante 30 minutos, luego
se mantuvieron 90 minutos a 4 °C; ii) digestion con proteasa, se adicion6 a las
submuestras 50 ul de Proteinase K (Promega Corporation) (100 mg/ml) y se incubé durante
120 minutos a 36 °C; iii) resina de intercambio anidnico, se adicion6 1 ml de Q Sepharose

(Amersham Pharmacia Biotech) a cada submuestra y se incubé durante 120 minutos a
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temperatura ambiente y con agitacion (50 rpm); iv) resina de intercambio cationico, se
adicioné 1 ml de SP Sepharose (Amersham Pharmacia Biotech) y se incubé durante 120
minutos a temperatura ambiente y con agitacion (50 rpm); y v) sin tratar, en este caso la
muestra se deja 120 minutos en reposo como control negativo. Luego de realizados los
tratamientos todas las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 5000 rpm y se
descartaron los precipitados en el caso de los tratamientos con resinas. Células de un
cultivo de Frankia BCU110501 se lavaron dos veces con E 1/10 y se resuspendieron en las
diferentes submuestras ya tratadas hasta alcanzar una concentracion final de Frankia de
0.05 pl de pcv ml-1. Cada suspension de indculo se incubd durante 20 horas y pasado este
tiempo se inocularon 20 plantas con cada preparacion descargando 200 pl a lo largo de toda

la raiz con micropipeta.

Registro de la nodulacion

Al momento de la inoculacion, la posicion de cada RT fue marcada con una fibra
indeleble en la superficie plastica del pouche (Valverde y Wall, 1999b). Las raices de D.
trinervis se observaron cada 2-3 dias para registrar y contar a simple vista los nédulos que
se desarrollaran. La posicion de los nédulos a lo largo de la raiz se registraron sobre el
plastico del pouche con un fibron resistente al agua y la distancia (en mm) de cada nédulo a
la marca de referencia RT (posicién cero) fue medida a posteriori. La frecuencia de nédulos
se agrup6 cada 5 mm a lo largo de la raiz y se graficé el perfil de nodulacién para cada
tratamiento. Las posiciones por encima de la marca RT se consideraron como valores
positivos (+) y los que se encontraron por debajo de la marca se consideraron como valores
(-) (Valverde y Wall, 1999b).

Analisis estadistico
La diferencia estadistica entre los valores obtenidos para los parametros de nodulacion

de los diferentes tratamientos respecto a los controles apropiados fue obtenida con el test

de Student’s para datos no apareados con el programa SIGMA PLOT (version 8).

3.3 Resultados

Efecto de los factores difusibles de Frankia sobre la nodulaciéon de Discaria trinervis
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Cuando una suspension de inoculo de Frankia BCU110501 fue pretratada durante 96
horas antes de ser adicionada a las raices con factores difusibles dializados desde una
suspension concentrada de Frankia BCU110501 la cinética de la nodulacién en D. trinervis
se modificé respecto del control. Este experimento se repiti® en tres oportunidades
diferentes. Los tratamientos del inéculo con factores difusibles de Frankia BCU110501
redujeron significativamente el t, en 2.77, 556 y 1.58 dias en cada experimento con
valores P de 0.064, 0.003 y 0.45, respectivamente. El perfil de nodulacion fue claramente
modificado por los tratamientos con factores difusibles del inéculo (Figura 2). El perfil de

nodulacion se movi6 hacia la region superior de la raiz (Figura 2).

Figura 2. Efecto de los factores difusibles de Frankia
BCU110501. Perfil de distribucion de los nédulos a lo
largo de las raices de Discaria trinervis inoculadas con
Frankia BCU110501 preincubado con FDs de Frankia
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Efecto de los FDs de bacterias no infectivas en la nodulacion de Discaria trinervis

La estimulacibn de la nodulacién de D. trinervis por coinoculaciéon de Frankia
BCU110501 con otras cepas de Frankia provenientes de diferentes grupos de inoculacion
cruzada (ver Capitulo 2, Figura 6, Tabla 2) nos indujo a preguntarnos si la coinoculaciéon

podia ser reemplazada por FDs de dichas bacterias.

Cuando el in6culo Frankia BCU110501 (0.05 ml pcv ml'l) fue preincubado
durante 24 horas (antes de adicionarlo a las plantas) con factores difusibles de
suspensiones concentradas de Frankia BCU110501, Frankia Arl3 y Streptomyces
coelicolor, los factores difusibles de todos los actinomycetes fueron capaces de estimular
la nodulacién del inéculo de Frankia BCU110501 comparando con el efecto de la
soluciéon mineral E 1/10 utilizada como control negativo (Figura 3).

La suspension de Frankia BCU110501 muerta no produjo ninguna diferencia
respecto al control, sugiriendo que los factores difusibles que modifican la nodulacion
fueron activamente producidos por células vivas. Al realizar el analisis de los parametros
de nodulacion se observa que el t;, fue significativamente disminuido por el
pretratamiento del in6culo con factores difusibles de Frankia Arl3 (P < 0.188), y con
factores difusibles de S. coelicolor (P < 0.00037) comparado a el tratamiento control
(Tabla 1). Los FDs de Frankia BCU110501 muerta no modificaron el t, comparado con el
control (Tabla 1). La velocidad de nodulacidn inicial vo del inéculo pretratado con
factores difusibles de Frankia BCU110501 fue mas alta que la del control (P < 0.05),
pero este efecto no fue observado cuando el in6culo fue pretratado con factores difusibles
de Frankia BCU110501 muerta, de Frankia Arl3 o de S. coelicolor (Tabla 1).
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Figura 3. Nodulacion en plantas de Discaria trinervis inoculadas con Frankia BCU110501
preincubado con FDs de diferentes bacterias. Cinéticas de nodulacién para el mismo indculo original
tratado con factores difusibles de diferentes suspensiones bacterias contenidas en un tubo de dialisis (ver
Materiales y métodos): control negativo, E 1/10 (o) 10 | pcv de Frankia BCU110501 ml-1 E 1 /10 (e), 10|
pcv de Frankia BCU110501 muerta ml-1 E 1/10 (+), 10 | pcv de Frankia ArlI3 ml-1 (m) y 10 | pcv de
Streptomyces coelicolor ml-1 E 1/10 (A); Frankia BCU110501 pretratada con los diferentes FDs fue

inoculada a 0.01 | pcv raiz-1.

Origen de los FDs t,(dias) v, ( ° noédulos planta™ dia™)
Frankia BCU110501 19.9 + 1.5° 1.29+0.18"
Frankia BCU110501 muerta 27114 0.71 £ 0.06
Frankia Arl3 23.3+18 0.95 +0.09
Streptomyces coelicolor A(3)2  19.7 +1.0° 0.96 £0.10
Ninguno-Evans 1/10 264+14 0.77 £0.10

Tabla 1. Pardmetros de nodulacién de Discaria trinervis inoculado con Frankia BCU110501
preincubado con FDs de diferente bacterias. La cepa Frankia BCU110501 fue utilizada como indculo a
una concentracion de 0.01 | pcv raiz-1 en todos los casos. El origen de los factores difusibles y el modo de
preparacion fue explicado detalladamente en la seccién Materiales y métodos. Diferencias estadisticamente
significativas de aP < 0.005 y bP < 0.05, test-t no apareado (SIGMA PLOT 8.0) comparado con el

tratamiento control.
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Efecto del tiempo en la incubacion del in6culo con FDs producidos in situ

Para estudiar la variable tiempo en el fendmeno observado por el tratamiento del
inoculo, se utilizaron indculos que fueron tratados con FD durante diferentes tiempos de
contacto con la bolsa de dialisis cargada con una dosis alta de Frankia BCU110501.

El registro periddico de los nédulos de cada planta muestra que las cinéticas de
nodulacion de los diferentes tratamientos tienen diferente forma (Figura 4). Las plantas
nodularon todas sin inconvenientes y desarrollaron una cantidad alta de ndédulos por

planta al final del experimento (Figura 4).

Figura 4. Cinética de nodulacion en
D. trinervis modificando el tiempo de
- 7 incubacion del inéculo con FDs. Las
*E 20 - plantas de todos los tratamientos fueron
(_g. inoculadas con Frankia BCU110501
g 151 (200 | por raiz). La suspensién de
é 10 4 in6culo fue preincubada  durante
:;Zg . diferentes tiempos: 0 (o), 24- (o), 48
(m) y 96 (A) horas previo a la
04 AN - inoculacion como se explico en
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 Materiales y métodos. Los valores son
Tiempo (dias) el promedio * SE para n = 16-20

plantas.
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Al calcular los parametros de nodulacion (Figura 5) se observd una disminucion en el tg
(Figura 5 A) a medida que aumentaba el tiempo de contacto con los posibles FD. Cuando el
inéculo se tratdé con FDs de Frankia BCU110501 24, 48 y 96 horas, el t; disminuyo
significativamente en 4.55, 6.13 y 6.82 dias (P valores de 0.024, 0.010 y 0.006) respecto del
tratamiento control, donde el inéculo se preincubd 0 horas con una alta concentracion de
Frankia BCU110501. Por otro lado, si bien t, disminuyd siempre que aumentd el tiempo de
tratamiento del in6culo mostrando una clara tendencia, las diferencias en este caso no
fueron significativas. Algo similar se observé cuando se analizé la vy de nodulacion (Figura 5
B), se observd una tendencia de disminucidon pero sin embargo no hubo diferencias
significativas entre los valores. En cambio, al analizar el tiempo de nodulacién total, tyop, Se
ve claramente que los promedios de cada tratamiento no mostraron diferencias entre si
(Figura 5 C) y por lo tanto no hubo tendencias.

El andlisis de la distribucion de los nédulos a lo largo de la raiz mostrd, por su parte, un
desplazamiento hacia la parte superior de la raiz relacionado al aumento en el tiempo de
incubacién previa del inéculo (Figura 6). El porcentaje de nédulos por encima de la marca
RT fue de 10, 16, 58 y 92 para 0, 24, 48 y 96 horas de incubacion del inéculo (Figura 6).
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del inéculo (horas) del inéculo (horas) del indculo (horas)

Figura 5. Andlisis de los parametros de nodulaciéon en D. trinervis con inb6culos tratados por
diferentes tiempos previo a la inoculacion con FDs de Frankia BCU110501. (A) Tiempo que
transcurre desde el momento de la inoculacién hasta la aparicion del primer nédulo en una planta, t0; (B)
vO 6 tasa de nodulacion diaria; y (C) Tiempo de nodulacion total, tNOD. Los barras muestran el promedio
y el error estandar de los parametros calculados individualmente para cada planta. Cada tratamiento
contd un nimero de plantas que vario entre 16 y 20.
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Figura 6. Distribucion de nédulos a lo largo de
la raiz de D. trinervis con inoculos tratados por
diferentes tiempos con FDs de Frankia
BCU110501. EI nimero de horas que el in6culo
permanecid en contacto con la bolsa de didlisis
llena con una alta concentracion de Frankia
BCU110501 (50 | pcv ml™) esta indicado a la
derecha de cada grafica. La posicion de los
nodulos con respecto a la marca RT se registrd
aproximadamente 50 dias después de la
inoculacion. El perfil de nodulacion se obtuvo
para cada grupo de plantas como se describio en
la seccion Materiales y métodos. El crecimiento
de la raiz es de izquierda a derecha y la linea gris
muestra la posicion de la marca RT al momento
de la inoculacién. Los valores expresados como
porcentaje de nodulos por encima de la marca RT

se muestran dentro de cada gréfico a la izquierda.
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Efecto del pretratamiento de raices con FDs de Frankia sobre la nodulacién de

Discaria trinervis

En los ensayos de pretratamientos de las raices, las plantas de D. trinervis no sufrieron
ni fueron dafiadas por la bolsa de didlisis que tuvieron apoyada sobre su raiz durante 96
horas. Al quitar las bolsas se inoculé cada raiz con 200 pl de una suspensiéon de Frankia
BCU110501 en baja concentracién (0.1 pl pcv . ml-Y). A la semana siguiente de la
inoculacién se empezaron a observar algunos nddulos en plantas de todos los tratamientos.
El registro periddico de la nodulacion mostré curvas de cinéticas muy similares para los
cuatro tratamientos aungue la curva del tratamiento control, donde las raices fueron tratadas
con E 1/10 dentro de la membrana de dialisis, se adelanta respecto de las otras tres curvas,
correspondientes a los tratamientos que presentaban bacterias dentro de las bolsas de
didlisis (Figura 7). El tratamiento control junto con el tratamiento en el cual la raiz se traté
con FDs de Streptomyces coelicolor presentaron una mayor cantidad de nodulos totales por
planta promedio (20.4 ambos tratamientos) respecto de los tratamientos restantes, tratados

con las cepas de Frankia BCU110501 y Arl3 (17.3 y 17.8 respectivamente).

