
 





















La región de la Pampa Deprimida del Salado (PDS) concentra la mitad del stock de bovino 

de la provincia de Buenos Aires y se considera la región de cría más importante de la Argentina. No 

obstante, aproximadamente el 60% de superficie de esta región está dominada por “suelos bajos” 

cuyas características edáficas limitan severamente la producción de pasturas de calidad. En ese 

contexto, hay un profundo interés por la búsqueda de alternativas que posibiliten un mejor 

aprovechamiento de estos suelos bajos, con el objetivo de incrementar el recurso forrajero y 

subsecuentemente, la productividad ganadera. Entre las estrategias propuestas, el uso de leguminosas 

nativas o naturalizadas como Lotus tenuis es una de las más destacadas. Esta leguminosa es muy 

atractiva por su altísimo valor forrajero y por su adaptación a los diferentes ambientes de la PDS, 

incluso a aquellos que representan las zonas más restrictivas como los bajos alcalino-sódicos. No 

obstante, la incorporación exitosa a estos últimos está todavía lejos de ser óptima. En respuesta a 

esta problemática, en este trabajo de tesis se propuso la búsqueda de bacterias promotoras de 

crecimiento vegetal asociadas a L. tenuis, tolerantes a condiciones salino-alcalinas, para el diseño de 

bio-formulados como estrategia de mejora para la producción de pasturas en la Pampa Deprimida del 

Salado. Para ello, como tema central, se analizaron dos comunidades de bacterias: bacterias 

solubilizadoras de fosfato (BSF) y bacterias fijadoras de nitrógeno (BFN).  

Se analizó una población de 310 bacterias solubilizadoras de fosfato aisladas de la rizosfera de plantas 

de L. tenuis naturalizadas en los suelos bajos alcalino-sódicos de la Pampa Deprimida del Salado, de 

la cual más del 95% mostró la capacidad de solubilizar fosfato bajo condiciones salino-alcalinas. De 

acuerdo a ello, los aislamientos se cualificaron en 3 grupos fenotípicos, siendo el grupo de bacterias 

con capacidad solubilizadora de fosfato de rango amplio (BSFRA) el más promisorio, por su 

plasticidad para solubilizar fosfato en diferentes condiciones alcalino-sódicas. Este grupo resultó ser 

muy diverso genéticamente, además de estar compuesto exclusivamente por miembros de la familia 

Pseudomonadaceae y del orden Enterobacteriales (este último el más dominante), pertenecientes a 

al menos 7 géneros bacterianos. El género Pantoea fue uno de los más abundantes con 9 cepas 

genéticamente diferentes. En base a sus antecedentes en la promoción del crecimiento vegetal y al 

criterio de “uso de microorganismos seguros” se selecionaron las cepas de P. eucalypti MA66, P76, 

P63, P163 y P173 para estudios comparativos tanto in vitro como en planta. Todas las cepas de P. 

eucalypti mostraron atributos PGPR in vitro evidenciando su potencial efecto promotor en plantas. 

No obstante, cuando fueron evaluadas en el sistema tripartito Rizobio-PGPR-leguminosa en suelos 

alcalino-sódicos, mostraron efectos diferenciales notables en las variables de crecimiento peso seco 

total, peso seco de vástago y peso seco de nódulos, así como en la concentración y acumulación de 

P, N y Zn. Estos resultados revelaron la fuerte variabilidad intra-especie y la complejidad de las 



interacciones planta-microorganismo, además de la importancia de la evaluación in planta para la 

selección de cepas promisorias para la elaboración de bioformulados.  

Simultáneamente se realizó otro análisis de prospección de la comunidad de rizobios 

simbiontes asociados a L. tenuis. Con ese fin se analizó una comunidad de 126 rizobios infectivos 

que reveló ser genéticamente muy diversa, además de estar dominada –aunque no exclusivamente- 

por miembros del género Mesorhizobium; otros miembros de la familia Phyllobacteriaceae 

(Aminobacter y Phyllobacterium) también fueron identificados. Mediante la caracterización de la 

tolerancia a condiciones salinas y/o alcalinas, se determinó que la comunidad de simbiontes infectivos 

es mayoritariamente sensible a estas condiciones in vitro. El mismo patrón de comportamiento se 

observó en un sistema in vivo con suelo proveniente de los bajos alcalino-sódicos, aunque este último 

no fue tan restrictivo como el primero. La comparación de los resultados obtenidos en ambos sistemas 

evidenció la complejidad de los mecanismos de adaptación de los rizobios frente al estrés abiótico 

del medio. De toda la comunidad de rizobios infectivos se identificó a las cepas del género 

Aminobacter como las más destacadas en cuanto a sus capacidades de adaptación a las condiciones 

salino-alcalinas in vitro y en suelo. En base a estos resultados, se utilizó un rizobio del género 

Aminobacter tolerante a condiciones alcalino-sódicas para profundizar el conocimiento acerca de sus 

mecanismos de tolerancia. Se seleccionó a la cepa Aminobacter sp. BA135 como organismo de 

estudio para la identificación de los mecanismos de tolerancia a las condiciones salino-alcalinas. 

Mediante mutagénesis aleatoria se identificaron dos grupos de genes involucrados en la respuesta a 

salinidad o salinidad y alcalinidad en simultáneo. Mientras que entre las estrategias de respuesta a 

salinidad se hallaron la modificación de la estructura de la pared bacteriana, el uso de osmolitos 

compatibles y el control del estrés oxidativo, frente al estrés salino-alcalino, se identificó como 

principal estrategia de respuesta la regulación de la homeostasis, seguido de la modulación del 

metabolismo de pared bacteriana también y la activación de genes de respuesta al estrés. Además, se 

identificó la cobalamina (vitamina B12) como molécula importante para la tolerancia a estrés 

alcalino-salino. De manera complementaria,  un estudio transcriptómico abundó en el hecho de que 

BA135 emplea una variedad de estrategias complejas y coordinadas con el fin de mantener las 

funciones centrales y asegurar la viabilidad celular, que incluyen la regulación de la homeostasis, 

almacenamiento de fuentes de carbono, control de los niveles de especies reactivas al oxígeno (ROS), 

cambios de expresión en los sistemas de transporte de sustratos, optimización de los recursos 

energéticos, expresión de genes de respuesta al estrés y la acumulación de osmoprotectores. Este 

estudio reveló también una interesante conexión entre la síntesis de metionina dependiente de 

cobalamina y el metabolismo del soluto compatible glicina-betaína en condiciones de estrés.  



Los resultados de esta tesis ponen de manifiesto la composición de las comunidades de BSF y BFN 

asociadas a L. tenuis y su potencial para promover el crecimiento y la nutrición mineral en L. tenuis 

cuando se utilizan consorcios compatibles, así como los múltiples mecanismos de tolerancia frente al 

estrés salino-alcalino por parte del rizobio Aminobacter sp. BA135, que pueden aportar a mejorar la 

sobrevida de los microorganismos formulados en los bioinsumos en ambientes restrictivos como los 

bajos alcalinos-sódicos.  

  Suelos alcalino-sódicos, Lotus tenuis, rizobios, bacterias solubilizadoras de fosfato, 

diversidad taxonómica, biofertilizantes, forraje, calidad nutricional, mutagénesis al azar, RNA-seq, 

mecanismos de tolerancia.  



The Flooding Pampa region contains half of the total cattle stock in the province of Buenos Aires and 

is considered the most important breeding region in Argentina. However, approximately 60% of its 

surface is dominated by “lowlands” whose edaphic characteristics severely limit the production of 

quality pastures. In this context, there is a deep interest in the search for alternatives that allow the 

use of these lowlands in order to improve the forage resource as well as the livestock productivity. 

Among the strategies that have been proposed, the use of native or naturalized legumes, such as Lotus 

tenuis, is one of the most outstanding. This legume is very attractive because of its high forage value 

and adaptation to the different Flooding Pampa environments, even those that represent the most 

restrictive zones such as the alkaline-sodic lowlands. However, the successful incorporation into the 

latter is still far from optimal. In response to this problem, this thesis proposes the search for growth-

promoting bacteria associated with L. tenuis, tolerant to saline-alkaline conditions, for the design of 

bio-formulates as a strategy to improve pasture production in the alkaline-sodic lowlands of Flooding 

Pampa.  

For this purpose, two bacterial communities were analyzed: Phosphate solubilizing bacteria (PSB) 

and nitrogen fixing bacteria (NFB). A total of 310 phosphate solubilizing bacteria isolated from the 

rhizosphere of L. tenuis plants naturalized from the soils of the alkaline-sodic lowlands was analyzed, 

of which more than 95% showed the ability to solubilize phosphate under saline-alkaline conditions. 

According to this, the isolates were qualified in 3 phenotypic groups, with the group of bacteria with 

broad range phosphate solubilizing ability (BSFRA) being the most promising one due to its plasticity 

to solubilize phosphate under different alkaline-sodium conditions. The BSFRA group showed a high 

genetic biodiversity composed exclusively of members of the family Pseudomonadaceae and the 

order Enterobacteriales (the latter being the most dominant), distributed to, at least, 7 bacterial 

genera. The genus Pantoea was the most abundant with 9 genetically different strains. Based on their 

plant growth promotion capabilities, in addition to the "use of safe microorganisms" criterion, P. 

eucalypti strains MA66, P76, P63, P163 and P173 were selected for both in vitro and in planta 

comparative studies. All P. eucalypti strains displayed in vitro PGPR attributes providing evidence 

of their potential promoter effect in plants. However, when they were evaluated in the Rhizobia-

PGPR-legume tripartite system in alkaline-sodic soils, they showed remarkable differential effects on 

the growth variables such as total, shoot and nodule dry weight, as well as on the concentration and 

accumulation of P, N and Zn. These results revealed the strong intra-species variability and the 

complexity of plant-microorganism interactions, as well as the importance of in planta evaluation for 

the selection of promising strains for the elaboration of bioformulates.  



Simultaneously, another prospective analysis of the rhizobial symbiont community associated to L. 

tenuis was carried out. To this end, a community of 126 infective rhizobia was analyzed and revealed 

to be genetically very diverse; in addition to being dominated -although not exclusively- by members 

of the genus Mesorhizobium, other members of the Phyllobacteriaceae family (Aminobacter and 

Phyllobacterium) were also identified. Through the characterization of tolerance to saline and/or 

alkaline conditions, it was found that the community of infective symbionts is mostly sensitive to 

such conditions in vitro. The same pattern of behavior was observed in an in vivo system with soil 

from alkaline-sodic lowlands, although the latter was not as restrictive as the former. The comparison 

of the results obtained in both systems evidenced the complexity of the adaptation mechanisms of 

rhizobia to abiotic stress of the environment. Among the whole community of infective rhizobia, the 

Aminobacter group was identified as the most outstanding one because its adaptive capabilities to 

saline-alkaline conditions both in vitro and soil. From these results, a rhizobial strain of the genus 

Aminobacter tolerant to alkaline-sodic conditions was used to deepen the knowledge about its 

tolerance mechanisms. Aminobacter sp. BA135 was selected as a model organism for the 

identification of tolerance mechanisms to saline-alkaline conditions. Two groups of genes involved 

in the response to salinity or salinity and alkalinity simultaneously were identified by random 

mutagenesis. While among the strategies of response to salinity were the modification of the bacterial 

wall structure, the use of compatible osmolytes and the control of oxidative stress, against saline-

alkaline stress, the regulation of homeostasis was identified as the main response strategy, followed 

by the modulation of bacterial wall metabolism and the activation of stress response genes. In 

addition, cobalamin (vitamin B12) was identified as an important molecule for alkaline-salt stress 

tolerance. Complementarily, a transcriptomic study showed that BA135 employs a variety of complex 

and coordinated strategies in order to maintain core functions and ensure cell viability, including 

regulation of homeostasis, storage of carbon sources, control of reactive oxygen species (ROS) levels, 

expression changes in substrate transport systems, optimization of energy resources, expression of 

stress response genes, and accumulation of osmoprotectants. This study also revealed an interesting 

connection between cobalamin-dependent methionine synthesis and glycine-betaine compatible 

solute metabolism under stress conditions. 

 Alkaline-sodic soils, Lotus tenuis, rhizobia, phosphate solubilizing bacteria, taxonomic 

diversity, biofertilizers, forage, nutritional quality, random mutagenesis, RNA-seq, tolerance 

mechanisms. 



 











 







  



 





 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 



 

 

   

El suelo contiene sales solubles de diversa composición iónica que, si se acumulan y alcanzan 

una cierta concentración, pueden resultar tóxicas para las plantas como ocurre en los denominados 

“suelos afectados por sal”. En estos suelos, el exceso de sales solubles puede ocasionar un retardo en 

el crecimiento y generar daños tisulares que pueden afectar negativamente la producción de los 

cultivos (Eynard et al., 2005). Los suelos afectados por sal pueden originarse de forma natural 

(Salinización Primaria) por efecto de la meteorización física y química de las rocas, deposición de 

areniscas, evapotranspiración e irrupción de agua del océano en zonas costeras; o de forma inducida 

(Salinización Secundaria) como consecuencia de actividades antropogénicas como la deforestación o 

el uso excesivo de fertilizantes y otros agroquímicos (Fitzpatrick R.W., 2002, Arora y Dagar., 2019, 

Srivastava et al., 2019).  

Según la FAO (2008) los suelos afectados por sal, cubren más de 800 millones de hectáreas 

de la superficie terrestre mundial. A pesar del supuesto general de que dichos suelos se encuentran 

principalmente en climas áridos y semiáridos, lo cierto es que es posible hallarlos en cada zona 

climática de cada continente, excepto en la Antártida (Rengasamy, 2006). Estos suelos presentan 

propiedades morfológicas, físicas, químicas y biológicas marcadamente diversas y variadas, por lo 

que el entendimiento de su naturaleza ayudaría en el diseño de las estrategias de recuperación y 

manejo (Rengasamy, 2010). 

 

La composición de los suelos afectados por sal comúnmente incluye una mezcla de los 

cationes sodio (Na2+), calcio (Ca2+), magnesio (Mg2+) y potasio (K+) con los aniones cloruro (Cl-), 

sulfato (SO4
2-), carbonato (CO3

2-) y bicarbonato (HCO3
-) (en ocasiones también borato y nitrato). 

Estos suelos se definen y clasifican principalmente en base a la determinación de las variables: CE 

(Conductividad Eléctrica), PSI (Porcentaje de Sodio Intercambiable) y de los iones dominantes en un 

extracto de pasta saturada de cada tipo de suelo. El PSI se determina intercambiando el Na+ del suelo 

con otro ion, como Ca2+, mediante técnicas de fotometría o espectrometría, mientras que la CE indica 

la concentración de sales en la solución de suelo, medida por evaporación y técnicas 

electroconductométricas o espectrométricas (Sparks, 2003). De acuerdo a estas variables, la 

clasificación de los suelos afectados por sal se resume en 3 categorías: salinos, sódicos y salinos-

sódicos (Figura I.1). 

Las características que definen a los suelos salinos comprenden niveles de PSI alrededor de 

15, CE > 4.0 dS m-1 y pH < 8.5, así como la dominancia de los cationes Ca2+ y Mg2+ y los aniones Cl- 



 

 

y SO4
2-. Otras sales de baja solubilidad como CaSO4 y CaCO3, también pueden estar presentes. En 

este tipo de suelos los niveles de sodio intercambiable no representan un problema, por lo que la 

permeabilidad es buena. Sin embargo, es frecuente la aparición de estructuras blanquecinas tipo 

costras en su superficie debido a la acumulación de sales, y entre las estrategias para su recuperación 

se destaca la aplicación de cantidades suficientes de agua que lixivien las sales más allá de la zona de 

la raíz (Sparks, 2003, Ogle y Loren, 2010). 

Cuando los suelos tienen un elevado contenido de ión sodio tanto en la solución como en el 

complejo de cambio (formado principalmente por las partículas coloidales de arcilla y de materia 

orgánica), estamos ante la presencia de suelos denominados “sódicos”, que se caracterizan por la 

dominancia de los iones de Na+, carbonatos y bicarbonatos, además de los aniones Cl- y SO4. Las 

características que definen estos suelos son valores de CE < 4.0 dS m-1, PSI > 15.0 y niveles de pH 

generalmente entre 8.5 y 10.5, esto último en consecuencia de la hidrólisis del Na2CO3. Asimismo, 

se calcula la relación de absorción de sodio (RAS) que es la relación entre el Na+ y los cationes 

bivalentes Ca2+ y Mg2+ el cual resulta en valores de RAS >13. (Sparks, 2003). En estos suelos, los 

altos niveles de sodio intercambiable hacen que las partículas del suelo se dispersen, lo que disminuye 

el espacio poroso dentro del suelo y aumente la formación de costras. La pérdida de permeabilidad 

por la reducción del espacio poroso puede restringir severamente el movimiento del agua hacia la 

zona de la raíz, lo que resulta en una situación de estrés para las plantas por falta de agua (Ogle y 

Loren, 2010).  

Cuando, además del sodio, existe acumulación de sales solubles en las capas superiores, los 

suelos sódicos se convierten en suelos salino-sódicos, diferenciables por contener niveles de CE > 4 

dS m-1, PSI > 15 y pH < 8.5. Debido a la alta concentración de electrolitos, el pH del suelo se mantiene 

por debajo de 8.5; no obstante, si las sales solubles son lixiviadas el sodio se convierte en el principal 

problema, lo que conlleva al incremento del pH por encima de 8.5 y a la dispersión de las partículas 

del suelo (Richards, 1954; Sparks, 2003).  

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.1. Categorías de los suelos afectados por sal, en base a los criterios de pH, conductividad eléctrica 
(CE) a 25°C y el porcentaje de sodio intercambiable (PSI) en un extracto de pasta saturada. Adaptado de Ogle 
y Loren (2010) y Rengasamy (2010). 
  



 

 

 

Los efectos de los suelos afectados por sal en las plantas, y en consecuencia en la producción 

agrícola, son el resultado combinado de la interacción compleja que ocurre entre diferentes procesos 

a niveles morfológicos, fisiológicos y bioquímicos. Desde una perspectiva general, a medida que 

incrementa la concentración de sales en el suelo, se reduce el crecimiento de la planta y su capacidad 

de absorber el agua necesaria por el efecto osmótico de la salinidad en la solución del suelo 

(Rengasamy, 2010). La reducción de crecimiento resulta de la inhibición directa o indirecta de la 

división celular, debido a que la salinidad disminuye el crecimiento del vástago afectando el tamaño 

de las hojas y los tallos, que a su vez influyen metabólicamente en la planta, por la reducción de la 

fotosíntesis y la respiración por unidad de área de la hoja. Por otra parte, en respuesta a las 

limitaciones hídricas, la planta incrementa el radio de la raíz por la necesidad de una mayor área de 

absorción agua y nutrientes (Singh y Chatrath, 2001). Otro efecto adicional en los suelos salinos es 

la limitación de la absorción de nutrientes por las raíces debido al desbalance en la disponibilidad de 

diferentes iones, así como efectos tóxicos resultado del exceso de estos (Manchada y Garg, 2007).  

La sodicidad, por su parte, incrementa el deterioro de las propiedades físicas del suelo que ocasiona 

la disminución de la porosidad del mismo, lo que restringe aún más la tasa de absorción de agua y 

nutrientes, así como el intercambio de gases. Además, la alta resistencia del suelo complica el 

alargamiento y la expansión de las raíces (Rengasamy P., 2002). En las variantes salino-sódicas y 

alcalino-sódicas, el predominio de bicarbonato y carbonato inducen efectos de toxicidad en las 

plantas. En particular en los suelos alcalino-sódicos, el problema estructural del suelo puede inducir 

al anegamiento y al subsecuente incremento de las toxicidades de los elementos manganeso, hierro, 

sodio, aluminio y boro por efecto del pH en las solubilidades de los mismos (Rengasamy, 2010).  

Para la mejora o recuperación de los suelos afectados por sal, se han descrito varias estrategias: 

lixiviación de sales de la zona de las raíces, técnicas de optimización del uso de agua y mejora en las 

prácticas de manejo de cultivos. No obstante, su implementación suele estar limitada por el costo y 

la disponibilidad del recurso hídrico (Manchada y Garg, 2008; Shrivastava y Kumar 2015).  

Por otro lado, el uso de cultivos tolerantes a sal, en particular de los naturalmente resistentes, 

destaca entre las estrategias para aliviar el problema de la salinidad, ya que estas permitirían un uso 

eficiente del riego (Manchada y Garg, 2008) así como el incremento del rendimiento agrícola. No 

obstante, a pesar del éxito de las estrategias de adaptación de los cultivos tolerantes para abordar las 

condiciones desafiantes de los suelos, las limitaciones nutricionales -por las características físico-

químicas de estos- persisten. Es así que, en campos agrícolas y en particular las regiones destinadas 



 

 

a la producción ganadera, donde la productividad está fuertemente ligada al recurso forrajero, la 

optimización de la producción y calidad nutricional de estos es un tema central.  

La esencialidad de los minerales en la dieta del ganado es indiscutible, por ello su provisión 

inadecuada puede resultar en una variedad de síntomas como el poco aumento o pérdida de peso, 

problemas reproductivos y otras deficiencias. A pesar de que la suplementación de estos minerales se 

puede lograr mediante otros medios complementarios como inyecciones o bolos intrarruminales, su 

desventaja radica en el costo adicional que representan para el productor ganadero (Darch et al., 

2020). En ese sentido, el bajo costo unitario del forraje y sus beneficios inherentes en la salud ruminal 

representan una de las opciones más promisorias. Por lo tanto, el comprender y controlar los niveles 

de minerales en el forraje, podría mejorar la rentabilidad y productividad ganadera.  

 

  Junto al agua, los nutrientes son el factor ambiental que afecta más fuertemente la 

productividad de los cultivos, la cual, incluso en los ecosistemas más áridos, responde a la adición de 

uno o más nutrientes, lo que señala a la limitación de los mismos como una problemática generalizada 

(Lambers y Oliveira, 2019).  

El suelo actúa como matriz de diversos nutrientes orgánicos e inorgánicos, que se encuentran 

interactuando en sus tres fases: sólida, líquida y gaseosa. La fase sólida proporciona un reservorio de 

nutrientes inorgánicos (Potasio, Calcio, Magnesio y Hierro), así como de componentes orgánicos que 

proveen nitrógeno, fósforo y azufre, entre otros elementos. La fase líquida contiene iones disueltos 

que pueden transportarse con mayor facilidad hacia la raíz de las plantas, mientras que los espacios 

de aire comprendidos entre las partículas del suelo -fase gaseosa- pueden estar ocupados con gases 

como oxígeno, dióxido de carbono y nitrógeno (Pandey, 2015). Estos nutrientes son mayoritariamente 

absorbidos por las raíces y distribuidos a los diversos órganos y tejidos vegetales para el cumplimiento 

de sus funciones específicas, contribuyendo al desarrollo y crecimiento normal de la planta. No 

obstante, la adquisición también es posible directamente a través de las hojas. Por ejemplo, los 

componentes volátiles nitrogenados y sulfurosos pueden ser tomados por los estomas, así como los 

nutrientes disueltos en el agua en el caso de las plantas acuáticas. Entre otras fuentes de absorción se 

podría mencionar a las presas en plantas carnívoras y asociaciones simbióticas con microorganismos 

(Lambers y Oliveira, 2019).  



 

 

Son 17 los nutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo de la planta: carbono (C), 

hidrógeno (H), oxígeno (O), nitrógeno (N), fósforo (P), potasio (K), calcio, (Ca), magnesio (Mg), 

azufre (S), zinc (Zn), cobre (Cu), manganeso (Mn), hierro (Fe), boro (B), molibdeno (Mo), cloro (Cl) 

y níquel (Ni). De acuerdo a los niveles de requerimiento, pueden ser clasificados como 

macronutrientes (C, H, O, N, P, K, Ca, Mg y S), o micronutrientes (Zn, Cu. Mn, Fe, B, Mo, Cl y Ni) 

(Fageria et al., 2002). Cabe resaltar que todos los nutrientes son igualmente importantes para las 

plantas y si alguno de ellos se encuentra en cantidades limitantes, el crecimiento de la planta se verá 

reducido (Fageria et al., 2011). Asimismo, la adquisición y el uso de nutrientes varía según la especie 

y la variedad del cultivo.  

 

 

La presencia de cantidades suficientes o en exceso de elementos esenciales en el suelo no 

garantiza su disponibilidad para las plantas en crecimiento, debido a que la cantidad de nutrientes 

utilizables está influenciada por las propiedades físicas (estructura y textura) y químicas (pH) del 

suelo. Por sus características fisicoquímicas, en los suelos afectados por sal hay una predominancia 

de elementos no esenciales en comparación con los esenciales, lo que implica un efecto de dilución 

y una menor disponibilidad de los segundos, que además representa un gasto extra de energía por 

parte de la planta para suplir sus necesidades nutricionales (Fageria et al., 2008).  

En los suelos salinos el exceso frecuente de iones Na+ y/o Cl- por uno o dos órdenes de magnitud por 

encima de la cantidad de macronutrientes, incluso más en el caso de micronutrientes, disminuye la 

actividad de los nutrientes y produce proporciones extremas de Na+/Ca2+, Na+/K+, Ca2+/Mg2+ y Cl-

/NO3
- (Grattam y Grieve, 1994). Como resultado, las plantas se vuelven susceptibles a daños 

osmóticos y iones-específicos, así como a desórdenes nutricionales que pueden afectarlas de 

diferentes formas. Efectos de inactivación fisiológica por el exceso de un nutriente dado o el 

desequilibrio por la disponibilidad de nutrientes, deficiencias en la absorción, transporte y partición 

en la planta, son algunas de ellas (Grattam y Grieve, 1998).  

En los suelos alcalino-sódicos, que contienen baja concentración de sales solubles y el porcentaje de 

sodio intercambiable (PSI) es superior a 15, el pH del suelo aumenta (> 8.0) por el dominio del catión 

sodio y la prevalencia de aniones carbonato y bicarbonato (Rengasamy, 2010). En ese contexto, el 

pH del suelo se suma como un factor importante en la disponibilidad de nutrientes en el suelo, ya que 

estos no se encuentran igualmente disponibles a diferentes niveles de pH, y su disponibilidad varía 

dramáticamente a medida que incrementa el pH desde los valores ácidos a los básicos. En la figura 



 

 

I.2 se representa la disponibilidad de algunos macro y micronutrientes en función de los niveles de 

pH (Figura I).  

Entre los elementos descritos como esenciales, y la problemática de su biodisponibilidad para las 

plantas, hacemos énfasis en los macronutrientes nitrógeno y fósforo ya que estos se destacan como 

los más limitantes para la producción de cultivos en la mayoría de las condiciones agroecológicas, 

por lo que su uso eficiente resulta crucial para la sostenibilidad económica de los sistemas de cultivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.2. Disponibilidad de nutrientes esenciales en el suelo de acuerdo a los niveles de pH. La 
disponibilidad óptima de la mayoría de ellos se encuentra entre el grado neutro y ligeramente ácido, en particular 
de los micronutrientes Fe, Mn, Cu y Zn. Caso contrario ocurre en el espectro alcalino en donde la solubilidad y 
disponibilidad estos micronutrientes, decrece significativamente. Los nutrientes K, Ca, Mg y Mo, tienen 
espectros amplios de disponibilidad, contrastando con el P cuyo espectro es notablemente más reducido entre 
pH 8 y 8.5. En el caso del N, la disponibilidad se afecta a pH > 8.0 y < 6.0. Extraído y modificado de H. Lambers 
y R. S. Oliveira (2019). 

 

 

 

 



 

 

 

El nitrógeno es el principal constituyente de proteínas y ácidos nucléicos, los dos polímeros 

más importantes de la vida. No obstante, a pesar de su importancia y su abundancia en la atmósfera, 

como gas dinitrógeno, N2, no es accesible para la mayoría de organismos vivos -incluyendo 

eucariotas- por lo que el nitrógeno disponible frecuentemente limita la productividad primaria en 

ecosistemas tanto marinos como terrestres (Canfield et al., 2010). Esta inaccesibilidad se sostiene en 

la estabilidad del N2 debido a la fuerza del triple enlace entre los átomos de nitrógeno, por lo que se 

requiere una gran cantidad de energía para su ruptura. Sólo cuando el N2 es reducido hasta amonio 

(NH4
+) es que se convierte en una forma disponible para los productores primarios, por lo que los 

procesos de fijación del nitrógeno (FN) son fundamentales para la disponibilidad de nitrógeno como 

nutriente, entre los que destaca la fijación biológica de nitrógeno (FBN) como la principal entrada no 

antropogénica del nitrógeno a la biosfera (Vitousek et al., 2002).  

