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COMUNICACION

Exudados radicales de alfalfa (Medicago
sativa L.) en condiciones de estrés salino.
Expresion de genes nod en Rhizobium

Andrés, J.A., N.S. Correa y S.B. Rosas

RESUMEN

El estrés salino puede interferir con la transcripcion de los genes de nodulacion
(nod) en Rhizobium al modificar la composicion de exudados radicales o la res-
puesta de rizobia.

Exudados de raices de alfalfa (Medicago sativa L..) crecidas en NaCl 0,5 % fue-
ron colectados durante 6 dfas y analizados por TLC. La induccién de la transcrip-
cion de los genes nod de rizobia se realizé mediante el empleo de un vector de
expresién con la fusién nod-lacZ.

Los resultados indican que ios perfiles de exudados de las plantas tratadas di-
fieren en tiempo con los controles, y que este retardo inducido por la concentra-
cién salina no afecta la capacidad inductora de los genes nod.
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SUMMARY

A stress condition such as salinity may interfere with the transcription of noduta-
tion (nod) genes in Rhizobium by modifying the composition of root exudates or
the response of rhizobia.

Root exudates of alfalfa (Medicago sativaL.) grown in 0,5 % NaCl were taken
during 6 days and analysed by TLC. The induction of transcription of rhizobia nod
genes was performed using an expression vector with the fusion nod-facZ.
Results indicate that exudate patterns of treated plants differ from the controls in
time, and that this delay induced by salt concentration does not affect the induc-
tion capacity of nod genes.
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En estados iniciales de la simbiosis leguminosa-
(Brady)Rhizobium, compuestos flavonoides presen-
tes en los exudados de semillas y raices de legumi-
nosas, desencadenan la expresién de una serie de
genes (denominados nody nol) gue portan los rizo-
bios en sus plasmidos Sym (género Rhizobium) o a
nivel cromosomal (género Bradyrhizobium), dando
lugar al comienzo del proceso de nodulacién. Den-
tro de los genes nod se encuentra el gen nodD, de
naturaleza constitutivay los nod A, B, C, 1, J{comu-
nes), altamente conservados en la mayorfa de los ri-
zobios y funcionalmente intercambiables.

Los compuestos responsables de la induccién
de los genes nod son flavonas, flavononas, isoflavo-
noides y chalconas derivados del metabolismo de
fenilpropanocides (Peters et al., 1986; Kosslak et al.,
1987). Las antocianinas también han sido reporta-
das como inductores (Hungria et al., 1991).

Los compuestos flavonoides liberados por legu-
minosas pueden afectar la nodulacion de raices por:

a) promocién del movimiento de los rizobios ha-
cia la planta (quimiotaxis) (Caetano-Anollés et al.,
1988, Phillips y Tsai, 1992)

b) induccién de la transcripcién de genes de no-
dulacién bacterianos (Redmond et al., 1986; Peters
y Long, 1988; Maxwell et al., 1989; Hartwig et al.,
1989, 1990; Maxwell y Phillips, 1990)

¢) modulando la tasa de crecimiento de microor-
ganismos rizosféricos (Hartwig et al. 1991; Phillips y
Tsai, 1992),

Cualquier perturbacion ejercida en el medio am-
biente rizosférico va a incidir en mayor o en menor
medida sobre esta asociacién.

Entre los pardmetros que afectan Ia fisiologia de
los rizobios y su interaccién con la planta huésped
se pueden citar condiciones de estrés hidrico (Al-
Rashidi et al., 1982), salinidad (Mohammad et al.,
1991), pH (Aurag y Sasson, 1992; Howieson et al.,
1992; Chen et al,, 1993) temperaturas extremas (Mi-
chiels et al., 1994) y agroquimicos.(Graham et al.,
1980; Rennie y Dubetz, 1984; Martensson, 1992; Ma-
renco et al., 1993; Revellin et al., 1993; Yueh y Hens-
ley, 1993).

En el presente trabajo presentamos resultados
preliminares sobre el perfil de exudados tipo fenil-
propanoides de alfalfa, en condiciones de estrés sa-
Iino y la capacidad de los mismos de inducir o no la
transcripcion de los genes nod comunes.

Aproximadamente 400 semillas de alfalfa (Medi-
cago sativa, variedad pampeana) fueron escarifica-
das con &cido sulfurico concentrado durante 15 mi-
nutos, superficialmente esterilizadas con etanol 70
% durante 3 minutos y lavadas 10 veces con agua

destilada estéril. Se cultivaron en condiciones de hi-
droponia en 500 ml de medio Jensen (CIAT, 1988)
diluido 10 veces (Zaat et al., 1987, 1988). Este me-
dio fue suplementado con NaCl 0,5 % como condi-
cién de estrés salino.

La experiencia se llevd a cabo en cdmaras de
cultivo programadas 16 hs. luzy 28° C - 8 hs, oscu-
ridad y 16° C respectivamente, con intensidad lumi-
nica 220 uE/m=%/seg™".

