Influencia del medio de cultivo y los rizobios
en la nodulacion de la soya y el frijol
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RESUMEN

La inoculacién de rizobios a las leguminosas no siempre resulta exitosa, se pueden obtener bajos rendimientos del
cultivo debido a la carencia de nitréogeno. La produccién de factores de nodulaciéon por la bacteria constituye una
clave esencial en el éxito de esta simbiosis. En este sentido, se realizaron varios experimentos con el objetivo de
ahondar en el efecto inductor de diferentes compuestos y medios de cultivo sobre la nodulaciéon y el desarrollo de
cultivos como la soya y el frijol. Mediante experimentos de quimiotaxis, nodulacién y cromatografias se demostré
el poder inductor de la semilla de soya molinada y la melaza sobre los factores de nodulacién de Bradyrhizobium
y Rhizobium. Se disefié un nuevo medio de cultivo con estos compuestos en su formulacién, lo cual permitié
obtener una elevada multiplicacién celular, un incremento en la sintesis de factores Nod y un inéculo con alta
capacidad de nodulacién sobre diferentes variedades de soya y frijol. Los experimentos de campo permitieron
validar la superioridad del nuevo medio de cultivo para diferentes variedades de la soya. Se reclasificé, ademas,
la cepa ICA 8001 como cepa insigne de los inéculos para este cultivo en Cuba, segin la nueva taxonomia
propuesta para Bradyrhizobium sp. y se determiné el perfil de factores de nodulacién producidos por esta cepa. Se
demostré que este perfil depende del medio de cultivo, por lo cual se propone modular algunas sefales moleculares

relacionadas con la nodulacién en beneficio de la interaccion Rhizobium-leguminosa.
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Introduccién

El uso de las leguminosas como fuente de fibras y
alimento se incrementa cada vez mas. El uso de estas
plantas asociadas con organismos fijadores de nitrogeno
en la agricultura esta cambiando la percepcion que se
tiene acerca de ellas y su importancia en los sistemas
sostenibles [1]. Su empleo en la fitorremediacion, la
generacion de energia eléctrica, asi como en la elaboracion
de productos industriales, farmacéuticos y naturales,
entre otros, puede incrementar sustancialmente la
presencia de estas especies en la biosfera y la diversidad
en los sistemas de cultivo.

La energia proveniente de la biomasa vegetal no
contamina el ambiente, pues la produccion de cenizas,
materiales alcalinos, mondxido de carbono y dxidos de
nitrégeno es menos que con el empleo de cualquier
otra tecnologia energética [2].

Las rizobiaceas (Rhizobiaceae), familia de bacterias
que habitan el suelo, no pueden fijar el nitrogeno del
aire de manera independiente sino asociadas con las
leguminosas, proceso simbidtico en el que ambos
participantes se benefician. Este fenomeno es la
consecuencia de complejas interacciones (sefiales)
moleculares planta-microorganismo, en las cuales
ambos simbiones determinan el resultado final. La
interaccién de ambos organismos es de gran
importancia en la agricultura, pues incrementa
notablemente el nitrogeno combinado en los suelos.
Debido a que frecuentemente este elemento no esta
presente en los suelos sin fertilizar, se estudian
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aquellas leguminosas noduladas que poseen ventajas
selectivas en estas condiciones y pueden crecer bien
en areas donde otras plantas no pueden hacerlo.

A pesar de que se han logrado considerables avances
en el conocimiento molecular y bioquimico de la fijacion
simbidtica del nitrogeno, estos no han alcanzado el
desarrollo esperado. Mucho queda por investigar en
pos de una agricultura eficiente y sostenible. La
inoculacion rizobios a las leguminosas no siempre
resulta exitosa, pues la carencia de nitrogeno influye
en la obtencion de cultivos con muy bajo rendimiento.
Numerosos factores determinan el resultado de la
interaccion, pero la produccién de factores de
nodulacién (lipoquitinoligosacaridos) constituye
quizas la clave del éxito de esta simbiosis [3].

Si bien se conoce la funcion que pueden desempefiar
los medios de cultivo en la obtencion de biopreparados
y como es posible modificar la expresion genética de
un microorganismo en dependencia de la composicion
de aquellos, nada se ha publicado acerca de su efecto
sobre la sintesis de los factores de nodulacion como
moléculas clave en esta simbiosis. Hasta el presente
los medios de cultivo para inocular leguminosas solo
han tenido la finalidad de producir biomasa bacteriana
y no de explotar la capacidad fisiologica de la célula
para producir estas biomoléculas.