La FBN es una capacidad exclusiva de bacterias y arqueas especializadas que poseen los complejos 

enzimáticos nitrogenasa formados por las proteínas dinitrogenasa molibdeno-hierro y la proteína 

dinitrogenasa-reductasa de vanadio o hierro (Stein y klotz, 2016). Son estos complejos enzimáticos 

los que catalizan la reducción del gas N2 a NH4
+, que subsecuentemente participa en una serie de 

transformaciones que componen el ciclo biogeoquímico del nitrógeno en la Tierra (Figura I.3). Tanto 

el nitrato (NO3
-) como el NH4

+ son las fuentes de N mineral más importantes para la nutrición de las 

plantas bajo condiciones de cultivo. Estas son captadas por las raíces, transportadas a través de la 

membrana plasmática de las células epidérmicas y corticales de la raíz en donde pueden ser 

directamente metabolizadas y almacenadas, o pueden ser transferidas a la parte aérea de la planta. 

(Krap, 2015). No obstante, la accesibilidad y la utilización de estas fuentes de nitrógeno están 

fuertemente condicionadas por el ambiente y las condiciones del suelo. En suelos que se encuentran 

en situaciones de altos niveles de salinidad, la acumulación de N en las plantas se reduce 

drásticamente (Fageria et al., 2008). Según Grattam y Grieve (1999), bajo estas situaciones el 

incremento de la absorción y acumulación de Cl− a menudo se acompaña de la disminución del NO3
- 

en el vástago de muchos cultivos, por lo que esto podría asociarse con la competencia entre los iones 

NO3
- y Cl-. Otra importante propiedad química del suelo es el pH, que determina la concentración 

relativa de NH4
+ y NH3, y en situaciones en donde el nivel de pH tiende a la alcalinidad, se favorece 

la producción de amoniaco, mejor conocida como “volatilización del amonio”, uno de los procesos 

descritos de pérdida de nitrógeno (Cameron et al., 2013).  

Es en este contexto que surge la necesidad de estrategias para incrementar la eficiencia del uso de 

los recursos de nitrógeno.    



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.3. Principales procesos de transformación en los ciclos de Fósforo (izquierda) y Nitrógeno (derecha). El ciclo del fósforo incluye un conjunto de reacciones 
bióticas y abióticas que usan como sustrato tanto a los compuestos fosfatos producidos de la meteorización de las rocas fosfatadas parentales, así como los residuos orgánicos. 
Entre los principales procesos biológicos de transformación de compuestos fosfatados se encuentran la mineralización que transforma el fósforo orgánico (Po) a su forma 
soluble mediante la liberación de fosfatasas u otras enzimas hidrolíticas y la solubilización que transforma el fósforo inorgánico (Pi) a su forma soluble mediante la 
producción de ácidos orgánicos de bajo peso molecular, ambas reacciones son reversibles a través de procesos de fijación del Pi y Po denominados inmobilización y 
precipitación, respectivamente. Otras fuentes de P son los fertilizantes fosfatados, no obstante, solo una parte de ellos es absorbida por la planta ya que este se fija rápidamente 
en consecuencia de las condiciones fisicoquímicas del suelo. Las formas solubles (H2PO4

- y HPO4
2-) representan a aquellas utilizables por la planta. Por su parte, el ciclo 

del N, aunque históricamente ha sido divido en 3 procesos fundamentales en realidad consta de un conjunto de procesos complejos. La amonificación incluye la fijación 
biológica del nitrógeno (a) y la reducción asimilativa (ANRA) y desasimilativa (DNRA) del nitrito (NO2

-) (b). La nitrificación consiste en la oxidación de amonio (NH4
+) a 

nitrito (NO2
-) (c, Nitración), la oxidación de NO2

- a nitrato NO3
- (f, Nitratación) y la recientemente descrita oxidación directa de NH4

+ a NO2
- denominado commamox. La 

desnitrificación comprende los procesos de reducción de NO2
- a óxido nítrico (NO) y de óxido nitroso a N2, además de la clásica desnitrificación directa de nitrato a N2. 

Finalmente, el Anammox u oxidacion anaeróbica del amonio utiliza los “pools” de NO2
- y NH4

+ para generar N2. Modificado y adaptado de Zhu (y col., 2018) y Stein (y 
col. 2016). 



 

 

Junto al nitrógeno, el fósforo (P) es el otro macronutriente esencial para toda forma de vida, 

ya que es un componente principal de moléculas tan cruciales como los ácidos nucleicos o los 

fosfolípidos que componen la membrana y además juega un rol fundamental en una variedad de 

procesos metabólicos claves y de transferencia de energía (Herrera-Estrella y López-Arredondo, 

2016). De forma general el P en el suelo se encuentra en forma inorgánica (Pi) y orgánica (Po), y 

contempla tanto compuestos minerales de roca parental, siendo la apatita el mineral primario más 

frecuente y los fosfatos de calcio, hierro y aluminio los minerales secundarios (Frossard et al., 1995), 

así como diversas formas orgánicas derivadas de los restos de las células de los organismos y fosfatos 

biodisponibles (Khan et al., 2014). Asimismo, el ciclo del P en el suelo (Figura I.3) involucra una 

serie procesos articulados de transformación del mismo, como la precipitación/disolución y la 

adsorción/desorción que controlan la transferencia de P entre la fase sólida y la solución del suelo, y 

los procesos biológicos de inmovilización-mineralización que controlan las transformaciones de P 

entre formas inorgánicas y orgánicas (Frossard et al., 2000) que se dan tanto de forma biótica como 

abiótica.  

Pese a que los suelos contienen cantidades considerables de P almacenado, las plantas y los 

microorganismos lo asimilan predominantemente como iones ortofosfato (Pi) desde la solución del 

suelo. No obstante, solo una fracción pequeña (<1% de fosfato inorgánico y orgánico) se encuentra 

disuelta en un momento dado (Bünemann, 2015), es por ello que el Pi biodisponible se convierte en 

un factor recurrentemente limitante para las plantas y en consecuencia para la productividad agrícola. 

A esto se le suma que la solubilidad de las distintas fuentes de fosfato orgánico e inorgánico y 

orgánico está influenciada por el pH del suelo (Figura I.2), siendo la situación óptima de 

disponibilidad y absorción para la planta, valores entre 6 y 7 de pH (Adhya et al., 2015).  Es así que, 

en suelos con características fisicoquímicas no-óptimas como los afectados por sal, en particular los 

de tipo alcalino-sódicos, los recursos de P disponibles se ven severamente limitados, 

predominantemente por el acomplejamiento que sufren con los iones Ca2+ y en consecuencia la baja 

solubilidad de los minerales Ca-P (Fageria et al., 2011). 



 

 

 

En respuesta a las limitaciones naturales descritas anteriormente y ante la necesidad de 

incrementar la productividad de los cultivos, se utiliza como estrategia -más habitual- el suminitro 

directo de los nutrientes faltantes -principalmente P y N- mediante la aplicación de fertilizantes 

químicos, con el objetivo de mejorar el rendimiento de la productividad.  

Sin embargo, a pesar del beneficio aparente de los agroquímicos, estos no escapan de las limitaciones 

y efectos de las condiciones fisicoquímicas del suelo. Por ejemplo, los fertilizantes de nitrógeno 

sintético se encuentran sujetos a constantes pérdidas por procesos de lixiviación y volatilización, que 

se acentúan bajo ciertas condiciones del suelo, generando un conjunto de impactos ambientales 

perjudiciales indirectos (Savci, 2012). Además, se estima que de 100 unidades de N reactivo usado 

en la agro-producción, solo entre el 4 y 14% termina como proteína consumible, lo que indica una 

alta ineficiencia de la agricultura convencional (Galloway et al., 2004; Pikaar et al., 2017). Por otro 

lado, en el caso de los fertilizantes fosforados, un gran porcentaje del Pi aplicado en campo se vuelve 

inaccesible para las plantas, debido a que se fija rápidamente en el suelo por su alta reactividad con 

los cationes divalentes presentes en el suelo (Na2+, Ca2+, Mg2+), provocando daños ecológicos 

irreversibles.  

Además del deterioro de la calidad de los ecosistemas causado por los agroquímicos, estos 

no resultan asequibles para los agricultores en entornos de bajos recursos, por su alto costo, por lo 

que resulta fundamental adoptar estrategias agro-biotecnológicas adecuadas y económicamente más 

accesibles que contemplen el uso responsable de los recursos del suelo para maximizar la 

productividad agrícola (Herrera-Estrella y López-Arredondo, 2016). 

 

 

La necesidad de prácticas agrícolas alternativas a las convencionales es uno de los desafíos 

constantes para la agricultura sostenible, que tiene como principio fundamental la búsqueda de 

soluciones inmediatas que no comprometan los recursos del futuro, de modo que exista un equilibrio 

entre el respeto al medio ambiente, la igualdad social y la rentabilidad económica. Ante ello, el 

conocimiento y la innovación se convierten en factores claves para el desarrollo de los agro-

ecosistemas (Brodt et al., 2011).  



 

 

Las prácticas agrícolas alternativas pueden ir desde opciones basadas en alta innovación tecnológica, 

como la modificación genética de cultivos o la agricultura de precisión, hasta aquellas basadas en 

conceptos más ecológicos como el uso de recursos biológicos disponibles en la naturaleza. Entre las 

estrategias recopiladas en la revisión de Wezel y col. (2014) se menciona la elección correcta del 

cultivo y cultivar, así como la elección de la distribución espacial y las sucesiones de los mismos; la 

optimización de los sistemas de uso de agua mediante la implementación de técnicas como el “riego 

por goteo”; la diversificación de los sistemas agrícolas mediante rotación de cultivo, innovación en 

los manejos de la labranza, reintegración de paisajes naturales, control de plagas a través de pesticidas 

botánicos naturales derivados de semillas, árboles, y/o biopesticidas basados en microorganismos 

(bacterias y hongos) y, por supuesto, la fertilización mediante el uso de biofertilizantes basados en 

microorganismos. Este bioinsumo se aplica en forma directa en la semilla previo a la siembra, o 

también o directamente en el suelo, con el objetivo de lograr que los microorganismos que lo 

componen colonicen la rizosfera o el interior de la planta y a través una serie de mecanismos 

incrementen la biodisponibilidad de nutrientes primarios necesarios para la planta (Vessey 2003).  

Por consiguiente, cada vez son más los estudios de nutrición dirigidos a identificar los microbios 

presentes en la rizosfera o aquellos presentes como endófitos, que pueden contribuir a la producción 

sostenible de biomasa vegetal con menos efectos nocivos que los fertilizantes químicos (Pieterse et 

al., 2016; Enebe y Babalola, 2018). En tal sentido, el uso de microorganismos como estrategia para 

la mejora nutricional de cultivos se posiciona como tema central en este trabajo de tesis.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

A lo largo de la evolución las plantas han interactuado con las comunidades microbianas que 

habitan naturalmente los suelos, estableciendo con algunas de ellas relaciones estrechas, complejas y 

coordinadas, dejando obsoleto el concepto de individualidad de los organismos superiores (Andreote 

y Silva, 2017). En la actualidad, el conjunto de estas comunidades responde al concepto de 

microbioma asociado a planta, el cual ha sido objeto de una gran cantidad de investigaciones en las 

últimas décadas, evidenciando la enorme importancia y constante interés sobre los microorganismos. 

(Bulgarelli et al., 2013).  

Entre las comunidades microbianas que colonizan la rizósfera, existe un particular y creciente 

interés en el grupo de bacterias que ejercen un efecto positivo en el crecimiento de las plantas. A 

menudo denominadas como rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas (o PGPR por “Plant 

Growth Promoting Rhizobacteria”), este grupo de organismos incluye a un extenso grupo de bacterias 

y hongos que mejoran la nutrición y desarrollo de las plantas y las protegen del ataque de patógenos 

mediante una amplia variedad de mecanismos (Shailendra Singh, 2015). Estos mecanismos se 

clasifican en dos grandes grupos (Figura I.4): Mecanismos directos, que involucran una serie de 

capacidades para el suministro de nutrientes importantes como el nitrógeno, fósforo, potasio y otros 

elementos esenciales, o la producción de hormonas similares a las producidas en vegetales que 

impactan directamente sobre el huésped; y Mecanismos indirectos, que implican funciones 

protectoras de control biológico mediante la inhibición de organismos patógenos o la modulación de 

los sistemas de defensas vegetales, permitiendo indirectamente el crecimiento y desarrollo de las 

plantas (Shailendra Singh, 2015). Todos estos mecanismos han sido bien documentados para una 

amplia variedad de géneros bacterianos, los cuales han logrado captar una considerable atención por 

su potencial como reemplazo o disminución del uso de agroquímicos, dado que su implementación 

conlleva beneficios no solo económicos -debido a la disminución de los costes de producción- sino 

también ecológicos, evitando perjuicios ambientales y manteniendo la sanidad del suelo. 

De la variedad de los mecanismos mencionados líneas arriba y en base a los objetivos 

descritos más adelante, nuestro interés se ha centrado en dos mecanismos directos de promoción del 

crecimiento de plantas: la fijación biológica del nitrógeno y la solubilización de fosfato, y en especial 

en los microoorganismos relacionados a ellos, por su potencial en la mejora y el incremento de 

biodisponibilidad de los macronutrientes N y P. Ambos mecanismos se describen a continuación:  



 

 

 

 

Figura I.4. Diagrama sobre los mecanismos de promoción directa e indirecta de crecimiento de plantas empleado por rizobacterias, extraído y modificado 
de Shailendra Singh (2015). 
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La fijación biológica del nitrógeno es un proceso exclusivo de organismos procariotas, que se 

lleva a cabo ya sea bajo un contexto simbiótico o en condiciones de vida libre. Estos 

microorganismos ejercen su función generalmente en las raíces de leguminosas, donde expresan 

el complejo enzimático nitrogenasa para catalizar la reducción de nitrógeno molecular (N2) a 

amonio, según la siguiente reacción (Postgate, 1998):  

Debido a la estabilidad del N2, este proceso biológico requiere una gran cantidad de energía para 

romper el triple enlace entre sus átomos, lo que involucra el uso de ocho electrones y al menos 16 

moléculas de ATP. Es así que en organismos diazotrófos de vida libre, el amonio generado es 

asimilado a través de la ruta metabólica glutamina sintetasa/glutamato sintasa, mientras que el de 

los diazótrofos simbióticos es aprovechado directamente por la planta (Postgate, 1998). A pesar 

de la amplia diversidad fisiológica y taxonómica de los organismos fijadores de nitrógeno, cabe 

resaltar el alto grado de conservación del complejo enzimático de la nitrogenasa cuya forma 

convencional (Molibdeno nitrogenasa, Mo-nitrogenasa) está compuesta por dos proteínas 

altamente conservadas: Dinitrogenasa reductasa hierro (proteína Fe) y dinitrogenasa hierro-

molibdeno (proteína MoFe), codificadas por los genes nifH y nifDK respectivamente (Shridhar, 

2012). Algunas bacterias como Azotobacter y otros fijadores de nitrógeno (incluyendo algunas 

cianobacterias) portan formas adicionales de nitrogenasa, cuyo cofactor contiene vanadio (V-

nitrogenasa) o solo hierro (Fe-nitrogenasa) (Newton, 2007). La nitrogenasa es irreversiblemente 

inhibida por el oxígeno molecular y las especies reactivas del oxígeno (ROS), lo que conlleva a 

que los organismos diazotróficos desplieguen diversos mecanismos protectores de la nitrogenasa 

frente a los efectos inhibitorios del oxígeno, los cuáles varían según la naturaleza fisiológica y 

adaptativa de los mismos (de Bruijn, 2015).  

Dentro de los organismos fijadores de nitrógeno, nuestro interés se centra en el grupo de bacterias 

colectivamente denominadas “rizobios”, que se destacan por su capacidad de inducir la formación 

de órganos especializados -nódulos- en plantas leguminosas, donde dichos micro-simbiontes 

llevan a cabo la reducción del nitrógeno atmosférico a la forma biológica absorbible por la planta 

(NH4
+). Esta asociación mutualista rizobio-leguminosa representa una de las mayores fuentes de 

nitrógeno para los ecosistemas naturales y agrícolas. 
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La eficacia de esta interacción está determinada en gran parte en la infección intracelular 

masiva de las células vegetales por parte de los rizobios y en la estructura protectora del nódulo, 

que proporciona el entorno adecuado para el funcionamiento óptimo de la nitrogenasa y, en 

consecuencia, de la FBN. El inicio de la interacción requiere previamente el reconocimiento 

mutuo que, bajo un contexto de comunicación química bidireccional, involucra por parte de la 

leguminosa la síntesis y secreción de un cóctel de moléculas fenólicas, predominantemente 

flavonoides (Wang et al., 2012). La percepción éstos por los rizobios activa la proteína NodD que 

subsecuentemente induce la transcripción de un conjunto de genes involucrados con el proceso 

de nodulación (nod), como consecuencia de la unión de NodD a los motivos de ADN conservados 

(Cajas nod), ubicados en las regiones promotoras de estos genes (Oldroyd et al., 2011, Wang et 

al., 2012). Estos genes nod codifican enzimas involucradas en la producción de lipo-chito-

oligosacáridos (LCOs) o factores Nod, que son fundamentales para la señalización del desarrollo 

de los nódulos. Cabe resaltar que tanto los genes nod, como los involucrados en la fijación de 

nitrógeno (nif, fix) se localizan frecuentemente en elementos genéticos móviles como plásmidos 

e islas simbióticas, que son proclives a fenómenos de transferencia genética horizontal (MacLean, 

2007). 

  A pesar de que la estructura básica de los factores Nod, un esqueleto de 3-5 residuos de 

N-acetilglucosamina, está conservada entre los rizobios, pueden ser objeto de una variedad de 

sustituciones químicas que incluyen acetilación, glicosilación, metilación o sulfatación. Tales 

“decoraciones” químicas, particularmente las situadas en el extremo reductor del LCO, suelen 

jugar un papel crucial en su percepción por la planta hospedadora y por tanto en la especificidad 

de la interacción bacteria-planta (Wang et al., 2012; Haag et al., 2012).  

La percepción del factor de nodulación Nod involucra la participación de receptores tipo kinasas 

con motivos LysM (Lysin Motif) de unión a peptidoglicano y quitina (Radutoiu et al., 2003, 

Madsen et al., 2004). La interacción entre los receptores y el factor Nod específico conlleva una 

cascada de transducción de señales y una serie de respuestas celulares, como la modificación del 

gradiente de calcio en la punta de los pelos radiculares decodificadas por una calcio-calmodulina 

kinasa (CCaMK), la despolarización transitoria de la membrana plasmática y la reorganización 

de los filamentos de actina y microtúbulos en las células del pelo de la raíz (Murray, 2011; Garg 

y Geetanjali., 2009).  
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Figura I.5. Proceso de infección en la simbiosis Rizobio-Leguminosa: El inicio de la interacción rizobio-
leguminosa se da mediante la secreción de flavonoides por parte de las raíces que actúan como molécula 
señal para los rizobios de vida libre, activando la expresión de los genes de nodulación, mediada por las 
proteínas NodD. Estas se unen a los motivos de ADN conservados, cajas nod (nod-BOX) que 
subsecuentemente activan la transcripción de los genes de nodulación nod. Los genes nod codifican las 
enzimas para la síntesis de los factores Nod, los cuales son secretados por las bacteiras y reconocidos en la 
superficie de las células de la raíz mediante receptores transmembrana, de manera específica cepa-
leguminosa. La activación de los receptores del factor Nod, desencadena una serie de cambios en el pelo 
radicular (curvaturas) que permite la captación de una cantidad de bacterias, permitiendo su colonización.  
En esta curvatura se da la infección por parte del rizobio, se forma el hilo de infección en dirección a las 
capas corticales de la raíz. Simultáneamente en la zona cortical se induce la división y proliferación celular 
dando lugar a la formación del primordio nodular. Una vez que los canales de infección alcanzan estas 
células, los rizobios son finalmente internalizados mediante un proceso similar a la endocitosis, quedando 
rodeados por una membrana de origen vegetal previo a diferenciarse en bacteroides. En esta estructura 
denominada simbiosoma es donde se lleva a cabo la fijación biológica de nitrógeno. Extraído y modificado 
de Wang et al., 2012.  
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Esto último probablemente involucrado en los cambios del desarrollo en las raíces, que resulta en 

la formación de la curvatura en los pelos radiculares (Oldroy y Downie, 2008; Murray, 2011). 

Otros efectos asociados a la percepción de los factores Nod incluyen la expresión de genes de 

nodulación temprana (ENODs) inducida por las oscilaciones en las concentraciones de calcio 

(picos de calcio) en el nucleoplasma y el citoplasma asociado al núcleo de las células epidémicas 

de los pelos radiculares (Charron et al., 2004). 

Es en estas curvaturas en donde los rizobios inicialmente quedan atrapados y proliferan, 

lo que ocasiona un incremento de factores Nod, que se piensa son requeridos a un cierto umbral 

para causar un remodelamiento del crecimiento de la pared de celular de los pelos radiculares. 

Este remodelamiento resulta en la formación de una estructura tubular conocida como “hilo de 

infección”, el cual es colonizado masivamente por rizobios permitiéndoles alcanzar las capas de 

células corticales de la raíz de la planta (Haag et al., 2012). Cabe resaltar que antes de que el hilo 

de infección alcance la base de las células de los pelos radiculares, se induce a la diferenciación 

de algunas células corticales de la raíz, reactivando su ciclo celular y provocando que se dividan 

para formar el primordio nodular. Además de las células corticales, las células del periciclo 

también se activan y experimentan algunas divisiones celulares (Machanda y Garg, 2007). 

Cuando los hilos de infección alcanzan las células corticales se ramifican y la red de hilos de 

infección resultante crece a través de las células corticales hacia el primordio del nódulo en 

desarrollo. Es en ese instante cuando las bacterias son capaces de ingresar a las células del 

hospedero a través de estructuras denominadas gotas de infección. Luego, por un proceso similar 

a la endocitosis las bacterias son rodeadas por la membrana plasmática del hospedero, dando lugar 

a los simbiosomas. Es en esta estructura en donde las bacterias se diferencian a bacteroides 

fijadores de nitrógeno, dependientes del suministro de energía constante de la planta huésped 

(Garg y Geetanjali, 2009).  

Cabe mencionar que dependiendo de la capa celular en dónde se inicie el desarrollo del 

primordio nodular, se pueden distinguir dos tipos de nódulos (Figura I.6). Si el desarrollo se da 

en el córtex medio o externo, dan lugar a los denominados nódulos determinados, mientras que, 

si lo hacen en el córtex interno, se forman los denominados nódulos indeterminados (Patriarca et 

al., 2004). Ambos tipos de nódulos también difieren en su forma de crecimiento y organización 

histológica. En los nódulos determinados la actividad meristemática se localiza en la periferia y 

cesa tempranamente, por lo que el crecimiento del nódulo ocurre principalmente por expansión 

celular, resultando en nódulos de aspecto esférico en los que la FBN ocurre en el tejido central 

del nódulo (Figura I.6). En los nódulos indeterminados, de aspecto alargado con un meristema 

distal y persistente, se da una distribución en forma de gradiente desde una zona meristemática 

distal hasta una zona de senescencia proximal, diferenciables en zonas específicas. En la zona I 

se encuentra el meristema, cuya actividad da lugar a nuevas células que pueden ser infectadas por 

las bacterias, formando la llamada zona de infección (zona II). Más internamente en la zona III 
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se induce la diferenciación de bacteroides y la FBN. Finalmente, en la zona IV se encuentra la 

zona de senescencia, en donde los bacteroides dejan de ser activos y son degradados (Mylona et 

al., 1995) (Figura I.6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los nódulos proveen el entorno adecuado que permite la fijación biológica del nitrógeno 

por parte del microsimbionte. Dentro de él, se lleva a cabo la reacción de reducción del 

dinitrógeno -discutida anteriormente- dependiente de energía, que es provista por el huésped 

mediante fuentes de carbono, como sacarosa (Hawker, 1985), la cual es transportada desde las 

hojas hasta los nódulos, para luego ser incorporada en el metabolismo del nódulo mediante su 

degradación por la enzima sacarosa sintasa. La energía requerida para la reacción es finalmente 

generada por un proceso oxidativo, por lo que existe una gran demanda de oxígeno en el nódulo. 

No obstante, la enzima nitrogenasa responsable de la reacción, es altamente sensible al oxígeno. 

En tal sentido, existen diferentes estrategias para hacerle frente a esta paradoja (Mylona et al., 

1995). Por ejemplo, morfológicamente el nódulo está provisto de una barrera de difusión de 

oxígeno, localizada en el parénquima nodular formada por unas pocas capas de células con pocos 

y muy pequeños espacios intercelulares, que dificultan la difusión del oxígeno (Witty et al., 1986). 

Por otra parte, en la zona central del nódulo, la proteína transportadora de oxígeno 

leghemoglobina facilita la difusión del mismo, de modo que el microsimbionte sea provisto de la 

cantidad suficiente de oxígeno para su respiración sin que afecte a la actividad nitrogenasa 

(Mylona et al., 1995). La expresión de una oxidasa terminal cbb3, con muy alta afinidad por el 

oxígeno, facilita la respiración del bacteoride en presencia de concentraciones micromolares de 

Figura I.6. Esquema de nódulos 
determinados e indeterminados. La 
formación de nódulos indeterminados 
comprende la inducción de la división de las 
células del periciclo seguido de la 
proliferación de las células corticales en 
respuesta a la percepción del factor Nod. El 
desarrollo del nódulo indeterminado se 
acompañada de la presencia de un meristema 
persistente que permite la zonificación 
longitudinal del nódulo, en la zona del 
meristema (Zona I), zona de infección (zona 
II), la zona de fijación (zona III) y la zona de 
senescencia (zona IV). En contraste, los 
nódulos determinados poseen un meristema 
transitorio derivado de la reactivación de la 
división celular en la zona del cortex externo. 
El crecimiento del nódulo se debe a la 
expansión celular una vez que cesa la 
actividad meristemática, lo que origina un 
tejido central donde se encuentran las células 
vegetales llenas de simbiosomas que llevan a 
cabo la FBN. Adaptado de Popp y Ott, 2011. 
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oxígeno. El amonio producido por el microsimbionte como primer producto de la fijación de 

nitrógeno es asimilado en el citoplasma del nódulo vía la ruta glutamina sintetasa (GS)/ glutamato 

sintasa. Seguidamente, el glutamato es metabolizado en formas transportables de nitrógeno.  

 

 El éxito del establecimiento de la simbiosis y los procesos de infección y nodulación 

dependen fuertemente de los factores ambientales, que afectan tanto al micro como al 

macrosimbionte. Por ejemplo, en suelos con altos niveles de salinidad los efectos perjudiciales en 

las poblaciones microbianas se evidencian como resultado de la toxicidad directa y del estrés 

osmótico, así como las limitaciones en el crecimiento tanto en los rizobios como en las 

leguminosas por el desbalance nutricional del medio (Lebrazi y Benbrahim, 2014; Zahran, 1999).  

Además, entre los efectos descritos para la simbiosis se encuentran la deformación de los pelos 

radiculares, disminución de los hilos de infección, reducción en la respiración del nódulo, 

reducción de proteínas citosólicas específicamente la leghemoglobina y deformaciones en la 

estructura del nódulo (Zahran, 1999), así como el efecto en la interacción simbiótica por la 

deficiencia de minerales esenciales como tales como el hierro y el magnesio (Lebrazi y 

Benbrahim, 2014). En ese sentido, la capacidad de tolerar diferentes estreses ambientales es una 

propiedad deseada en rizobios para suelos restrictivos y empobrecidos en nitrógeno.  

 

 

Algunos rizobios despliegan una serie de estrategias para adaptarse a las duras 

condiciones del suelo como la acidez, temperaturas extremas, desecación y, por supuesto, la 

salinidad y alcalinidad. Su estudio y caracterización resulta por lo menos interesante, ya que 

inoculación de rizobios tolerantes al estrés podría ser una opción para la mejora de la simbiosis y 

de la fijación de N2 en dichas condiciones.  

Frente a la salinidad, hay un consenso acerca de que la osmoregulación se destaca como la 

principal estrategia de respuesta empleada por los rizobios. Mediante el uso de una variedad de 

osmoprotectores, incluidos betaínas, aminoácidos y azúcares, el rizobio busca contrarrestar las 

altas concentraciones de sales presentes en el medio. La acumulación de estos compuestos 

contrarresta la deshidratación celular y, por tanto, contribuye a mantener una presión 

citoplasmática orientada hacia afuera (Gouffi et al., 1999). En la revisión publicada por Atieno y 

Lesueur (2019), destacan a la trehalosa, N- acetilglutaminilglutamina amida (NAGGN), 

glutamato, betaínas, glucanos, sacarosa, ectoína, 3-dimetilsulfoniopropionato, 2-

dimetilsulfonioacetato, ácido percólico y algunos iones como calcio y potasio, entre las clases de 

solutos compatibles producidos por los rizobios como mecanismo de tolerancia. Por otro lado, 
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revisiones de varios estudios sostienen que después de un choque osmótico ascendente, el 

metabolismo general se ralentiza (Vriezen et al., 2007). Esto es observable en Sinorhizobium 

meliloti, que reprime la expresión de genes del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, captación de 

fuentes de carbono, cadena respiratoria y genes ribosomales (Dominguez-Ferreras et al., 2006). 