Alas 4 hs y luego cada 24 hs, durante 6 dias se
retiraron 30 ml del medio en forma estéril.

Las muestras de exudados fueron procesadas
por separado, concentradas por evaporacién al va-
cloy re-extraidas con 1 ml de etanol 95 % para ser
cromatografiadas en capa delgada.

50 ul de los extractos se sembraron en placas de
silicagel 60 F-254 DC Alufolien (Merck), en bandas
de 15 mm con espacio de 10 mm entre dos mues-
tras. Como controles se sembraron 5 ul de solucio-
nes de naringin y naringenina (1 mg/ml en etanol).
Como sistema de solvente se utilizé isopropanol-
amoniaco-agua 80:5:15. Las placas se revelaron con
luz UV a 254 y 350 nm.

Se cuenta con una serie de cepas isogénicas de
Rhizobium (donadas por los Dres. S.A.J. Zaat y
R.J.H. Okker,; Department of Plant Molecular Biology,
University of Leiden, Holanda) derivadas de Rhizo-
bium leguminosarum bv. trifolii cuyo plasmido Sym
ha sido curado, conteniendo ademas un plasmido
Inc P con genes nodD de diferente origen y un plas-
mido Inc Q con el promotor nod A, B, C, I, Jclonado
antes del gen estructural /acZ de Escherichia coli,
(Tabla 1).

Estas cepas constituyen una herramienta gené-
tica que permitird demostrar si ciertos tipos de exu-
dados son capaces de activar o inhibir la transcrip-
cién de los genes nod comunes midiendo actividad
-galactosidasa. Se cultivan como cepas de Rhizo-
bium a 28° C en medio extracto de levadura-mani-
tol (Vincent, J., 1975) suplementado con los antibi6-
ticos tetraciclina 2 pg/ml, estreptomicina 100 pg/ml
y cloramfenicol 10 ug/ml para el mantenimiento de
los plasmidos.

Tabla 1. Cepas isogénicas empleadas en el bioen-
sayo de induccién de genes nod.

Designacion Fondo Fuente de nod D
RBL 5280 R. leg. bv. trifolii R. leg. bv. viciae
RBL 5283 R. leg. bv. trifolii R. leg. bv. trifolii
RBL 5284 R. leg. bv. trifolii R. meliloti




Exudados radicales de alfalfa (Medicago sativa L.) en condiciones de estrés salino...

89

Los exudados se utilizaron sin purificar y ajustan-
dose el pH a 7 con NaOH inmediatamente antes de!
experimento. 500 ul de exudado se combinaron con
500 pl del cultivo bacteriano (DOgqq ,, 0,1-0,3) y s€
incubaron a 28° C durante 3 hs y 24 hs (tiempo de
induccién) (Howieson et al., 1992).

La determinacion de actividad B-galactosidasa
se realizd esencialmente como describié Miller,
1972.

Paralelamente se realizé un experimento en que
se prob¢ la capacidad inductora del flavonoide na-
ringenina, a fin de establecer una comparacion
con un compuesto flavonoide purificado y cuya
presencia ha sido indicada en exudados radica-
les de leguminosas con actividad inductora e inhi-
bidora para la transcripcién de genes nod de Rhi-
zobium|Bradyrhizobium segun la especie (Peters
y Long, 1988; Zaat et al., 1988)

En la cromatografia en capa delgada de compo-
nentes de exudados se obtuvo a las 4 hs un patrén
de bandas con Rf 0,04, 0,13, 0,17, 0,24, 0,26 y 0,4
para los exudados controles. (Figura 1)

Alas 24 hs se mantuvo este patrén y se agregé
una banda con Rf 0,47. A las 48 hs el patrén estaba
constituido por las bandas de Rf 0,04, 0,13, 0,17,
0,24, 0,26 y 0,47 agregandoseles 2 bandas con Rf
0,55 y 0,62 respectivamente, conformando el perfil
definitivo.

La banda con Rf 0,26 predominé desde las 4 hs
a las 96 hs, a partir de allf decliné en su emisién de
fluorescencia, en tanto que la banda de Rf 0,55 pre-
dominé exclusivamente entre las 48 hs y las 96 hs.
En el tratamiento de estrés salino (NaCl 0,5 %), a
partir de las 4 hs se manifesté el patrén que corres-
ponde a las 24 hs del control, observandose a las

Rf

0,62
0,55
0,47
0,40
0.26
0,24
0,17
0.13
0,04

24 hs del tratamiento el patrén completo (Rf 0,04,
0,13,0,17,0,24,0,26, 0,4, 0,47, 0,55y 0,62).

En la condicion de estrés salino también se pu-
do observar que la banda de Rf 0,26 se mantuvo
constante en su emisién de fluorescencia desde
las 4 a las 144 hs en tanto que la de Rf 0,55 au-
ments la emisidn entre las 96 y 144 hs. Naringeni-
nay naringin presentaron valores de Rf 0,61y 0,17
respectivamente.