Figura 7. Cinética de nodulacion en D.

trinervis con raices pretratadas con FDs

- 25 de diferentes bacterias. Las plantas de
g 20 4 todos los tratamientos fueron inoculadas con
g 15 ] Frankia BCU110501 (200 | por raiz). Las
u; raices fueron preincubadas durante 96 hs
% 10 - previo a la inoculacion con bolsas de dialisis
:8 llenas con: E 1/10 (o), Frankia BCU110501
; > (o), Frankia Arl3 (m) y Streptomyces
0 coelicolor (A). Los valores son el promedio +

60 SE para n = 16-20 plantas.
Tiempo (dias)
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Al analizar la nodulacion para cada planta y hacer la comparacion entre los diferentes
tratamientos se observd que el pardmetro to aumenta significativamente (P < 0.067) de 8 a
9.9 dias de promedio cuando las raices fueron preincubadas con factores difusibles de
Frankia BCU110501 respecto del control (figura 8 A). No se encontraron diferencias entre los
tratamientos al analizar la velocidad inicial de nodulacion (vo) (Figura 8 B) y el tiempo total de
nodulacion (tyop) (Figura 8 C).

Los resultados indican que la distribucion de los nédulos a lo largo de la raiz fue
bastante mas acotada en los tratamientos en los que las raices de D. trinervis fueron
pretratadas con factores difusibles de bacterias, ya sean las dos cepas de Frankia
(BCU110501 o Arl3) como Streptomyces coelicolor (Figura 9). En el tratamiento control, los
nédulos aparecieron mucho mas dispersos a lo largo de la raiz e inclusive en la zona mas
vieja de la raiz principal (Figura 9).
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Figura 8. Anédlisis de los parametros de nodulacion en D. trinervis cuando las raices fueron
tratadas con FDs de diferentes bacterias durante 96 horas previo a la inoculaciéon. Las plantas de

los 4 tratamientos fueron inoculadas con la misma preparacion de in6culo Frankia BCU110501 (0.01 |
pcv ral’z-l). (A) Tiempo que transcurre desde el momento de la inoculacion hasta la aparicion del
primer nédulo en una planta, t0. (B) Tasa de nodulacion diaria, v0. (C) Tiempo de nodulacion total,
tNOD. Las barras muestran el promedio y el error estdndar de los parametros calculados

individualmente para cada planta. Cada tratamiento conté un namero de plantas que varié entre 16 y
20.
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Figura 9. Efecto de la preincubacion de raices
18 4 con FDs de diferentes bacterias sobre el perfil
- Evans 52 > ¢ ’
12 de nodulacion de D. trinervis. Las raices
6 ‘m& permanecieron 96 hs. en contacto con la bolsa de
18 i : J ' 3 dialisis (llenas con diferentes bacterias) previo a
12 4 BCU110501 la inoculacion. La posicion de los nodulos con
6 - S respecto a la marca RT se registro
1g . T T 1 aproximadamente 50 dias después de la
12 Ari3 inoculacion. El perfil de nodulacion se obtuvo
6 para cada grupo de plantas como se describio en
0 ” la seccion Materiales y métodos. El crecimiento
7 T T 1
18 1 de la raiz es de izquierda a derecha y la linea gris
12 - S. coelicolor e
muestra la posicion de la marca RT al momento
ol de la inoculacion. El contenido de la bolsa de
0 < T S 1 S e 2 .,
100 80 60 4'0 20 0 20 40 dialisis de cada tratamiento se muestra dentro de
cada grafico a la derecha.

Efecto de la incubacion del inéculo con FDs de Frankia BCU110501 previamente

obtenidos

Las curvas que muestran el progreso de la nodulacion se agruparon en dos graficas
separadas segun el origen del dializado (Evans 6 BCU110501) para visualizarlas mejor
(Figura 10 A y 10 B). Los resultados de las cinéticas muestran un comportamiento inverso
dependiendo del origen de los factores difusibles. En el tratamiento control donde el indculo
se preincuba con FDs de E 1/10 se observa que a medida que pasa el tiempo las cinéticas
de nodulacion son menos pronunciadas y el nimero de nddulos por planta es menor (Figura
10 A, observar alrededor de los dias 27-30). Mientras tanto, cuando la suspension de
inoculo se prepard con FDs de Frankia BCU110501, la nodulacién mejor6 cuando el inéculo
fue preincubado por mayor cantidad de tiempo con los FDs (figura 10 B, observar alrededor
de los dias 36-38).
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Figura 10. Cinética de nodulacion en D. trinervis con in6culos pretratados con FDs. Las plantas
de todos los tratamientos fueron inoculadas con Frankia BCU110501 (200 | por raiz). (A) Inéculos
tratados con FDs de E 1/10 (control) (B) Indculos tratados con FDs de Frankia BCU110501. Los in6culos
fueron preincubados antes de la inculacién por: 0 (o), 24 (m) y 48 (A) y 96 (#) horas. Los valores son el

promedio + SE para n = 16-20 plantas.

Luego de calcular los parametros de nodulacién para cada tratamiento a partir de los
resultados de cada planta se observa que el t; muestra un leve aumento a partir de las 24
horas de preincubacion del inéculo con FDs de Evans (control) (Figura 11 A, barras
blancas). El tiempo necesario para la aparicion del primer nédulo promedio fue de 20.6,
20.1, 22 y 23.9 dias para 0, 24, 48 y 96 horas respectivamente, con un valor P < 0.1 cuando
se compara el aumento en ty entre 24 y 48 horas, P < 0.01 cuando se compara ty entre 24 y
96 horas y P < 0.15 cuando se comparan los promedios de los tratamientos de 48 y 96
horas (Tabla 2).

Por el otro lado cuando el in6culo se preincub6 con FDs provienen de Frankia
BCU110501 los parametros de nodulacién mostraron (Figura 11 A, barras negras) un
comportamiento diferente respecto de lo que se observé en el tratamiento control. En este
caso el tiempo necesario para que se desarrolle el primer nédulo disminuyé conforme
aumento el tiempo de preincubacion del indculo con los FDs (30.2, 24.2, 23.3 y 21.8 para
tiempos de preincubacion de 0, 24, 48 y 96 horas respectivamente). Estas variaciones en el

resultado de t, presenté diferencias significativas importantes entre los tratamiento (Tabla 2).
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Figura 11. Analisis de los parametros de nodulacién en D. trinervis con inéculos pretratados con
FDs.

(A) Tiempo que transcurre desde el momento de la inoculacion hasta la aparicion del primer nédulo en una
planta, t0. (B) vO o tasa de nodulacion diaria. (C) Tiempo de nodulacion total, tNOD. Los barras muestran el
promedio y el error estandar de los parametros calculados individualmente para cada planta. Las barras
negras corresponden al inéculo preincubado con factores difusibles de Frankia BCU110501 y las barras
blancas corresponden al tratamiento control, donde el in6culo fue preincubado con Evans. Cada tratamiento
cont6 un nimero de plantas que vario entre 16 y 20.

Respecto del tiempo de nodulacion total, tyop, Se observé una marcada disminucién
(Tabla 2) en el ensayo control conforme al paso del tiempo (Figura 11 C, ver barras
blancas). Sin embargo, cuando el in6culo se traté con factores difusibles de Frankia el
tiempo total de nodulacién no se modificé con el paso del tiempo (Figura 11 C, ver barras
negras).

Al enfocarnos en la velocidad inicial de nodulacién, vy, encontramos que no se afectd
(Tabla 2) con el paso del tiempo en el tratamiento que el in6culo fue incubado con factores
difusibles de Evans (control) (Figura 11 B, ver barras blancas), mientras que el mismo
pardmetro aumentd significativamente (Tabla 3) después de que el inoculo se incub6 48

horas con factores difusibles de Frankia BCU110501 (Figura 11 B, ver barras negras).
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Valor P. Indculo preincubado con Evans

ty AT tyon
Tiempodepreincabicién 24 48 96 24 48 9% 24 48 9
0 .40 0.23 0.03 62 0.53 033 0042 00006 00002
24 010 001 023 011 0079 0047
48 015 0.76 087

Tabla 2. Valor P que compara los promedios de los diferentes tratamientos. Los resultados corresponden
al experimento en que el indculo se preincubd con solucion mineral Evans. Los valores fueron obtenidos

con el test-t mediante el programa SigmaPlot 8.0.

Inoculo preincubado con Frankia BCU110501

t Y txoo
Tiempo df{l;:; incubacidn 24 48 96 24 48 96 24 48 96
0 0004 0007 0.000003 080 0007 QU003 095 095 022
24 &l 011 0.03 0.01 09l 019
48 .05 080 022

Tabla 3. Valor P que compara los promedios de los diferentes tratamientos. Los resultados corresponden
al experimento en que el indculo se preincubd con Frankia BCU110501. Los valores fueron obtenidos con

el test-t mediante el programa SigmaPlot 8.0,

La distribucién de los nédulos a lo largo de la raiz también se modific6 al aumentar el
tiempo de preincubacion del in6culo con los FDs de Frankia BCU110501. Los nddulos se
desarrollaron en mayor niumero hacia la region mas vieja de la raiz a medida que mayor fue
el tiempo de preincubacion del in6culo con FD de BCU110501 (Figura 12 A) y alcanzaron el
porcentaje de nédulos totales por encima del RT del tratamiento control recién después de
permanecer 96 horas con los factores difusibles de la cepa BCU110501 (Figura 12 B). Los
tratamientos del ensayo control no mostraron variaciones importantes respecto a la
distribucién de nddulos a lo largo de la raiz (Figura 12 A, circulos blancos) y al porcentaje de

nédulos por encima de la marca RT (Figura 12 B, barras blancas).
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Figura 12. Distribucion de los nddulos en D. trinervis con in6culos pretratados con FDs. (A)
Distribucion de los ndédulos totales a lo largo de la raiz. La posicion de los nddulos con respecto a la
marca RT se registrd aproximadamente 50 dias después de la inoculacion. El perfil de nodulacién se
obtuvo para cada grupo de plantas como se describié en la seccion Materiales y métodos. El crecimiento
de la raiz se representa de izquierda a derecha y la linea gris muestra la posicion de la marca RT al
momento de la inoculacién. Los circulos negros corresponden a las inoculaciones realizadas con el
in6culo preincubado con FDs de Frankia BCU110501, mientras que los circulos blancos
corresponden a los tratamientos control, donde el inéculo se preincubé con FDs de solucion mineral
Evans. Dentro de cada gréfico sobre la derecha se indica el tiempo de preincubacion del in6culo. (B)
Porcentaje de nddulos por encima de la marca RT. Las barras negras hacen referencia al indculo
preincubado con FDs de Frankia BCU110501, mientras que las barras blancas corresponden a los
tratamientos en que el inéculo se preincubd con solucidon

mineral Evans.

Caracterizacién del FD
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En estos ensayos se busco caracterizar de un modo general a los factores difusibles
que produce Frankia BCU110501. Con los FDs sometidos a diferente tratamientos (calor,
proteinasa K, SP sepharose y Q sepharose) se preincubd por 24 hs al inéculo y luego se
inocularon la plantas de Discaria trinervis. Las plantas de todos los tratamiento inoculados
con Frankia BCU110501 nodularon muy bien y en un 100 %. Los recuentos de nédulos a lo
largo del tiempo en las plantas de los diferentes tratamientos no mostraron diferencias
aparentes cuando se compararon las curvas promedios (Figuras 13 A y B), inclusive no
hubo diferencias significativas con los tratamientos control (FDs de Evans) (Figuras 13 Ay
B).
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Figura 13. Cinética de nodulacion en D. trinervis inoculada con Frankia BCU110501 preincubada

con FDs tratados quimica o fisicamente. El in6culo BCU110501 diluido (0.05 | pcv.ml'l) fue preparado
20 horas antes de la inoculacion con: (A) FD provenientes del dializado de Frankia BCU110501 contra
solucién mineral E 1/10 N- durante 96 horas. (B) FDs provenientes del dializado de E 1/10 N- durante
96 horas contra la misma solucion mineral (controles negativos). Pasadas las 96 horas los factores
difusibles, independientemente del origen, fueron sub divididos y tratados del modo que especifica en
la seccién Materiales y métodos con: sin tratar (o), calor (m), proteinasa K (A), Q sepharose (V¥), y SP
sepharose ().