En otra reciente revisión, la modulación del metabolismo del glucógeno y la represión de genes 

del flagelo y quimiotaxis se incluyen entre otras respuestas frente al estrés salino (Zhang et al., 

2020).   

Sobre los mecanismos de respuestas al estrés por pH, la documentación más extendida 

está referida principalmente al estrés ácido, no tanto al alcalino (Atieno y Lesueur, 2019; Kajic et 

al., 2016; Zahran, 1999). Esto quizás se debe a que la mayoría de leguminosas de interés requieren 

condiciones de crecimiento neutras o ligeramente ácidas, especialmente cuando dependen de la 

fijación biológica del nitrógeno (Zahran, 1999). No obstante, algunos trabajos han explorado los 

potenciales mecanismos de respuesta a alcalinidad por parte de los rizobios. Por ejemplo, frente 

a la alcalinidad se ha reportado la presencia de altas concentraciones de homospermidina en el 

nódulo (Fujihara y Yoneyama,1993) y más recientemente el rol protector de expolisacáridos 

(EPS) en la cepa IC3123 (Tewari y Sharma, 2020). Un aspecto a considerar es la poca frecuencia 

de estudios realizados tomando en cuenta dos o más estreses combinados, a pesar de que en el 

suelo es común la concurrencia de estos en simultáneo.  

Si bien estas son algunas de las estrategias de adaptación y supervivencia empleadas por 

los rizobios ante las condiciones restrictivas del medio, ciertamente no son las únicas. Las cepas 

de rizobios pueden diferir en sus capacidades para sobrellevar el estrés, por lo que el conocimiento 

y la compresión de estos factores fisiológicos y moleculares de respuesta al estrés de los rizobios, 

en ciertos ambientes particulares, puede ser crucial en la selección o desarrollo de cepas con alto 

potencial y eficacia simbiótica. En este sentido, se debe tener en cuenta que, desde una perspectiva 

aplicada, si el inoculante formulado no puede soportar las tensiones del ambiente, su desempeño 

óptimo en el campo se verá comprometido. 

A partir del conocimiento generado en relación a las diferentes respuestas empleadas por 

los rizobios, algunos estudios funcionales han demostrado la importancia de tales contribuciones. 

Mediante ensayos de mutagénesis se ha demostrado la importancia de los genes groEL, dnaK, 

clpB, otsAB, treS y treZY, entre otros, en la respuesta a condiciones de temperatura, acidez y 

salinidad (da-Silva et al., 2017). Ello permitió abordar estrategias biotecnológicas para la mejora 

del comportamiento de algunas cepas de rizobios. Por ejemplo, en la cepa S. meliloti UNA349, la 

sobreexpresión del gen betS, resultó en la rápida adquisición de betaínas bajo condiciones de 

choque osmótico, así como una mejor actividad fijadora de nitrógeno en alfalfa (Boscari et al., 

2006). Así mismo, plantas de garbanzo inoculadas con cepas de M. ciceri con copias extra de otsA 

mostraron una mejora significativa en la formación de nódulos y una mayor biomasa en vástago 

en presencia de NaCl (Moussaid et al., 2015). También, cepas de M. ciceri (sensibles y tolerantes 
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a la sal) transformados con un gen acdS ayudaron a un crecimiento significativo de garbanzo en 

situación de salinidad (Brígido et al., 2013).  

Estas evidencias promisorias alientan a profundizar las investigaciones sobre los mecanismos de 

adaptación y respuesta de los rizobios al estrés abiótico, lo que permitiría la obtención de cepas 

mejoradas como bioinoculantes en esas condiciones.   

 

 

El otro grupo de bacterias de interés para esta tesis es aquel con las capacidades de 

transformar el fósforo no disponible a formas disponibles, de modo que pueda ser aprovechado 

por las plantas. Este grupo de bacterias colectivamente denominadas fosfobacterias, que incluye 

tanto a las bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) como a las bacterias mineralizadoras de 

fosfato (BMF), representan una de las opciones más económicas y ecológicamente sustentables 

para suplir las necesidades de P requeridas por los cultivos. Como discutimos en el apartado en 

I.3.3, el fósforo existe en el suelo tanto en formas orgánicas (Po) como inorgánicas (Pi) y, a pesar 

de su abundancia, la proporción de formas solubles y disponibles para las plantas son usualmente 

muy bajas en relación con la cantidad total de P del suelo, lo que lo convierte en uno de los 

factores más limitantes para el desarrollo y productividad de los cultivos. El fósforo soluble 

disponible es rápidamente consumido en la rizosfera, por lo que, para satisfacer las demandas de 

la planta este es repuesto mediante una serie de procesos de transferencia de P desde el suelo a la 

rizosfera que, según la fuente de fósforo, pueden ser diferenciados como solubilización (P 

inorgánico) y mineralización (P orgánico) (Khan et al., 2014; Adhya et al., 2015). Finalmente, el 

fósforo absorbido forma parte de las principales moléculas orgánicas como los fosfolípidos, 

proteínas, ácidos nucleicos (ADN y ARN), así como ATP (Adenosin-5 trifosfato), PEP 

(fosfoenolpiruvato), NADPH (nicotinamida adenina dinucleótido fosfato) y otras moléculas, 

siendo participe directo de una variedad de funciones centrales del metabolismo y generación de 

energía bioquímica esenciales para la viabilidad de la célula (Fageria y Moreira, 2011). 

La accesibilidad a las formas solubles de Pi puede ser mejorada mediante el uso de BSF, 

las cuales pueden incrementar la cantidad de fosforo disponible para las plantas. Del conjunto de 

estrategias adoptadas por las BSF, la secreción de ácidos orgánicos (AO) de bajo peso molecular 

ha sido reconocido como el principal mecanismo de solubilización de Pi (Khan et al., 2014), los 

cuales actúan como agentes quelantes del catión unido al fosfato inorgánico, convirtiéndolo en su 

forma soluble (Pradhan y Sukla 2006). De acuerdo a Goldstein (1995), en bacterias gram 

negativas la producción de estos ácidos orgánicos, principalmente ácido glucónico y 

cetoglucónico, se daría mediante la ruta de oxidación directa de la glucosa y serían liberados en 

el periplasma para luego ser difundidos al medio extracelular. Entre otros AO involucrados en la 

solubilización de fósforo están el ácido fórmico, acético, láctico, glicólico, oxálico, succínico, 
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málico y cítrico. Además, este proceso es acompañado con la acidificación del medio contiguo a 

la célula, como consecuencia de la liberación de AO o de protones ácidos disociados de estos, 

permitiendo la transformación de PO4
3- en HPO4

2- y H2PO4
-, las formas químicas biodisponibles 

para las plantas (Prabhu et al., 2019). La solubilización de formas insolubles de Pi también es 

posible mediante la acción de ácidos inorgánicos, como el ácido clorhídrico, sulfúrico, nítrico o 

carbónico, pero resultan menos efectivos en comparación con los ácidos orgánicos al mismo pH 

(Kim et al., 1997, Rodriguez y Fraga, 1999).  

Por otro lado, la mineralización de compuestos de Po ocurre principalmente a expensas 

de los residuos derivados de plantas y animales, a partir de los cuáles, la acción de fosatasas ácidas 

o alcalinas de origen microbiano o vegetal, convierten el fosfato orgánico en su forma inorgánica 

(Khan et al., 2009). Estas reacciones desfosforilantes involucran la hidrólisis de enlaces de éster 

fosfato o anhídrido y dependen fuertemente de las propiedades bioquímicas y fisicoquímicas de 

las moléculas (Hamid y Ahmad, 2012). 

Una de las clases más importantes de fosfatasas son las fitasas, que hidrolizan el ácido 

fítico (principal forma de almacenamiento de Po en las semillas) a mio-inositol, liberando los 

grupos fosfato que quedan accesibles para las plantas y eliminando la capacidad del este para 

quelar iones metálicos vitales, de modo que inactiven enzimas y formen complejos con proteínas 

(Singh y Prabha, 2019). Por otro lado, las fosfonatasas y liasas C-P hidrolizan enlaces éster de 

fosfonatos (p.ej. Fosfoenol piruvato, fosfonoacetato), convirtiendo los fosfonatos en 

hidrocarburos e iones fosfato asimilables (Wanner, 1996). 

En vista de su potencial, en los últimos años el aislamiento e identificación de 

fosfobacterias ha sido objeto de un considerable número de investigaciones (Prabhu et al., 2019). 

No obstante, solo un número limitado de ellas se ha dedicado a evaluar su efecto en plantas, 

particularmente en suelos deficientes de fosforo. Una reciente revisión de nuestro grupo 

(Castagno et al., 2021) exploró el potencial de diversos aislamientos de BSF y BMF en el 

mejoramiento del crecimiento de cultivos bajo tal condición. Son varios los reportes que muestran 

el efecto de diferentes géneros con capacidades solubilizadoras de fosfato en la promoción de 

crecimiento, el contenido de fósforo y otras variables de crecimiento en diferentes cultivos, ya 

sea como inoculantes individuales o como parte de un consorcio microbiano. Un aspecto a 

destacar en la revisión de Castagno y col. (2021) es la consideración adicional de BSF con 

potencial de promoción de crecimiento bajo condiciones restrictivas. Aislamientos de los géneros 

Bacillus, Enterobacter, Providencia, Ensifer, Acinetobacter, entre otros, mostraron capacidades 

promotoras bajo condiciones salinas, desecación y de acidez.   

Lo relatado anteriormente, refuerzan los argumentos para el uso de BSF como estrategia en la 

mejora nutricional de cultivos.  
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A lo largo de este capítulo hemos comentado acerca de los suelos afectados por sal y la 

necesidad de estrategias para la recuperación de los mismos de forma sustentable. Comentamos 

el potencial del uso de bacterias promotoras de crecimiento como una alternativa sostenible para 

la mejora de la producción de cultivos, dado que su aplicación permitiría reducir la eficiencia del 

uso de los fertilizantes químicos, logrando al mismo tiempo incrementar la productividad de los 

sistemas agrícolas. En ese aspecto, son cada vez más numerosos los intentos para mitigar el estrés 

abiótico mediante la inoculación de microorganismos tolerantes al estrés que formen asociaciones 

beneficiosas con las plantas (Enebe y Babalola, 2018). 

Son varios los estudios que han demostrado que la inoculación con cepas tolerantes en 

leguminosas cultivadas en ambientes estresantes puede mejorar no solo las variables de 

crecimiento, como la nodulación o biomasa, sino también la productividad en campo. Algunos 

ensayos de inoculación singular son ejemplo de ello. Tal es el caso de Cicer ariеtinum L. 

(garbanzo), cuya inoculación con cepas selectas de Rhizobium tolerantes a salinidad evidenció 

mejoras en la nodulación, así como en el contenido de materia seca del vástago, raíz y longitud 

de raíz (Khaitov et al., 2016). De igual manera, ensayos de promoción de Vicia faba L. en 

múltiples suelos alcalinos-calcáreos y afectados por sal, inoculados con cepas locales selectas de 

Rhizobium/Agrobacterium, mostraron incrementos significativos del rendimiento de grano (50%) 

y rendimiento de N de grano (56%), en comparación con tratamientos fertilizados con N (96 kg 

N ha-1) (Youseif et al., 2020). Más recientemente, cultivos de Cajanus cajan en suelos 

restrictivos (pH 8.9, 45 °C, 33 ppm NO3
– N), inoculados con una interesante formulación basada 

en la combinación de la cepa IC3123 suplementada con un EPS (expolisacárido), también 

demostraron la mejora significativa en la germinación, el número de vainas, el rendimiento de 

semillas y el contenido de proteína, en comparación con el conjunto no tratado (Tewari y Sharma, 

2020). 

Resultados similares o incluso más promisorios se observan en ensayos de co-inoculación 

Rizobio-PGPR. Por ejemplo, la inoculación de Galega officinalis con combinaciones Rhizobium 

galegae-Pseudomonas permitió mitigar el efecto del estrés salino, mejorando el crecimiento de 

vástago y raíz, así como la nodulación y colonización de las puntas de la raíz -respecto a la 

inoculación singular de R. galegae- en las plantas cultivadas tanto en un sistema de arena 

gnotobiótica modificada con NaCl como en suelo bajo condiciones de invernadero 

(Egamberdieva et al., 2013). Lo mismo en experimentos realizados en campo evaluando el efecto 

de la co-inoculación de cepas de Rhizobium y Azotobacter en dos variedades de garbanzo (Cicer 

ariеtinum L.) bajo condiciones salinas (5.8 dS m−1), en donde se evidenció la superioridad de los 

tratamientos de co-inoculación Rhizobium-Azotobacter en la mejora en el peso seco del vástago, 

raíz, número de nódulos, contenido de nitrógeno y proteínas, así como la mejora de la 
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productividad en 429 (27.9%) y 538 (23.9%) kg ha−1 sobre el control, para ambas variedades 

(Abdiev et al., 2019). La misma tendencia se observa en no-leguminosas como Zea mays, en 

donde la co-inoculación de dos cultivares (cv. Av 4001 y cv.  Agaiti 2002), con un consorcio 

Rhizobium-Pseudomonas incrementó significativamente el contenido relativo de agua de la hoja 

y el peso seco de raíz bajo condiciones salinas (Bano y Fatima, 2009). La combinación con otros 

microorganismos, como micorrizas, también ha evidenciado efectos promisorios en Medicago 

sativa o Sesbania cannabina bajo condiciones salinas (Laouane et al., 2018; Ren et al., 2016). 

Estos son algunos de los muchos ejemplos disponibles en la literatura, que demuestran que el uso 

de bacterias promotoras de crecimiento es una estrategia prometedora para la mejora de cultivos 

en suelos restrictivos. Por ello, en este trabajo de tesis consideramos que el uso de PGPR, de 

forma singular o combinada, podría ser una alternativa a la problemática asociada a los 

requerimientos de la sub-región de la Pampa Deprimida del salado, expuesta a continuación.  
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Antes de discutir sobre los bajos alcalino-sódicos de la Depresión del Salado, resulta 

menester conocer acerca de la región de la Pampa Argentina. La icónica región pampeana abarca 

más de 500 000 km2 de la zona centro-este de la Argentina, y comprende toda la provincia de 

Buenos Aires y gran parte de las provincias de Santa Fe, Córdoba, La Pampa y San Luis y 

dependiendo de algunos autores también parte del sur de Entre Ríos (Rubio et al., 2019). Su 

topografía predominantemente llana, además de la alta fertilidad y productividad de gran parte de 

sus suelos ha provisto el escenario adecuado para el desarrollo de una vasta industria agrícola y 

ganadera, convirtiéndola en la región económicamente más importante del territorio argentino. 

Desde una visión simplificada puede ser descrita como una región de clima húmedo en el este y 

sub-húmedo/semiárido en el oeste, con precipitaciones variables desde los 1200 a 500 mm año-1 

respectivamente y con temperaturas medias entre los 14°C en el sur y los 20°C en el norte (Rimsi-

Korsakov et al., 2015). La mayoría de los suelos pampeanos son predominantemente del orden 

de los Molisoles, específicamente distribuidos como suelos Argiudoles, Hapludoles y Haplustoles 

de este a oeste y Natracuoles en algunas áreas localizadas. Otros suelos menos representativos 

son Alfisoles, Vertisoles y Entisoles (Lavado y Taboada, 2009; Rubio et al., 2019). De acuerdo a 

sus características geomorfológicas, de suelos, drenaje, fisiográficas y su composición florística 

es posible distinguir varias unidades o distritos fitogeográficos, distribuidos como se muestra en 

la Figura I.6. 

En esta región se producen las principales cosechas de grano: soja, maíz, trigo, cebada, 

centeno, girasol, maní y sorgo (FAO 2019) y, según la Secretaria de Agricultura, Ganadería y 

Pesca de la Nación en la campaña 2020, tan solo el complejo maíz, soja, trigo, girasol alcanzó un 

volumen de producción de 130.166.531 toneladas (www.magyp.gob.ar), lo que refleja la 

magnitud de la actividad agrícola productiva y por supuesto su innegable relevancia económica 

para el país.  

Si bien, en el presente, la región pampeana es una región agrícola muy competitiva y 

económicamente importante para la Argentina, lo cierto es que inicialmente se trató de una región 

principalmente ganadera. Los pastizales naturales de esta zona se utilizaron esencialmente para 

el pastoreo y no fue hasta el último cuarto del siglo XIX que, de mano de la llegada de los 

inmigrantes europeos, se inicia la actividad agrícola en la zona. Esta actividad se fue desarrollando 

a lo largo del siglo XX, y se intensificó principalmente durante los inicios de la década de 1990 

como consecuencia de las innovaciones tecnológicas para las prácticas agrícolas. Este 

denominado “proceso de agriculturización”, discutido detalladamente por Manuel-Navarrete (y 

col., 2009), se refiere al fuerte y continuo aumento del área de tierra dedicada al cultivo agrícola 



29 
 

en esta región, lo que trajo como consecuencia no solo la reducción de los pastizales naturales 

sino también el desplazamiento de otras actividades económicas (p.ej., la ganadera) a zonas 

menos fértiles como las tierras bajas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura I.7. Mapa de la Argentina y la distribución de las sub-regiones de la Pampa Argentina. La 
región pampeana, con una extensión de 500 000km2, se extiende a lo largo de las provincias de Buenos 
aires (1), Santa Fe (3), Córdoba (4), San Luis (5), La Pampa (6) y dependiendo de algunos autores el sur de 
Entre Rios (2) (Rubio et al., 2018). Según la asociación de sus características geomorfológicas, edáficas y 
composición florística es distinguible en las sub-regiones de La Pampa Ondulada (A), Pampa Interior 
(B), Pampa Austral (C) y Pampa Deprimida (D). Tomado de Rodríguez y Jacobo, 2012, adaptado de 
Soriano et al., 1991 
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Las tierras bajas o suelos poco profundos se encuentran predominantemente presentes en 

la subregión de la Pampa Deprimida del Salado -una de las 4 subregiones la Pampa Argentina-, 

ubicada en el centro-este de la provincia de Buenos Aires y limitada por la Pampa Ondulada al 

norte, la Pampa Austral al sur, la Pampa interior al oeste y la Planicie Costera del Océano 

Atlántico al este (Figura I.6). En esta sub región los ambientes denominados “bajos”, a diferencia 

de las otras subregiones, se los puede encontrar ocupando áreas de decenas de km2 (Rubio et al., 

2019). Con una extensión total de aproximadamente 9 millones de Ha, se estima que 

aproximadamente el 60% de su superficie está dominada por este tipo de suelos.  

En esta región el clima es templado-húmedo, las temperaturas medias anuales oscilan 

entre 13.8 °C en el sur y 15.9 °C en el norte y la precipitación media anual varía de 850 a 900 mm 

(Perelman et al., 2001). Los niveles de precipitación más altos se alcanzan durante las épocas de 

primavera e invierno, lo cual, en una región de pendiente escasa y con la estructura de suelo 

discutida más adelante, produce inminentes periodos de anegamiento y permanencia de aguas 

subterráneas cerca de la superficie del suelo, lo cual, acompañado con los periodos de sequía por 

altas temperaturas alcanzadas en las épocas de verano, favorecen a la salinización de los mismos 

(Perelman et al., 2001). Estas condiciones sumadas al drenaje insuficiente de la zona, limitan 

severamente su uso para fines agrícolas, por lo que casi el 80% de la superficie no se cultiva, y 

mantiene su vegetación natural o semi-natural (pastizales) que son aprovechados para cría de 

ganado vacuno y, en menor medida, ovino (León et al., 1984, Rodríguez y Jacobo, 2012). 

Figura I.8. Pastizales de la región de la Pampa Deprimida del Salado 
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A pesar de la aparente uniformidad de relieve –por su escasa pendiente- sumado al tipo de suelo 

y heterogeneidad vegetativa, es distinguible una diversidad de paisajes que dan origen a las 

“comunidades vegetales” esquematizados en la Figura I.8 (Perelman et al. 2001).  

 

Por un lado, se encuentran las zonas altas o “lomas” que comprenden a los sitios más 

altos con suelos profundos con buen drenaje, de tipo Hapludoles o Argiudoles, que no tienen 

problemas de inundación, salinidad o alcalinidad. En la posición intermedia se encuentran las 

“medias lomas”, con suelos principalmente de tipo Natracuoles. En estos últimos, el horizonte 

superior tiene buen contenido de materia orgánica, sin salinidad ni alcalinidad, seguido de un 

horizonte sub-superficial prácticamente impermeable por su alto contenido de arcillas y contenido 

mayor de sales que ascienden solo cuando la superficie del suelo queda desprovista de cobertura 

vegetal debido al sobrepastoreo o labores mecánicas (Rodríguez y Jacobo, 2012).  

Por otro lado, las zonas bajas son diferenciables en dos ambientes. Los “bajos dulces”, 

caracterizados por ser zonas de suelos anegables (Argiacuoles o Argialboles), pero no salinos ni 

alcalinos, con una buena productividad forrajera y los “bajos salinos y/o alcalinos” -los más 

notoriamente restrictivos- cuyo horizonte superficial somero (menor de 10cm) tiene poca materia 

orgánica (Natracualfes), altas concentraciones de sales y/o alcalinidad, baja productividad y 

escaso valor forrajero (Rodríguez y Jacobo, 2012).  

Tanto las lomas como las medias lomas son propicias para la producción de pasturas de 

calidad. No obstante, desde las últimas décadas, están mayoritariamente dedicadas al cultivo 

agrícola (principalmente soja) (Viglizzo et al., 2010), por lo que la disponibilidad de zonas para 

la actividad ganadera, principalmente la etapa de cría de ganado, se ha reducido a las zonas de los 

bajos.  
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Figura I.9. Toposecuencia típica de la Pampa Deprimida del Salado: Si bien el paisaje de la Pampa 
Deprimida es principalmente una planicie, la asociación de sus características edáficas y composición 
vegetal permite distinguirla en comunidades vegetales: Lomas, medias lomas, bajos dulces y bajos salinos-
alcalinos Tomado de Rodríguez y Jacobo, 2012 y adaptado de Batista y Taboada, 2005. 
 

Figura I.10. Paisaje de los bajos alcalinos-sódicos  
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La importancia de la industria cárnica se sostiene en la dinámica de producción y 

consumo de la Argentina, la cual inversamente a lo habitual, no solo está compuesto 

principalmente por carne bovina, seguido por aviar y luego de cerdo (en ese orden), sino que 

además está destinada principalmente al mercando interno local. Este consume un aproximado 

del 85% de la producción total, en concordancia con las estimaciones de consumo de carne vacuna 

per cápita de aproximadamente 57 Kg equivalente al 50% del consumo de carnes totales per 

cápita, una de las más altas del mundo (FADA 2015).  

Según el primer reporte del Sistema de monitoreo del sector de la carne bovina (INTA-

SENASA), en el año 2015 se reportó que la región de la Depresión del Salado y Depresión de 

Laprida contaba con la mitad del stock de bovino de la provincia de Buenos Aires (48%) y se 

considera la región de cría más importante del país, ya que concentra el 50% de las cabezas 

correspondientes a las categorías vacas, terneros, terneras, toros y reteniendo el 47% de las 

vaquillonas de la provincia. 

La cadena de producción de carne bovina se puede calificar como un proceso complejo 

y dinámico que abarca desde la producción primaria hasta el consumo directo. La producción 

primaria puede distinguirse en distintos eslabones, empezando por la cría, seguido por las etapas 

de recría y finalmente engorde. De todas ellas, la etapa de la cría es económicamente la de 

rentabilidad inferior, debido a su complejidad biológica, lo cual, a pesar de su importancia, 

habitualmente se destina a los ambientes menos propicios. A diferencia de los productos agrícolas, 

que se destinan directamente para la alimentación humana sin requerir transformaciones 

intermedias (pérdidas energéticas), la producción cárnica sí requiere de estas, siendo la etapa de 

la cría la actividad que mayores cambios energéticos implica (Veneciano y Frasinelli, 2014). En 

ese contexto la necesidad de adoptar estrategias rentables que tengan un efecto positivo en el 

incremento y mejora de la calidad forrajera destinada a la producción cárnica, es un tema 

recurrente. A esto último, se suma el criterio de sostenibilidad. En adición a lo comentado 

anteriormente sobre las consecuencias del “proceso de agriculturización”, cabe mencionar que 

este se acompañó de la introducción de la práctica del “alambrado”, que confinó al ganado en 

áreas restringidas durante largos períodos de tiempo (método de pastoreo continuo), causando 

también el deterioro de los pastizales naturales, disminuyendo la calidad de la oferta forrajera de 

los mismos, además de otras consecuencias ecológicas (Arelovich et al., 2011).  

En ese sentido, han surgido propuestas alternativas para el desarrollo de prácticas 

ganaderas sostenibles. Por ejemplo, en el “Manual de manejo de pastizales naturales para una 

ganadería sustentable en la Pampa Deprmida” de Rodríguez y Jacobo (2012), se describe la 

metodología de pastoreo controlado, que consiste en la subdivisión de los campos en potreros por 

comunidades vegetales (Fig I.8), de manera tal que en cada potrero haya claro predominio de una 
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sola comunidad. Así quedarían separados los potreros que ofrezcan forraje principalmente en el 

invierno (loma y media loma) de los que ofrezcan forraje en verano (bajos). De ese modo el 

pastoreo se daría de forma intensiva y alternada entre ellos, en periodos cortos de tiempo, 

permitiendo la recuperación del vigor de las plantas durante las etapas de descanso.  

Otra propuesta es la promoción del establecimiento de especies nativas valiosas y 

leguminosas naturalizadas de elevado valor forrajero. Estas últimas aumentarían los niveles de 

nitrógeno en el suelo además de que mejorarían notablemente la dieta. Cabe resaltar que entre las 

recomendaciones para la implementación del “pastoreo controlado” también se encuentra el uso 

de especies nativas y naturalizadas. Esto evidencia que de alguna manera u otra es importante el 

uso de especies vegetales de alto valor forrajero como estrategia para la mejora del recurso 

forrajero y subsecuente productividad ganadera en la Pampa Deprimida del Salado. En ese 

sentido, en vista de la clara dominancia de los suelos bajos en la región resulta importante la 

promoción de especies forrajeras en estos suelos especialmente en los bajos alcalino-sódicos para 

el aprovechamiento de los mismos.  

 

  

 Entre las especies naturalizadas usadas, la leguminosa Lotus tenuis es una de las más 

exitosas (Stofella, 1998; Taboada et al. 1999). El género Lotus incluye entre 125 y 130 especies 

de hierbas y arbustos pequeños, distribuidos principalmente en el hemisferio norte. Varias 

especies de Lotus como L. uliginosus, L. tenuis y particularmente L. corniculatus, se utilizan como 

forraje de la pastura en todo el mundo y se incluyen en los estudios filogenéticos en el mismo 

clado, como L. japonicus, la leguminosa modelo (Degtjareva et al., 2006). Las especies de Lotus 

presentan una distribución mundial, excepto en regiones muy frías y ciertas áreas tropicales del 

sudeste de Asia y América Central, (Degtjareva et al., 2008). Esta amplia distribución geográfica, 

en parte, se debe a la introducción de estas especies por parte de las actividades humanas y a su 

adaptabilidad a diferentes estreses ambientales (lo que conduce a una naturalización eficiente). 

En el caso particular de las especies del género Lotus, su adaptabilidad y tolerancia a diversos 

estreses ambientales le otorgan una elevada potencialidad de utilización en la restauración de 

ambientes degradados y/o contaminados (Escaray, 2012). En los ambientes de la Pampa 

Deprimida del Salado, L. tenuis se ha naturalizado y adaptado incluso en aquellas zonas como los 

bajos alcalino-sódicos, consideradas como las más restrictivas, demostrando su plasticidad en 

términos de adaptación por encima de los requerimientos edáficos (León et al., 1984). Tal 

plasticidad sugiere su potencial para ser usada en estos ambientes como estrategia para 

incrementar el recurso forrajero en suelos limitantes como los bajos alcalinos-sódicos de la Pampa 

Deprimida (Dear et al., 2003). No obstante, su incorporación a estos ambientes está todavía lejos 

de ser óptima, debido a las características edáficas de los bajos alcalinos-sódicos descritas, que 
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restringen severamente el crecimiento y desarrollo de las plantas forrajeras de calidad en estos 

suelos como L. tenuis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura I.11. Superior: L. tenuis naturalizado en los suelos de los bajos alcalino-sódicos de la Pampa 
Deprimida del Salado, rodeado de la flora natural delos bajos salinos (Distichlis spicata). Inferior: 
Estructuras tipo costra, producto del exceso de sales de sodio.   