En los ensayos con exudados de alfalfa someti-
da al tratamiento de NaCt 0,5 % se observé una re-
duccién en el sistema radical del 40 % siendo casi
nulo el desarroilo en el tratamiento de NaCl 1 %, im-
pidiendo la obtencion de exudados (Andrés, 1994)

En el bioensayo de induccién de genes nodlos
resultados obtenidos con exudados de alfalfa colec-
tados a las 72 hs y con un tiempo de incubacién de
3 hs a 28° C (Figura 2) muestran una capacidad in-
ductora con actividad B-galactosidasa superior a
23000 U en las cepas RBL 5280 y RBL 5284, y su-
perior a 27000 U en la cepa RBL 5283.

En los controles sin exudado se obtuvieron entre
3000 U y 4500 U (nivel basal de actividad B-galac-
tosidasa para esas cepas).

Cuando el tiempo de induccién se extendié de 3

' a 24 hs se obtuvieron similares resultados y la capa-

cidad inductora de exudados colectados a diferen-
tes horas (4, 24 y 96 hs) practicamente no difieren
de lo observado a las 72 hs. (Datos no mostrados).

En el experimento en que se ensayé la capaci-
dad inductora del flavonoide naringenina (Figura 3),
se logré una buena induccién en las cepas RBL
5280y RBL 5283, en tanto que en RBL 5284 no hu-
bo diferencia apreciable entre control sin naringeni-
nay cepa en contacto con el flavonoide.

Horas 4 24 48 72 96 120
Exudados en Jensen 1/10

144 4

24 48 72 96 120 144  narngin  naringenina

Exudados en Jensen 1/10 + NaCl 0,5 %

Figura 1. Andiisis en cromatografia en capa delgada de componentes de exudados de alfalfa obtenidos en diferentes tiempos en

situaciones control y estrés salino.



AGRISCIENTIA

90

30000 - O Nivel Basal

A Control
® 25000 -
3 W NaCl 0.5%
2 20000 -
[=]
g 15000 -
& 10000 -
)
= 5000
0 -
5280 5283 5284
Cepas

Figura 2. Bioensayo de induccién de genes nod por exudados de
alfalfa de 72 hs en medio Jensen 1/10 (Control) y en medio Jensen
1/10 + 0,5 % NaCl (Estrés Salino).
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Figura 3. Bioensayo de induccién de genes nod por el flavonoide
naringenina

Se probaron distintas concentraciones de Narin-
genina (0,2 g, 1ug, 2ugy 6 ug) para 0,5 ml de cul-
tivo bacteriano, y en los 4 casos se obtienen resul-
tados similares, por lo cual se infiere que la menor
concentracion empleada es suficiente para una bue-
na induccién.

Cuando se ensay¢ la capacidad inductora de los
exudados de plantulas de alfalfa sometidas a estrés
salino no se apreciaron modificaciones significati-
vas respecto al control, lo que indica que la salini-
dad no afectaria los flavonoides comprometidos en
la induccién de genes nod en la concentracién en-
sayada.

Ef flavonoide luteolin es mencionado comunmen-
te como el inductor de genes nod en Rhizobium me-
ot (Peters et al., 1986), no obstante se han detec-
tado otros inductores para la misma cepa, como
chrysoeriol (Hartwig et al,, 1990), que junto con ju-
teolin es secretado por semillas germinando, y 4',7-
dihidroxiflavona, 4',7-dihidroxiflavanona y 4,4'-dihi-

O Naringenina 1,45 pM

droxi-2'-metoxichalcora (Maxwell et al., 1989) libe-
rados por raices de alfalfa.

En nuestras investigaciones, la cepa RBL 5284,
que porta el gen nodD de Rhizobium meliloti presen-
t6 induccion con los distintos exudados pero no en
presencia de naringenina, lo que coincide con lo ci-
tado por la bibliografia (Peters y Long, 1988).

Por su parte, l1a cepa RBL 5280, que porta el
nodD de Rhizobium leguminosarum bv. viciae pre-
senta una alta induccién por naringenina, flavonoi-
de éste que ha sido reportado como uno de los prin-
cipales inductores para Rhizobium leguminosarun
bv. viciae (Zaat et al., 1987).

Bajo condiciones de estrés, tal como acidez, se
ha reportado interferencia en la transcripcion de ge-
nes de nodulacién en Rhizobium spp. por modifica-
Cion en la produccion de exudados (Howieson et al.,
1992)

De los presentes ensayos podemos concluir que
en el tratamiento con NaCl 0,5 % las modificaciones
observadas a nivel de exudados radicales (flavonoi-
des) no alteran la capacidad de induccién de los ge-
nes nod en Rhizobium, no siendo responsables de
la ausencia o retardo de la nodulacién bajo estrés
salino.

Ello no impide que puedan modificarse los meta-
bolites Nod, productos de dichos genes involucra-
dos en la interaccién planta-microorganismo.

Se estan llevando a cabo anélisis de TLC y HPLC
con flavonoides controles con el fin de establecer la
composicién de los exudados y determinar especi-
ficamente el papel de distintos componentes sobre
la transcripcion de los genes nod comunes.
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