Al analizar los pardmetros de nodulacién (to, Vo Y tnop) individualmente y comparar los

promedios entre los diferentes tratamientos no se observaron diferencias significativas. No
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obstante, se aprecia una diferencia entre los promedios del tiempo inicial de nodulacion (to)
(Figura 14). Los resultados muestran que to disminuyo respecto al control cuando el indculo
fue incubado con factores difusibles de Frankia BCU110501 sin tratamiento posterior. Un
resultado similar se encontré cuando el factor difusible fue tratado con calor y con SP-
sepharose, sin embargo no se registraron diferencias respecto a los controles cuando el FD
fue tratado con proteinasa K y Q-sepharose.

Un patrén similar de resultados se encontré al analizar la distribucion de los nédulos a
lo largo de la raiz de las plantas de D. trinervis (Figura 15 A), los nédulos de las plantas
inoculadas con Frankia BCU110501 en concentracion limitante incubada con factores
difusibles sin tratar quimica ni fisicamente, se desarrollaron relativamente en una zona mas
vieja de la raiz que su respectivo control (factor difusible que se obtuvo de la misma solucién
E 1/10 en la bolsa de didlisis, es decir control negativo de los FDs) (Figura 15 A, sin tratar).
Al comparar el resultado anterior con los tratamientos en los que el factor difusible fue
sometido quimica o fisicamente encontramos que el resultado se repite para el caso en que
los factores difusibles fueron tratados con la resina de intercambio catiénico SP-sepharose y
en menor medida con calor (100 °C durante 30 minutos). Esta diferencia se visualiza mejor
al graficar el porcentaje de nédulos desarrollados por encima de la marca RT (posicién del
extremo de la raiz principal al momento de la inoculacién). Este valor mostré un aumento en
los ensayos: sin tratar, tratado con calor y tratado con SP-sepharose respecto de sus
respectivos controles (Figura 15 B).

Los ensayos en los que los factores difusibles de Frankia BCU110501 fueron tratados
con proteinasa K o la resina de intercambio aniénico Q-sepharose antes de ser utilizados
para la preincubacion del indculo diluido, no mostraron ningun tipo de diferencia respecto de
sus respectivos controles, en los cuales el indculo de Frankia se preincubd con E 1/10

tratados en forma equivalente (Figuras 13, 14 y 15).
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Figura 14. Tiempo inicial de nodulacion en D. trinervis inoculada con Frankia BCU110501
preincubada con FDs tratados quimica o fisicamente. Las barras negras muestran el tg promedio de
los tratamientos que fueron inoculados con Frankia BCU110501 incubada con factores difusibles
provenientes de Frankia y pretratados segun se indica en el eje x, mientras las barras blancas
corresponden a los controles, donde el indculo fue tratado con factores difusibles de E 1/10 y pretratados
segln se indica en el eje x. En el eje x se indican los tratamientos que se hicieron sobre los factores
difusibles: sin tratar, calor, proteinasa K, Q sepharose, y SP sepharose. Las letras a, b y ¢ hacen
referencia a diferencia significativa para valores P (0.14, 0.0095 y 000024, respectivamente) entre

iguales tratamientos de FDs de bacteria (barras negras) y de E 1/10 (barras blancas).

3.4 Discusion

A partir de los resultados obtenidos en el Capitulo 2, donde se mostré6 que
aumentando la dosis de in6culo Frankia BCU110501 sobre Discaria trinervis se modifican
los parametros de nodulacién surgio el interés por estudiar los factores que difunden a partir
de una suspensién con una alta concentracidon bacteriana. Se estudiaron los FDs que
pueden difundir a través de una membrana de didlisis.

El conjunto de experimentos aqui descriptos, ha permitido poner en evidencia factores
difusibles de Frankia que participarian en las interacciones tempranas con las plantas y que
cumplirian con un rol importante en el proceso de establecimiento de la simbiosis. Ademés

se logré caracterizar la actividad de estos factores con relacién a la regulacion de la
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nodulacién de Discaria trinervis.
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Figura 15. Distribucién de los nodulos a lo largo de la raiz en D. trinervis inoculada con
Frankia BCU110501 preincubada con FDs tratados quimica o fisicamente. (A) Distribucién de los
noédulos a lo largo de la raiz. La posicién de los ndédulos con respecto a la marca RT se registré
aproximadamente 50 dias después de la inoculacion. El perfil de nodulacion se obtuvo para cada
grupo de plantas como se describié en la seccion Materiales y métodos. El crecimiento de la raiz es de
izquierda a derecha y la linea gris muestra la posicién de la marca RT al momento de la inoculacion.
Los circulos negros corresponden a las inoculaciones realizadas con el indculo preincubado con FD de
Frankia BCU110501, mientras que los circulos blancos corresponden a los tratamientos control, donde el
inoculo se preincubd con FDs de solucion mineral E 1/10 N-. Dentro de cada grafico sobre la derecha se
indica el que se le realizé a los FDs. (B) Porcentaje de nodulos por encima de la marca RT. Las barras
negras hacen referencia al inéculo preincubado con FDs de Frankia BCU110501, mientras que las
barras blancas corresponden a los tratamientos en que el inéculo se preincubé con solucién mineral E
1/10.
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Los FDs de la cepa BCU110501 de Frankia activarian en menos de 96 horas a las
bacterias de Frankia del inoculo diluido provocando un desplazamiento de los nédulos hacia
la parte superior de la raiz, en comparacién con los tratamientos controles donde el inéculo
no se tratd con FDs, en tres experimentos independientes (Figura 2 A, 2 By 2 C). Ademas
en los tres experimentos disminuy6 el tiempo necesario para la aparicion del primer nédulo
respecto de los controles. Los dos resultados permiten suponer que los FD activan a las
células de Frankia haciéndolas mas infectivas de modo que logran iniciar el proceso de
infeccién y nodulacién mas rapido. Como consecuencia de la existencia de una zona
susceptible de la raiz para la infeccién localizada en la zona de elongacién de la raiz que se
mueve junto con el crecimiento de la raiz y teniendo en cuenta los fenémenos de regulacion
de la nodulacién (Bhuwaneswari y col., 1980; Burggraaf y col., 1983; Caetano-Anollés y
Bauer, 1988; Wall y Huss-Danell, 1997) es de gran importancia el analisis de los perfiles de
nodulacion. En D. trinervis la zona de la raiz principal que va madurando por diferenciacion
completa pierde susceptibilidad para la infeccion por maduracién de la epidermis,
probablemente debido al engrosamiento y lignificacidon de la pared celular (Valverde y Wall,
1999a). Al perder susceptibilidad con el paso del tiempo, una diferencia en los tiempos de
colonizacién e infeccion de la raiz por parte de dos inéculos fisioldgicamente diferentes
conlleva necesariamente a un perfil de nodulacién diferente (Figura 2) y por consiguiente
la aparicion de los ndédulos también estara desfasada.

Los factores difusibles al activar a las bacterias corren el perfil de nodulacion hacia
arriba en la raiz (Figuras 2 A, 2 B, 2 C, 6). Estos fendmenos de activacion para la nodulacion
no reflejarian reconocimiento simbiotico ya que diferentes cepas de Frankia, Arl3, Cj82 y
Cpll e incluso otros actinomicetes, S. coelicolor A(3)2, no infectivas en D. trinervis fueron
capaces de estimular la nodulacién al disminuir el t0 cuando fueron inoculados en forma
conjunta con la cepa infectiva BCU110501 en una dosis limitante (Capitulo 2, esta tesis; y
(Gabbarini y Wall, 2008)). Con estos antecedentes se quiso estudiar si sus factores
difusibles son capaces de modificar el perfil de nodulacién y el t0 como lo hacen los
factores difusibles de BCU110501. Para resolver esta incognita se incub6 el indculo diluido
de Frankia BCU110501 con las cepas Arl3 de Frankia, A(3)2 de S. coelicolor y Frankia
BCU110501 muerta en altas concentraciones dentro de una membrana de dialisis. Los
resultados mostraron que los factores difusibles de Arl3 y S. coelicolor maodifican el ty del
mismo modo que la cepa BCU110501 (Tabla 1, columna 2). Adema4s, la incubacion del

indculo con la cepa BCU110501 de Frankia muerta por radiacion con rayos gama no mostro
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diferencia alguna con el tratamiento control, demostrando que es necesaria la célula viva
para generar factores de difusion biolégicamente activos. En el Capitulo 2 de esta Tesis se
mostré que en ensayos de coinoculacion con bacterias no infectivas en D. trinervis hay
pardmetros de nodulacién que pueden ser modificados del mismo modo que lo hace la cepa
infectiva BCU110501 en dosis altas de indculo (to, tnop), PEro No otros parametros como Vo,
sugiriendo que hay mas de una etapa limitante en el comienzo de la nodulacién. Esta
hipétesis de trabajo se corrobora en este capitulo ya que solo los factores difusibles
provenientes de la cepa infectiva BCU110501 produjeron un incremento significativo (P valor
< 0.05 ) de v que va de 0.77 a 1.29 nddulos planta-1 dia-1 (Tabla 1, col. 3), esto sugiere
que el factor de reconocimiento especifico que modifica vO seria un factor difusible.

Dado que hasta el momento los experimentos discutidos no permitian diferenciar sobre
que simbionte actian directamente los factores difusibles, si sobre la bacteria, la raiz o
ambos, se disefid6 un experimento especialmente para probar si los factores difusibles
bacterianos actian sobre la raiz de las plantas de D. trinervis. En este ensayo, las bolsas de
didlisis llenas con altas concentraciones de diferentes cultivos (Frankia BCU110501,
Frankia Arl3, S. coelicolor A(3)2) o solo con solucion mineral E 1/10 (control) fueron
colocadas sobre la raiz durante las 96 horas previas a la inoculacion con Frankia
BCU110501 en concentracion limitante. Los resultados de este experimento, ya sea en la
cinéticas (Figura 7), en los parametros de nodulacion (Figuras 8 A, 8 By 8 C) y en los
perfiles de nodulacién (Figura 9) sugieren que no habria un efecto directo de los factores
difusibles bacterianos sobre las raices de D. trinervis, al menos en los términos observados
previamente cuando los factores difusibles se utilizaron para preincubar in situ a Frankia.
Cabe destacar que al ver los perfiles de nodulacion (Figura 9) se observa claramente que
los nodulos se desarrollaron muy por encima de la marca RT, comparado a perfiles de
nodulacion de otros experimentos (Figuras 2, 6 y 12). Esta diferencia, para todos los
tratamientos de este ensayo pudo deberse simplemente a que la bolsa de dialisis
permanecioé en contacto con la raiz y seguramente generé un ambiente diferente evitando
gue las células maduren a la velocidad habitual en un pouche y pierdan susceptibilidad a la
infeccion.

Con el objeto de entender mejor el efecto producido por los factores difusibles se
disefié un experimento para estudiar el efecto del tiempo de difusidon necesario para que se
activen las bacterias de inéculo Frankia BCU110501 diluido. Los resultados obtenidos para

los diferentes tiempos de incubacién del inéculo (0, 24, 48 y 96 horas) mostraron que a las
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24 horas ya se habia producido la activacion del indculo, disminuyendo significativamente el
to. La estimulacién de la nodulacion a través de la disminucion en t, aumentd a medida que
se incrementaron las horas de incubacién del indculo con los factores difusibles (Figura 5
A). Los resultados de los perfiles de nodulacion mostraron que los nddulos se desarrollaron
en una zona cada vez mas distante del &pice radicular de la raiz principal como
consecuencia directa de la activacion que el in6culo adquiere con el paso del tiempo con los
factores difusibles (Figura 6). Por otra parte, los ndédulos de las plantas que fueron
inoculadas con Frankia BCU110501 tratada con los factores difusibles, aparecieron en una
zona mas acotada de la raiz principal. Estos resultados ponen en evidencia que el
mecanismo de autorregulacién de la nodulacion (Valverde y Wall, 1999a) estaria siendo
alterado por las variables de este experimento. Una explicacion posible para que el
mecanismo de autorregulaciéon de la nodulacion se dispare prematuramente es que la cepa
BCU110501 tratada con factores difusibles esté fisiologicamente mejor preparada que el
inoculo diluido para interactuar con las células de la raiz, haciendo mas eficientes los pasos
iniciales de colonizaciébn e infeccion. Esta hipo6tesis también explica la disminucion
observada en el tiempo necesario para que se desarrolle el primer nddulo, ty (Figura 5 B).