Por la importancia de estos cultivos, asi como la
necesidad de medios de cultivo que garanticen
biopreparados de maxima calidad, esta investigacion
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se realiza con el objetivo de demostrar la posibilidad
de modular las sefiales moleculares que intervienen
en esta simbiosis para lograr mejores resultados en
la interaccién, asi como evaluar la capacidad de
induccion de algunos compuestos de facil obtencion,
lo que permitiria obtener medios de cultivo mas
econdmicos y eficientes.

Materiales y métodos

Se determinaron las caracteristicas culturales,
morfologicas y tintoriales de la cepa Bradyrhizobium
japonicum (B. japonicum) ICA 8001 mediante
microscopia estereoscOpica y Optica segln su
crecimiento en un medio de cultivo YEM solido a 30
°C después de 7 dias, pH 6.8, asi como la caracteristica
de modificacion del pH del entorno en este mismo
medio de cultivo con 0.5% de indicador bromocresol
purpura en hidréxido de sodio (0.016 N), apH 5.5. E1
acido desoxirribonucleico (ADN) de las cepas
estudiadas se amplifico por la reaccion en cadena de la
polimerasa (RCP), con el empleo de los cebadores
fD1 (5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1Dl
(5"AAGCTTAAGGAGGTCATCCAGCC-3"),
disefiados por Weisburg y cols. [4]. Los resultados de
la RCP se centraron en las enzimas de restriccion Ddel,
Mspl, Sau3Al, Hinfl, Rsal y Hhal, y se visualizaron
en geles de agarosa al 3%, con el empleo de un marcador
(ladder) de 1 kb (100 pb por banda) (Pharmacy
Biotech). Para la comparacion se emplearon como
patrones las cepas B. japonicum USDA 110,
Bradyrhizobium elkanii (B. elkanii) USDA 76 y
Bradyrhizobium sp. (cepas 90 y 70 de Lupinus).

El ensayo de quimiotaxis se realizo segtin Napoles,
Maria C Gutiérrez y Varela [5], con la modificacion de
que las células se colectaron en la fase log y se
diluyeron en la solucién amortiguadora HEPES hasta
2.5 x 106 UFC.mL-1 para facilitar el recuento en los
capilares. El porcentaje de células atraidas se estimo
con respecto al total de células en el ensayo.

Se estudio el perfil de factores de nodulacion
producidos y excretados por la cepa B. japonicum
ICA 8001 en diferentes medios de cultivo y los
sustratos de soya molinada y melaza a la concentracion
de 10 g.L-1 y genisteina 10 pM, afiadidos al medio
YEM. La soya fue utilizada en las variantes cruda y
tratada enzimaticamente. Se utilizo6 ademas la
genisteina 10 uM como amplificador de la respuesta
de induccidn en todos los extractos.

Se utilizaron medios de cultivo YEM [6], de
propagacion [7] y de propagacion modificado para
estudiar la dindmica de crecimiento de Bradyrhizobium
con las cepas B. japonicum ICA 8001 y B. elkanii
LMG 6134. Las bacterias se cultivaron a 30 °C durante
6 dias a 230 rpm, y su multiplicaciéon se midid
automaticamente cada 30 minutos en un Bioscreen C
(Labsystems, Helsinki, Finlandia), a una longitud de
onda de 595 nm. Para cada punto se calculd la densidad
optica promedio y se graficaron los valores cada 120
minutos, después de lo cual se calculd la velocidad
especifica de crecimiento p (h-1) en la fase lineal del
crecimiento exponencial seglin:

_ In(DO,/DO,)

(iz'iw)

261

Resultados y discusion

En este trabajo, los caracteres morfoldgicos, culturales
y tintoriales, unidos a la capacidad nodular de la soya
permitieron corroborar la clasificacion de la cepa ICA
8001 dentro del género Bradyrhizobium.

El analisis del polimorfismo de los fragmentos de
ADN ribosémico 16S, amplificado mediante la PCR,
generado por enzimas de restriccion, para diferentes
cepas de este género, permitié conocer que la cepa
ICA 8001 es cercana a Bradyrhizobium elkanii, desde
el punto de vista taxondmico, a pesar de que habia
sido clasificada anteriormente como Bradyrhizobium
Japonicum. Se llega a esa conclusion porque esta cepa
comparte el 97% de homologia con la cepa patron, B.
elkanii USDA 76, frente 6 enzimas de restriccion
empleadas. El 72% de similitud con la especie B.
japonicum responde a que B. elkanii precisamente
fue propuesto como nueva especie a partir del grupo
I de B. japonicum [8], por lo que, l6gicamente, deben
tener algunas caracteristicas en comtn. Los resultados
anteriores se confirmaron mediante un dendrograma
que separd de la misma forma las cepas anteriores en
tres grupos claramente definidos (Tabla 1).