 

En ese sentido, en este trabajo de tesis planteamos la hipótesis de que la producción de 

pasturas en la Pampa Deprimida del Salado puede ser mejorada mediante el uso de biofertilizantes 

para Lotus tenuis, formulados a base de rizobios fijadores de nitrógeno (BFN) y bacterias 

solubilizadoras de fosfato (BSF) tolerantes a condiciones salino-alcalinas, por lo que planteamos 

el siguiente objetivo general y sus objetivos específicos. 
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Obtener bacterias fijadoras de nitrógeno (BFN) y bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) 

adaptadas a las condiciones salino-alcalinas de los suelos de la Pampa Deprimida del Salado para 

su aplicación como biofertilizantes para L. tenuis. 

1.1. Aislar cepas de rizobios y bacterias solubilizadoras de fosfato tolerantes a condiciones 

alcalino-salinas. 

1.2. Evaluar su capacidad para promover el crecimiento de L. tenuis, en condiciones restrictivas.  

Identificar mecanismos involucrados en la respuesta y adaptación de rizobios simbiontes de L. 

tenuis a condiciones alcalino-sódicas

2.1. Obtención de mutantes de rizobios sensibles e identificación de genes involucrados en 

tolerancia a condiciones salino-alcalinas. 

2.2. Análisis del transcriptoma de rizobios en condiciones salino-alcalinas. 

2.3. Identificación de los mecanismos de adaptación de estas bacterias a condiciones salino-

alcalinas. 
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CAPÍTULO II 
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 Con el objeto de aislar cepas de bacterias solubilizadoras de fosfato (BSF) y rizobios 

nativos de los bajos alcalino-sódicos de la Pampa Deprimida del Salado, dos fechas de colectas 

fueron establecidas en los meses de junio y septiembre del 2015, respectivamente, para la colecta 

de muestras para cada colección. Fue así que en la primera fecha de colecta se estableció la toma 

de entre ocho y nueves plantas de L. tenuis naturalizadas por cada lugar en dos zonas de los bajos 

alcalino-sódicos: Manantiales (35° 44' 36.319''S - 58° 3' 25.307''W) y Punta Indio (35°16' 15.449'' 

S -  57°14' 52.101'' W), mientras que en la segunda fecha de colecta se tomaron 10 plantas por 

sitio en las mismas zonas mencionadas además de una tercera zona: Ayacucho (37°8'59.482''S, 

58°28'40.231''O). Las plantas colectadas fueron trasladadas al laboratorio y almacenadas a 4°C 

hasta su procesamiento.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.1. Lugares de colecta en la región de la Pampa Deprimida del Salado, dentro de la provincia 
de Buenos Aires. Las zonas de toma de muestra se indican en el mapa coloreados diferenciadamente.  
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Junto a las muestras biológicas, algunas muestras de suelo fueron colectadas para 

corroborar las condiciones salino-alcalinas requeridas para el presente estudio. Estas fueron 

analizadas según los protocolos estandarizados de la Red de Laboratorios Agropecuarios 

Argentinos (REDLAA) por el servicio de análisis de suelos del laboratorio MRB (Chascomús, 

Argentina). Los niveles de pH y conductividad eléctrica (CE) fueron cuantificados en una 

solución de suelo/agua (1:2.5), mientras que la capacidad de intercambio catiónico (CIC) 

mediante el método del Acetato de amonio (Schollenberger y Dreibelbis, 1930). La cantidad de 

carbono orgánico oxidable (C) y el contenido de materia orgánica (MO) fueron cuantificados 

mediante el método de Walkley-Black (Walkley y Black, 1934). El contenido de Calcio (Ca2+) y 

Magnesio (Mg2+) fueron determinados por titulación complexométrica, mientras que las 

concentraciones de Sodio (Na+) y Potasio (K+) mediante fotometría de llama. El contenido de 

nitrógeno total (Nt) mediante el método Kjeldahl (Bradstreet, 1954) y contenido de fósforo 

mediante el método propuesto por Bray y Kurtz, 1945. Los datos obtenidos se detallan en la Tabla 

II.1.  

Tabla II.1. Propiedades físico-químicas de los suelos 

  LUGAR 
  Manantiales Ayacucho Punta Indio 

pH 8.6 9.7 8.7 

CE (dSm) 0.6 4.4 0.88 

C (%) ND  1.16 1.19 

MO (%) 3.59 2 2.39 
Nt (ppm) 0.05 0.123 0.13 

Ca (meq/100g) 8.29 4.8 1.08 

Mg (meq/100g) 1.45 3 0.47 

K (meq/100g) 0.96 2.6 0.12 

Na (meq/100g) 2.26 13.9 0.97 

P (ppm) 0.13 4.8 1.67 

CIC (meq/100g) 12.58 16.3 2.85 

PSI (%) 17.96 85.3 34.03 

CE: Conductividad Eléctrica. Ct: Carbono total. MO: Materia Orgánica. Nt: Nitrógeno total. Ca: 
Calcio. Mg: Magnesio. K: Potasio. Na: Sodio. P: Fósforo. CIC: Capacidad de Intercambio Catiónico. 
PSI: Porcentaje de Sodio Intercambiable 
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Tanto las cepas de rizobios como las de bacterias solubilizadoras de fosfato fueron 

cultivadas de forma rutinaria en el medio de cultivo Triptona Yeast Agar (TY), ya sea en sólido 

o líquido (180rpm) a 28°C (Vincent, 1970). Asimismo, para los ensayos de tolerancia a 

condiciones alcalino-sódica se utilizó la versión modificada, para lo cual fue suplementada con 

una solución de Na2CO3 (1M) y NaCl.  

Triptona  5g/L 
Extracto de levadura  3g/L  
Cl2Ca2H2O   0.5g/L  
Agar    15g/L 
 
Las cepas de rizobios se cultivaron principalmente en medio de cultivo Yeast-extract-

mannitol (YEM), tanto en sólido como en líquido a 28°C (Vincent, 1970) y ocasionalmente en 

medio mínimo (MM) (Robertsen et al., 1981) o AB Sacarosa según los requerimientos del 

ensayo.     

 YEM 

Extracto de levadura  0.4 g/L 
Manitol   10 g/L 
NaCl    0.1 g/L 
MgSO4.7H2O   0.2 g/L 
K2HPO4   0.5 g/L 
Agar    15 g/L 
 
     MM 
KH2PO4  0.3 g/L 
K2HPO4   0.3 g/L 
MgSO47H2O   0.15 g/L 
CaCl2.2H2O   0.05 g/L 
FeCl3    0.006 g/L 
NaCl    0.05 g/L  
Glutamato   1.1 g/L  
Manitol   10 g/L 
Vitaminas   1mL /L 
      Biotina   0.2 g/L 
      Tiamina   0.1 g/L 
      Pantotenato sódico   0.1 g/L 
Agar purificado  13 g/L 
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AB - Sacarosa 
K2HPO4   3 g/L 
NaH2PO4.H2O   1.14 g/L 
NH4Cl    1 g/L 
MgSO4.7H2O   0.30 g/L 
KCl    0.15 g/L 
CaCl2    0.01 g/L 
Cl3Fe 10%   100 µl/L 
Sacarosa 20%   25 mL/L 
Agar    15 g/L 

 

La corroboración de la eficacia del protocolo de desinfección de nódulos de L. tenuis se realizó 

usando el medio Plate Count Agar (PCA) para cultivar el agua del último lavado a 28°C 

(Buchbinder L., 1951) 

Triptona    5.0 g/L 
Extracto de Levadura   2.5 g/L 
Glucosa    1 g/L 
Agar     15 g/L 
 
La capacidad solubilizadora de fosfato se evaluó usando el medio National Botanical Research 

Institute's phosphate (NBRIP) tanto sólido como líquido a 28°C. De la misma manera, para los 

ensayos de solubilización en condiciones alcalino-sódicos se utilizó la versión modificada con 

Na2CO3 (1M) y NaCl 200mM (Shekhar Nautiyal, 1999) 

MgCl26H2O   5 g/L 
MgSO47H2O   0.25 g/L 
KCl    0.2 g/L  
(NH4)2SO4    0.1 g/L  
Ca3(PO4)2   5 g/L 
Glucosa   10 g/L  
Agar    15 g/L 
 

Las cepas de E. coli se cultivaron rutinariamente en medio de cultivo Luria-Bertani (LB) tanto 

en sólido como en líquido a 37°C, en agitación constante (180rpm) si se requiere (Bertani G., 

1951) 

Triptona   10 g/L  
Extracto de Levadura 5 g/L 
NaCl    10 g/L  
Agar    15 g/L 
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Para realizar la evaluación funcional de uno de los mutantes de BA135 se utilizó el Medio M9 

según las recomendaciones de diCenzo (y col., 2017) 

MOPS    (pH 6.8, 40mM morpholinopropane sulfonic acid, 20mM KOH)  
NaCl    8.6 mM  
NH4Cl    18.7 mM 
Biotina    41 µM 
CoCl2    42 nM  
MgSO4    1 mM 
CaCl2    0.25 mM  
FeCl3    38 µM   
Glucosa   75 mM 
Agar    15 g/L 
 

El ensayo de detección de sideróforos se realizó utilizando el medio Cromo Azurol Agarizado 

(Pérez-Miranda et al., 2007; Schwyn y Neilands, 1987). La preparación del mismo consistió en 

la mezcla de las soluciones descritas abajo, en la siguiente proporción. Para cada 100 mL de 

Medio CAS-sólido: Solución 1 (80 mL), solución 2 (10 mL), solución 3 (10 mL), solución 4 (1 

mL), solución 5 (0.05 mL), solución 6 (0.1 mL) y solución 7 (0.1 mL) 

 
Buffer PIPES   11.44 g 
NaOH   1.53 g  
**llevar a pH 6.8     Solución 1:  PIPES agarizado 
Tripteina   0.06 g    300 mL 
Triptófano 1%   1.12 mL 
Agar    5.6 g   
 
KH2PO4   0.15 g  
NaCl    0.25 g     Solución 2:  MM9 10X  
NH4Cl    0.50 g        50 mL 
  
Cromo Azurol S  60.5 mg/50 mL  
FeCl3.6H2O  0.0016 g/10 mL HCl 10mM)       Solución 3: CAS HDTMA  
 Cetrimida   72.9 mg/40 mL.       100 mL 
 
Glucosa 1M   20 mL     Solución 4 
MgSO4.7H2O 1M  1 mL     Solución 5 
CaCl2 50Mm    5 mL     Solución 6 
Vitaminas 1000x 20 mg/100 mL   Solución 7 
 

Todos los medios descritos se utilizaron a pH 7.0, salvo los medios modificados, y se esterilizaron 

en autoclave a 120°C y 1 atm.  por 20 min. Las vitaminas por su parte, debido a su 

termosensibilidad, se agregaron al medio de cultivo (cuando fue necesario) posterior a la 

esterilización de los mismos. 
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Los protocolos de germinación de semillas se llevaron a cabo utilizando el medio Agar-

Agua, compuesto de agua y agar al 0.8%. Por otro lado, para los ensayos de infectividad se utilizó 

como medio de cultivo la solución hidropónica Evans agarizada (0.8%), cuya composición se 

describe a continuación. Cuando fueron requeridos, ambos medios se prepararon a pH 7.0 y 

esterilizaron en autoclave a 120°C. Para los ensayos en el sistema de jarras de Leonard se utilizó 

como solución hidropónica el medio Evans. La preparación del mismo consistió en la mezcla de 

1 mL de las soluciones 1, 2, 3, 4 y 6, además de 0.1 mL de la solución 5 por cada litro de agua. 

  

K2SO4    27.88 g/L   
MgSO4.7H2O   49.28 g/L       
 
KH2PO4   2.3g/L  
K2HPO4   14.5 g/L                   
 
CaSO4.2H2O   10.33g/L  
CaCl2.2H2O   14.5 g/L     
 
 FeNa EDTA   0.66 g/L                            Solución 4                         
  
H3BO3    0.143 g/L  
MnSO4    0.069 g/L 
ZnSO4.7H2O   0.022 g/L                Solución 5 
CuSO4.5H2O   0.0079 g/L            Micronutrientes 
Na2MoO4   0.042 g/L  
ClCo.6H2O   0.12 g/L                                             
  

NH4NO3  2.86g/L    Solución 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

Solución 1  

 Solución 2  

 Solución 3  
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Los antibióticos utilizados fueron preparados en una concentración de 100X en agua bidestilada 

estéril (Tabla II.2). La esterilización se realizó por filtración (filtros Millipore de 0.22 μm de 

poro). Las concentraciones experimentales requeridas variaron según el ensayo biológico, por lo 

que los detalles de las mismas se especifican en cada ensayo.  

 

Tabla II.2. Relación de antibióticos usados en este trabajo 

 Antibióticos 

 Stock Inicial 

Nistatina 50 mg/mL 

Kanamicina            (Km) 200 µg/mL (100X) 

Estreptomicina       (Sm) 200 µg/mL (100X) 

Espectinomicina     (Spc) 200 µg/mL (100X) 

Gentamicina           (Gm)  50 µg/mL (100X) 

Ampicilina             (Amp) 200 µg/mL (100X) 

Ácido Diaminopimélico (DAPA) 30 mM 

 

 

Tabla II.3. Relación de cepas y plásmidos empleados en este trabajo. 

Cepas y plásmidos Descripción Referencia 

E. coli β2163 (pSUP2021) Cepa donadora de Tn5 (Simon et al., 1983) 

E. coli SM10λpir (pSAM_Rl) Cepa donadora Mariner (Perry y Yost, 2014) 

BA135 Aminobacter sp. (Estrella et al., 2009) 

BSA136 Mesorhizobium sanjuanii (Sannazzaro et al., 2018) 

MA66 Pantoea eucalipty Esta tesis 

P63 Pantoea eucalipty Esta tesis 

P76 Pantoea eucalipty Esta tesis 

P163 Pantoea eucalipty Esta tesis 

P173 Pantoea eucalipty Esta tesis 
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Para recoger la rizosfera adherida a las raíces de L. tenuis, estas fueron lavadas con una 

solución de MgCl2 10 mM. A partir de dicha solución se realizaron diluciones seriadas (1:10), de 

las cuales 100 µL fueron plaqueadas sobre medio NBRIP suplementado con nistatina (5 µg/mL) 

hasta obtener colonias aisladas. Se seleccionaron aquellas colonias aisladas que mostraron 

capacidad solubilizadora de fosfato inorgánico mediante la formación de un halo translúcido 

alrededor de la colonia, resultado de la solubilización de fosfato inorgánico contenido en el medio. 

Los nódulos colectados fueron lavados inicialmente 4 veces con H2O destilada estéril. 

Posteriormente fueron tratados en un lavador ultrasónico (Teslab) durante 2 min y nuevamente 

fueron lavados con H2O estéril 4 veces. A continuación, fueron desinfectados superficialmente 

con una solución de NaClO 5% durante 4 min, lavados con H2O estéril 4 veces y posteriormente 

nuevamente desinfectados con Etanol 70% durante 1 min. Por último, se lavaron repetidas veces 

con agua destilada estéril para eliminar completamente los restos de etanol.  

Los nódulos desinfectados previamente fueron aplastados usando una varilla de vidrio 

estéril. Gotas de la suspensión resultante fueron sembradas en placas con medio YEM e incubados 

a 28°C entre 3 y 10 días hasta observar crecimiento. Asimismo, para comprobar la eficiencia del 

método de desinfección se incubó el agua de lavado en placas con medio PCA. 

 

Los aislamientos obtenidos fueron crecidos en medio TY y almacenados a -80°C con 

glicerol 30 v/v. Siempre que fue necesario se plaquearon alícuotas del stock en el medio de cultivo 

requerido y se incubaron a 28°C.  

La biomasa bacteriana fue estimada indirectamente mediante la lectura de densidad óptica 

(DO) por espectrofotometría a 600 nm de longitud de onda (λ), la cual se calcula en función de la 

transmitancia (T) de la siguiente manera: DO = -logT/100. Esta técnica indirecta no solo permitió 

estimar la biomasa del cultivo sino también, previa validación de células viables en placa, el 

estado fisiológico del cultivo de manera rápida. 

La técnica de “drop plate” (Miles y Misra, 1938) o recuento bacteriano en gota se utilizó durante 

los ensayos de tolerancia a condiciones salino-alcalinas, tanto para las BSF como para rizobios. 

Por ello, a partir de cultivos bacterianos crecidos hasta fase exponencial (DO600 = 1.0) se 
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realizaron diluciones seriadas (1:10), de cada una de las cuales se sembraron gotas de 10 µL en 

el medio de cultivo sólido elegido. Las gotas se dejaron secar por unos minutos antes de incubar 

a 28°C. El crecimiento bacteriano fue observado visualmente de manera periódica y en todo caso 

durante el tiempo necesario para observar el crecimiento de colonias aisladas en las diluciones 

más altas.  

 

Los recuentos de UFC se realizaron en medio TY a partir de cultivos crecidos en fase 

exponencial. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas (1:10) las cuales fueron plaqueadas 

usando esferas de borosilicato. Los recuentos se realizaron en las diluciones más altas en donde 

se observó el crecimiento de colonias individuales.  

Para calcular las UFC/mL se aplicó la siguiente fórmula. 

 

)(

][#

mLinóculo

dilucióncolonias
UFC

´
=

 

Para evaluar el crecimiento de una cepa en función del tiempo se realizaron mediciones 

de la densidad óptica (D.O) a intervalos establecidos. Para ello, las cepas fueron previamente 

cultivadas en medio líquido TY a 28°C, durante toda la noche (overnight), hasta alcanzar la mitad 

de la fase exponencial. Estos fueron diluidos hasta una DO600 de 0.01 y puestos a crecer en el 

medio de cultivo elegido a 28°C en agitación constante durante 48 o 72 horas hasta alcanzar la 

fase estacionaria. Las mediciones se realizaron de modo manual utilizando espectrofotómetros, o 

de forma automatizada en un equipo BIOSCREEN C. Los datos obtenidos permitieron el 

modelamiento de la curva de crecimiento logístico, que no es más que el modelamiento 

matemático de la ecuación de crecimiento exponencial que toma en cuenta la limitación del medio 

de cultivo para cuando la población bacteriana aumenta lo suficiente para ralentizar la tasa de 

crecimiento (Sprouffske y Wagner, 2016), y el cálculo de las variables crecimiento asociadas a 

ella (II.7.3) 
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En búsqueda de la mejor frecuencia de transposición para BA135 se utilizaron dos cepas 

donadoras de transposones: Escherichia coli β2163 (pSUP2021) y E. coli SM10 λpir (pSAM_Rl) 

(Figura II.2), portadoras de los plásmidos pSUP2021 (Tn5, Simon et al., 1983), y pSAM_Rl 

(mariner, Perry y Yost, 2014). Las cepas donadoras fueron crecidas hasta fase exponencial en 

medio LB Amp100 Km50 DAPA (concentración final 0.3 mM) y LB Amp100 Km50 para β2163 y 

SM10 λpir respectivamente, mientras que la cepa receptora BA135 fue cultivada en medio TY 

hasta la fase exponencial tardía. Una vez crecidas, las células donadoras fueron centrifugadas y 

lavadas con medio TY para eliminar los restos de antibióticos. Se realizaron sendas mezclas de 

conjugación (β2163 x BA135 y SM10λpir x BA135) en proporción 1:1 donadora-receptora, los 

cuales fueron lavados posteriormente con medio líquido TY y finalmente centrifugados a 12000 

rpm por 1 min. Cada mezcla de conjugación se resuspendió en 40 µL de medio de cultivo TY, y 

colocada sobre un filtro Millipore estéril de 0.45 µm de poro y 2.5 cm de diámetro, previamente 

colocado sobre medio TY sólido (o TY+Dapa, dependiendo de la donadora). El mismo 

procedimiento se realizó para cada cepa donadora y la cepa receptora separadamente. Los cultivos 

fueron incubados a 28°C por 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubación, las bacterias fueron 

separadas de los filtros y resuspendidas en medio líquido TY. Se realizaron diluciones seriadas a 

partir de las suspensiones, se sembraron en medio selectivo y se incubaron nuevamente por un 

espacio de 24 a 72 horas. A partir de la cuantificación de las UFC/mL se calculó la frecuencia de 

transposición en función de las UFC/mL de las tranposantes y la receptora. Las mezclas de 

conjugación fueron almacenadas en glicerol (20% v/v) a -80°C, para posteriormente ser usados 

en la búsqueda de transposantes sensibles a condiciones de sal y pH. 
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Figura II.2. Mapas de los vectores de mutagénesis pSAM_Rl (A) y pSUP2021 (B), portadores de los 
transposones tipo Mariner y Tn5, respectivamente, y portadores del gen de resistencia a Km. El transposón 
Tn5 destaca como uno de los más utilizados y no tiene secuencias preferentes de inserción, mientras que 
pSAM_Rl se inserta preferentemente en secuencias Tiamina-Adenina (“TA”). Por otro lado, pSAM_Rl 

permite además la implementación de la tecnología INSeq para la evaluación de transposantes por 
secuenciamiento masivo (Perry y Yost, 2014).  

A 

B 
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A partir de cultivos frescos de los aislamientos, se realizó una suspensión de la masa 

bacteriana en 20 µL de una solución de lisis compuesta por NaOH 0.01M y SDS 0.25%. La 

suspensión fue incubada a 100°C por 30 min. Posteriormente se agregaron 100 µL de H2O mQ 

estéril para homogenizar. La mezcla se centrifugó a 14000 rpm por 2 min y el sobrenadante 

conteniendo el ADN fue almacenado a 4°C hasta su posterior uso. Esta metodología se utilizó 

principalmente para obtener el ADN molde en la técnica de “Fingerprinting” descrita más 

adelante (II.4.6) 

La extracción de ADN se realizó a partir de cultivos bacterianos crecidos previamente en 

medio TY a 28°C. Dichos cultivos fueron centrifugados por 2 min a 12000 rpm y lavados en 0.5 

mL de 0.1% (wt/vol) N-lauroylsarcosine en tampón TE 1X [Tris base 10mM, Ácido etilendiamino 

tetraacético (EDTA) 1mM] para nuevamente ser centrifugados durante 2 min a 12000 rpm. 

Luego, los pellets fueron homogenizaron con 0.2 mL de ECTS (Tris base 10 mM, EDTA 1mM, 

NaCl 150 mM, SDS 1 %) para posteriormente adicionarles 2 µL de proteinasa K (10 mg/mL) y 

calentarlos a 56 °C por 30 min. Se adicionaron 0.5 mL de etanol absoluto y se mantuvieron a -

20°C por 20 min. Seguidamente, se centrifugaron por 10 min a 13000 rpm, se eliminó el 

sobrenadante y se adicionaron 0.3 mL de TE 1X y 3 mL de RNAsa (10mg/mL), para luego ser 

incubados a 37°C por 30 min. Posteriormente, se adicionaron 300 µL de fenol-cloroformo-alcohol 

isoamílico (25:24:1), para nuevamente ser centrifugados a 13000 rpm durante 1 min. A los 

sobrenadantes se le adicionaron 200 µL de CHCl3, se homogenizaron y se centrifugaron 

nuevamente por 1 min a 13000 rpm. Los sobrenadantes fueron mezclados con 0.3 vol de NH4Ac 

10M y 2.5 vol de etanol absoluto frío y mantenidos en frío a 4°C durante la noche (overnight). 

Transcurrido el periodo, las muestras fueron centrifugadas a 13000 rpm durante 10 min. Los 

pellets fueron homogenizados con 0.2 mL de etanol 70% frío y luego centrifugados nuevamente 

a 13000 rpm durante 4 min. Finalmente, los pellets fueron resuspendidos en 50 µL de TE 1X y 

calentados a 65°C por 20 min para luego ser almacenados a -20°C hasta su uso. 

Se realizó la extracción de ARN de la cepa Aminobacter sp. BA135 cultivada en medio 

TY en condiciones control y estrés mixto salino-alcalino (pH 8.0 + 200 mM de NaCl) a 180 rpm 

hasta llegar a la mitad de la fase exponencial (aproximadamente DO600 = 1.0). Los cultivos fueron 

centrifugados a 10000 rpm por 5 min a 4°C, los pellets obtenidos se lavaron en sarcosil 0.5% y 

se sumergieron rápidamente en nitrógeno líquido para luego ser almacenados a -80°C (overnight). 
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Los pellets se descongelaron y se resuspendieron en 1.5 mL de TRIS-reagent (Merck) 

precalentado a 70°C y se incubaron a 65°C por 10 min. Las muestras se centrifugaron a 12000 

rpm por 10 min a temperatura ambiente (TA) El sobrenadante se mezcló con 0.1 vol de BCP (1-

Bromo-3-cloropropano) y se incubó a TA por 5 min. Las muestras fueron nuevamente 

centrifugadas a 16000 rpm a 4 °C. La fase acuosa se trasladó a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 

mL y se le añadió 1 vol de isopropanol seguido de una incubación a TA por 10 min. Las muestras 

se centrifugaron a 12000 rpm por 10 min, se eliminó el sobrenadante, el ARN precipitado (pellet 

blanco) fue lavado con 1 mL de etanol 70%, se centrifugaron las muestras a 12000 rpm por 5 min 

y el pellet se secó a 65°C por 5 min. Los productos se resuspendieron en 100 µL de H2O tratada 

con DEPC (dietilpirocarbonato) (Merck). Por cada 100 µL de ARN se agregaron 10 µL de buffer 

10X (Roche), 5 µL de DNAsa (Roche) y 1.5 µL de inhibidor de RNAsa. Las muestras se 

incubaron a 37°C por 1 hora. Posteriormente las muestras se mezclaron con 1 vol. de fenol 

ácido:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) a  4°C y se centrifugaron a 4 °C  durante 10 min a  

14000 rpm. El sobrenadante obtenido se mezcló con 1 vol. de cloroformo:alcohol isomamílico 

(24:1) y se centrifugó  a  14000 rpm por 5 min. La fase acuosa se mezcló con 1/10 vol de NaAc 

3M pH=5.2 y 3 vol de etanol 100%. Las muestras se dejaron a -20°C por una noche. 

Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 14000 rpm a 4 °C durante 12 min. El pellet se 

lavó con 1 mL de etanol 70% frío y se centrifugó nuevamente a 14000 rpm a 4 °C durante 10 min. 

Las muestras finalmente fueron secadas a 60°C durante 10 min y se re-suspendieron en 50 µL de 

H2O-DEPC precalentado a 65°C. Las muestras se almacenaron a -20°C para su posterior 

cuantificación y uso. 

Las cantidades de ADN y ARN extraídas fueron determinadas usando el lector Synergy 

H1 Hybrid-reader (Biotek) y el Nanodrop 1000 (Thermofisher). Asimismo, las muestras fueron 

sometidas a electroforesis en geles de agarosa (0.8% para ADN y 1.2% para ARN) durante 30 

min a 90 V, teñidos con bromuro de etidio (BrEt) y visualizadas bajo luz UV. Adicionalmente, 

las muestras de ARN destinadas para los análisis transcriptómicos fueron cuantificados 

fluorométricamente por Qubit, así como mediante electroforesis automatizada en equipo Agilent 

2100 Bioanalyzer. Estos últimos fueron realizados por el servicio de Genómica del Instituto de 

Parasitología y Biomedicina “Lopez-Neyra” (CSIC, Granada). 

El plásmido pSAM_Rl, fue extraído y purificado a partir de un cultivo LB Amp100Km50 

en fase exponencial de la cepa E. coli SM10ʎpir crecido –overnight- a 37°C. La extracción se 

realizó usando el kit Plasmid DNA purification (Macherey-Nagel) siguiendo las recomendaciones 

del fabricante. El producto obtenido fue linealizado con la enzima de restricción XhoI (Thermo 
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Scientific). Para ello se realizó una digestión mezclando 2 µL de enzima XhoI, 3 µL de tampón 

de enzima y 15 µL de H2O mQ por cada 10 µL de plásmido.  La mezcla de digestión fue incubada 

a 37°C durante 1 hora seguido de una etapa de inactivación a 65°C por 15 min. El producto 

linealizado fue visualizado en un gel de agarosa 0.8% corrido durante 30 min a 90 V, teñido con 

BrEt y revelado en un transiluminador bajo luz UV.  