Estos resultados sugieren una rapida y progresiva activacion del inéculo por parte de
los factores difusibles de Frankia, ademas de corroborar que los FDs actlan sobre la propia
bacteria. Este fendmeno en el cual factores difusibles de una alta concentracién bacteriana
provoca un cambio de expresion en células de la misma cepa en baja concentracion
sugiere que se esta expresando un sistema de sefializacién del tipo de deteccion de quérum
(Gonzélez y Marketon, 2003; Otero Casal y col., 2005).

Dado que los resultados de FD sobre la raiz no reflejan una posible activaciéon de las
mismas, el efecto de los FD estaria dirigido principalmente hacia las mismas bacterias.

Hasta aqui los tratamientos del in6culo con los FDs discutidos se realizaron en
simultaneo, en el mismo envase, con las bacterias (de alta y baja concentracion) separadas
por una membrana de didlisis. Este disefio supone que puede haber interaccién entre las
bacterias de diferente concentracion. En un nuevo experimento se buscé separar
temporalmente a las dos suspensiones bacterianas. En un primer paso se generaron los
FDs y luego se utiliz6 la solucién mineral con los factores difusibles para resuspender un
cultivo lavado de Frankia BCU110501 diluido y estudiar el tiempo de activacion del indculo.
Esta preparacion se utilizé para inocular plantas de D. trinervis 0, 24, 48 y 96 horas

después de que se prepard el in6culo. Los resultados mostraron que los FDs

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



generados a partir de una suspension concentrada de la cepa BCU110501 durante 96 horas
tienen la capacidad de actuar positivamente sobre el inéculo diluido con una incubacién de
poco mas de 24 horas. Esta conclusién se sustenta al observar los valores de vy, velocidad
inicial de nodulacion, donde se encontré un incremento significativo (Figura 11 B y Tabla 3).
Pero por otro lado, al poner el foco del andlisis en los resultados de t0, un parametro que da
informacién de cuan rapida o efectiva es la interaccion entre planta y bacteria, se observé un
aumento a tiempo 0 del tratamiento que cont6 con FDs de Frankia BCU110501 respecto del
control (Figura 11 A). Los valores de t; disminuyeron conforme aument6 el tiempo de
incubacién con los FD, hasta alcanzar a las 96 horas un valor préximo al tratamiento control
(Figura 11 A), el cual permaneci6 invariable respecto al tiempo de incubacion (Figura 11 A,
barras blancas). La situacidn experimental en la que Frankia BCU110501 se encuentra con
los FD (concentrados y previamente obtenidos) en el momento de la inoculacién supone una
situacion de stress para el indculo. Es posible que esta situacién de stress sea la causa del
aumento en el tiempo inicial de nodulacién, resultado que se revierte gradualmente a
medida que la bacteria tiene mas tiempo en contacto con los FD previo a la inoculacion
(Figura 11 A). El tiempo seguramente estaria permitiendo la adaptacion del indculo diluido a
la situacion de stress. Ademas, observando la tendencia de los resultados y los valores
alcanzados con 96 horas de incubacion (Figura 11 A) no se puede descartar que se alcance
una reduccién en t0 respecto del control con mayores tiempos de incubacién que los
realizados, como se observo cuando los FD se generaron in situ con el in6culo diluido
(Figura 2, Tabla 1, Figura 5 A). Otra explicacibn a este resultado, menos probable
biolégicamente, es que el/los factores difusibles en la condiciéon experimental lograda tengan
actividad inhibitoria y pierdan su actividad gradualmente en el tiempo. Esta Ultima
explicacién es poco probable debido a que pasadas las 24 horas de incubacion del in6culo
con FDs se encontré un significativo incremento en vO respecto del control, que se mantuvo
invariable en el tiempo (Figura 11 B, Tabla 2 y Tabla 3). Los perfiles de nodulacion
obtenidos son congruentes con los resultados de t0. Tanto la distribucién de los nédulos a lo
largo de la raiz como el porcentaje de nédulos por encima de RT de los tratamientos en que
el inéculo fue incubado con FD de E 1/10 (controles) fueron practicamente idénticos a pesar
de los diferentes tiempos de incubacién (Figura 12 A, circulos blancos y Figura 12 B, barras
blancas). Estos resultados indican que el indculo de Frankia BCU110501 diluido en solucién
E 1/10 no modifica su capacidad de nodulacién por incubacién de al menos 96 horas previo

a la inoculacién sobre plantulas de Discaria trinervis. Por otro lado, las plantas inoculadas
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acto seguido de poner en contacto al indculo con FDs de Frankia BCU110501 desarrollaron
sus nédulos en una zona de la raiz mas préxima a su apice en comparacion a las plantas
control (Figura 12 A). Este resultado también se visualizé en el menor porcentaje de nédulos
por encima de la marca RT (Figura 12 B). Sin embargo, a medida que aumento el tiempo de
incubacién del in6culo con los FDs de la cepa BCU110501 la tendencia se revirtié hasta
alcanzar a las 96 horas resultados similares a los del tratamiento control, ya sea en los
perfiles de nodulaciéon casi solapados que se obtuvieron (Figura 12 A), como en el
porcentaje de ndédulos por encima de RT (Figura 12 B). Del mismo modo que se explicé el
aumento inicial en ty respecto al control y su retraccién conforme la bacteria pasé tiempo
con los FDs, se puede explicar el fenomeno observado en la distribucion de los noédulos a lo
largo de la raiz. Los resultados sugieren que el indculo diluido entré en un estado fisiolégico
de stress cuando se puso en contacto con FDs, obtenidos previamente, provocando una
interaccion simbiotica deficiente entre Frankia BCU110501 y D. trinervis.

Finalmente se disefio un experimento con la intencidén de conocer alguna caracteristica
guimica de los FDs de Frankia BCU110501. Se prepararon los factores difusibles y luego
fueron sometidos a diferentes tratamientos (calor, proteasa y resinas de intercambio i6nico)
antes de incubar con el in6culo diluido. Se utiliz6 como medida de actividad biologica la
disminucion en el tiempo inicial de nodulacion y el cambio en el perfil de nodulacién que se
producen en D. trinervis cuando el in6culo es preincubado con FDs de una alta dosis de
Frankia BCU110501. Los resultados de este experimento sugieren que la actividad de los
factores difusibles no es sensible a las altas temperaturas (30 minutos a 100 °C) y tampoco
presentaria cargas positivas en su estructura (tratamiento con SP Sepharose) ya que los
promedios de los pardmetros fueron muy similares a los que mostraron los controles
(Figuras 14 y 15). Sin embargo los resultados sugieren (Figuras 14 y 15) que la actividad de
los factores difusibles es sensible a proteinasa K y que se retienen por resina de intercambio
aniénico (Q Sepharose), sugiriendo carga negativa para el FD, ya que el tiempo de
nodulacion inicial y los perfiles de nodulacion no se diferenciaron de sus controles (Figuras
14 y 15). Con estos resultados se intuye que los factores difusibles capaces de producir un
estimulo del inéculo diluido que lo lleva a colonizar, infectar y desarrollar nédulos en Discaria
trinervis con menor tiempo, tienen PM < 12000 Da, cierto caracter peptidico y presenta
carga negativa a pHs fisiolégicos (Evans pH = 6.8) debido a que la actividad se perdi6 al
tratar a los factores difusibles con una resina que retiene fuertemente a moléculas que a pH

6.8 presentan carga negativa (Q Sepharose).
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En resumen, los resultados de este capitulo permitieron avanzar en el conocimiento de
una sefial que es secretada al medio por Frankia, al menos por las cepas BCU110501 y Arl3
que fueron las Unicas ensayadas, y por Streptomyces coelicolor A(3)2. Se encontré que
esta sefal o factor difusible actia sobre Frankia BCU110501 en bajas dosis (concentracion
limitante para la nodulacién) provocando que éste, al permanecer en contacto con los
factores por al menos 24 horas, optimice los tiempos de colonizacién, infeccién y nodulacion
de la planta actinorricica D. trinervis que se ven reflejados en una reduccion en el tiempo
que transcurre desde la inoculacion hasta la apariciéon del primer nédulo y en una
distribucién de los n6édulos hacia la regién mas vieja de la raiz. Una hipoétesis para explicar el
modo de accion de esta sefial es que Frankia necesite de un cambio en el patron de
expresion para poder ser infectiva en su planta hospedadora y el disparador de este cambio
de expresion sea una sefial difusible, producida y secretada al medio por la misma bacteria,
que al acumularse y alcanzar una concentracién umbral produzca el cambio de expresion.
Esta hipotesis se sustenta con experimentos realizados en el Capitulo 2 en los que se vio el
efecto de dosis — respuesta en plantas de Discaria trinervis y con los reportes que muestran
gue la nodulacion esta fuertemente determinada por la dosis del inéculo en Discaria trinervis
(Gabbarini y Wall, 2008; Valverde y Wall, 1999a) y en Alnus incana (Wall y Huss-Danell,
1997). Continuando con el mismo razonamiento, es esperable que cuanto antes se alcance
la concentracidn umbral del factor difusible, condicidn que se produce o bien aumentando la
dosis del inéculo o bien suplementando a una dosis baja de inéculo con los factores que
producen una alta dosis, antes se produzca el cambio de expresiéon en el inéculo y por lo
tanto antes se comenzara con los pasos de colonizacion e infeccién de la raiz.

Por otro lado, el hecho que los factores difusibles de otras bacterias, no infectivas en
D. trinervis, como Frankia ArI3 y S. coelicolor A(3)2, puedan actuar sobre el inéculo diluido
de Frankia BCU110501 (Tabla 1) sugiere que el factor difusible tiene un cierto caracter
comln y no determina la especificidad entre bacteria y planta.

Hasta la fecha no se han publicado trabajos en los que se haga referencia al estudio
de deteccién de quérum en Frankia, pero si hay numerosos trabajos que demuestran que un
mecanismo de este tipo esta involucrado en el establecimiento de la simbiosis de rizobios
(Gonzélez y Marketon, 2003; Otero Casal y col., 2005), por ejemplo Mesorhizobium
tianshanense utiliza el sistema de deteccion de quoérum tipo LuxR/Luxl para regular el
crecimiento y la infectividad en la planta leguminosa orozus (Cao y col., 2008). En relacion a

las bacterias del género Streptomyces hay mucha evidencia de que las bacterias de este
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género utilizan un mecanismo de deteccion de quérum mediado por una -butirolactona,
entre otras cosas para regular y sincronizar la produccion de antibiéticos y para disparar la
diferenciacion celular (Takano, 2006).

Si bien hasta aqui, con los resultados presentados, no se puede ser concluyente, es
altamente probable que el FD estudiado sea parte de un mecanismo de deteccion de
quérum. La molécula inductora de este mecanismo podria ser compartida por las bacterias

del género Frankia y es factible que el género Streptomyces también.
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Capitulo 4

“Analisis de la nodulaciéon en Alnus acuminata y estudio de la influencia de un par

simbidtico heterélogo”

4.1 Introduccién

Los nodulos fijadores de nitrégeno inducidos por Frankia en Alnus acuminata son un
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ejemplo de simbiosis actinorricica (Wall, 2000) con via de infeccién intracelular e invasion a
través de pelo radicular deformado (Wall y Berry, 2008). Como ya se adelanté en el capitulo
1, esta via de infeccion es claramente diferente a la via de infeccién intercelular que ocurre
en Discaria trinervis cuando es infectada por Frankia sin que haya deformacién de pelos
radiculares (Valverde y Wall, 1999b).

En la década del 90 se han estudiado sefiales o factores difusibles en plantas
actinarricicas utilizando como bioensayo la deformacioén de pelos radiculares, obviamente en
especies actinorricicas que utilizan esta via de infeccion (Cérémonie y col., 1999; Van
Ghelue y col., 1997). Estos estudios sugieren que los factores de deformacion de pelos
radiculares de Frankia no expresarian reconocimiento simbi6tico como si ocurre con los
lipoquitinooligosacaridos que producen los rizobios en respuesta a flavonoides especificos
gue secretan las raices de las plantas en las simbiosis entre rizobios y leguminosas (Hirsch
y col., 2001; Spaink, 2000). Se ha mostrado en Alnus rubra que factores vegetales del tipo
de los flavonoides pueden modular la nodulacion, ya sea estimulando o inhibiéndola (Benoit
y Berry, 1997). Se han encontrado rutas metabdlicas de sintesis de flavonoides en Frankia 'y
algunos genes relativos a los genes NOD, pero hasta la fecha no se ha podido encontrar un
modelo de comunicacién molecular como en la simbiosis entre rizobios y leguminosas.