Las concentraciones de acido fertilico empleadas
resultaron quimioatrayentes para B. japonicum ICA
8001 (Tabla 2).

La semilla de soya y la melaza se mostraron como
portadores de inductores para varias cepas de
Bradyrhizobium, los cuales inducen la produccion
de factores de nodulacion (factores Nod) como
moléculas esenciales en el éxito de la simbiosis. Es
preciso sefalar la importancia del efecto de estos
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Tabla 1. Patrones de restriccién determinados mediante andlisis de PCR-RFLP al ADN de

diferentes cepas de Bradyrhizobium.

Cepas
. Tamano de los fragmentos de restriccién (pb)
Enzima de
restriccion Grupo | Grupo Grupo Il Grupo I Grupo Il
USDA 110 ICA 8001 USDA 76 Aislado 90 Aislado 70
Ddel 60, 240, 360, 60, 120, 240, 60, 120, 240, 60, 240, 360, 60, 240,
400 360, 400 360, 400 400 360, 400
80 150 210 50, 80, 110, 50, 80, 110, 50, 80, 150, 50, 80, 150,
Msp1 éOO il'>00 ! 150, 210, 300, 150, 210, 300, 210, 300, 210, 300,
! 500 500 500 500
60, 80, 180, 60, 80,110, 60, 80,110,
Sau3al 210 180,210,520 180, 210, 520 60, 180 60, 180
60, 180, 510, 60, 180, 510,
Rsal 60, 180, 380 600 600 60, 180 60, 180
. 180, 250, 380, 50, 180, 250, 50, 180, 400, 50, 180,
Hinfl 180, 400, 600 400 380, 400 600 400, 600
Hhal 100150, 300, 100/150,360,  ©0:80,100,  60,80,300, 60,80, 300,
4 650, ! 4 400’ ! 150, 300, 400 650 650

Table 2. Quimiotaxis de B. japonicum ICA 8001 hacia
diferentes concentraciones de acido ferulico.

Concentracién de Respuesta % de células
acido ferdlico quimiotdctica atraidas
TmM 1.41 ab 6.32
10 mM 1.85 a 8.32
100 mM 130 b 5.84
Esx* 0.06
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compuestos sobre la capacidad de fijacion del
nitrégeno, por constituir esta la maxima expresion
del éxito en la nodulacion. El efecto de induccion de
ambos compuestos supera, incluso, al ejercido por la
genisteina isoflavonoide, la cual se tiene como el mas
potente inductor de los genes nodulares en Brady-
rhizobium. San Juan y cols. [9] observaron una mayor
produccién de factores Nod al inducir la nodulacion
con extractos de semillas de soya que con la
genisteina, en una cepa salvaje de B. japonicum. Estos
resultados y los de Gagnon e Ibrahim [10] hacen
pensar que tanto en la soya como en la melaza
coexisten varios elementos con poder de induccion.

El medio de propagaciéon modificado superd
marcadamente al medio de propagacion con la
produccién de 8 entes cromatograficos, algunos de
ellos en elevada concentracion (Figura 1). Este medio
produce la mayor parte de los factores Nod mostrados
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Leyenda:

-: Extractos sin inducir

+: Extractos inducidos con genisteina 10m M

YEM: medio Manitol-extracto de levadura

Y +G: medio YEM con genisteina 10 ™

Y +S: medio YEM con frijol de soya molinado

a la concentracion de 10 gL'

Y +S+E: medio YEM con friiol de soya molinado

a la concentracion de 10 gL'y tratado enzim dticamente
Y+M: medio YEM con melaza a la concentracién de 10 g.l
Propag.: medio propagaciéon

Prop. modif.: medio propagacién modificado

Figura 1. Perfil de factores Nod producidos por B. elkanii ICA
8001 ante diferentes inductores.
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por los restantes inductores por separado, lo que
resulta l6gico debido a su composicioén quimica, en la
que estan incluidos todos.

El medio propuesto evidenci6 su superioridad sobre
el resto de los medios al permitir una mayor velocidad
especifica de crecimiento y mayor biomasa, no solo
para la cepa B. japonicum ICA 8001, sino también
para la cepa LMG 6134 (Figura 2).

El estudio econdmico, aunque preliminar, avala la
utilizacién del nuevo medio que, ademas de superar al
medio tradicional en cuanto a la multiplicacion celular,
produccion de factores Nod, nodulacion y rendimientos
del cultivo, constituye una variante mas econdmica.
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Figura 2. Dinamica de crecimiento de las cepas ICA 8001 y LMG 6134 en diferentes medios de cultivo.
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