 

El análisis de fingerprinting o huella genómica fue realizado mediante la técnica BOX-

PCR (Versalovic et al., 1994), usando el oligonucleótido BOXA1R 5´-

CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3´ (Versalovic et al., 1991; 1994). El uso de estas huellas 

genómicas corresponde a una técnica ampliamente usada para el análisis de diversidad genética 

de poblaciones bacterianas (Covelli, 2013), basado en la amplificación de las regiones repetitivas 

dispersas a lo largo del genoma en diferentes posiciones intergénicas, lo que produce amplicones 

de distintos tamaños que tras su separación electroforética resultan en un perfil único que permite 

discriminar hasta nivel de cepa; además son particularmente útiles en el análisis de control de 

calidad de inoculantes comerciales (Menna et al., 2009). La mezcla de PCR y las condiciones de 

amplificación fueron las mismas usadas por Sannazzaro (y col., 2011). Los productos 

amplificados y el marcador 1kb plus DNA ladder (Invitrogen) fueron separados en un gel de 

agarosa a 1.5% en tampón TBE 1X [Tris base 80 mM, ácido bórico 80 mM, EDTA-Na (2 mM a 

pH 8.0)], teñido con una solución de BrEt (Sigma Aldrich) 1µg/mL y fotografiado bajo luz UV. 

El dendrograma fue construido con el software GelCompar II software (Applied Maths), usando 

el algoritmo de UPGMA y el coeficiente de correlación de Pearson con 2.0% de tolerancia. Se 

utilizó como criterio de selección de genotipos diferentes una línea de corte de 75% de similitud 

en el caso de solubilizadoras de fosfato y 65 % de similitud para las bacterias fijadoras de 

nitrógeno. 

Para las amplificaciones de ADN, las mezclas de reacción contenían 2 µL de los ADN 

purificados (25 ng/µL) y 23 µL de Mix PCR, compuesta por 16.6 µL de H20 mQ, 2.5 µL de buffer 

10X sin MgCl2. 1.5 µL de MgCl2 25 mM, 0.2 µL de dNTP 25mM, 1 µL (10 mM) de primer 

forward, 1 µL (10 mM) de primer reverse y 0.2 µL de Taq polimerasa. Los programas de 

amplificación usados según la pareja de oligos se detallan en la tabla II.5. Los productos 

amplificados fueron sometidos a electroforesis en geles de agarosa 0.8% en buffer TBE 1X, teñido 

con BrEt (Sigma Aldrich) 1 µg/mL usando el marcador de tamaños 1kb plus DNA ladder 

(Invitrogen) y fotografiado bajo luz UV. 
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A partir de la secuencia del plásmido pSAM_Rl se diseñaron cebadores, de modo que se 

obtenga la secuencia adyacente al transposón. Los cebadores fueron diseñados usando el software 

Oligo Explorer v1.5. Como características generales los oligos fueron diseñados entre 40 y 60 pb 

antes de las regiones de inserción del transposón pSAM_Rl. No forman homodímeros ni 

heterodímeros y cuentan con una Temperatura de melting (Tm) mayor a 56°C. Las pruebas de 

amplificación in-sílico se realizaron usando el software SnapGene 4.3.7. 

 

 

Figura II.3. Esquema de la ubicación de los oligos IRL3 e IRR2 en el transposón inserto en una región 
desconocida del ADN (DNA Unknown). La orientación y la posición con las que fueron diseñados permiten 
amplificar no solo las porciones adyacentes a las regiones de inserción del transposón (Insertion region - 
IR) sino también una parte de las IR lo que cual permite corroborar la inserción exitosa del transposón.  

 

Tabla II.4.  Características del diseño de los IRL3 e IRL2 

Cebador pSAM_Rl IRL3 pSAM_Rl IRR2 
Secuencia 5´-TTCGCTTGCTGTCCATAAAACCGCCC-3´  5´-GGACGCCCGCCATAAACTGCC-3´ 

Tamaño 26 21 

Tm (básico) 80.0°C 70.0º C 

Tm (sal) 69.4 °C 67.2 º C 

Tm (NN) 69.1°C 69.6 º C 

GC% 53.8% 66.70% 

3’-tail GC % 85.70% 57.10% 

ΔG -54.8 kcal/mol -48.0 kcal/mol 

3-tail ΔG -15.3 kcal/mol -11.5 kcal/mol 

Self annealing No No 

Loops No No 
Tm= Temperatura de melting, %GC= % de Guanina y Citosina, 3´-tail GC % = % de Guanina y Citosina 
en el extremo 3’, ΔG= Cambio en la energía libre, 3-tail ΔG = Cambio en la energía libre en el extremo 

3’, Self annealing = auto alineamiento, L= formación de horquillas
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Tabla II.5. Relación de oligonucleótidos empleados en este trabajo.  
 

Molde Producto Oligo/Secuencia Referencia Ciclo 

Genoma regiones intergénicas BOX BOX-A1R: 5´ CTACGGCAAGGCGACGCTGACG 3´ (Versalovic 1991, 1994) 
95°C 7' (x1); 94°C  1', 53°C  1', 
65°C  8' (x35); 65°C  16' (x1) 

ARNr 16S ARN ribosomal 16S 
41f: 5´- GCTCAAGATTGAACGCTGGCG-3´ 

1488r: 5´- CGGTTACCTTGTTACGACTTCACC-3´ 
(Herrera et al., 1999) 

94°C  2'(x1); 94°C  40'', 60°C  1', 
72°C 2' (x10); 94°C  40'', 50°C 1', 

72°C 2' (x25); 72ºC 10'( x1) 

GyrB  
gyrB                                              

ADN girasa subunidad B 

320F: 5´ TAARTTYGAYGACTCYTAYAAAGT 3                      
1260R: 5´CMCCYTCCACCARGTAMAGTTC 3 

(Rezzonico et al., 2009) 
94°C 4' (x1); 94°C  1', 50°C 1', 

72°C 2' (x35); 72°C 15' (x1) 

RpoB  
rpoB                                             

ARN  polimerasa subunidad beta 

rpoBCM7-F: 5´AACCAGTTCCGCGTTGGCCTGG 3´                             
rpoBCM31b – R: 5´  CCTGAACAACACGCTCGGA 3 

(Brady et al., 2008) 
94°C 1.5' (x1); 94°C 10'', 50°C 20'', 

72°C 10'' (x40); 72°C 5' (x1) 

GlnII 
glnII                                            

glutamina sintasa 

GSII-1 : 5´AACGCAGATCAAGGAATTCG 3´ 
GSII-2 : 5´ATGCCCGAGCCGTTCCAGTC 3´ 

(Turner y Young, 2000) 
94°C 2' (x1); 93°C 45'', 49°C 45'', 

72°C 2' (x25); 72°C 2' (x1) 

DnaK 
dnaK                                            

proteína chaperona  

D352F: 5' GGCCGCATCATSAACGTCATC 3'                              
D871R: 5' AGAGCCGACACTTCMGARCC 3' 

(Martens et al., 2008) 
5′ 95 °C, 3×(2′ 94 °C, 2′ 64 °C, 1′ 

72 °C), 30×(30″ 94 °C, 1′ 64 °C, 1′ 

72 °C), 5′ 72 °C 

pSAMRl 
Regiones adyacentes a las 
regiones de inserción del                     

plásmido pSAMRl 

IRL3: 5´-TTCGCTTGCTGTCCATAAAACCGCCC-3´                 
IRR2:  5´-GGACGCCCGCCATAAACTGCC-3´ 

esta tesis   
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La purificación se realizó mezclando las muestras con 11.25 µL de EDTA 125 mM y 135 

µL de etanol absoluto, seguido de una centrifugación a 13000 rpm durante 25 min, posteriormente 

se lavó el pellet con 120 µL de etanol 70% y nuevamente se centrifugó a 13000 rpm durante 10 

min. Los pellets obtenidos fueron resuspendidos en 25 µL de H2O mQ estéril. En algunos casos 

la purificación se realizó usando los kits comerciales AccuPrep® PCR Purification Kit 

(BIONEER), siguiendo las recomendaciones del fabricante. La secuenciación fue realizada por 

el servicio de genómica de Macrogen (Korea) o el Instituto de parasitología y Biomedicina 

“Lopez-Neyra” (CSIC, Granada). 

 

La identificación por espectrometría de masas fue realizada en el servicio de análisis de 

espectrofotometría de masas MALDI-TOF de la Universidad Nacional de la Plata. Como parte 

de los requerimientos del servicio de espectrofotometría de masas, previo al análisis, las muestras 

fueron sometidas al proceso de lisis celular. A partir de un cultivo bacteriano fresco en fase 

exponencial se obtuvo el pellet luego de centrifugar por 4 min a 12000 rpm. Ese pellet fue re-

suspendido en 100 µL de agua bidestilada estéril y mezclado con 300 µL de etanol absoluto. La 

muestra homogeneizada fue centrifugada nuevamente a 10000 rpm por 2 min para obtener 

nuevamente el pellet, que finalmente luego de ser secado cuidadosamente, fue mezclado con 12 

µL de CH₃CN y 12 µL de H-COOH. Los espectros de cada muestra fueron adquiridos usando el 

software Biotyper (v. 2.0). Debido a las limitaciones en la base de datos, en el análisis se 

incluyeron cepas tipo seleccionadas.  

La localización de las inserciones del transposón fue determinada a partir de la 

secuenciación directa de las regiones de inserción transposón tipo mariner del plásmido 

pSAM_Rl. Usando el ADN genómico purificado de los mutantes elegidos BA135, para lo cual 

se utilizaron los oligos IRL3 e IRR2 (esta tesis). La secuenciación fue realizada por el servicio de 

genómica del Instituto de parasitología y Biomedicina “Lopez-Neyra” (CSIC, Granada). 
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Se utilizaron semillas de Lotus tenuis cultivar Bartriunfo, cedidas amablemente por la 

semillera Barenbrug Palaversich (Cd. Pergamino, Buenos Aires), fueron escarificadas usando 

H2SO4 concentrado por 2 min. Seguidamente fueron lavadas con agua destilada 4 veces hasta 

eliminar los rastros del H2SO4. Posteriormente se trataron con una solución de NaClO3 3% durante 

6 min. Finalmente, las semillas fueron lavadas 5 veces con H2O destilada estéril y dejadas en H2O 

estéril en imbibición por 3 - 6 horas. 

Las semillas esterilizadas fueron dispuestas en placas estériles con 0.8% agar-agua y se 

incubaron en cámara de crecimiento (cuarto de plantas) bajo condiciones controladas (Oscuridad, 

Temperatura = día 25°C/ noche 21°C, humedad relativa = 55 - 75 +/- 5%) por 5 días hasta la 

obtención de plántulas. 

Para confirmar la capacidad simbiótica de las bacterias aisladas de nódulos, se realizó un 

ensayo de infectividad en placa cuadrada (120x120mm) usando medio Evans -libre de nitrógeno- 

agarizado. Las plántulas fueron alineadas sobre la superficie (aproximadamente 10 plantas por 

placa) y se inocularon con 10 µL de una suspensión de rizobios en agua bidestilada estéril en fase 

exponencial de crecimiento (DO600 = 1.0). Cabe resaltar que la zona de la placa correspondiente 

al crecimiento de la raíz fue cubierta con papel oscuro para evitar el efecto inhibitorio de la luz 

en la nodulación. Las plántulas inoculadas se incubaron en un cuarto de cultivo de plantas bajo 

condiciones controladas (Luz/Oscuridad = 16/8 horas, Temperatura = día 25°C/ noche 21°C, 

humedad relativa = 55-75 +/- 5%) por un período de 30 días. Se consideraron como positivas 

aquellas plantas que formaron al menos 1 nódulo. 

Se evaluó la capacidad de tolerar condiciones de estrés de los aislamientos de rizobios 

infectivos. Se utilizó el medio TY modificado (ver II.3.1) a diferentes condiciones de salinidad: 

100, 200 y 300 mM de NaCl; alcalinidad: pH 8.0 y pH 8.5, y salinidad-alcalinidad: pH 8.0 + 100 

mM NaCl y pH 8.0 + 150 mM NaCl.  El crecimiento se evaluó empleando el método de goteo en 

placas “drop plate” las cuales se inocularon en los medios anteriormente descritos y se incubaron 

a 28°C por 5 días.  
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La tolerancia al estrés fue clasificada de acuerdo a las siguientes categorías:  

 

Tolerante (Crecimiento igual al control) ++ 

Tolerancia reducida (Una dilución menos que el control) + 

Afectado (Dos diluciones menos que el control) - - 

Sensible (3 o más diluciones menos que el control) - - - 
 

Este mismo sistema se utilizó para evaluar la tolerancia al estrés salino, alcalino y salino-alcalino 

de la cepa BA135. Las condiciones de salinidad de ajustaron a 100, 150, 200 y 300 mM NaCl; 

alcalinidad: pH 8.0, 9.0, 10.0 y mixto: pH 8.0 + 100 mM NaCl, pH 8.0 + 150 mM NaCl, pH 9.0 

+ 100 mM NaCl, pH 9.0 +150 mM NaCl. Las placas fueron incubadas a 28°C por un espacio de 

5 días.   

La capacidad para solubilizar fosfato inorgánico en condiciones estresantes fue evaluada 

a partir de cultivos bacterianos frescos de los aislamientos obtenidos de la rizosfera, crecidos en 

medio de cultivo TY (DO600 = 1.0). Dichos cultivos fueron centrifugados a 12000 rpm por 4 min 

y posteriormente sometidos a varios lavados con agua destilada estéril. Finalmente, los pellets 

lavados fueron resuspendidos en 100 µL de agua destilada estéril de los cuales, 10 µL de los 

cultivos se inocularon en placas con medio N-BRIP modificado a 3 condiciones de estrés; salino-

alcalino: pH 8 + 200 mM NaCl, pH9 + 200 mM NaCl, pH10 + 200 mM NaCl y posteriormente 

incubado a 28°C entre 3 y 5 días. La capacidad solubilizadora de fosfato en condiciones de estrés 

se determinó por la formación del halo translúcido de solubilización, de modo que los 

aislamientos fueron clasificados según su capacidad de solubilizar en el medio más restrictivo.  

La habilidad solubilizadora de fosfato confirmada inicialmente por la observación de los 

halos de solubilización fue cuantificada mediante el cálculo del índice de solubilización de fosfato 

(ISF) descrito por Sarkar (y col., 2012) de la siguiente manera: ISF= A/B, donde A es el diámetro 

de la colonia sumado a la zona translúcida alrededor de ella y B es el diámetro de la colonia. Esto 

se realizó para las BSF seleccionadas a partir de alícuotas de 10 µL (por duplicado) de una 

suspensión bacteriana, obtenida como se describe en II.5.5, inoculada en medio sólido NBRIP e 

incubada a 28° por 168 horas.   

Para la determinación cuantitativa de fósforo soluble en condiciones restrictivas, 10 mL 

de medio de cultivo NBRIP modificado a distintas condiciones (pH 8 + 200 mM NaCl, pH 9 + 
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200 mM NaCl) fue inoculado con un cultivo bacteriano de aproximadamente 1x105 UFC/mL-1 y 

subsecuentemente incubado en un agitador a 28ºC. Tras 24, 72 y 168 horas se colectaron muestras 

de cada cultivo para ser centrifugadas a 14000 rpm por 5 min, de modo que a partir del 

sobrenadante se determinó el pH y el contenido de fósforo (P) solubilizado mediante el método 

de Azul de molibdeno (Murphy y Riley 1962), el cual consistió en la mezcla de 50 µL de un único 

reactivo mixto (125 mL de H2SO4 5N, 37.5 mL de Molibdato de amonio 0.4%, 75 mL de ácido 

ascórbico 0.09M y 12.5 mL de tartrato de potasio y amonio 4.1 mM), con 250 µL de muestra. A 

partir de esta mezcla se determinó el fósforo soluble mediante la lectura de la absorbancia en un 

lector de microplacas Synergy H1, BioTek, USA a una DO600. La cuantificación se realizó 

medianteuna curva de calibración con 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8 y 2.0 ppm de 

KH2PO4. 

Muestras de suelo provenientes de los bajos salinos alcalinos (previamente cribado) de la 

Pampa Deprimida del Salado fueron inoculados con cultivos bacterianos de las cepas de rizobios 

seleccionadas para evaluar su supervivencia en vida libre. Las cepas seleccionadas fueron 

cultivadas en medio TY a 28°C por 24 horas. Cuatro mL de cultivo bacteriano en fase exponencial 

(DO600 = 0.01) fueron inoculados en placas de petri conteniendo 4 g de suelo estéril e incubados 

a 25°C. El test se realizó por triplicado. El rescate y cuantificación (UFC/g) de las cepas se llevó 

a cabo a los 0, 7, 14 y 28 días post inoculación. El rescate se realizó a partir de la suspensión del 

suelo inoculado en 40 mL de MgCl 10 mM, a partir del cual se cuantificó la cantidad en UFC/mL 

en cada tiempo mediante la técnica de drop-plate (ver II.3.9). Adicionalmente se cuantificó las 

UFC/mL presentes en el cultivo inicial previo a la inoculación. 

Para evaluar la capacidad de producción de sideróforos, las BSF seleccionadas se 

cultivaron en medio TY líquido a 28°C por 24 horas. A partir de dichos cultivos se inoculó una 

gota de 10 µL en placas de medio TY a pH 9.0 + 200 mM de NaCl y medio TY sin estrés. Las 

placas fueron incubadas a 28°C por 24 horas hasta observar crecimiento. Luego de la incubación, 

una capa del medio Cromo Azurol Agarizado (Pérez-Miranda et al., 2007; Schwyn y Neilands, 

1987) fue agregado a las placas de TY crecidas anteriormente para detectar la producción de 

sideróforos. La producción de sideróforos se reveló mediante la formación de un halo de color 

naranja-amarillo alrededor de las colonias. Se tomó la medida del área difundida a las 48 horas. 
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Para determinar la capacidad de las cepas selectas de producir ácido indol-acético (AIA), 

se usaron cultivos bacterianos crecidos en medio TY suplementados con 10 µM de L-triptófano 

(Sigma-Aldrich, USA) a 28°C en agitación constante por 72 horas. Alícuotas de 100 µL (por 

triplicado) fueron colectadas para obtener el sobrenadante mediante centrifugación a 6000 rpm 

por 5 min. La estimación se realizó según el protocolo de Gordon y Weber (1951), de modo que 

los sobrenadantes obtenidos se mezclaron con 100 µL del reactivo de Salkovski, y se expusieron 

a oscuridad plena por 30 min. La producción de índoles se determinó por la cuantificación de la 

absorbancia a una longitud de onda de 530 nm en un lector de microplacas Synergy H1, BioTek, 

USA.  La concentración de AIA se calculó usando una curva de calibración con 10, 20, 50 y 100 

μg/mL de AIA (Sigma-Aldrich, USA). 

Previo al ensayo de promoción de crecimiento de las BSF sobre L. tenuis en condiciones 

restrictivas (II.5.12), éstas fueron evaluadas para determinar su bio-compatibilidad con la cepa de 

rizobio Mesorhizobium sanjuanii BSA136 mediante el método de estrías cruzadas. Cada BSF 

seleccionada fue estriada en líneas rectas a través de la superficie de una placa con medio de 

cultivo TY o TY modificado (pH 8.0 + 150 mM NaCl), en donde posteriormente se realizaron 

estrías rectas de la cepa de rizobios en posición perpendicular a las estrías de las BSF. Las placas 

se incubaron durante 2 a 5 días a 28ºC y posteriormente se observaron para determinar si existían 

efectos inhibitorios en la intersección de los aislamientos probados. 

Se evaluó la capacidad de promover el crecimiento de las cepas seleccionadas en plantas 

de Lotus tenuis (var. Bartriunfo). Para ello se empleó un diseño experimental completamente 

aleatorizado en donde plántulas de Lotus tenuis, germinadas en condiciones de esterilidad, fueron 

sembradas en macetas con suelo estéril proveniente de los bajos salinos alcalinos-sódicos (35º 

38´001.1´´S, 58º 00´07.7´´W). Estas plantas fueron inoculadas con 1 mL de cada cultivo 

bacteriano de las BSF en fase exponencial (DO600 = 0.25), en conjunto con 1 mL de cultivo 

bacteriano del rizobio Mesorhizobium sanjuanii BSA136 (Sannazzaro et al., 2018). Las plantas 

se mantuvieron bajo condiciones controladas (Luz/Oscuridad = 16/8 horas, Temperatura = día 

25°C/ noche 21°C, humedad relativa = 55 - 75 +/- 5%) por 40 días. Transcurrido el tiempo de 

cultivo las plantas de L. tenuis fueron cosechadas, cuidadosamente se colectaron los nódulos 

formados y se separó el vástago de la raíz. Luego los órganos (nódulos, vástago y raíz) fueron 

colocados en sobres de papel o eppendorfs para secarse en una estufa a 60°C. A partir de ello se 
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tomaron las siguientes variables: Peso seco total (DWt), peso seco del vástago (DWsh), peso seco 

de raíz (DWr) y peso seco de nódulos (DWn). 

Se estimó el contenido de nitrógeno en vástago y en raíz mediante el método de micro-

Kjedhal (Bradstreet, 1954). Para ello 100 mg de materia seca fue mezclada con 1 g de mezcla 

catalítica (K2SO4:CuSO4:Se, 100:10:1) y 8 mL de H2SO4 concentrado. La mezcla fue digerida 

inicialmente a 150°C por 15 min y luego a 350°C por 60 min, seguido de un proceso de 

alcalinización con NaOH 10 N. El amonio resultante fue separado por destilación y colectado en 

una solución de H3BO3 4% con algunas gotas de indicador mixto (Rojo de metilo y verde de 

bromocresol) y finalmente titulado con HCl 0.01 N.  

El porcentaje de nitrógeno se calculó de la siguiente manera: 

 

 

En donde N es la normalidad y HCl el ácido valorante. 

 

Para la determinación del resto de micronutrientes se utilizaron 100 mg de materia seca, 

la cual fue reducida hasta ceniza a 550°C. Estos residuos fueron suspendidos en 3.5 mL de una 

solución de HNO3:H2O al 65% (1:6 v /v). La concentración de K, Ca, Mg, P, Fe, Zn, Cu, Mn y 

Na en el digesto fue estimado mediante el uso de espectroscopia de emisión atómica de plasma 

de microondas MP-AES 4200, Agilent  

Se determinó la frecuencia de aparición de resistencia a antibióticos de la cepa BA135 en 

distintas concentraciones. A partir de un cultivo bacteriano en medio líquido TY crecido a 28°C 

overnight, se realizaron diluciones seriadas y se inocularon en medio TY suplementado con los 

siguientes antibióticos: Gentamicina (10, 20, y 50 μg/mL); Espectinomicina (25, 50 y 100 

μg/mL); Estreptomicina (25, 50, 100, 150, 200 y 250 μg/mL) y Kanamicina (25, 50, 100, 200 y 

300 μg/mL). Las placas inoculadas fueron incubadas a 28°C por 72 horas. La frecuencia de 

resistencia se evaluó en función de las UFC/mL en cada condición respecto a las UFC/mL en 

medio sin antibiótico. 



61 
 

Los transposantes fueron evaluados en los medios Control: TY Km300 Sm100 y Problema: 

TY + 300 mM NaCl2 Km300 Sm100 y TY pH 8.5 Km300 Sm100. De la mutateca obtenida, producto 

de la conjugación biparental, se realizaron diluciones seriadas hasta obtener colonias aisladas, a 

partir de las cuales con la ayuda de escarbadientes estériles se realizó estrías oblicuas en el medio 

control y los medios problema. Las placas fueron incubadas a 28°C por 5 días. Aquellos clones 

que mostraban crecimiento en el medio control mas no en los medios problemas fueron 

considerados como mutantes sensibles y fueron seleccionados para comprobaciones posteriores 

en el mismo sistema. Se realizaron 3 comprobaciones consecutivas de dichos mutantes sensibles.  

Los mutantes sensibles fueron validados mediante la técnica de goteo en placa. Para ello 

los mutantes sensibles seleccionados previamente fueron precultivados en medio líquido TY 

overnight. Posteriormente, a partir de dicho cultivo se realizaron 6 diluciones seriadas de los 

cuales se inoculó 10 µL de cada dilución en medio control y medios problemas. Las placas fueron 

incubadas a 28°C y la observación se realizó 5 días post inoculación. Aquellos que mostraron 

disminución del crecimiento en los medios problema en comparación a la cepa parental fueron 

confirmados como verdaderos mutantes sensibles. 

Se realizó la caracterización fenotípica de los mutantes sensibles validados para 

determinar el grado de sensibilidad provocada por la mutación. Para ello, dichos mutantes fueron 

crecidos en medio TY líquido overnight a 28°C en agitación constante (180 rpm) en medio TY 

con estrés salino a 100, 150, 200, 250 y 300mM NaCl y en medio TY con estrés alcalino a pH 

7.5. 8.0 y 8.5.  

Para evaluar la habilidad de los mutantes BA135 de nodular plantas de L. tenuis se 

realizaron ensayos de infectividad usando la metodología descrita en II.5.3. Las plantas se 

inocularon con cultivos bacterianos de las cepas mutantes crecidas hasta la fase exponencial y se 

incubaron bajo condiciones controladas a 25°C. Se utilizó la cepa silvestre BA135 como control 

positivo y agua destilada estéril como control negativo. Durante la etapa de incubación se registró 

y cuantificó periódicamente la aparición de nódulos a los 7, 14, 28, 21, 24 y 30 días post 

inoculación 
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De forma complementaria se evaluó el efecto de las mutaciones en la eficiencia de la 

interacción simbiótica con L. tenuis. Para lo cual se utilizó el sistema de jarras de Leonard 

(Sannazzaro et al., 2011; Escaray et al., 2012) con solución de riego Rigaud y Puppo modificada 

(1975) y una mezcla de vermiculita:perlita (3:1) estéril como sustrato inerte. Las plántulas de L. 

tenuis germinadas en condiciones de esterilidad, fueron inoculadas con 1 mL de cultivo bacteriano 

en fase exponencial (DO600= 0.25) e incubados a 25°C y condiciones controladas. Luego de 35 

días post inoculación, las plantas fueron cosechadas y se cuantificaron las variables peso seco y 

el peso fresco. 
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Dilucidar los cambios en la expresión génica es fundamental para comprender la 

respuesta celular de los organismos a los estímulos y las condiciones ambientales externas. Estos 

cambios ocurridos frente a una condición específica son reflejados en las moléculas de ARN 

mensajero (ARNm), o transcriptos, generados durante ese momento dado. El conjunto de estos 

transcriptos y su cuantificación conforma el Transcriptoma y su entendimiento es fundamental 

para interpretar la funcionalidad de los elementos de un genoma (Wang et al., 2009). El RNA-seq 

se ha convertido en la principal opción para medir los cambios en los niveles de expresión y 

destaca por su alto nivel de reproducibilidad, además de la posibilidad de identificar y cuantificar 

isoformas y transcriptos desconocidos (Costa-Silva et al., 2017)  

  Tal como se muestra en la Figura II.4, nuestro diseño experimental consistió en dos 

condiciones a comparar: La condición control que se refiere a medio de cultivo TY (Control) y la 

condición problema (Estrés) referida a medio de cultivo TY modificado a pH 8 + 200 mM NaCl. 

Cada condición estuvo compuesta por 2 réplicas biológicas (RB), cada una de ellas conformadas 

a su vez por 3 réplicas técnicas (RT). Estas réplicas técnicas fueron cultivadas a 28°C y agitación 

constante (180 rpm) hasta alcanzar la mitad de la fase exponencial (DO600 =1.0). Esto último fue 

validado a partir del ensayo de cinética de crecimiento realizado para la cepa BA135.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.4. Diagrama del diseño experimental del estudio de RNA-seq de la cepa BA135 en 
condiciones salino-alcalino. Se emplearon dos réplicas biológicas (RB) por cada condición, las cuales 
estuvieron conformadas a su vez por 3 réplicas técnicas (RT). 
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Siguiendo el diseño experimental, se procedió a la extracción y purificación del ARN total de 

cada réplica biológica según el protocolo descrito en II.4.3. Las cuales luego de ser cuantificadas 

y evaluadas cualitativamente (II.4.4) fueron enviadas al servicio de secuenciación de ARN 

procariota brindado por Novogene – Hong Kong.   

Cabe precisar que, previo a la secuenciación de alto rendimiento, las muestras requieren 

de un proceso de purificación de ARNm, cuyas metodologías están establecidas según la 

tecnología de secuenciamiento usada. En líneas generales, estos protocolos, parten de muestras 

de ARN total de alta calidad, cualificadas según electroforesis automatizada y los valores de RIN 

(RNA integrity number), a partir de las cuales se sintetiza cDNA basado en la poliadenilación de 

ARNm procariótico (Alberti et al., 2014). Es usual que previo a la síntesis de cDNA se realice un 

tratamiento de remoción de ARNr (presente en más del 95% del ARN celular total) debido a sus 

efectos en la reducción de la cobertura útil de la transcripción, por lo que la eliminación eficaz de 

ARNr es fundamental para el perfil exitoso del transcriptoma (Peano et al., 2013). Tanto las etapas 

de remoción de ARNr, purificación de ARNm, síntesis de cDNA y secuenciación masiva fueron 

realizados por servicio de secuenciación de Novogene – Hong Kong. El sistema de 

secuenciamiento empleado en este ensayo fue el de Illumina HiSeq3000/4000 (PE150).   