El proceso de infeccién y desarrollo de ndédulos en las raices de las plantas
actinorricicas es un fendmeno dependiente de la dosis que alcanza un estado de saturacion
a altas dosis de inoculo bacteriano, ya sea en el caso de plantas infectadas a través de
pelos radiculares deformados, como es el caso de Alnus incana (Wall y Huss- Danell, 1997),
0 en el caso de plantas donde la bacteria invade la raiz intercelularmente como D. trinervis
(Gabbarini y Wall, 2008; Valverde y Wall, 1999a) que se estudio en el Capitulo 2 de esta
Tesis. Estos resultados sugieren que la induccion de la respuesta de la planta depende de la
concentracion de posibles factores producidos por la bacteria y de la afinidad de estos con
los receptores expresados por la raiz, y/o viceversa, como ocurre en interacciones
bioguimicas entre moléculas que expresan reconocimiento, por ejemplo un sustrato y su
enzima.

De un modo similar al que presentan las plantas leguminosas, la nodulacion en las
plantas actinorricicas se encuentra regulada por mecanismos como el de autorregulacion
(Valverde y Wall, 1999a; Wall y Huss-Danell, 1997), inhibicion por retroalimentaciéon de N
(Valverde y Wall, 2003; Valverde y col., 2000) y estimulacién por altos niveles de P en

tejidos vegetales (Valverde y col., 2002). Los efectos inhibitorios/estimulantes pueden ser
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organizados en un modelo de regulacién de la simbiosis actinorricica independientemente
de la via de infeccién radicular (Wall, 2000). Teniendo en cuenta los mecanismos de
regulacién, es posible explicar el nivel de nodulacién y la distribucion de los nédulos a largo
de la raiz en una condicién experimental particular (Valverde y Wall, 1999a). Sin embargo,
se desconoce la naturaleza de la/s sefial/es involucrada/s en este fenébmeno. Como hemos
visto en el capitulo anterior el niumero de nddulos desarrollados y los diferentes parametros
de nodulaciéon que surgen de analizar la cinética de cada planta (Capitulo 2) pueden
utilizarse para estudiar la nodulacion a lo largo del tiempo de un experimento dado
(Gabbarini y Wall, 2008).

La competicién para la nodulacién con bacterias homoélogas y heterélogas fue
adaptada aqui para estudiar la simbiosis entre Alnus acuminata y la cepa Arl3 de Frankia.
Se utilizaron preparaciones de indculo a concentraciones limitantes, no saturantes, del
mismo modo que en el capitulo 2 se hizo con el par simbidtico compatible que forman
Frankia BCU110501 y D. trinervis.

Avanzando con esta idea, se estudid la nodulaciéon de Alnus acuminata por Frankia
Arl3 en presencia de la cepa BCU110501 de Frankia en diferentes dosis, y/o Discaria
trinervis, creciendo ambas especies de plantas en el mismo pouche, con el objetivo de
buscar si es posible romper la barrera de reconocimiento entre Frankia y un planta
actinorricica por complementacion fisioldgica, permitiendo la coinfeccién de nédulos por

parte de una cepa de Frankia perteneciente a un grupo diferente de inoculacion cruzada.

4.2 Materiales y métodos

Crecimiento de las plantas

Frutos de Alnus acuminata H. B. K. fueron colectados en San Javier (65° 22" O, 26°
50" S) muy cerca de la ciudad de San Miguel de Tucuman, Los Toldos (65° 12 O, 26° 51" S)
en la provincia de Salta y La Banderita (Capitulo 1, Figura 2) en el limite entre las provincias
de Tucumén y Catamarca. Las semillas se esterilizaron superficialmente sumergiéndolas
durante 15 minutos en H,O, (30 % v/v), luego se lavaron unas 10 veces con solucién
mineral Evans (E 1/10, ver Materiales y métodos del Capitulo 2) estéril.

Las semillas de Discaria trinervis (ver Materiales y Métodos del Capitulo 2) se

esterilizaron superficialmente por escarificacién, se agitaron en forma manual durante 3
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minutos en H,SO, 96 % y luego se lavaron 10 veces con E 1/10 estéril (Valverde y Wall,
1999b).

Las dos especies de semillas fueron puestas a germinar en cajas de Petri con perlita
humedecida en E 1/10. Dos semanas después de puestas a germinar cuatro plantulas
seleccionadas al azar fueron transferidas a cada pouche (Capitulo 2, Figura 1 A) (Mega
Internacional, Minneapolis, Estados Unidos). En los ensayos en que ambas especies, Alnus
acuminata y Discaria trinervis, fueron puestas a crecer juntas, sus raices compartieron el
mismo espacio de crecimiento, permitiendo que los exudados radiculares de ambas
especies se mezclen. Para realizar el ensayo cuatro plantulas de A. acuminata y cuatro de
D. trinervis fueron seleccionadas al azar y transferidas al mismo pouche, quedando en
contacto las raices de ambas especies (Figura 1). Cada pouche se humedecié con 10 ml de
solucion mineral E 1/10 libre de nitrdgeno ya sea en los ensayos de cuatro como asi
también en los de ocho plantas por pouche. La germinacion y el crecimiento posterior de las
plantas fue llevado a cabo en el invernaculo de la Universidad Nacional de Quilmes (34° 7°
S, 58° 3’ O) con suplementaciéon de luz artificial (400 W, Osram, K048, Brasil), con un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, el rengo de temperatura fue de 18 y
25 °C, y una humedad relativa de 40-95 %. Se reg6 con Evans 1/10 libre de nitr6geno para

mantener la humedad del papel soporte cuando se consideré necesario.

Cultivo de las bacterias y preparacion del inéculo

La cepa Arl3 de Frankia (Figura 2) fue cedida gentilmente por K. Huss-Danell (SLU,
Umea, Suecia). Este aislamiento que es infectivo y efectivo en plantas de Alnus acuminata
fue aislado originalmente en cultivo puro a partir de un nédulo de Alnus rubra (Berry y
Torrey, 1979). Como ya se mencioné en el Capitulo 2, la cepa BCU110501 de Frankia es
infectiva y efectiva en plantas de Discaria trinervis (Chaia, 1998). Ambas cepas de Frankia
fueron crecidas por 6 semanas a 28 °C sin agitacion en medio minimo BAP (Murry y col.,
1984).

El medio de cultivo en el que se crecié la cepa BCU110501 fue suplementado con
glucosa 0.055 M mientras que el medio de cultivo en que se crecid a la cepa Arl3 se
suplementé con propionato de sodio 0.005 M como fuente de carbono.

Para la preparacion del indculo, las células de Frankia fueron lavadas con E 1/10 sin N

un par de veces Yy resuspendidas en un volumen de 8-10 ml de E 1/10 sin N para luego
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homogenizarlas pasandolas 5 veces a través de agujas 21G con la ayuda de una jeringa. La
cantidad de biomasa en la suspensién se estimd midiendo el volumen celular empaquetado
(pcv, de packed cell volume) después de centrifugar una muestra de la suspension
bacteriana a 1100 g durante 5 minutos (Nittayajarn y Baker, 1989). Una vez estimada la
biomasa celular de la suspension se realizé la dilucion necesaria en E 1/10 N- para inocular

con la concentracion bacteriana deseada.

Figura 1. Alnus acuminata y Discaria trinervis creciendo juntas en el mismo pouche. (A) Esquema que
muestra como se colocaron las cuatro plantulas de cada especie dentro del mismo pouche. Una
plantula de Discaria trinervis y otra de Alnus acuminata se colocaron juntas en el pouche. (B) La foto
muestra a la plantula de A. acuminata (a la izquierda) y D. trinervis (a la derecha). (C) Raices de
las dos plantas compartiendo el espacio en el pouche. La raiz més rojiza es de A. acuminata y se

pueden ver en rojo oscuro los nddulos, la raiz blanca pertenece a D. trinervis.

Inoculacién de las plantas

Al momento de la inoculacién, 20 plantas, o 40 en el caso del experimento en que las
dos especies fueron crecidas juntas, distribuidas en 5 pouches, fueron separadas
aleatoriamente. Todos los pouches pertenecientes al mismo tratamiento fueron ubicados
juntos dentro de una Unica bolsa plastica. Cada raiz se inoculé descargando 200 | de

suspension a lo largo de la misma con micropipeta.
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Figura 2. Cultivo de Frankia Arl3. La cepa
crece formando agregados de filamentos
cuando se la culva en medio BAP
suplementado con propionato de sodio como
fuente de carbono y se la hace crecer en medio
liquido a 28 °C y sin agitacion. Para preparar el
in6culo los agregados de filamentos se rompen
pasando las células a través de una aguja 21G
con una jeringa y luego se estima la
concentracion midiendo volumen de
empaquetamiento celular como se describe en

la seccién Materiales y métodos del Capitulo 2.

Registro de la nodulacién

Al momento de la inoculacion, la posicion de cada punta radicular (RT de Root Tip)
fue marcada con una fibra indeleble en la superficie plastica del pouche (Valverde y Wall,
1999b). Las raices de D. trinervis se observaron cada 2-3 dias con el objetivo de registrar y
contar a simple vista los nddulos que se desarrollaban. La posicién de los nédulos a lo
largo de la raiz se marco sobre el plastico del pouche con una fibra resistente al agua y
luego se midié la distancia (en mm) de cada nddulo a la marca de referencia RT (posicion
cero). La frecuencia de nddulos se agrup6 cada 5 mm a lo largo de la raiz y se graficé el
perfil de nodulacién para cada tratamiento. Las posiciones por encima de la marca RT
se consideraron como valores positivos (+) y los que se encuentran por debajo de la

marca se consideraron como valores (-) (Valverde y Wall, 1999b).

Efecto de la dosis de in6culo en la nodulacién de Alnus acuminata

A partir de un Unico cultivo se prepararon suspensiones de Frankia Arl3 en solucion
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mineral E 1/10 N- de diferente concentracién y se inoculé con: 0.04, 0.4, 4 y 40 ul pcv

1
raiz . Cada planta se inocul6 descargando 200 pl de suspension desde el extremo de la

raiz hacia la base de la raiz.
Coinoculacién en Alnus acuminata con la cepa Frankia BCU110501

Células lavadas de Frankia Arl3 (infectiva en Alnus acuminata) y Frankia BCU110501
(no infectivas en A. acuminata) fueron mezcladas en el mismo recipiente y 200 pl de esta
suspension de inéculo fue aplicado sobre cada raiz, desde el extremo hacia su base. Se
realizaron diferentes in6culos manteniendo constante la concentracion de Frankia Arl3

1
(0.01 pl pev raiz’ ) y variando la cantidad de Frankia BCU110501 en la mezcla del

1 1
siguiente modo: (0.25, 2.5, 12.5 pl pcv raiz’ , y 0 pcv raiz.  como control).

Alnus acuminata y Discaria trinervis crecidas juntas

Cuando las plantulas de D. trinervis y de A. acuminata fueron colocadas en el mismo
pouche (ver antes) fueron inoculadas con 200 pl de suspensién bacteriana aplicados a lo
largo de las 2 raices (Figura 1 B), desde la punta hasta la base de ambas raices. Se
armaron los grupos o tratamientos seleccionando aleatoriamente 5 pouches y se colocaron
los pouches de un mismo tratamiento dentro de una Unica bolsa plastica de mayor

tamafio. Cada tratamiento fue inoculado con una de las siguientes preparaciones de
1
inoculo: i) E 1/10 sin N (control negativo), BCU110501 (0.01 ul pcv raiz ), Arl3 (0.01
1 1
il pev raiz” ), una suspension compuesta por BCU110501 (0.01 pl pev raiz' ) + Arl3

1 1
(0.01 ul pev raiz” ), y BCU110501 (0.01 pl pev raiz’ ) + Arl3 separada fisicamente de la
raiz por una membrana de didlisis. Dentro de cada membrana de didlisis tubular de

celulosa (corte de 12 KDa) de 15 mm de didmetro (Sigma, St. Louis, MO) se colocaron 3

ml de una suspension de Frankia Arl3 (3.5 ul pcv ml'l). Cada membrana de didlisis
tubular fue cuidadosamente cerrada en sus extremos y ubicada a lo largo de cada par de
raices (Figura 1 B), de modo que se colocaron 4 membranas por pouche. Los tratamientos
control fueron pouches con solo una de las especies (4 plantas por pouche). Las diluciones

de las suspensiones generadas fueron preparadas en solucién mineral E 1/10 N-.
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Analisis ocupacional de los ndédulos

Ndédulos de Discaria trinervis y Alnus acuminata fueron separados de sus raices y su
ocupacién bacteriana fue ensayada mediante dos técnicas diferentes. Los nédulos fueron
individualmente separados de la raiz con la ayuda de una hoja de bisturi, se
desinfectaron superficialmente sumergiéndolos en H,0, (10 Voliumenes) durante 2 minutos
y se lavaron haciendo pasajes a través de abundante agua estéril. Cada nddulo fue
cortado en trozos muy pequefios con la ayuda de un bisturi y este fue el material de partida
con el que se comenzaron los dos tipos de andlisis ocupacional.