Como se describe en la Figura II.5, las lecturas crudas fueron analizadas siguiendo un 

flujograma de trabajo (pipeline) comprendido en dos etapas: Pre-procesamiento y análisis de 

datos, ambas llevadas a cabo en la terminal de interpretación de órdenes del software libre 

UBUNTU. El flujograma empleado fue diseñado siguiendo las recomendaciones de Johnson (y 

col., 2016) en donde además se destaca la falta de “pipelines” diseñados para los sets de datos 

provenientes de organismos procariotas.  

Durante la etapa del pre-procesamiento se llevaron a cabo los procesos de análisis de calidad de 

datos (1), mapeo de lecturas al genoma de referencia (2), ensamblado y cuantificación de 

transcriptos (3); mientras que en la etapa de análisis de datos se realizaron cálculos de expresión 

diferencial (4) e interpretación biológica del contexto (5), todos estos descritos a continuación.
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Figura II.5. Flujograma de análisis de datos del RNAseq de la cepa BA135. Las etapas 1, 2 y 3 corresponden al pre-procesamiento de datos y las etapas 4 y 5 

corresponden al análisis de expresión diferencial y análisis estadísticos. 



 

Análisis de calidad de datos. Las lecturas crudas, obtenidas del servicio de secuenciación, fueron 

sometidas a un proceso de filtrado, a fin de asegurar la eliminación de lecturas de baja calidad, 

artefactos tales como las secuencias de los adaptadores u otros contaminantes, ya que la presencia de 

los mismos afecta los análisis subsiguientes e interpretación de los datos. En ese sentido se empleó la 

herramienta TRIMMOMATIC (versión 0.30) (Bolger et al., 2014). Luego, a partir de estas lecturas 

crudas filtradas se realizaron análisis cualitativos con la herramienta FastQC (versión 0.11.8), en 

donde a partir de archivos tipo FastQ (.fastq) se generaron archivos de tipo HTML con los reportes 

de calidad de cada muestra. Estos archivos interactivos permitieron corroborar la calidad de las 

lecturas mediante la interpretación de la puntuación de calidad (Quality Scores) 

Alineamiento. Los archivos filtrados fueron alineados con el genoma de referencia usando la 

herramienta BOWTIE2 (Langmead y Salzberg, 2012) a fin de ubicar la posición real de los 

transcritos. Se generaron archivos de salida en formato SAM (.sam) los cuales fueron transformados 

a uno de tipo binario BAM (.bam) para optimizar el tiempo de cómputo del análisis. 

Ensamblado y cuantificación de transcriptos. Finalmente en esta etapa se procedió a la cuantificación 

de los transcritos usando la herramienta htseq-count de la libreria HTseq (Anders et al., 2015). Los 

archivos generados fueron fusionados usando la función merge function para realizar los análisis 

estadísticos correspondientes. Todas estas órdenes fueron ejecutadas en la terminal de interpretación 

de órdenes de UBUNTU en modo local, por lo que no se requirió el uso de servidores adicionales.  

Expresión diferencial. - Luego de la cuantificación de las lecturas respecto al genoma de referencia, 

se realizó la normalización de la data y el análisis diferencial. La normalización resulta esencial para 

garantizar una inferencia precisa de la expresión génica y análisis posteriores de la misma. El ajuste 

y la normalización del set de datos se realizó mediante el uso de la función lfcShrink, y el análisis de 

expresión diferencial se realizó usando la función DESeqDataSetFromMatrix de la libreria DESeq2.  

Anotación e Interpretación biológica. – El proceso de anotación de los genes diferencialmente 

expresados se realizó de forma manual utilizando como herramientas los genomas anotados de las 

cepas: Aminobacter sp. BA135 (datos no publicados), Aminobacter sp. KCTC 2477 (KEGG), la 

plataforma KEGG (Kyoto Encyclopedia of Gene and Genomes), así como las herramientas BLAST, 

INTERPRO y Pfam de The European Bioinformatic Institute (EMBL-EBI). 

 



 

La búsqueda de secuencias por homología tanto para las del ARN 16S y los genes 

housekeeping se realizó utilizando los servidores de las bases de datos: The ribosomal database 

Project (http://rdp.cme.msu.edu/) y National Center for Biotechnology Information – NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), mientras que la búsqueda de secuencias de nucleótidos tanto las 

mutantes de BA135 como las del transcriptoma se realizó utilizando las bases de datos Kyoto 

Encyclopedia of Gene and Genomes – KEGG (https://www.genome.jp/kegg/) y NCBI, así como las 

herramientas BLAST, INTERPRO y Pfam (http://pfam.xfam.org/) de The European Bioinformatic 

Institute EMBL-EBI.  

Los alineamientos de las secuencias de nucleótidos se realizaron con la herramienta ClustalW 

del programa bioinformático MEGA v 7.0.26. Los árboles filogenéticos se construyeron utilizando 

el método de Maximum Likelihood con diferentes modelos, elegidos según los datos del 

alineamiento. En todos los casos el soporte de las ramas (nodos) se calculó mediante el método de 

bootstrap con 1000 réplicas. Los modelos matemáticos empleados se indican en cada figura. 

Los datos de los ensayos referidos a la cinética de crecimiento (II.3.11) fueron utilizados para 

la construcción de la curva de crecimiento mediante la ecuación logística de crecimiento bacteriano, 

a partir de cual fue posible estimar las variables de crecimiento: tiempo de generación (g), capacidad 

de carga (k) y duración de la fase lag (λ). Estos cálculos se realizaron con los paquetes Growthcurver 

(Sprouffske y Wagner, 2016) y Growthrates (Petzoldt T., 2020). El cálculo del índice de Shannon-

Weaver (H’) se realizó con el paquete estadístico veganpackages (Oksanen J. et al., 2020). Ambos 

cálculos se realizaron en el software estadístico R-project versión 3.4.3 (https://www.r-project.org/). 

Cuando fue requerido los datos se sometieron a análisis de varianza de una o dos vías (ANOVA) 

usando el software estadístico Infostat (Di Rienzo et al., 2008), dependiendo del diseño experimental. 

Los análisis Post-hoc fueron realizados, cuando fue apropiado, usando el test de comparaciones 

múltiples Tukey o el test de Dunnet.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 



 



 



 

El fósforo (P) es un elemento esencial para el crecimiento de las plantas dado que forma parte 

de las principales moléculas orgánicas y desempeña un rol fundamental en procesos fisiológicos y 

metabólicos claves como la fotosíntesis y respiración celular entre otros (Wu et al., 2005). Este 

elemento, a pesar de encontrarse en cantidades elevadas en el suelo (entre 400 y 1.200 mg kg-1 de 

suelo), resulta limitante para la producción agrícola dado que solo una pequeña fracción de la cantidad 

total requerida se encuentra disponible para las plantas (Castagno et al., 2021). La biodisponibilidad 

del P está sujeta a una combinación de procesos fisicoquímicos (adsorción/desorción y 

precipitación/disolución), biológicos y bioquímicos (mineralización / inmovilización) (Frossard et 

al., 2000; Büneman, 2015) que pueden verse alterados por las características fisicoquímicas del tipo 

de suelo. Por ejemplo, en los suelos alcalinos-sódicos, los niveles de pH elevados ocasionan que los 

iones de fosfato reaccionen con el Ca2+ del medio, formando diferentescompuestos de fosfato 

insolubles (Billah et al., 2019), mientras que las altas concentraciones de salinidad disminuyen la 

incorporación de fósforo por la planta, debido a la reducción de los niveles de ATP necesario para la 

absorción de P (Fageria et al., 2011). La limitación de fósforo puede afectar en mayor o menor medida 

a los cultivos, dependiendo de la especie y el genotipo. En el caso particular de las leguminosas, su 

déficit puede afectar además la disponibilidad de otro nutriente esencial como el nitrógeno (N2) que 

generalmente es obtenido a través de la interacción simbiótica mutualista con rizobios, dado que dicho 

proceso es altamente dependiente de fósforo (Sanz-Saez et al., 2017).  

Frente a esta problemática, se han desarrollado algunas estrategias para el aprovechamiento 

de suelos limitantes, entre las cuales la implementación de herramientas biotecnológicas basadas en 

el uso de microorganismos rizosféricos destaca como una opción sostenible y de gran potencial, por 

la diversidad genética y metabólica de especies haloalcalitolerantes que pueden contribuir a 

incrementar al desarrollo y sanidad de las plantas (Pavankumar et al., 2019). Se sabe que una gran 

proporción de estos microorganismos pueden ser considerados socios estratégicos de las plantas dado 

que mejoran la disponibilidad y absorción de nutrientes a través de mecanismos directos o indirectos, 

y promover así el crecimiento de las plantas.  

En ese sentido, en suelos con limitaciones de fósforo, las bacterias solubilizadoras de fosfato 

(BSF), destacan dentro de la comunidad rizosférica por su capacidad para lograr que este nutriente 

pueda estar disponible en el entorno de las raíces de las plantas. Entre los mecanismos referidos a la 

solubilización de fosfato, podemos mencionar principalmente a la producción y liberación de 

compuestos de disolución mineral como ácidos orgánicos, protones, iones hidroxilo y CO2 (Gupta et 

al., 2015).  



 

Si bien se han identificado bacterias de distintos géneros con habilidades solubilizadoras de 

fosfato, solo algunas de ellas han logrado formar parte de formulaciones de biofertilizantes 

comerciales (Glick, 2012). No obstante, cabe resaltar que el uso de biofertilizantes basados en 

microorganismos no siempre produce los resultados esperados, lo que atenta muchas veces contra la 

credibilidad de este tipo de bioinsumo. Uno de los factores que afectan la eficiencia de los 

biofertilizantes comerciales es su baja competitividad frente a cepas nativas que suelen estar mejor 

adaptadas a las condiciones locales (Herrera-Estrella y López-Arredondo, 2016). Otro factor que 

incide en su baja “performance” es la baja supervivencia de los microorganismos una vez aplicados 

en el suelo, por la baja tolerancia a los factores ambientales a los que se ven expuestos (Compant et 

al., 2019).  

Bajo ese contexto, planteamos la hipótesis de que el estudio de las poblaciones nativas de 

bacterias que colonizan la rizosfera de especies vegetales de interés, y puedan aportar fósforo en 

suelos con restricciones nutricionales como los bajos alcalino-sódicos, permitirá aportar 

conocimiento sobre la diversidad funcional y genética de este grupo de microorganismos en este tipo 

de ambientes. Asimismo, dicho estudio podría contribuir a diseñar bio-formulados que resulten más 

eficientes y aporten beneficios nutricionales para la promoción del crecimiento vegetal en sistemas 

productivos. 

Como se describió en el capítulo I, la sub-región de la Pampa Deprimida del Salado es la 

principal zona de cría y re-cría de ganado bovino de la Argentina. Cuenta con una extensión de 9 

millones de Ha. y en su mayoría está conformada por zonas propensas a inundación debido a las 

condiciones climáticas de la región (Taboada et al., 2009). Estos campos “bajos” corresponden al 

60% de su superficie y se encuentran fuertemente afectados por períodos alternantes de inundación 

(durante invierno y primavera) y sequía, con una evidente salinización de la superficie, durante el 

verano (Rubio et al., 2019). Además de la alcalinidad, el exceso de sodio intercambiable limita 

severamente el desarrollo de pasturas (Berasategui y Barberis, 1982; Paruelo y Sala, 1990; Burkart et 

al., 2005). Aunque tradicionalmente estuvo dedicada a la actividad ganadera, siendo su productividad 

altamente dependiente de la oferta forrajera, en los últimos años la expansión del sector agrícola en 

la región ha reducido la superficie de los suelos destinados a la ganadería, desplazándola a los 

ambientes más restrictivos como los bajos alcalinos-sódicos (Rearte, 2010).  

Tal situación ha llevado a la búsqueda constante de estrategias para la mejora del recurso forrajero de 

la zona. Entre ellas, la incorporación de especies exóticas como L. tenuis es una de las más atractivas. 

Esta leguminosa de altísimo valor forrajero se ha naturalizado y adaptado exitosamente a los 

diferentes ambientes de la Pampa Deprimida del Salado, incluso en los suelos más restrictivos como 

los bajos alcalino-sódicos, demostrando gran plasticidad en términos de adaptación por encima de los 



 

requerimientos edáficos (León et al., 1984). Esa plasticidad es lo que la destaca entre otras 

leguminosas como especie clave para ser usada en estos ambientes, como estrategia para incrementar 

el contenido proteico del recurso forrajero en los bajos alcalinos-sódicos de esta región (Dear et al., 

2003). Sin embargo, su incorporación a estos ambientes a través de la siembra de cultivares 

comerciales está todavía lejos de ser óptima, debido a las limitaciones nutricionales a los que se ve 

expuesta y que afectan su crecimiento a nivel productivo.  

En ese sentido, y como primer objetivo de este trabajo de tesis se realizó un estudio de 

prospección de bacterias solubilizadoras de fosfato de la rizosfera de L. tenuis naturalizada en los 

bajos alcalino-sódicos, con el fin de contribuir en la mejora del recurso forrajero y subsecuentemente 

la productividad ganadera. 

 En este capítulo, se describen los resultados obtenidos en relación al objetivo general 1 (y 

sus objetivos particulares), enfocado en el aislamiento y caracterización genética de bacterias 

solubilizadoras de fosfato (BSF) nativas de la rizosfera de poblaciones naturalizadas de L. tenuis, 

mejor adaptadas a los ambientes alcalino-sódicos de la Pampa Deprimida del Salado. Asimismo, se 

detalla el efecto de cepas seleccionadas sobre la promoción y adquisición de nutrientes en L. tenuis 

en suelos alcalino-sódicos provenientes de la Pampa Deprimida del Salado. Cabe mencionar que para 

evaluar el efecto promotor de cada una de las bacterias seleccionadas, se decidió elaborar un consorcio 

que contuviera, además, una cepa de rizobio capaz de establecer una simbiosis mutualista fijadora de 

nitrógeno con L. tenuis. La evaluación de este consorcio se basó en el conocimiento previo de las 

prácticas de manejo habitual de esta leguminosa cuando se siembra en el campo, que incluyen la 

aplicación de un rizobio fijador de nitrógeno sobre la semilla, en el momento previo a la siembra o 

en semillas tratadas previamente con estos rizobios (semilla pre-inoculada). Basándonos en la 

existencia de este tipo de manejo y considerando las características del suelo de evaluación, se utilizó 

una cepa nativa de rizobio (Mesorhizobium sanjuanii BSA136, caracterizada previamente por el 

grupo de trabajo del laboratorio), para formular el consorcio.  

 

 

 

 

  



 

 

Los resultados descritos en este capítulo se obtuvieron con aislamientos de bacterias 

solubilizadoras de fosfato (BSF) asociadas a la rizosfera de plantas de L. tenuis, colectadas de 2 

lugares de la Pampa Deprimida del Salado: Manantiales (35°44'36.319''S - 58°3' 25.307''W) y Punta 

Indio (35°16' 15.449'' S -  57°14' 52.101'' W) durante el mes de junio del 2015.  La tabla II.2 describe 

las propiedades fisicoquímicas de muestras de suelos representativas de las zonas de colecta de los 

aislamientos. Según las variables calculadas, estos suelos se caracterizan principalmente por su 

alcalinidad (pH >8.5) y alto porcentaje de sodio intercambiable (PSI > 15), lo que permite clasificarlos 

dentro de la definición de suelos afectados por sal, de tipo alcalino-sódicos (Rengasamy, 2010). Otra 

variable a destacar es el bajo contenido de nutrientes, particularmente el contenido de fósforo total 

(<10 ppm). Todas estas características reflejan las condiciones restrictivas de los suelos en los lugares 

de colecta.  

   La capacidad de solubilizar fosfato de cada aislamiento fue determinada por la formación de 

un halo translúcido alrededor de la colonia o el eje de siembra, producto de la solubilización del 

fosfato inorgánico insoluble Ca3(PO4)2 que compone el medio NBRIP (Figura III.1). Según este 

fenotipo, se aislaron 310 bacterias de la rizosfera de Lotus tenuis, las cuales se conservaron 

posteriormente a -80°C en glicerol 30% v/v. Estos aislamientos en la actualidad forman parte de la 

colección de BSF asociadas a L. tenuis en bajos alcalinos-sódicos, que  se encuentra en el Laboratorio 

de Microbiología del Suelo del Instituto Tecnológico de Chascomús (INTECH) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.1. Ensayo de actividad solubilizadora de fosfato inorgánico de las bacterias aisladas de la 
rizosfera de Lotus tenuis. La solubilización de fosfato se manifiesta mediante la formación de halos 
translúcidos alrededor de las colonias bacterianas, como consecuencia de la solubilización del fósforo insoluble 

Ca3(PO4)2 del medio NBRIP (Indicada con el círculo blanco). 

 



 

  Acorde con el objetivo de aislar bacterias que fueran capaces de solubilizar fosfato bajo 

condiciones de alcalinidad y salinidad, se repitió el test de solubilización con la totalidad de las BSF 

aisladas (310), pero esta vez en condiciones de estrés mixto alcalino-salino. Del total de los 

aislamientos, 299 (96.45%) formaron un halo translúcido, es decir mostraron actividad solubilizadora, 

mientras que una proporción minoritaria de 11 (3.55%) no desarrolló halo, revelando una incapacidad 

para solubilizar fosfato en las condiciones alcalino-salinas testeadas (Figura III.2). En base a esta 

primera evaluación, los 299 aislamientos que solubilizaron fosfato en las condiciones evaluadas, se 

clasificaron cualitativamente en 3 grupos: Bacterias solubilizadoras de fosfato de rango estrecho (pH 

7.0 – 8.0 + NaCl), rango intermedio (pH 7.0 – 9.0 + NaCl) y rango amplio (pH 7.0 – 10.0 + NaCl), 

llamadas de aquí en adelante como BSFRE, BSFRI y BSFRA respectivamente. De este modo, 35 

aislamientos (11.70%) fueron clasificados como BSFRE, 190 (63.55%) como BSFRI y 74 (24.75%) 

como BSFRA (Tabla III.1). Teniendo en cuenta que las variaciones de pH son una característica 

importante de los suelos de la Pampa Deprimida (Perelman et al., 2007), se seleccionó el grupo de 

aislamientos con la mayor plasticidad para solubilizar fosfato (BSFRA) para los estudios 

subsiguientes (Tabla III.1) 

 

 

 

 

Figura III.2. Ensayo de solubilización de fosfato en condiciones de estrés mixto en medio selectivo NBRIP 
ajustado a 200mM NaCl y pH 8, 9 o 10 usando una solución de Na2CO3 a 1M. A: Control (pH 7.0), B: pH 8.0 
+ 200mM NaCl, C: pH 9.0 + 200mM NaCl, D: pH 10.0 + 200mM NaCl.  Los círculos blancos señalan los 
halos de solubilización obtenidos con algunos aislamientos  

 

Tabla III.1.- Clasificación de las BSF según su habilidad de solubilización de fosfato bajo condiciones alcalino-
salinas 
 

Lugar 
BSFRE  

(pH 7 -8 + NaCl) 
      BSFRI 
(pH 7 – 9 + NaCl) 

BSFRA 
(pH 7 - 10 +NaCl) 

Total 

Manantiales 13 94 30 137 

Punta Indio 22 96 44 162 

 35 190 74 299 
BSFRE, Bacterias que solubilizan fosfato en un rango estrecho; BSFRI, bacterias que solubilizan fosfato en 
un rango intermedio; BSFRA, bacterias que solubilizan fosfato en un rango amplio. 
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Una vez seleccionado el grupo de análisis (BSFRA), se evaluó la diversidad genética de los 

74 aislamientos mediante al análisis de huellas digitales del ADN genómico. En este caso, en base a 

la experiencia previa de nuestro grupo en tipificación bacteriana, se empleó el cebador BOX A1R 

(Castagno et al., 2011). El análisis de los perfiles genéticos se realizó empleando el algoritmo 

UPGMA y el coeficiente de Pearson al 2% de tolerancia. Tomando como valor de corte un 75% de 

similitud, los aislamientos se clasificaron en 36 grupos BOX diferentes (numerados del I al XXXVI), 

21 de ellos formados por un único aislamiento y los 15 restantes formados por 2 a 8 aislamientos, con 

valores de similitud mayores al 76% y en su mayoría con el mismo origen de procedencia, a excepción 

de los grupos I y IV que estaban formados por aislamientos procedentes de las dos localidades donde 

se realizaron los muestreos (Figura III.3).   

  Para estimar la diversidad taxonómica del grupo de BSFRA, se amplificó y analizó la 

secuencia del ARNr 16S de una cepa representativa elegida al azar de cada grupo BOX (Tabla III.3). 

Las secuencias de las 36 cepas fueron comparadas con secuencias de referencia provenientes de las 

bases de datos de RDP (Ribosomal Database Project) y NCBI (Anexo III.7.1 y III.7.2). Este análisis 

reveló que la mayoría de las cepas BSFRA (33) estaban relacionadas con diferentes taxones del orden 

Enterobacteriales (Figura III.4), mientras que las 3 restantes se relacionaron con miembros de la 

familia Pseudomonadaceae, específicamente con el género Pseudomonas (Figura III.5). Para cada 

una de estos taxones se construyó un árbol filogenético comparando las secuencias del ARNr 16S de 

las cepas seleccionadas con las de cepas de referencia de los taxones más relacionados.  

En el análisis del gen ARNr 16S de las cepas relacionadas con el orden Enterobacteriales, la mayoría 

de las ramas generadas mostraron valores bajos de bootstrap, evidenciando el limitado poder 

resolutivo de este marcador para ciertos géneros. Cinco cepas se agruparon con Pantoea eucalypti, 

mientras que otras 4 -con un soporte débil de bootstrap- se agruparon con otras especies del género 

Pantoea. Ocho cepas se agruparon con Enterobacter ludwigii, mientras que otras 3 se agruparon con 

miembros del género Enterobacter y Leclersia adecarboxylata. De forma similar, un soporte débil 

de bootstrap fue observado con 4 cepas que se agruparon con Hafnia alvaei, que a su vez se encuentra 

incluída en un cluster que tentativamente puede contener a otros 5 aislamientos, así como a miembros 

de otros varios géneros. La cepa MB48, no mostró una relación clara con los otros géneros evaluados, 

mientras que MB18 parece estar relacionada con Yokenella regenseburgei. La cepa P49 agrupó con 

algunos miembros del género Kosakonia, mientras P50 agrupó con miembros del género Erwinia. 

Por otro lado, las cepas restantes P195, P198 y P215 se agruparon con Pseudomonas chlororaphis, 

que pertenece al complejo Pseudomonas fluorescens, de acuerdo a la clasificación propuesta por 



 

Garrido-Sanz y col. (2017) y Peix y col. (2018) (Tabla III.3). Los diferentes de géneros hallados y la 

agrupación de varios de ellos en más de un cluster reflejan la complejidad filogenética que caracteriza 

a esta familia de bacterias Gram-negativas (Figura III.4, III.5). La información detallada para cada 

cepa se describe en la Tabla III.3.   

Llamativamente, los resultados obtenidos mostraron un grado limitado de variación 

taxonómica entre las 74 cepas pertenecientes al grupo BSFRA. A pesar de que muchos estudios 

sugieren que la habilidad para solubilizar fosfato no es exclusiva de un grupo acotado de taxones 

bacterianos, sino que, por el contrario, está extendida a varios Phyla (Zheng et al., 2017), nuestro 

análisis filogenético del gen ARNr 16S mostró que la población de bacterias del grupo BSFRA está 

compuesta exclusivamente por miembros del Phylum Proteobacteria. En primer instancia se debe 

considerar el sesgo inevitable que genera el protocolo de aislamiento principalmente por el medio de 

cultivo empleado, por otra parte ciertamente ya que el Phylum Proteobacteria es uno de los más 

abundantes en ambientes rizosféricos (García Salamanca et al., 2013; Zgadzaj et al., 2016), no debe 

descartarse la posibilidad de que el estrecho rango de categorías taxonómicas aquí encontrados para 

el grupo de BSFRA pueda deberse, al menos parcialmente, a la abundancia -generalmente alta- de 

proteobacterias en la rizosfera.  

 Por otro lado, se debe considerar también la posibilidad de la existencia de algún patrón de 

selección asociado a las características fisicoquímicas particulares de los suelos alcalino-sódicos. 

Recientemente se ha encontrado que factores ambientales como el pH y la salinidad, tienen injerencia 

en la composición de la comunidad bacteriana en los suelos, cumpliendo un rol selectivo de las 

poblaciones más adaptadas a dichos factores (Rath et al., 2018). En el área de la rizosfera, estos 

factores se suman a los propios del genotipo de la planta, haciendo de la rizósfera un ambiente 

naturalmente selectivo (Marshner et al., 2001).  

El análisis de las secuencias del ARNr 16S, reveló que las cepas BSFRA pertenecen al orden 

Enterobacteriales y a la familia Pseudomonadaceae, siendo las enterobacterias las más abundantes. 

Las cepas de este grupo están relacionadas con los géneros Pseudomonas, Pantoea, Enterobacter, 

Yersinia, Yokenella, Kosakonia, Erwinia y Hafnia. Todos ellos reportados previamente en asociación 

con diferentes especies vegetales y algunos particularmente destacados por su capacidad para 

solubilizar fosfato y promover el crecimiento vegetal, como es el caso de los géneros Pseudomonas, 

Pantoea y Enterobacter (Kämpfer, 2002). No obstante, es esperable que, con el tiempo, incremente 

el número de géneros con estas características ya que se debe tener en cuenta la creciente 

incorporación de géneros nuevos, así como la constante re-clasificación que sufren los miembros del 

orden Enterobacteriales (Adeolu et al., 2016).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.3. Árbol de similitud UPGMA de los patrones BOX-PCR de las bacterias que solubilizan fosfato en un rango amplio de condiciones alcalino-salinas 
(BSFRA), aisladas de la rizosfera de plantas de Lotus tenuis en suelos alcalinos-sódicos. Las huellas genómicas de ADN de cada aislamiento se obtuvieron mediante 
PCR con el cebador BOX-A1R. La similitud entre los aislamientos se calculó mediante el algoritmo UPGMA y el coeficiente de correlación de Pearson. Los 
aislamientos se agruparon en 36 clados (I a XXXVI), que se definieron con una línea de corte del 75% de similitud. 



 

Un ejemplo es el género Kosakonia, que aún no ha sido profundamente caracterizado y que 

recientemente ha sido re-clasificado a partir del género Enterobacter (Brady et al., 2013). Sin 

embargo, aún así en un estudio reciente se ha demostrado su habilidad solubilizadora de fosfato bajo 

condiciones de estrés osmótico (Cruz-barrera et al., 2020).  

 Descripciones similares de actividad solubilizadora de los géneros Enterobacter, 

Pseudomonas y Serratia en condiciones salinas y su efecto en plantas como maíz o Medicago 

trunculata han sido reportadas (Muktar et al., 2019; Kushwaha et al., 2020, Ben Zineb et al., 2019). 

Asimismo, otros estudios describen la actividad solubilizadora de fosfato de algunas cepas del género 

Yokenella en asociación con Butia purpurascens y té comercial (da Silva et al., 2018, Dutta y Thakur, 

2017). Especies de los géneros Hafnia y Erwinia, han sido utilizados para estudiar los mecanismos 

de solubilización de fosfato. La especie Hafnia alvei, productora de la enzima fitasa, ha servido de 

organismo modelo para su caracterización y modelado estructural, mientras que a partir de Erwinia 

herbicola se clonó el primer gen involucrado en la solubilización de fosfato mineral (Ariza et al., 

2013, Goldstein y Liu, 1987). Por el lado de la familia Pseudomonadaceae, son igual de abundantes 

los reportes de cepas del género Pseudomonas con habilidad para solubilizar fosfatos. (Kämpfer, 

2002, Rathinasabapathi et al., 2018, Naik et al., 2008). Si bien, entre las especies descritas, P. 

chlororaphis no se encuentra entre las más destacadas por su habilidad solubilizadora, sí lo está por 

presentar otras actividades PGPR como la producción de metabolitos secundarios (Anderson y Kim, 

2020; Jain y Pandey, 2016; Shahid et al., 2017).  