Analisis molecular. Los pequefios trozos de nédulos generados como se mencioné
antes, fueron pasados a través de una malla con poros de 100m con la intencién de
remover los restos grandes de vegetales que puedan haber quedado y luego a través de
una malla de 20m con el objetivo de retener los cimulos de vesiculas bacterianas. Las
vesiculas fueron trasvasadas con micropipeta a tubos estériles. Tanto las vesiculas
colectadas como cultivos frescos de Frankia fueron tratados con CTAB (cetil trimethyl
ammoniunt bromide) 2 % para purificar su ADN gendémico (Myrold y col., 1994). El gen del
ARN ribosomal 16S fue amplificado por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con
los cebadores universales PO y P6 (Chaia y col., 2006). La mezcla de PCR contenia 1 pl
de muestra de ADN en 20 pl de buffer Taq (Fermentas) compuesto de 1.5 mM MgCl2,
20 pmol de cada cebador, 200 mM de cada nucledtido y 1 U de Taq ADN
polimerasa (Fermentas). La mezcla de reacciéon fue incubada a 95 °C durante 5 minutos
seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos y 72 °C por 2
minutos. Finalizados los 35 ciclos la reaccion se incubé a 72 °C por 10 minutos. Los
productos de PCR fueron digeridos con las enzimas Pvul y Sacl y posteriormente los
fragmentos fueron separados en geles de agarosa (1 % p/v) y tefiidos con bromuro de
etidio para analizar el polimorfismo en longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP,
restriction fragment length polymorphism).

Andlisis por planta trampa. Los nédulos macerados como se mencioné
anteriormente, se resuspendieron en E 1/10 sin N para generar una suspension de 1 mg
(peso fresco de nédulo)/ml y luego se utilizd6 como inéculo. 20 plantas de Discaria
trinervis y 20 de Alnus acuminata crecidas en pouches fueron inoculadas con 200 ml de la

suspension generada y su nodulacién fue registrada.
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Registro de los nédulos

Se marco la posicion de cada punta radicular (RT) en el momento de la inoculacién se
marcO con tinta resistente al agua sobre la superficie plastica del pouche (Valverde y Wall,
1999a). Las raices de Discaria trinervis y Alnus acuminata crecidas en pouches se
analizaron a simple vista cada 2-4 dias en busca de nddulos. La posicion de cada
nédulo a lo largo de la raiz se marcé con tinta resistente al agua en la superficie
externa del pouche y se conté la cantidad de nédulos de cada planta. Se midié la distancia
(en mm) desde cada nddulo a la marca de referencia RT (posicion cero). Con estos datos
se graficaron los perfiles de nodulacion. Las posiciones de los nddulos por encima del RT
se consideraron como valores positivos (+), mientras que los nddulos posicionados por
debajo de la marca RT fueron considerados valores negativos (-) (Valverde y Wall,
1999a).

Andlisis estadistico

Las diferencias, expresadas en valor P, entre los valores promedio obtenidos para los
diferentes pardmetros de nodulacién de los diferentes tratamientos experimentales contra
sus controles fueron obtenidas a través del test-t para datos desapareados utilizando el

programa Sigma-Plot (version 8.0).

Analisis de los parametros de nodulacién

Los diferentes parametros de nodulacién definidos en el Capitulo 2 de esta tesis
(Gabbarini y Wall, 2008): 1) t,, tiempo que transcurre desde la inoculacion hasta la
aparicion del primer nédulo; 2) v,, velocidad inicial de nodulacion; 3) t 5, el tiempo total de
nodulacion; 4) °© nodulos por planta, nimero final de nédulos por planta; y 5) v,
velocidad de nodulacién reducida, se determinaron y analizaron para cada planta en
forma individual y sus promedios y error estdndar fueron comparados entre los diferentes

tratamientos.

4.3 Resultados
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Efecto de las diferentes dosis de Frankia ArlI3 infectiva

En las condiciones experimentales que se desarrollé el experimento, los niveles de
nodulacion en las plantas de Alnus acuminata no se modificaron con las variaciones en
las dosis del in6culo ensayadas (Figura 3 A). Sin embargo, al analizar los parametros
considerando cada planta en forma individual como se describi6 en el capitulo 2, se

observé que al incrementar la dosis de Frankia Arl3 en el in6culo se correspondia con

1 1
una leve tendencia a la disminucion en vg de 0.60 a 0.44 nddulos planta” dia” (P < 0.15)

1
cuando la dosis de indculo se increment6 desde 0.04 a 40 pl planta (Figura 3 C). El

tiempo que transcurre hasta la aparicion del primer noédulo t,, en cambio, no mostro

diferencias entre los diferentes tratamientos (Figura 3 B) y si el tiempo de nodulacion

total, tyop, Mostré un aumento de 12.6 a 18.2 dias (P < 0.024) cuando la dosis de in6culo

1
incrementd de 0.04 a 40 ml planta” (Figura 3 D).
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Figura 3. Analisis de la nodulacion en Alnus acuminata inoculada con diferentes dosis de

Frankia Arl3. (A) Cinéticas de nodulacion variando la dosis de inoculo Frankia Arl3: 0.04 (o), 0.4 (e),

4 (m) y40 (A) ] pcv (200 I)_1 de suspension bacteriana por planta. (B) Tiempo que transcurre desde la

inoculacién hasta la aparicion del primer nédulo, t0. (C) Velocidad inicial de nodulacién, vo. (D) Tiempo

de nodulacion total, tNOD. Los valores son el promedio + SE para un n = 16-20 plantas.

Efecto de la coinoculaciéon con una cepa no infectiva de Frankia

La cepa BCU110501 de Frankia, proveniente de un grupo de inoculacion diferente e
incapaz de nodular Alnus acuminata, fue coinoculada en altas y crecientes dosis junto

con una cantidad limitante de la cepa infectiva Frankia Arl3. Esta coinoculacién promovié
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una estimulacion temprana de la nodulacién en comparacion con el tratamiento control, en
que las plantas fueron inoculadas solo con una cantidad limitante de Frankia Arl3 (Figura
4, ver datos antes del dia 20). Llamativamente, la estimulacion temprana de la
nodulacion se convirtié en una inhibiciéon de la nodulacién hacia el final del experimento

debido a la creciente dosis de Frankia BCU110501 en el inéculo (Figura 4, ver datos

después del dia 20).
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Figura 4. N odulacion en Alnus acuminata coinoculada con diferentes dosis de Frankia

BCU110501 y Arl3 en concentracion limitante. Cinéticas de nodulacion con in6culos mixtos de
Frankia Arl3 (0.01 ml pcv por raiz-l) y Frankia BCU110501 en diferentes dosis: 0 (o), 0.25 (e), 2.5

(m) y 12.5 (A) | pcv (200 I)'l de suspensién bacteriana por planta. Los valores son el promedio + SE

para un n = 18-20 plantas.

En un analisis mas detallado, donde se determinaron los parametros de nodulacién en
forma individual para cada planta, se encontr6 una clara tendencia de disminucion en t0,
(Figura 5 A). El promedio calculado con los tO de todas las plantas de un mismo tratamiento
disminuyé de 12.0 a 9.7 dias (P < 0.0075) cuando la dosis de Frankia BCU110501 en el
inodculo se incrementd desde 0 a 12.5 | de pcv por raiz. Mientras tanto el tNOD, tiempo total
de nodulacion, fue reducido (Figura 5 B) de 11.0 a 9.08 dias (P <0.041) para el mismo
aumento de la dosis de Frankia BCU110501. Ademas, la v,, velocidad inicial de nodulacién
(Figura 5 C) incrementé de 0.94 a 1.17 nédulos por planta por dia (P < 0.1), y el porcentaje
de plantas con una velocidad de nodulacién reducida vg (Figura 5 D) se incrementd
conforme aumentd la dosis de la cepa BCU110501 en la suspension de in6culo mixta.

Es preciso destacar que la cepa BCU110501 no fue capaz de inducir nédulos en
ninguna planta de Alnus acuminata cuando fue inoculada sola y aun en altas dosis. El

registro negativo de la nodulacion en las plantas se realizé hasta tres meses después del
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momento de la inoculacion.

Por otro lado, el analisis molecular de la ocupaciéon por RFLP-PCR de las vesiculas
extraidas de nodulos de Alnus acuminata corrobor6 que solo la cepa Arl3 y no BCU110501
estaban ocupando los mismos, sugiriendo que no hubo coinfeccién (Figura 6) en el ensayo
de coinoculacién. Como se puede apreciar en la figura 6, no se observo el patrén de bandas
correspondientes a Frankia BCU110501 (Figura 6, calles 1 y 4) en el material proveniente

de nddulos de plantas coinoculadas (Figura 6, calles 3 y 6).

Nodulacion en A. acuminata y D. trinervis creciendo juntas
A partir de los resultados de la influencia de la cepa BCU110501 de Frankia en la

nodulacion de Alnus acuminata por Arl3 (Figuras 4 y 5) se decidié estudiar si la cepa no

infectiva BCU110501 al ser activada en forma completa por los exudados radiculares de su

planta hospedadora natural podria infectar la planta actinorricica heterdloga Alnus
acuminata.
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Figura 5. Parametros de nodulacion en Alnus acuminata inoculada con Frankia Arl3 vy
diferentes dosis de Frankia BCU110501. (A) Tiempo que transcurre desde la inoculacién hasta la
aparicién del primer nédulo, to. (B) Tiempo de nodulacion total, tNOD. (C) Velocidad inicial de

nodulacién, vo. (D) Porcentaje de plantas con velocidad de nodulacion regulada, VR. A excepcion de (D)

que son porcentajes, el resto de los valores son el promedio + SE para un n = 18-20 plantas.

En un primer ensayo se busco activar BCU110501 por presencia directa de D. trinervis
y se buscé activar las raices de Alnus acuminata por FDs de Arl3, manteniendo a esta cepa
separada fisicamente de la raiz de su planta hospedadora por membrana de dialisis. Se
inocularon plantas de Alnus acuminata y Discaria trinervis crecidas juntas con Frankia
BCU110501 y Frankia Arl3 dentro de una membrana de dialisis para que no entre en
contacto directo con las raices, permitiendo solamente el flujo de moléculas de tamafio
menor a 12 KDa. Este ensayo no dio nodulacion en ninguna de las plantas de A. acuminata,

si bien las plantas de Discaria nodularon correctamente.
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En una posterior oportunidad se elimind la barrera entre Arl3 y A. acuminata, y se
planteo la posibilidad de coinfeccion como evidencia de franqueamiento de la barrera de
especificidad. Con este planteo, ambas especies vegetales fueron inoculadas con diferentes
combinaciones de indculos: i) BCU110501, ii) BCU110501 + Arl3, y iii) Arl3.

Este experimento fue repetido en ocasiones diferentes y en cada una de las
repeticiones se probaron semillas de Alnus acuminata obtenidas de bosques distintos (San
Javier y Los Toldos). Como era de esperar todas las plantas nodularon, y se analizé la
cinética de nodulacion en busqueda de alguna sefal de nueva interaccion en el sistema. En
un primer analisis de las cinéticas de nodulacion de Alnus acuminata (bosque San Javier) se
encontré que no hubo efecto por la sola adicion, ya sea de Frankia BCU110501 como de la
planta Discaria trinervis comparada al tratamiento control en el que Alnus acuminata solo
fue inoculada con la cepa Arl3 de Frankia (Figura 7 A). Sin embargo, cuando ambos, D.
trinervis y BCU110501 estuvieron presentes en el pouche ademas del par simbidtico A.
acuminata — Arl3, se encontré una estimulacién de la nodulacion en las plantas de Alnus
(Figura 7 A, cuadrados).