   Algunos rizobios del grupo de las alphaproteobacterias, también han mostrado capacidad 

para solubilizar  fosfato (Abdalla et al., 1994; Rosas et al., 2006; Peix et al., 2001). No obstante, a 

pesar de la abundancia de rizobios en la rizosfera de leguminosas (Hartmann et al., 2017), no 

logramos detectar bacterias pertenecientes a géneros comunmente asociados a rizobios dentro del 

grupo de BSFAR. Cabe resaltar que la caracterización de rizobios asociados a L. tenuis aislados en 

un estudio anterior realizado por nuestro grupo (Estrella et al., 2009), reveló que dichos simbiontes 

poseen una baja o nula actividad para solubilizar fosfato (datos no publicados). En ese sentido, los 

resultados hallados acrecientan la importancia de buscar bacterias solubilizadoras de fosfato que 

puedan utilizarse conjuntamente con los rizobios simbiontes de L. tenuis y, de este modo, aprovechar 

el beneficio potencial de ambos tipos de microorganismos para el crecimiento y nutrición de esta 

leguminosa.   

 Como se sabe, la rizosfera es fuente de microorganismos que juegan un papel importante en la salud 

y productividad de las especies vegetales naturales (Berg et al., 2014). La mayoría de ellos actúan 

sinérgicamente promoviendo el crecimiento y desarrollo de plantas a través de diferentes mecanismos 

detalladamente descritos (Kumar, 2016; Glick, 2015).  
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Figura III.4. Árbol filogenético de máxima verosimilitud (Maximum-likelihood) que muestra la posición 
filogenética de las cepas del orden Enterobacteriales del grupo de solubilizadoras de fosfato de rango 
amplio de pH (BSFRA). El árbol fue construido en base a las secuencias parciales del gen ARNr 16S (890 
nucleótidos) usando los modelos de Kimura 2 y de distribución gamma (G+I). Los números indican los 
resultados del análisis de bootstrap realizado para 1000 réplicas y se indican en los nodos (valores de bootstrap 
menores a 50% no se muestan en la figura). Los números de acceso de las secuencias utilizadas se muestran 
entre paréntesis (ver Anexo III.7.1, III.7.2 y III.7.3) 

 

 

Figura III.5. Árbol filogenético de máxima verosimilitud (Maximum-likelihood), que muestra la posición 
filogenética de las cepas de la familia Pseudomonadaceae del grupo de solubilizadoras de fosfato de rango 
amplio (BSFRA). El árbol fue construido en base a las secuencias parciales del gen ARNr 16S (951 
nucleótidos) usando los modelos de Kimura 2 y de distribución gamma (G+I). Los números indican los 
resultados del análisis de bootstrap realizado para 1000 réplicas y se indican en los nodos (valores de bootstrap 
menores a 50% no se muestran en la figura). Los números de acceso de las secuencias utilizadas se muestran 
entre paréntesis (ver anexo III.7.1 y III.7.2) 

 

 



 

No obstante, cabe resaltar que el uso de microorganismos rizosféricos no siempre es una 

solución “libre de riesgos”, dado que, a pesar de sus actividades promisorias para el crecimiento 

vegetal, algunos están relacionados taxonómicamente con cepas patógenas, lo que potencialmente 

podría significar un riesgo para la salud humana y ambiental. Es por ello que la identificación 

taxonómica de precisión y posterior selección de “microorganismos seguros”, debe ser un criterio a 

seguir y a tener en cuenta cuando se estudian bacterias que puedan ser de interés para formular bio-

inoculantes (Ferreira et al., 2019).  

Entre los géneros bacterianos identificados en el grupo de BSFRA, se observó una clara 

dominancia de los géneros Enterobacter y Pantoea (Tablas III.3, Figura III.4). No obstante, teniendo 

en cuenta el criterio de “microorganismos seguros”, cabe mencionar que, entre los géneros hallados, 

el género Pantoea se destaca por estar compuesto en su mayoría por especies consideradas 

biológicamente seguras, con 23 de 27 especies clasificadas dentro del grupo de riesgo I (agentes 

biológicos que no causan enfermedades en humanos, de la guía TRBA-466 del Committee on 

biological agents del 2015), en contraste con genéros como Enterobacter que tiene a 8 de 18 especies 

clasificadas en el Grupo de riesgo II (agentes biológicos que pueden causar una enfermedad en un 

individuo). 

El género Pantoea comprende a un conjunto de especies muy versátiles, aisladas de múltiples 

ambientes con una diversidad de características interesantes como la producción de compuestos 

antimicrobianos o habilidades bio-remediadoras (Walterson y Stavrinides, 2015). Estudios recientes 

ejemplifican las habilidades multi-PGPR de las cepas de este género, tales como las cepas Pantoea 

A17 y A81 aisladas de la rizósfera de Triticum aestivum L., capaces de  solubilizar fosfato, producir 

sideróforos y antibióticos, además de adecuarse naturalmente a estreses ambientales ocasionados por 

temperatura, sal y pH (Rfaki et al., 2020); o la cepa Pantoea ananatis D1, que además de solubilizar 

fosfato, producir sideróforos, AIA y ACC-deaminasa en condiciones in vitro, también incrementa 

significativamente el crecimiento de raíz y vástago de arroz tanto en condiciones normales como 

salinas (Lu et al., 2021). Específicamente dentro de este grupo, la especie P. eucalypti se destaca por 

su capacidad de solubilizar fosfato y habilidad para adaptarse/colonizar ambientes adversos, en 

asociación con leguminosas (Campestre et al., 2016; Castagno et al., 2011, Son et al., 2006). Estudios 

previos realizados por nuestro grupo revelaron que un aislamiento de esta especie, además de 

solublizar fosfato in vitro, mostró un buen desempeño como promotor del crecimiento de L. tenuis en 

suelos Natracuol (pH 6.7) (Castagno et al., 2014). Estos antecedentes promisorios, sumados al 

hallazgo de varios aislamientos del grupo de BSFRA relacionados con P. eucalypti (Figura III.4; 

Tabla III.3), sugieren una potencial buena adaptación   de los miembros de esta especie a la rizosfera 



 

de L. tenuis. Estas evidencias alentaron a profundizar los estudios con los aislamientos relacionados 

(según la secuencia del ARNr 16S) con la especie P. eucalypti: MA66, P76, P63, P163 y P173.  

La identificación de bacterias en base al análisis del ARNr 16S es indiscutiblemente la 

herramienta más extendida para análisis evolutivos en bacterias cultivables y no cultivables. Su uso 

como marcador filogenético universal se debe principalmente a que se encuentra de forma ubicua en 

bacterias y arqueas, siendo funcionalmente indispensable para la síntesis de proteínas. No obstante, 

este gen también contiene un limitado espectro de variación de secuencia, por lo que su poder 

resolutivo en la asignación taxonómica puede verse limitado principalmente a nivel de especie 

(Glaeser y Kämpfer, 2015). En estos casos el procedimiento habitual consiste en el empleo de 

estrategias complementarias, tales como el análisis de secuencias parciales de genes codificantes de 

proteínas con valor taxonómico (genes housekeeping) los cuales, a diferencia del ARNr 16S, 

evolucionan a un ritmo lento pero constante y tienen mejor poder resolutivo, especialmente a nivel 

de género o incluso por debajo (Glaeser y Kämpfer, 2015). 

De este modo, se complementó la identificación taxonómica de las cepas del género Pantoea 

mediante el análisis de los genes rpoB y gyrB, en base a que previamente se ha descripto que ambos 

marcadores tienen una buena capacidad resolutiva para las especies de este género (Jiang et al., 2019; 

Gutiérrez-Barranquero et al., 2019). Tanto los árboles filogenéticos construídos individualmente con 

las secuencias de cada marcador filogenético (Anexos III.7.5 y III.7.6), como con las secuencias 

concatenadas de los distintos genes (Figura III.6) resultaron consistentes con los resultados inferidos 

del análisis del ARNr 16S (Figura III.4). Asimismo, la alta similitud de secuencias encontrada entre 

las cepas seleccionadas y la cepa de referencia P. eucalypti LMG 24197T, tanto para el ARNr 16S 

como para los genes gyrB y rpoB, (Tabla III.2), apoyaron la asignación taxonómica de estos 

aislamientos a la especie Pantoea eucalypti. 

 

Tabla III.2. Comparación de secuencias entre las cepas selectas aisladas de  la rizosfera de L. tenuis y la 
cepa tipo de  Pantoea eucalypti. 

Cepa 
Similitud de secuencias con P. eucalypti LMG24197T  (%) 

ARNr 16S rpoB gyrB MLSA 
MA66 98.96 99.50 99.43 99.46 

P76 98.40 100.00 99.43 99.85 
P63 98.86 100.00 99.71 99.69 

P163 99.33 99.67 99.14 99.59 
P173 99.54 99.67 99.14 99.39 
M91 99.55 99.67 99.14 99.44 

 

 

 



 

 

 

 

Figura III.6. Árbol filogenético de máxima verosimilitud (Maximun-likelihood) basado en la 
concatenación de las secuencias de los genes ARNr 16S, gyrB, rpoB (1271 nucleótidos), mostrando la 
posición de las cepas P76, MA66, P63, P163, P173 y M91 (en negrita) dentro del género Pantoea. El árbol fue 
construido usando el modelo Tamura 3 y de distribución gamma (G+I). Los valores de Bootstrap calculados 
para 1000 réplicas se indican en los nodos (valores de bootstrap menores a 50% no se muestan en la figura). 
Los números de acceso de las secuencias de referencia se detallan en Anexo III.7.2. 

 



Tabla III.3. Características genotípicas y taxonómicas de las bacterias que solubilizan fosfato en un amplio rango de condiciones alcalino-salinas (BSFAR)  
 

Cepas Sitio de colecta Grupo Box n Orden / Familia Género/especie más relacionado 
P163 P84  MA113 P - P - M I 3 Enterobacteriales Pantoea eucalypti 

MA22 M II 1 Enterobacteriales no resuelto 

MA111 MA28 M III 2 Enterobacteriales no resuelto 

MB21 P75 P76  M - P - P IV 3 Enterobacteriales Pantoea eucalypti 

MA58  MA59 MA53 MA56 MA63 M V 5 Enterobacteriales  Hafnia alvei 

MA66 M VI 1 Enterobacteriales Pantoea eucalypti 

MA21 M VII 1 Enterobacteriales no resuelto 

MA35 M VIII 1 Enterobacteriales  Hafnia alvei 

MA67 M IX 1 Enterobacteriales Enterobacter ludwigii 

MA41 M X 1 Enterobacteriales Genero Pantoea (Excepto P. cypripedii)  

MA42 M XI 1 Enterobacteriales Genero Pantoea (Excepto P. cypripedii)  

MA109 M XII 1 Enterobacteriales Hafnia alvei 

P50 P XIII 1 Enterobacteriales Genero Erwinia 

MA104 MA99 MA36 MA105 MA87 MA88 M XIV 6 Enterobacteriales Hafnia alvei 

MA32 M XV 1 Enterobacteriales Genero Pantoea (Excepto P. cypripedii)  

P102 P137  P XVI 2 Enterobacteriales Enterobacter ludwigii 

P130 P XVII 1 Enterobacteriales Enterobacter ludwigii 

P55 P99 P101 P85 P56 P86 P XVIII 6 Enterobacteriales Enterobacter ludwigii 

P132 P134 P XIX 2 Enterobacteriales Enterobacter ludwigii 

P128 P XX 1 Enterobacteriales Enterobacter ludwigii 

MA65 M XXI 1 Enterobacteriales Enterobacter ludwigii 

P138 P XXII 1 Enterobacteriales Enterobacter ludwigii 

MB16 MB18 M XXIII 2 Enterobacteriales Yokenella regensburgei 

P164 P XXIV 1 Enterobacteriales no resuelto 

P48 P49 P43 P44 P45 P XXV 5 Enterobacteriales Kosakonia arachidis/ K. oryzae/ K. radicincitans 

P156 P157 P XXVI 2 Enterobacteriales no resuelto 

P177 P XXVII 1 Enterobacteriales no resuelto 

P188 P193 P187 P189 P191 P184 P186 P194 P XXVIII 8 Enterobacteriales no resuelto 

P133 P XXIX 1 Enterobacteriales no resuelto 

MB41 MB48 M XXX 2 Enterobacteriales no resuelto 

MA62 M XXXI 1 Enterobacteriales Genero Pantoea (Excepto P. cypripedii)  

P61 P74 P63 P XXXII 3 Enterobacteriales Pantoea eucalypti 

P173 P XXXIII 1 Enterobacteriales Pantoea eucalypti 

P195 P XXXIV 1 Psedomonadaceae Pseudomonas chlororaphis 

P198 P XXXV 1 Psedomonadaceae Pseudomonas chlororaphis 

P215 P216 P XXXVI 2 Psedomonadaceae Pseudomonas chlororaphis 

Los aislamientos marcados en negrita se seleccionaron para ser identificados por análisis del ARNr 16S. Los números de acceso se detallan en el Anexo III.7.3. Los sitios de colecta se indican así: P, 
Punta Indio y M, Manantiales. El número de aislamientos para cada clado se indica con la letra n. 



 

   

Con el objetivo de explorar las potenciales habilidades promotoras de las cepas identificadas 

como P. eucalypti, se realizaron 3 ensayos descriptivos in vitro: cuantificación de fósforo soluble, 

producción de ácido indol acético (AIA) y producción de sideróforos. Cabe resaltar que, debido a lo 

mencionado anteriormente y con fines comparativos, se incluyó a la cepa de P. eucalypti M91 

(Castagno et al., 2011). 

  Se estimó nuevamente la capacidad solubilizadora de fosfato de las cepas seleccionadas 

según el índice de solubilización de fosfato (ISF). Todos los aislamientos mostraron la capacidad de 

solubilizar fosfato, tanto en el medio de cultivo control como en el medio modificado con condiciones 

alcalino-salinas (Tabla III.4). A pesar de que no se evidenciaron diferencias significativas entre los 

valores de ISF entre cepas, sí se observaron valores mayores en la condición problema pH 8.0 + 

200mM NaCl. Adicionalmente, se realizó un ensayo de cuantificación de fosfato soluble en medio 

líquido NBRIP en condiciones normales y restrictivas a distintos tiempos de incubación (Figura III.7). 

Se detectó relación entre las cepas, la condición de crecimiento y el tiempo de incubación, indicando 

un efecto combinado de estos tres factores en la determinación de la capacidad solubilizadora de 

fosfato. Si bien encontramos que a tiempos de incubación tempranos, la cantidad de fósforo 

solubilizado tiende a ser pequeña bajo condiciones alcalino-salinas, con el avance del tiempo 

encontramos un incremento de la cantidad de P solubilizado en el medio para todas las condiciones 

ensayadas, sugiriendo un comportamiento de solubilización de P dependiente del tiempo. Debe 

notarse que, como consecuencia del crecimiento bacteriano, las condiciones del medio pueden 

cambiar durante la incubación. En ese aspecto, cabe mencionar que las diferencias iniciales de pH 

tienden a desaparecer conforme el tiempo de incubación avanza, siguiendo el mismo patrón descrito 

para la solubilización de fosfato. Estos resultados, reafirman la capacidad de solubilizar fosfato de las 

cepas ensayadas en condiciones neutras y alcalino-salinas sugiriendo que esta puede mantenerse 

durante largos períodos de incubación (Figura III.7). 

  La producción de sideróforos también fue estimada en base al cálculo del área del halo de 

difusión alrededor de la colonia, luego de 24 horas de incubación. Según este análisis todas las cepas 

fueron capaces de producir sideróforos tanto en condiciones control como en condiciones alcalino-

salinas, con áreas entre 0.92 a 3.09cm2 y de 1.39 a 3.47cm2 bajo condiciones control y restrictivas 

respectivamente (Tabla III.4).  
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Tabla III.4. Evaluación in vitro de actividades PGPR en cepas seleccionadas de P. eucalypti  

Tratamiento 
P163 P76 MA66 P63 P173 M91 

Índice de Solubilización de Fosfato (ISF) 

Control 4.42 ± 0.32 6.14 ± 0.52 4.26 ±  0.14 4.47 ± 0.82 4.31 ±  0.38 4.27 ± 0.02 

pH8.0 +  200mM NaCl 4.63 ±  1.04 6.46 ±  0.98 4.09 ±  0.67 5.29 ± 1.91 5.09 ± 0.16 5.12 ± 1.05 

pH9.0 +  200mM NaCl 3.59 ± 0.59 4.11 ± 0.56 3.07 ± 0.66 2.85 ± 0.74 3.53 ± 0.30 2.31 ± 0.63 

pH10.0 + 200mM NaCl 1.42 ± 0.05 1.55 ± 0.08 1.73 ± 0.01 1.38 ± 0.16 1.38 ± 0.38 1.31 ± 0.11 

     Producción de Sideróforos (cm2) 

Control 1.735 ±  0.20 0.995 ± 0.16 0.922 ±  0.16 3.092 ± 0.46 1.151 ± 0.07 1.375 ± 0.33 

pH9.0 + 200mM NaCl 2.925 ± 1.35 3.275 ±  0.36 1.396 ± 0.14 2.801 ± 0.60 3.471 ± 0.07 2.547 ± 0.27 

    Producción de ácido indol-acético (μg/ml) 

Control 34.53 ± 2.41A 35.54 ± 0.68A 35.45 ± 2.15A 37.21 ± 0.90A 34.05 ± 2.32A 5.65 ± 0.50B 

Los valores de la producción de ISF y sideróforos representan las medias de dos réplicas biológicas +/- SE. Los valores de la producción de ácido indol 

acético son las medias de tres réplicas +/- SE, analizadas mediante ANOVA de una vía. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente 

significativas (p≤ 0.05) entre columnas, dentro de la misma fila. 
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Figura III.7. Capacidad solubilizadora de fosfato de las cepas de P. eucalypti en medio líquido. La 
capacidad solubilizadora de fosfato (panel izquierdo) y el pH del medio (panel derecho) fueron evaluados en el 
medio líquido NBRIP con fosfato tricálcico como fuente de fósforo insoluble a diferentes tiempos de incubación 
en 3 condiciones. A: pH 7.0, B: pH 8.0 + 200 mM NaCl, C: pH 9 .0+ 200mM NaCl. Las barras representan la 
media de 3 réplicas biológicas +/- SE (error estándar). Los datos fueron analizados mediante ANOVA factorial 
seguido del test de comparaciones múltiples Tukey. Letras diferentes indican diferencias significativas (p ≤ 

0.05) en la cantidad de fosfato solubilizado. 



 

Por otro lado, todas las cepas produjeron niveles detectables de AIA, siendo las cepas P163, 

MA66, P76, P63 y P173 las que produjeron niveles significativamente más altos -entre 34.05 y 37.21 

mg/ml- que la cepa M91 (5.65mg/mL) (Tabla III.4).  

Si bien es usual seleccionar organismos por una característica en particular, estos suelen 

poseer más de una habilidad relacionada con la promoción de crecimiento vegetal. De ahí que muchos 

estudios están cada vez más enfocados en caracterizar y seleccionar microorganismos que tengan 

varias capacidades PGPR. En conjunto, nuestros resultados indican que el grupo de cepas de P. 

eucalypti evaluadas en este trabajo comparten algunas características in vitro, concretamente la 

capacidad de solubilizar P, de producir AIA y sideróforos, que podrían impactar positivamente tanto 

en el crecimiento como en la dinámica nutricional de L tenuis. 

Cabe mencionar que en la mayoría de los estudios donde se han investigado los efectos de 

bacterias solubilizadoras de fosfato con distintas actividades PGPR, se han comparado cepas 

pertenecientes a diferentes géneros/especies, sin centrarse en las comparaciones intra-específicas. En 

este sentido, contar con un subgrupo de BSFRA estrechamente relacionadas que comparten rasgos 

genéticos y funcionales in vitro, proporcionó una oportunidad para explorar y analizar los efectos 

diferenciales intra-especie en el crecimiento y la adquisición de nutrientes de L. tenuis en suelos 

alcalino-sódicos. 



 

 

Cuando se cultivan leguminosas en el campo, el procedimiento habitual previo a la siembra 

consiste en la inoculación de las semillas con rizobios simbiontes fijadores de nitrógeno, para lograr 

que la planta incorpore nitrógeno a través la interacción mutualista que se da entre estos dos 

organismos.  Por esta razón, en este ensayo en planta se consideró la co-inoculación de cada cepa de 

P. eucalypti con el rizobio Mesorhizobium sanjuanii BSA136 -simbionte de L tenuis- nativo de suelos 

alcalino-sódicos de la Pampa Deprimida del Salado, aislado y caracterizado por nuestro grupo 

(Estrella et al., 2009, Sannazzaro et al., 2018). Cabe mencionar que, como paso previo, se evaluó la 

compatibilidad in vitro entre las cepas Mesorhizobium sanjuanii BSA136 y P. eucalypti para 

descartar la existencia de efectos antagónicos entre ellas. Luego de 5 días de incubación, no se observó 

inhibición del crecimiento en niguna de las combinaciones rizobio-BSF, al menos en condiciones de 

cultivo in vitro. 

 

Para determinar si las propiedades in vitro descritas anteriormente para las cepas 

seleccionadas tenían un efecto sobre el crecimiento de L tenuis, se evaluaron los efectos de su 

aplicación (en co-inoculación con M. sanjuanii) sobre el crecimiento de L. tenuis en suelos de los 

bajos alcalino-sódicos de la Pampa Deprimida del Salado. Con ese objeto, las plantas fueron 

cultivadas en un suelo alcalino sódico (pH 8.2) según lo descrito en el diseño experimental. Las 

plantas inoculadas únicamente con el rizobio (R), fueron usadas como control. Las variables 

cuantificadas fueron: Peso seco total (DWt), peso seco del vástago (DWsh), peso seco de raíz (DWr) 

y peso seco de nódulos (DWn) (Tabla III.5). 

Luego de 40 días de incubación el análisis Post-hoc reveló que el peso seco acumulado (DWt) 

por las plantas co-inoculadas (R+MA66, R+P63, R+P76, R+P163, R+P173, R+M91) no mostró 

diferencias significativas respecto al tratamiento control (R). Comportamientos similares se 

observaron para las variables DWsh y DWr (Tabla III.5). No obstante, la comparación entre los 

tratamientos de co-inoculación reveló efectos significativos entre las cepas. En el tratamiento R+P76, 

las variables de peso seco total (DWt) y del peso seco de vástago (DWsh) fueron significativamente 

menores respecto a la de los tratamientos R+M91 y R+P163, sugiriendo que las diferentes cepas de 

P. eucalypti ejercen efectos diferenciales sobre el crecimiento de L. tenuis. 



 

  Adicionalmente, la biomasa de nódulos producidos por M. sanjuanii también fue evaluada. 

En comparación al tratamiento control (R), los valores de peso seco de nódulos (DWn) de los 

tratamientos R+MA66, R+P173, R+P63 y R+P163 fueron similares, mientras que el tratamiento 

R+M91 incrementó significativamente dicha variable en un 62.9%. Un efecto contrario se observó 

en el tratamiento R+P76, reduciéndolo en un 77.8% (Tabla III.5). Estos resultados indican que las 

diferentes cepas de P. eucalypti afectan diferencialmente el desarrollo de los nódulos de M. sanjuanii 

en L. tenuis, además de sugerir la posibilidad de que algunas de ellas puedan interferir en la capacidad 

de las plantas de incorporar el nitrógeno adquirido mediante la interacción simbiótica mutualista con 

el rizobio.  

  En base a estos resultados y para corroborar tal hipótesis, se realizó un análisis posterior para 

determinar la concentración y acumulación de nitrógeno (N) en plantas inoculadas con rizobios (R) 

y en tres de los cinco tratamientos de co-inoculación anteriormente mencionados, que fueron 

seleccionados en base a los fenotipos contrastantes observados en las plantas y nódulos. Por lo tanto, 

analizamos las plantas expuestas a los tratamientos R, R+M91, R+P76 y R+P163. 



 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura III.8. Imágenes representativas del ensayo de promoción de crecimiento de L. tenuis en suelos alcalino-sódicos. Las plantas se inocularon con distintas 
combinaciones de P. eucalypti (MA66, P76, P63, P163, P173 y M91) con el rizobio nativo Mesorhizobium sanjuanii BSA136 (R). Las imágenes corresponden al 
día de la cosecha (40 días post-inoculación) 

Tabla III.5. Efecto de la inoculación de rizobios y bacterias solubilizadoras de fosfato de P eucalypti. sobre la acumulación de materia seca en plantas de L. 

tenuis en un suelo alcalino-sódico. 

Variable 
Tratamiento 

R+P163 R+P76 R+MA66 R+P63 R+P173 R+M91 R 

DWsh 0.73 ± 0.05bc 0.48 ± 0.05a 0.52 ± 0.05ab 0.53 ± 0.05ab 0.68 ± 0.05abc 0.76 ± 0.03c 0.56 ± 0.05abc 

DWr  0.32  ± 0.04 0.26 ± 0.03 0.28 ± 0.02 0.28 ± 0.04 0.35 ± 0.03 0.34 ± 0.02 0.28 ± 0.03 

DWn  0.035 ± 0.003bc 0.006 ± 0.003a 0.026 ± 0.003b 0.028 ± 0.003b 0.032 ± 0.003bc 0.044 ± 0.003c 0.027 ± 0.003b 

DWt  1.08 ± 0.07bc 0.74 ± 0.07a 0.81 ± 0.07ab 0.83 ± 0.07abc 1.06 ± 0.07abc 1.14± 0.07c 0.87 ± 0.07abc 

DWsh: Peso seco de vástago (g), DWr: Peso seco de raíz (g), DWn: Peso seco de nódulo (g), DWt: Peso seco total (g). Los resultados representan la media 
aritmética de 6 a 8 réplicas biológicas +/- SE (error estándar). Los valores fueron analizados mediante ANOVA, seguido del test de múltiples comparaciones 
Tukey. Letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas (p≤ 0.05) entre filas. 
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  La concentración de N tanto en vástago como raíz de las plantas co-inoculadas fueron 

similares a las de las plantas inoculadas con el tratamiento control (R) (Figura III.8). No obstante, 

cuando se compararon dichos valores entre plantas inoculadas con los distitnos tratamientos de co-

inoculación, sorpresivamente se detectaron valores significativamente menores en el tratamiento 

R+P76 comparado contra R+M91 (36.4 y 20.8% para vástago y raíz respectivamente) (Figura III.9). 

También se observó el efecto significativo entre los tratamientos en la cantidad de nitrógeno total 

acumulado en planta (Figura III.10). Respecto al control (R), se observaron valores similares para el 

tratamiento R+P163, mientras que para R+M91 se evidenció un incremento significativo del 61.64%. 

Un efecto opuesto se obtuvo con el tratamiento R+P76, en el cual se observó una reducción del 34% 

respecto a R, así como la reducción del 59.15 y 45.7% respecto a R+M91 y R+P163 respectivamente 

(Figura III.10). Análisis más detallados revelaron que la acumulación de nitrógeno en parte aérea no 

fue diferente entre los tratamientos analizados respecto al control (R), a excepción del tratamiento 

R+M91 que mostró un incremento del 69.39% (Figura III.11). 

Complementariamente, se analizó el efecto de los tratamientos de co-inoculación sobre la 

concentración y la cantidad de fósforo (P) en la planta (Figura III.9, Figura III.10, Figura III.11). A 

nivel de vástago, no se detectó ningún efecto en la concentración de fósforo, como sí se observó en 

raíz. En este último órgano, la concentración de P no fue afectada por los tratamientos de co-

inoculación R+M91 y R+P163 en comparación a los valores obtenidos en plantas control (R). No 

obstante, una diferencia significativa se observó con el tratamiento R+P76, que incrementó la 

concentración de fósforo en raíz respecto a la condición control (R) y el consorcio R+P163 (Figura 

III.9). Respecto a la acumulación de P total en planta (Figura III.10), aquellas tratadas con la 

combinación R+M91 incrementaron el nivel de este nutriente en un 47.89% respecto al control (R). 

En las comparaciones entre tratamientos, la combinación R+P76 mostró menor acumulación de P que 

el obtenido con el consorcio R+M91 (Figura III.10). Una tendencia similar se observó para la 

acumulación de P en vástago (Figura III.11).  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.9. Concentración de nutrientes en vástago y raíz de plantas de L. tenuis inoculadas con M 

sanjuanii BSA136 (R) o con diferentes consorcios P. eucalypti – M. sanjuanii BSA136 (R+M91, R+P163, 
R+P76). Los resultados representan la media aritmética de 6 a 8 réplicas biológicas + SE. Los valores fueron 
analizados mediante ANOVA seguido del test de comparaciones múltiples Tukey. Las letras diferentes indican 
diferencias estadísticas significativas (p≤0.05) entre tratamientos. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.10. Acumulación total de nutrientes en plantas de L. tenuis inoculadas con M sanjuanii BSA136 
(R) o con diferentes consorcios de P. eucalypti – M. sanjuanii BSA136 (R+M91, R+P163, R+P76). Las 
barras representan la media aritmética de 6 a 8 réplicas biológicas + SE. Los valores fueron analizando mediante 
ANOVA seguido del test de comparaciones múltiples Tukey. Letras diferentes señalan diferencias estadísticas 
significativas (p≤ 0.05) entre tratamientos.  