Un resultado similar y simétrico se encontré en la nodulacion de las plantas de D.
trinervis cuando el par simbidtico heter6logo compuesto por A. acuminata y Arl3 estuvo

presente en el mismo pouche (Figura 7 B, cuadrados).
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Figura 7. Cinéticas de nodulacion en: (A) Alnus acuminata y (B) Discaria trinervis crecidas en
forma individual (circulos) y conjunta (cuadrados) e inoculadas con una de las cepas (simbolo
vacio) o con un in6culo mixto (simbolo lleno). El in6culo mixto consta de las cepas BCU110501 y
Arl3 de Frankia y fue preparado como se explicd en la seccion Materiales y métodos. En el caso
de los tratamiento de inoculacién simple (o) y (o) en las cinéticas de A. acuminata (A) el in6culo
fue Frankia Arl3, mientras que para las plantas de D. trinervis (B) fue Frankia BCU110501. Los

valores son el promedio + SE para un n = 17-20 plantas.

Se analizaron los parametros de nodulaciéon en ambos sistemas en forma individual y
se compararon los promedios de cada tratamiento. De este analisis surgié que hubo una
disminucion estadisticamente significativa en el tiempo que transcurre desde la inoculacion
hasta la aparicién del primer nédulo, tg, en ambos sistemas (P < 0.00015 y P < 0.085 en A.
acuminata y D. trinervis respectivamente) (Figuras 8 A y 9 A). Respecto de los demas
parametros de nodulacion analizados (Vo Y tnop) NO Se observaron diferencias ni tendencias
para ninguno de los tratamientos tanto en Alnus como en Discaria (Figuras 8 B,8C, 9By 9
C). Al analizar la distribucién de nédulos a lo largo de la raiz, se encontré un claro cambio en
el patrén de nodulacion de D. trinervis (Figura 9 D) pero no en A. acuminata (Figura 8 D),
cuando ambas plantas y ambas bacterias se encontraban presentes. Es destacable notar
que cuando se cultivaron 8 plantas por pouche todas de la misma especie, Discaria trinervis,
se observo un efecto parecido, es decir: una disminucién en t; y una nodulacién en la zona
mas vieja de la raiz respecto del tratamiento que contaba con 4 plantas por pouche
(Capitulo 2, figuras 5By 5 C).
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Figura 8. Parametros de nodulacién y distribucion de nédulos a lo largo de la raiz de plantas de
Alnus acuminata. (A) Tiempo que transcurre desde la inoculacion hasta la aparicion del primer nddulo, t0;
(B) Velocidad inicial de nodulacion, v0. (C) Tiempo total de nodulacién, tNOD. (D) Distribucion de los
nédulos a lo largo de la raiz. Aa, Alnus acuminata; Dt, Discaria trinervis; A, Arl3; B, BCU110501; Aa+Dt,
Alnus acuminata y Discaria trinervis crecidas juntas en el mismo pouche; A+B, Arl3 y BCU110501
inoculadas en forma conjunta. Los valores de (A), (B) y (C) son el promedio + SE para un n = 17-20 plantas.
La posicion de los nédulos con respecto a la marca RT se registrdé 38 dias después de la inoculacion. El
perfil de nodulacion a lo largo de la raiz se obtuvo para cada grupo de plantas como se describié en la

seccion Materiales y métodos. El crecimiento de la raiz es de izquierda a derecha y la linea gris muestra la
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posicion de la marca RT al momento de la inoculacion. Los valores expresados como porcentaje de

nodulos por encima de la marca RT se muestran dentro de cada grafico a la izquierda.
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Figura 9. Parametros de nodulacidon y distribucion de nodulos a lo largo de la raiz de
plantas de Discaria trinervis. (A) Tiempo que transcurre desde la inoculacion hasta la aparicién
del primer nédulo, ty; (B) velocidad inicial de nodulacion, vg; (C) tiempo total de nodulacién, tyop;
y (D) distribucién de los nédulos a lo largo de la raiz. Dt, Discaria trinervis; Aa, Alnus acuminata; B,
BCU110501; A, Arl3; Dt+Aa, Discaria trinervis y Alnus acuminata crecidas juntas en el mismo
pouche; B+A, BCU110501 y ArI3 inoculadas en forma conjunta. Los valores de (A), (B) y (C)
son el promedio + SE para un n = 17-20 plantas. La posicion de los nédulos con respecto a

la marca RT se registr6 38 dias después de la inoculacién. El perfil de nodulacién a lo largo

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



de la raiz se obtuvo para cada grupo de plantas como se describié en la secciébn Materiales y
métodos. El crecimiento de la raiz es de izquierda a derecha y la linea gris muestra la posicion de
la marca RT al momento de la inoculacion. Los valores expresados como porcentaje de nodulos

por encima de la marca RT se muestran dentro de cada grafico a la izquierda.

Inesperadamente, las plantulas de Alnus acuminata germinadas a partir de semillas
obtenidas en la localidad de Los Toldos, provincia de Salta, no desarrollaron ndédulos
después de ser inoculadas con Frankia Arl3, resultado corroborado por Roxana Enrico en
otro trabajo de laboratorio (Enrico y Wall, no publicado). Sin embargo, se observo
estimulacion de la nodulacién (Figura 10 A) y una disminuciéon en el tiempo de nodulacién
inicial, ty (P < 0.0015) (Figure 10 B) de Discaria trinervis por Frankia BCU110501 que fue
expresado solo cuando Alnus acuminata y Frankia Arl3 estuvieron presente en el mismo
pouche del mismo modo que sucedi6 con la variedad del bosque La Banderita. Es preciso
destacar que en subsecuentes ensayos se confirmé que las plantulas de A. acuminata de
Los Toldos no desarrollan nddulos con Frankia Arl3, inclusive al inocularse con altas dosis,

al menos en condiciones de invernaculo.
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Figura 10. Nodulacién en Discaria trinervis al ser crecida junto a A. acuminata proveniente de Los
Toldos, Salta. (A) Cinéticas de nodulacion de plantas de D. trinervis tratadas del siguiente modo:
crecidas como Unica especie en el mismo pouche (circulos), crecidas junto a A. acuminata en el mismo

pouche (cuadrados), inoculadas con Frankia BCU110501 (simbolos vacios), e inoculadas con una
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suspensiéon mixta formada por Frankia BCU110501 y Frankia Arl3 (simbolos negros). (B) Tiempo

que transcurre desde el momento de la inoculacion hasta la aparicion del primer ndédulo, t0. Los

valores son el promedio * SE para un n= 16-20.
Analisis de la ocupacion de los nédulos

Utilizando enzimas de restriccion apropiadas, se puede distinguir cada cepa de
Frankia, Arl3 o BCU110501, por su particular patrén de restriccion del amplicon 16 S ADNr
que se genera por PCR utilizando como cebadores a las secuencias PO y P6 (Figura 11). La
identificacion de las cepas ocupantes por este método a partir de las vesiculas extraidas de
los nédulos de Discaria trinervis y Alnus acuminata coinoculadas con ambas cepas de
Frankia, reveld, cuando se comparé con los controles generados a partir de cultivos puros
de BCU110501 y Arl3, que solo una de las cepas se encontraba dentro de los nédulos
(Figuras 6 y 11). La cepa BCU110501 fue la Unica bacteria encontrada en los nédulos de D.

trinervis (Figura 11) y Arl3 fue la cepa encontrada en los nédulos de A acuminata (Figura 6).

- Sacl

BCU110501 (cultivo)
ArlI3 (cultivo)

Dt -BCU110501
Aa-Arl3
Dt-BCU110501+ArI3
Aa-BCU110501+ArI3
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BCU110501 (cultivo)
Arl3 (cultivo)
Dt-BCU110501
Aa-Arl3
Dt-BCU11l0501+ArI3
Aa-BCU110501+ArI3
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Figura 11. Andlisis de la longitud de los fragmentos de restriccion del gen AR ribosomal 16S de
Frankia. Los amplicones generados con los cebadores PO y P6 fueron digeridos con la enzima de
restriccion Sacl, fueron separados en agarosa (1 % p/v) y tefiidos con bromuro de etidio. EI ADN que
se utilizé como molde fue extraido de: BCU110501 (cultivo), Arl3 (cultivo), vesiculas extraidas de
nédulos de D. trinervis (Dt) inoculada con BCU110501, vesiculas extraidas de nddulos de A.
acuminata (Aa) inoculada con Arl3, vesiculas extraidas de nddulos de D. trinervis coinoculadas con
BCU110501 y Arl3, vesiculas extraidas de nédulos de A. acuminata coinoculada con Arl3 vy
BCU110501. El tamafio de los marcadores (PM) es de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000 y 1500 pares de bases.

Llamativamente, cuando los nédulos fueron preservados a -20 °C durante 48 horas
antes de la extraccion de las vesiculas, no se observd amplificacion cuando el material
provenia de materiales de Alnus acuminata (Figura 11). Por tal motivo se repiti6 el ensayo y
se evitd congelar los nédulos, de esta manera la amplificacién fue normal (Figura 12).

Al analizar la ocupacion de los nédulos por el método de plantas trampa, se encontrd
que los nodulos macerados obtenidos de Discaria trinervis, ya sea creciendo como Unica
especie 0 junto a Alnus acuminata e inoculada en forma mixta (Frankia BCU110501 +
Frankia Arl3) o simple (Frankia BCU110501), solo desarrollaron nédulos las plantas de D.
trinervis (Tabla 1). Por otra parte, cuando se analizaron los macerados de nddulos de Alnus
acuminata se encontré nodulacién solo en A. acuminata, aun cuando habia sido crecida
junto a D. trinervis e inoculada en forma singular con Arl3 o conjunta con la cepa Frankia
BCU110501 (Tabla 1). Los mismos resultados en cuanto a ocupacion de los nédulos se
encontraron al analizar los nédulos de ambas especies en forma molecular (RFLP-PCR)
(Figura 12).

Plantas noduladas (%) utilizando macerado de nidulos como indculo

D, trinervis inoculada con A. acumirata inoculada con
Planta trampa BCU110501 BCU110501+ArI3 Arl3 Arl3+BCU110501
D reinervis 1000 100 0 0
A. acuminata 0 0 ®5 a0

Tabla 1. Andlisis de la ocupacién de los nédulos de Discaria trinervis y Alnus acuminata crecidas
en el mismo pouche. Los nédulos que se utilizaron para realizar el andlisis surgen del experimento

de las Figuras 6, 7y 8.
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4.4 Discusion

Las interacciones entre los participantes de la simbiosis actinorricica muy
probablemente ocurren a través del intercambio de sefales, incluyendo interacciones fisicas
en la superficie de las células radiculares y colonizacién del espacio intercelular. Todos los
eventos mencionados pueden depender de un estado fisiolégico de la bacteria regulado por
la concentracion local de bacterias y de la planta dado por el grado de desarrollo de la raiz.
Esta hipotesis ha sido corroborada en la simbiosis entre rizobios y leguminosas, una
simbiosis que también involucra la formacién de nddulos, donde sefiales de la planta de tipo
flavonoides activan la produccion de Factores Nod lipoquitooligosacaridos de origen
bacterianos, que actian a su vez sobre la planta induciendo la infeccion y el desarrollo de
los nédulos (Mulder y col. , 2005)
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Figura 12. Andlisis de la longitud de los fragmentos de restriccion del gen del AD r 16S de
Frankia. Los amplicones generados con los cebadores PO y P6 fueron digeridos con la enzima de
restriccion Sacl, fueron separados en agarosa (1 % p/v) y tefiidos con bromuro de etidio. EI ADN
que se utilizé como molde fue extraido de: BCU110501 (cultivo); vesiculas extraidas de nddulos de
D. trinervis (Dt) inoculada con BCU110501; Arl3 (cultivo), vesiculas extraidas de nodulos de D.
trinervis (Dt) coinoculadas con BCU110501 y Arl3; vesiculas extraidas de nédulos de D. trinervis (Dt)
crecidas junto a A. acuminata (Aa) coinoculadas con BCU110501 y Arl3; Arl3 (cultivo); vesiculas
extraidas de noédulos de A. acuminata (Aa) inoculada con Arl3; vesiculas extraidas de nédulos de A.
acuminata (Aa) coinoculada con Arl3 y BCU110501; y vesiculas extraidas de nédulos de A.
acuminata (Aa) crecida junto a D. trinervis (Dt) coinoculadas con Arl3 y BCU110501. El tamafio de
los marcadores (PM) es de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 y 1500 pares de

bases.

Teniendo en cuenta ensayos previos del grupo de investigacion (Gabbarini y Wall,
2008; Valverde y Wall, 1999a; Wall y Huss-Danell, 1997) resulté inesperado no encontrar
una clara respuesta en la nodulacién respecto a la variacion en la dosis del in6culo de Arl3.
Solamente tNOD fue claramente modificado pero no ty y Vo que son parametros que
esperdbamos se modificasen. Como se mostré en los resultados el parametro tyop fue
modificado consecuentemente con el aumento en la dosis de indculo infectivo Arl3 sobre A.
acuminata (Figura 3 D), mientras que el tiempo que transcurre desde el momento de la
inoculacion hasta la aparicion del primer nddulo, ty (Figura 3 B) y la velocidad inicial de
nodulacion, v, (Figura 3 C) no fueron afectadas.

El hecho que no se haya encontrado en Alnus acuminata una respuesta entre los
parametros de nodulacién respecto de la dosis y la concentracion de Arl3 en la suspension
de in6culo (Figura 3) del mismo modo que el encontrados en la simbiosis D. trinervis —
BCU110501 (capitulo 2 de esta tesis) puede tener al menos dos interpretaciones: que la
diferencia esté dada por la via de infeccion, del mismo modo que para cada via de infeccién
se encontré un mecanismo de regulacion de la nodulacion (Valverde y Wall, 1999a); o
puede ser que el rango de concentraciones de Arl3 utilizados en este ensayo haya sido
demasiado alto y las sefiales ya estaban en concentraciones saturantes con la suspension
mas diluida de in6culo.

Los dos andlisis de ocupaciéon de los nédulos que se realizaron, molecular (RFLP-
PCR) y utilizando macerado de nédulos como in6culo de plantas trampa, mostraron de
manera concluyente que no hubo coocupacién en plantas de Alnus cuando estas fueron
inoculadas con una suspension mixta compuesta por las cepas de Frankia Arl3 y
BCU110501 (Figura 11). A pesar de que la cepa BCU110501 no ocupd los nddulos de A.
acuminata provocé cambios en los parametros de nodulacién en Alnus acuminata al
inocularse en forma conjunta con la cepa infectiva Arl3 (Figura 5), esto sugiere fuertemente

gue hay al menos una etapa en el establecimiento de la simbiosis que no requiere de una
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total compatibilidad simbidtica y que puede ser determinante en muchos aspectos del
progreso de la nodulacién, ya que como vimos puede modificar el tiempo de nodulacion
total tyop (Figura 5 B), el tiempo de nodulacion inicial to (Figura 5 A) y la velocidad inicial de
nodulacion vy (Figura 5 C).

El resultado que muestra la estimulacion temprana de la nodulacion por una
disminucion del ty y que después se corresponde con una disminucion en el tiempo total de
nodulacion tyop cuando la dosis de Frankia BCU110501 crecioé respecto de Arl3 en la
suspension de inéculo (Figuras 4 y 5) sugiere que el mecanismo de autorregulacién de la
nodulaciéon ha sido estimulado por la cepa BCU110501 induciendo el control de las
infecciones en la raiz, sorpresivamente antes de que el nddulo se desarrolle. Este proceso
usualmente tiene lugar en una etapa temprana de la interacciéon entre el microsimbionte y la
planta, después de la penetracion intracelular (Wall y Huss-Danell, 1997) pero antes de que
comience la fijacién de nitrégeno en el nddulo (Valverde y Wall, 1999b; Wall, 2000).
Mediante este mecanismo las plantas controlan la nodulacion final como biomasa respecto
de la biomasa radicular, ya sea regulando el nimero de nddulos o el tamafio de los mismos.
Teniendo en cuenta estas consideraciones y los resultados obtenidos parece altamente
probable que Frankia BCU110501 fuese capaz de producir infeccion en Alnus acuminata y
de poner en funcionamiento el mecanismo de autorregulacién, pero estas infecciones
seguramente no prosperan o son detenidas por la planta, seguramente debido a la falta de
complementariedad, provocando que el nimero de nodulos finales desarrollados por la
cepa Arl3 sea menor que en el tratamiento control, donde la suspension de in6culo estaba
compuesta solo por Arl3, cepa en la que no esperamos el aborto de infeccién o bloqueo en
el desarrollo de la nodulacion.

Por otro lado, en un experimento previo (Capitulo 2) se encontré un resultado diferente
en Discaria trinervis inoculada con un cultivo mixto de Frankia compuesto por la cepa
infectiva BCU110501 y la no infectiva Arl3. En este caso, la concentracion creciente de la
cepa heterdloga Arl3 estimulé la nodulacion temprana pero también el ndmero final de
nédulos por planta fue mayor. Utilizando el mismo razonamiento que en el parrafo anterior
se puede interpretar para los resultados del Capitulo 2 que Frankia Arl3 no fue capaz de
iniciar la infeccién en Discaria trinervis y por tal motivo no se dispar6 prematuramente el
mecanismo de autorregulacion por parte de la planta. Estos efectos disimiles sobre los
parametros de nodulacién de las dos especies actinorricicas puede ser consecuencia de la
diferente via de infeccién que presentan cada una de ellas.

Con un objetivo completamente distinto, con el foco puesto en el desarrollo del nédulo
y en la actividad de la enzima nitrogenasa, en un trabajo previo del laboratorio se encontré
gue la autorregulacién de la nodulacion es expresada de modo diferente de acuerdo a la via
de infeccién de la planta (Wall y col., 2003) lo que podria explicar la diferencia que se

observa en este caso también.
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Al considerar que Frankia BCU110501 induce respuestas de Alnus se sugiere que
existe una especie de infeccibn pero insuficiente para llegar al nédulo. Dado que
BCU110501 es capaz de deformar los pelos radiculares del mismo modo que lo hace la
cepa Arl3 (Gabbarini y Wall, 2001), surgié una pregunta: ¢Es posible que ocurra una
complementacion fisiol6gica de la cepa BCU110501 para inducir el desarrollo del nédulo o
al menos, coinfectar o coocupar nodulos de Alnus cuando se inocula junto con la cepa
Arl3?.

Para responder a esta pregunta se realizd un complejo disefio experimental en el cual
se busco activar a la cepa BCU110501 con su huésped natural Discaria trinervis pensando
gue de ese modo podria quedar activada para infectar las raices de Alnus acuminata, que a
su vez fue activada por los factores difusibles de la cepa infectiva Arl3 de Frankia. Plantas
de Discaria trinervis y Alnus acuminata se crecieron juntas y se inocularon con Frankia
BCU110501 mas una bolsa de didlisis con una suspension de Arl3 dentro, que se coloco
sobre la raiz para establecer una barrera fisica entre esta cepa y las raices. De este modo
solo fue posible la interaccion mediante moléculas de tamafio menor a 12 KDa. Bajo estas
condiciones ninguna planta de Alnus desarroll6 nédulos sugiriendo que no hubo suficiente
activacion o complementacion de sefiales como para que la cepa no infectiva (BCU110501)
produzca nddulos en una planta heteréloga (A. acuminata). Ante este resultado negativo se
decidié quitar la separacion fisica para que no hubiese ningin tipo de barrera y la
interaccion entre los pares simbidticos fuese éptima. Para ello se realizdé un nuevo ensayo
con ambas especies de plantas actinorricicas creciendo juntas y se inoculé6 con una
suspension mixta de las cepas BCU110501 y Arl3 de Frankia. A pesar de una completa
activacion de los microsimbiontes debido a la interaccidén con los exudados radiculares de
sus plantas huésped, no se encontr6 Frankia BCU110501 en los nodulos de Alnus, ni
Frankia Arl3 en los nodulos de Discaria. Este resultado negativo sugiere que existiria una
barrera de reconocimiento aun cuando la bacteria y la raiz heter6logas se encuentran
activadas para la infeccion y la nodulacion, sugiriendo que esta barrera seria de contacto.
En otras palabras, es factible y probable que la cepa no infectiva logre interactuar con las
células de la raiz, e inclusive comience con la colonizacién de la misma, pero fracase en lo
sucesivo por falta de complementariedad fina entre los simbiontes, seguramente por
sefiales celulares de membrana o componentes de interaccién superficial que no permiten
un correcto reconocimiento. En el caso del reconocimiento entre rizobios y leguminosas se
pudo mostrar que una cepa mutante de S. meliloti en los genes nodF/nodL resulta
deficiente para infectar y nodular en alfalfa debido a que los Factores Nod no presentan las
modificaciones moleculares correctas. Las raices inoculadas con estos mutantes no
producen deformacion de pelos radiculares, formacién de hilo de infecciébn ni de pre-
infeccidn (Ardourel y col., 1994; Timmers y col., 1999; Vernoud y col., 1999). No obstante al

inocular raices de alfalfa con la cepa mutante de S. meliloti junto con los Factores Nod
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purificados de la cepa salvaje produjeron deformacion de los pelos radiculares y division de
las células corticales pero nédulos vacios (Ardourel y col., 1994; Oldroyd y col., 2001;
Vernoud y col.,, 1999; Wais y col., 2002). La incapacidad del mutante para inducir la
formacion del hilo de infeccion condujo a los autores a suponer que hay un sistema de
reconocimiento del Factor Nod ligado a la bacteria con requerimientos aun mas especificos

hacia la estructura del Factor Nod (Wais y col., 2002).
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Figura 13. Distribucion geografica de los arboles de Alnus acuminata utilizados en este trabajo. (A)
Mapa politico de Argentina que muestra las provincias de Salta y Tucuman (Region del Noroeste)
donde se encuentran los Alnus acuminata. (B) Provincia de Salta, se marca en rojo la localidad de
Los Toldos, una localidad situada en el extremo noroeste de la provincia de Salta, entre montafias y
valles, en el limite con la Republica de Bolivia. Se halla en el borde oeste de las selvas de las Yungas
en el punto exacto donde los bosques empiezan a fundirse a cada paso con los pastizales
prepunefios, surge como una aparicion el pueblo, a 1.800 metros sobre el nivel del mar. (C)
Provincia de Tucuman. Se marca en rojo El Cerro San Javier que se encuentra a 25 km de la
ciudad capital y tiene una altura maxima de 1876 metros sobre el nivel del mar. En azul se marca el
mirador La Banderita, situado en la Cuesta del Clavillo, dista a 48 kilbmetros de la ciudad de

Concepcidn y alcanza los 1846 metros sobre el nivel del mar.

El hecho que aun sin llegar a desarrollar nodulacion en Alnus (con semillas
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provenientes de Los Toldos) se haya observado estimulacion de la nodulacion (Figura 9 A)
y disminucién en el tiempo de nodulacion inicial t0 (Figura 9 B) en Discaria trinervis cuando
ambas plantas y ambas bacterias se encontraban presentes en el mismo pouche sugiere
gue existid una etapa de reconocimiento entre Arl3 y las raices de los plantines de Los
Toldos, capaz de producir una sefial difusible que afecté en trans, positivamente a la
nodulacion en Discaria. Sin embargo, el curioso resultado negativo en la nodulacién de
Alnus acuminata por Arl3 (proveniente de Los Toldos) (Figuras 13 A y B) sugiere que no
hubo reconocimiento completo entre los simbiontes. Probablemente las semillas de Los
Toldos correspondan a un ecotipo o variedad de Alnus acuminata que ha divergido en el
reconocimiento de su microsimbionte, respecto de las plantulas generadas a partir de
semillas colectadas en San Javier y La Banderita, dos sitios bastante mas préximos entre si
(Figura 13), que si son capaces de nodular eficientemente con la cepa Arl3. Es importante
remarcar que la cepa Arl3 no es un aislamiento de Alnus acuminata sino de Alnus rubra
(Berry y Torrey, 1979) y es posible que las plantas que crecen en Los Toldos se hayan
adaptado a las cepas locales y que hayan perdido o especializado su reconocimiento con
Frankia. Sin embargo, la disminucion en t, que se observé en D. trinervis solo cuando
ambas especies vegetales y ambas cepas de Frankia estaban presentes implica
necesariamente existié un evento de reconocimiento entre Alnus (Los Toldos) y la cepa Arl3
de Frankia y que su interaccién desencadeno la expresiéon de una sefial capaz de intervenir
en la relacién simbiética que establecen Discaria trinervis y la cepa BCU110501 de Frankia.
Es muy probable que esta sefial tenga un amplio rango de accién debido a que su efecto se
puso en evidencia en D. trinervis y A. acuminata, dos especies con diferente via de
infeccion.

Es importante remarcar que el factor relacionado a t0 se libera después de establecida
la correcta interaccion entre la planta y la bacteria. Este factor podria actuar muy temprano
y en forma cruzada sobre un par simbiotico heterdlogo pero necesita una interaccion
simbidtica para expresarse (Figuras 7 y 8). Si bien es dificil especular acerca del significado
de este factor difusible, con estos resultados la hipétesis de su existencia se sostiene aun
Mas y quizas se relacione con cambios en los perfiles de exudacion de flavonoides como
fue encontrado en alfalfa luego de su interaccién con Sinorhizobium meliloti (Hartwig y col.,
1991).
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