 

  Por otra parte, para obtener un panorama más amplio acerca del efecto de los diferentes 

tratamientos de co-inoculación sobre la composición elemental en las plantas L. tenuis, se analizó la 

concentración y acumulación de los siguientes elementos: Potasio (K), Calcio (Ca), Magnesio (Mg), 

Sodio (Na), Hierro (Fe), Zinc (Zn), Cobre (Cu) y Manganeso (Mn). Se encontró que la acumulación 

total en planta (Figura III.10) de muchos de los elementos estudiados (8 de 10, incluyendo a N y P), 

fueron significativamente mayores para las plantas co-inoculadas con el tratamiento R+M91 en 

comparación con el tratamiento R+P76. Estos resultados podrían ser atribuidos -al menos 

parcialmente- a las diferencias mencionadas anteriormente en el peso seco acumulado. Por otro lado, 

respecto al control (R), las plantas tratadas con el tratamiento R+M91 acumularon más N, P y Zn. 

Además, se observó que el tratamiento R+P163 ejerció un efecto positivo en la acumulación de Zn. 

En el análisis de la concentración de nutrientes en L. tenuis, se observaron efectos significativos de 

los tratamientos co-inoculados en las variables de Zn y Mn en vástago, así como en la concentración 

de Zn y Mg en raíz (aparte de la concentración P y N descrito anteriormente). A nivel de vástago, la 

concentración de Zn incrementó en plantas tratadas con el consorcio R+M91 en comparación con el 

tratamiento control (R), mientras que la concentración de Mn disminuyó en este órgano en plantas 

tratadas con R+P76 respecto al control (R). En raíz, la concentración de Mg fue menor en todos los 

tratamientos co-inoculados R+P76, R+P163 y R+M91 en comparación al control (R), mientras que 

en la concentración de Zn se observó el efecto contrario.  

Dentro de las variables de crecimiento, resultó llamativa la diferencia en la alocación de la 

materia seca en los nódulos observada en las plantas de L. tenuis co-inoculadas con las diferentes 

cepas de P. eucalypti, más aún teniendo en cuenta la compatibilidad in vitro con el rizobio M. 

sanjuanii BSA136. Estos resultados sugieren que la compatibilidad in vitro entre rizobios y bacterias 

solubilizadoras de fosfato no garantiza efectos similares en la interacción con la planta y que la 

simbiosis mutualista puede ser afectada diferencialmente incluso por cepas pertenecientes a una 

misma especie, como en este caso de estudio. Debido a la complejidad que tiene el proceso de 

formación de nódulos en la interacción simbiótica mutualista entre rizobios y leguminosas, para poder 

comprender con mayor profundidad los resultados diferenciales obtenidos con este grupo de cepas, a 

futuro sería interesante indagar sobre el efecto que puedan tener las mismas en los mecanismos 

hormonales involucrados durante dicho proceso. 

 

   

 

  



 

Figura III.11. Acumulación de nutrientes en vástago y raíz de plantas de L. tenuis inoculadas con M 

sanjuanii BSA136 (R) o con diferentes consorcios de P. eucalypti – M. sanjuanii BSA136 (R+M91, 
R+P163, R+P76). Los resultados representan la media aritmética de 6 a 8 réplicas biológicas + SE. Los valores 
fueron analizados mediante ANOVA seguido del test de comparaciones múltiples Tukey. Las letras diferentes 
indican diferencias estadísticas significativas (p≤0.05) entre tratamientos. 

  

 



 

Se sabe que el equilibrio hormonal de la planta es fundamental para el desarrollo de los 

nódulos (Liu et al., 2018) y este puede verse afectado por múltiples señales, incluyendo la producción 

de hormonas y otras moléculas de señalización (Simontacchi et al., 2013). Por ello, debe considerarse 

la posibilidad de que más de una vía pueda verse afectada por diferentes cepas de P. eucalypti en las 

interacciones tripartitas. En este sentido, la producción de hormonas puede no ser la misma para todas 

las cepas, como sugiere indirectamente -aunque no se ha probado aún en planta- la diferente 

producción in vitro de AIA encontrada para M91 en relación con el resto de las cepas. (ver Tabla 

III.3). Otras posibilidades que generen efectos positivos o negativos deben ser tomados en cuenta. En 

el contexto de que la relación mutualista de tipo simbiótica deriva evolutivamente de una patogénica 

(Cao et al., 2017), se sugiere que el establecimiento de esta depende del éxito del simbionte en la 

supresión y modulación de la respuesta inmune del huésped. Por ejemplo, un estudio de interacción 

tripartita conformado por Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, Sinorhizobium meliloti 

Sm2011 y Medicago truncatula A17, reveló un rol antagonista de la simbiosis a causa de la activación 

de la inmunidad innata de la planta desencadenada por la presencia del patógeno, a pesar de la 

modulación ejercida por el simbionte, disminuyendo la formación de nódulos (Chen et al., 2017). Un 

efecto contrario se observó en un estudio de interacción entre Bacillus sp. CHEP5, Arachis hypogaea 

L. y el simbionte Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144, donde se observó un incremento significativo 

del número de nódulos en presencia del Bacillus (Figueredo et al., 2014). 

 Respecto a la adquisición de nutrientes, nuestros resultados muestran efectos novedosos y 

contrastantes de las cepas de P. eucalypti ensayadas. Si bien de forma similar a lo aquí descrito, un 

trabajo realizado en paralelo de Campestre y col. (2020) sobre la influencia de la cepa P. eucalypti 

M91 en el crecimiento de L. tenuis bajo un sistema hidropónico con medio nutritivo alcalinizado, no 

reveló efectos en las variables de crecimiento o en la acumulación de la mayoría de nutrientes, en 

nuestro ensayo de interacción tripartita rizobio-BSF-L. tenuis, la inoculación con P. eucalypti M91 

crecido en suelo acalino-sódico sí incrementó la acumulación de N, P y Zn. En base a estos resultados, 

el uso de la cepa M91 en la co-inoculación con M. sanjuanii podría ayudar en la adquisición de estos 

nutrientes en suelos alcalino-sódicos, mientras que P163 puede ser una adecuada alternativa, en 

conjunto con M. sanjuanii BSA136, para incrementar la adquisición de Zn en L. tenuis.   

 Es importante destacar las diferencias en la acumulación de nutrientes entre los tratamientos, 

especialmente R+P76 y R+M91, ya que sugieren que incluso cepas de una misma especie, con 

propiedades PGPR in vitro similares pueden ejercer efectos nutricionales diferentes en una misma 

especie vegetal. La dinámica de la acumulación nutricional en las plantas es un proceso complejo 

que, entre otros factores, depende de la disponibilidad de los nutrientes en la zona de absorción de la 

raíz, la capacidad específica de captación por unidad de peso de raíz, estructura y arquitectura del 



 

sistema radicular, efectos de dilución y concentración derivados de las diferencias de crecimiento, así 

como en el patrón de asignación dentro de la planta (Epstein y Bloom, 2005). Sin embargo, las cepas 

evaluadas probablemente afectaron algunos de los procesos mencionados, por lo que para precisar 

tales los efectos es necesario realizar análisis adicionales.  

Particularmente, se observó la reducción y el incremento en la concentración de Mg y Zn, 

respectivamente, en las raíces de L. tenuis co-inoculadas con P. eucalypti. Los datos relacionados al 

Mg, indican que P. eucalypti tiene la capacidad de modular el estatus interno de este nutriente en las 

raíces, sin afectar su adquisición. El Mg es un macronutriente esencial para el crecimiento de las 

plantas, su presencia es muy importante para las moléculas de clorofila, además de ser necesario para 

muchas reacciones fisiológicas esenciales, especialmente las de fosforilación. El balance nutricional 

de este elemento es crucial, ya que su deficiencia o exceso puede influir en una amplia gama de 

funciones fisiológicas que derivan de estos procesos interrelacionados (Frageria y Moreira, 2011; 

Huber y Jones, 2012). En ese contexto parece relevante mencionar que ninguna de las cepas evaluadas 

reducen negativamente la concentración de Mg en el vástago, que es crítico en las zonas dedicadas a 

la cría del ganado donde la hipomagnesemia es una problemática mayor (Docen et al., 2019; Zelal, 

2017). En el caso del Zn, el incremento de la concentración en las raíces de todos los tratamientos co-

inoculados podría ser atribuído al incremento de la bio-disponibilidad de este micronutriente para L. 

tenuis, ya que al igual que el fósforo, ésta se ve limitada por factores abióticos como el pH alcalino y 

la presencia de sales (Alloway, 2009). Debido a la similitud entre los mecanismos de solubilización 

de P y Zn, basados en la producción de ácidos organícos, es probable que un mismo microorganismo 

posea ambas características (Zaheer et al., 2019). Por ejemplo, se ha observado que en plantas de 

trigo la inoculación de algunas especies del género Pantoea, con habilidades de solubilización de Zn 

y P, incrementaron significativamente la acumulación de Zn en raíz y vástago (Kamran et al., 2017). 

Los análisis de composición nutricional permiten evidenciar los efectos tangibles de las bacterias 

inoculadas.   

En leguminosas, la inoculación combinada de rizobios y bacterias solubilizadoras de fosfato ha 

mostrado un impacto positivo en el número y el peso de los nódulos, raíz y biomasa total, así como 

el nitrógeno total acumulado en la planta (Rosas et al., 2006, Guiñazu et al., 2010; Morel et al., 2012; 

Walpola y Yoon, 2013). Incluso en condiciones de suelos alcalino-sódicos, algunos estudios han 

demostrado el efecto positivo de las BSF en cultivos agrícolas importantes como el maíz  y el algodón 

(Ahmad et al., 2018; Dixit et al., 2020). No obstante, los efectos combinados de rizobio-BSF en el 

crecimiento y en la acumulación de nutrientes elementales bajo condiciones de estrés no han sido 

estudiados aún.  



 

   Resulta interesante destacar que las cepas de P. eucalypti analizadas en esta tesis, a pesar de 

compartir similares propiedades in vitro y de pertenecer a la misma especie, tuvieron efectos 

diferentes sobre el crecimiento de la planta, la nodulación y la acumulación de nutrientes. Este 

hallazgo sugiere que los efectos beneficiosos de estas bacterias no pueden predecirse exclusivamente 

sobre la base de sus atributos de PGPR evaluados in vitro ni de su identidad taxonómica, y que es 

necesario realizar pruebas complementarias en planta para seleccionar las cepas adecuadas para la 

inoculación a campo  de L. tenuis en combinación con rizobios fijadores de nitrógeno.  

 

 

  



 

 

  



 

 



 



 

Secuencias de Referencia del gen ARNr 16S  de las cepas tipo del orden Enterobacteriales y la familia Pseudomonadaceae 

Cepa Número de Acceso  Cepa Número de Acceso  

Buttiauxella brennerae DSM 9396T  AJ233401 Pseudomonas aeruginosa DSM50071T HE978271.1 

Buttiauxella gaviniae DSM 9393T  AJ233403 Pseudomonas agarici NCPPB2445 T Z76652.1 

Buttiauxella izardii DSM 9397T  AJ233404 Pseudomonas anguilliseptica NCIMB1949T  X99540.1 

Buttiauxella noackiae DSM 9401T  AJ233405 Pseudomonas asplenii ATCC23835 T  AB021397.1 

Buttiauxella warmboldiae DSM 9404T  AJ233406 Pseudomonas chlororaphis DSM50083T Z76673.1 

Citrobacter amalonaticus CECT 863T  FR870441 Pseudomonas corrugata DSM 7228T NZ_LHVK01000001.1:3878-5356 

Citrobacter braakii CDC 80-58T  AF025368 Pseudomonas fluorescens IAM12022T D84013.1 

Citrobacter farmeri CDC 2991-81T  AF025371 Pseudomonas fragi ATCC4973 T AF094733.1 

Citrobacter freundii JCM 1657T  AB626119 Pseudomonas gessardii CIP105469 T NR_024928.1 

Citrobacter gillenii CDC 4693-86T  AF025367 Pseudomonas jessenii CIP105274 T NR_024918.1 

Citrobacter murliniae CDC 2970-59T  AF025369 Pseudomonas koreensis Ps 9-14 T NR_025228.1 

Citrobacter werkmanii CDC 0876-58T  AF025373 Pseudomonas lutea OK2T AY364537.1 

Citrobacter youngae GTC 1314T  AB273741 Pseudomonas luteola IAM13000T  D84002.1 

Enterobacter asburiae JCM6051T  AB004744 Pseudomonas moraviensis CCM7280T AY970952.1 

Enterobacter cancerogenus LMG 2693T  Z96078 Pseudomonas oleovorans IAM1508T D84018.1 

Enterobacter cloacae ATCC13047T  AJ251469 Pseudomonas oryzihabitans IAM1568 T D84004.1 

Enterobacter hormaechei ATCC 49162T  AFHR01000079 Pseudomonas pertucinogena NBRC14163T NR_113650 

Enterobacter kobei CIP 105566T  AJ508301 Pseudomonas putida IAM1236T D84020.1 

Enterobacter ludwigii EN-119T  AJ853891 Pseudomonas rhizosphaerae LMG21640T AY152673.1 

Enterobacter mori LMG 25706T  AEXB01000008 Pseudomonas straminea IAM1598T D84023.1 

Enterobacter soli LF7 T  GU814270 Pseudomonas stutzeri ATCC17588T  AF094748.1 

Erwinia amylovora BC2280T  AF140341 Pseudomonas syringae NCPPB281T DQ318866.1 

Erwinia aphidicola LMG 24877T  FN547376 Rahnella aquatilis ATCC 33071T  CP003244 

Erwinia billingiae CIP 106121T  JN175337 Rahnella woolbedingensis FRB 227T  KF308409 

Erwinia endophytica BSTT30T  LN624761 Raoultella electrica 1GBT  AB762091 

Erwinia mallotivora DSM 4565T  AJ233414 Raoultella ornithinolytica CIP 103364T  U78182 

Erwinia persicina NBRC 102418T  AB681774 Raoultella planticola ATCC 33531T  AF129443 



 

Cepa Número de Acceso Cepa Número de Acceso 

Erwinia psidii LMG 7039T  JQ809696 Raoultella terrigena NBRC 14941T  AB680714 

Erwinia pyrifoliae ICMP 14143T  EF122435 Salmonella bongori BR 1859T  AF029227 

Erwinia tasmaniensis Et1/99T  AM055716 Salmonella enterica JCM 1652T  AB594754 

Erwinia toletana CECT 5263T  FR870447 Serratia entomophila DSM 12358T  AJ233427 

Erwinia uzenensis YPPS951T  AB546198 Serratia ficaria DSM 4569T  AJ233428 

Ewingella americana CIP 81.94T  JN175329 Serratia fonticola DSM 4576T  AJ233429 

Gibbsiella dentisursi NUM 1720T  AB566415 Serratia grimesii DSM 30063T  AJ233430 

Gibbsiella greigii FRB 224T  KF308333 Serratia liquefaciens CIP 103238T  AJ306725 

Gibbsiella quercinecans FRB 97T  GU562337 Serratia marcescens KREDT  AB061685 

Hafnia alvei ATCC 13337T  M59155 Serratia myotis DSM 28726T  KJ739884 

Hafnia paralvei ATCC 29927T  FM179943 Serratia nematodiphila DZ0503SBS1T  EU036987 

Hafnia psychrotolerans DJC1-1T  KJ023821 Serratia odorifera DSM 4582T  AJ233432 

Klebsiella michiganensis W14T  JQ070300 Serratia plymuthica DSM 4540T  AJ233433 

Klebsiella oxytoca ATCC 13182T  AF129440 Serratia proteamaculans DSM 4597T  AJ233435 

Klebsiella pneumoniae JCM1662T  AB004753 Serratia quinivorans LMG 7887T  AF286867 

Klebsiella variicola F2R9T  AJ783916 Serratia rubidaea DSM 4480T  AJ233436 

Kluyvera georgiana ATCC 51603T  AF047186 Serratia ureilytica NiVa 51T  AJ854062 

Kluyvera intermedia NBRC 102594T  AB681871 Serratia vespertilionis DSM 28727T  KJ739885 

Kosakonia arachidis Ah-143T  EU672801 Tatumella morbirosei LMG 23360T  EU344769 

Kosakonia cowanii CIP 107300T  AJ508303 Tatumella ptyseos LMG7888T   EU344770 

Kosakonia oryzae Ola 51T  EF488759 Tatumella punctata CIP 105598T  JN175342 

Kosakonia radicincitans DSM 16656T  CP018016 Yersinia aleksiciae DSM 14987T  FJ717341 

Kosakonia sacchari SP1T  JQ001784 Yersinia enterocolitica ATCC 9610T  AF366378 

Leclercia adecarboxylata CIP 82.92T  JN175338 Yersinia entomophaga MH-1T  DQ400782 

Pantoea cypripedii LMG2655T  AJ233413 Yersinia intermedia ATCC 29909T  AF366380 

Pectobacterium atrosepticum CFBP 1526T  JN600332 Yersinia massiliensis CCUG 53443T  CAKR01000050 

Pectobacterium betavasculorum ATCC 43762T  U80198 Yersinia nurmii APN3a-cT  FJ717338 

Pseudocitrobacter anthropi C138T  KF057944 Yokenella regensburgei CIP 105435T  JN175339 

Pseudocitrobacter faecalis 25 CITT KF057941 Pantoea eucalypti M91 HM008959 

 



 

 Secuencias de referencia de las cepas tipo de Pantoea   

  Número de Acceso 

Cepa ARNr 16S gyrB rpoB 

Pantoea agglomerans C410P1 T NZ_CP016889.1 (597576:598487) NZ_CP016889.1 (1546883:1547622) NZ_CP016889.1 (1734582:1735444) 

Pantoea allii LMG24248 T NTMH01000037.1 (109168:110079) KF482586.1 NZ_NTMH01000025.1 (19722: 20475) 

Pantoea ananatis LMG 2665 T NZ_JMJJ01000010.1 (32361:33272) FJ617371.1 NZ_JMJJ01000010.1 (11680:12433) 

Pantoea anthopila LMG 2558 T EF688010.1 EF988812.1  NZ_VHIZ01000062.1 (6374 : 7127) 

Pantoea brenneri LMG 5343 T EU216735.1 FJ617409.1  EU145302.1 

Pantoea calida 25383T AB907785.1 KF482591.1 NZ_MLFO01000046.1 (5835:6588) 

Pantoea citrea LMG22049T EF688008.1 EF988802.1 EF988974.1  

Pantoea coffeiphila Ca04 T KJ427829.1 KM205365.1 KJ427825.1 

Pantoea conspicua LMG24534 T EU216737.1 EU145269.1  EU145301.1  

Pantoea cypripedii LMG2655 T AJ233413.1 FJ187832.1 FJ187842.1 

Pantoea deleyi LMG24200 T EF688011.1 NZ_VHJA01000081.1 (73898:74800) NZ_VHJA01000056.1 (19360:20220) 

Pantoea dispersa EGD-AAK13 T AVSS01000032.1(268:1240) NZ_AVSS01000005.1 AVSS010000020.1 (19353:20106) 

Pantoea eucalypti LMG24197 T EF688009.1 EF988762.1 NZ_CP045720.1(3862180 :3862933) 

Pantoea eucrina LMG5346T NZ_MIPP01000001.1 EU145273.1 EU145305.1 

Pantoea gaviniae 25382 T GQ367483.1 KF482592.1 NZ_MLFQ01000091.1 (5798:6751) 

Pantoea punctata LMG 22050 T  EF688006.1 EF988803.1 EF988975.1  

Pantoea rodasii LMG26273 T JF295053.1 JF295023.1  JF295043.1  

Pantoea rwandensis LMG 26275 T JF295055.1 JF295030.1 JF295050.1 

Pantoea septica LMG 5345 T EU216734.1 FJ617422.1  NZ_MLJJ01000044.1 (5507:6260) 

Pantoea stewartii DC283 T  AJ311838.1 KF482574.1 NZ_CP017581.1 (390457:391209) 

Pantoea terrea LMG 22051 T EF688007.1 EF988804.1 EF988976.1 

Pantoea theicola QC88-366 T  AB907776.1 NWUO01000009.1 (131288:132168) NWUO01000024.1 (23306:24164) 

Pantoea vagans LMG24199 T EF688012.1 EF988768.1 NZ_CP038853 (3872325 : 3873078) 

Pantoea wallisii LMG 26277 T JF295057.1 JF295031.1 JF295051.1 

 

 



 

Números de acceso de las secuencias del ARNr 16S generados en este estudio 

Cepa Números de Acceso 

MA62 MT786018 

 MA41 MT786019 

MA42  MT786020 

 MA32  MT786021 

P163 MT786022 

P173 MT786023 

P63 MT786024 

P76 MT786025 

MA66 MT786026 

MB18 MT786027 

P137  MT786028 

P130 MT786029 

P128 MT786030 

P101 MT786031 

P134 MT786032 

P138 MT786033 

MA22 MT786034 

MA21 MT786035 

MA28 MT786036 

MA65 MT786037 

MB48 MT786038 

MA67  MT786039 

P50 MT786040 

P49 MT786041 

MA109 MT786042 

P164 MT786043 

P177 MT786044 

P157 MT786045 

P133 MT786046 

MA63 MT786047 

MA36 MT786048 

MA35 MT786049 

P188 MT786050 

P195 MT786051 

P198 MT786052 

P215 MT786053 
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Número de acceso de los genes housekeeping generados en este estudio 

Cepa 
Número de Acceso 

rpoB gyrB 

P163 MT822750 MT822756 

P76 MT822751 MT822757 

MA66 MT822752 MT822758 

P63 MT822753 MT822759 

P173 MT822754 MT822760 

M91 MT822755 MT822761 
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Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en secuencias del gen rpoB (650 nucleotidos) mostrando la 
posición de las cepas P76, MA66, P63, P163, P173 y M91 dentro del género Pantoea (Números de acceso en 
el anexo III.7.4). El árbol fue construído usando el modelo Tamura 3-parameter y el modelo de distribución 
gamma (G+I). Los valores de Bootstrap calculados para 1000 réplicas se indican en los nodos (valores de 
bootstrap menores a 50% no son mostrados). Las cepas P76, MA66, P63, P163, P173 y M91 se indican en 
negrita. Los números de acceso del GenBank para las secuencias de referencia del gen rpoB del género Pantoea 
se indican en paréntesis (ver anexo III.7.2). 
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Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en secuencias del gen gyrB (700 nucleotidos) mostrando la 
posición de las cepas P76, MA66, P63, P163, P173 y M91 dentro del género Pantoea (Números de acceso en 
el anexo III.7.4). El árbol fue construído usando el modelo Tamura 3-parameter y el modelo de distribución 
gamma (G+I). Los valores de Bootstrap calculados para 1000 réplicas se indican en los nodos (valores de 
bootstrap menores a 50% no son mostrados). Las cepas P76, MA66, P63, P163, P173 y M91 se indican en 
negrita. Los números de acceso del GenBank para las secuencias de referencia del gen gyrB del género Pantoea 
se indican en paréntesis (ver anexo III.7.2). 
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El Nitrógeno es otro macronutriente fundamental para el desarrollo vegetal y representa 

aproximadamente el 2% del peso seco total de la planta (Santi et al., 2013). Este elemento representa 

aproximadamente el 78% del aire atmosférico, aunque se encuentra principalmente en forma inerte 

como gas dinitrógeno (N2). A pesar de su abundancia, la forma química en la que se encuentra no 

permite su adquisición directa por parte de las plantas, por esta razón su disponibilidad se considera 

uno de las principales limitantes del crecimiento vegetal (Moreau et al., 2019). 

Entre los grupos bacterianos que componen la microbiota del suelo, los rizobios que 

establecen relaciones simbióticas mutualistas con leguminosas destacan por su habilidad de reducir 

el nitrógeno atmosférico (N2) a amonio (NH3), mediante el uso del complejo enzimático de la 

nitrogenasa. Como resultado de esta interacción, los rizobios suplen los requerimientos de nitrógeno 

del hospedero, a cambio de recursos energéticos a base de compuestos carbonados. Esta asociación 

rizobio-leguminosa se establece a partir de una comunicación química bidireccional, a nivel de la 

rizosfera, desencadenando una serie de etapas que conllevan al desarrollo de un órgano especializado 

–el nódulo- en donde se lleva a cabo la fijación biológica del nitrógeno (Oldroyd et al., 2011; Wang 

et al., 2012; Gage, 2004). Este proceso es probablemente uno de los más sofisticados entre los 

descritos para bacterias y en la actualidad constituye uno de los pilares de toda una iniciativa 

biotecnológica centrada en el desarrollo agrícola sostenible (Arora et al., 2017). Se estima que la 

simbiosis rizobio-leguminosa proporciona aproximadamente 40 millones de toneladas de nitrógeno 

a los sistemas agrícolas cada año (Herridge et al., 2008), y desempeña un papel crucial en el aumento 

de la productividad y la calidad de los cultivos, especialmente el contenido de proteínas (Krapp et al., 

2015). Todo esto hace innegable la importancia económica y ecológica de estos organismos fijadores 

de nitrógeno en la agricultura.  

  Un aspecto importante a considerar y poco explorado es la etapa de vida saprófita de los 

rizobios. Indistintamente de su eficiencia simbiótica, en esta etapa la supervivencia de las poblaciones 

de rizobios depende fuertemente de su capacidad de adaptación a las condiciones del suelo en el que 

se encuentran. En ese aspecto, suelos con características fisicoquímicas como las de los ambientes 

alcalino-sódicos de la Pampa Deprimida del Salado, constantemente afectados por sales en diferentes 

grados, constituirían hábitats desfavorables para el crecimiento y la multiplicación de 

microorganismos como los rizobios (Lebrazi y Benbrahim, 2014; Zahran, 1999).  

  A pesar de ello, algunos rizobios han sido capaces de desarrollar mecanismos regulatorios 

para responder rápida y adecuadamente a los cambios ambientales logrando colonizarlos 

exitosamente (Laranjo y Oliveira, 2011). Por lo tanto, el estudio de las poblaciones de rizobios que 
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son capaces de formar nódulos en ambientes alcalino-sódicos y la selección de cepas que tengan no 

solo cualidades destacadas para la fijación de nitrógeno, sino también de adaptación a dichos 

ambientes, podría significar una mejora en el diseño y formulación de inoculantes microbianos. 

  Como se sustenta en el capítulo I, en los sistemas agroganaderos actuales hay un profundo 

interés en la búsqueda de alternativas agroecológicas para hacer un uso más eficiente y sustentable 

del recurso suelo, en particular de los que tienen características más restrictivas como los bajos 

alcalino-sódicos. En ese sentido, la búsqueda de rizobios nativos de estos suelos que puedan ser 

utilizados para desarrollar bioinsumos eficientes para estos ambientes, contribuiría a mejorar la 

producción de Lotus tenuis en los mismos, y a incrementar el contenido proteico de las pasturas que 

se destinan al forraje vacuno en la Pampa Deprimida del Salado.  

  Con ese objetivo y teniendo en cuenta la escasez de estudios de prospección sobre las 

poblaciones nativas de bacterias fijadoras de nitrógeno que habitan estos suelos, en este capítulo se 

describen los resultados que surgen de explorar la diversidad genética, taxonómica y la tolerancia in 

vitro a condiciones salino-alcalinas de una colección de rizobios aislados de nódulos de L tenuis en 

los ambientes alcalino-sódicos de la región de la Pampa Deprimida del Salado. 
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Si bien en nuestro grupo se han realizado previamente estudios de prospección de rizobios 

simbiontes de L tenuis en diferentes tipos de suelos de la región de la Pampa Deprimida del Salado, 

incluyendo a los bajos alcalino sódicos (Estrella et al., 2009), es importante remarcar que los mismos 

se obtuvieron con el método de “planta trampa”. Esta metodología es de gran utilidad porque permite 

conocer la población nativa de un suelo que es infectiva para una determinada leguminosa. No 

obstante, a pesar de ser ampliamente utilizada, no hay que perder de vista que con esta aproximación 

experimental, la interacción rizobio-leguminosa ocurre bajo condiciones de cultivo controladas que 

generalmente son mucho más favorables que las condiciones reales que imponen los ambientes 

naturales. Por esta razón, en este trabajo de Tesis se propuso como objetivo identificar a la población 

de rizobios nativa que establece simbiosis mutualista bajo las condiciones reales que imponen los 

ambientes alcalino-sódicos.  

Con ese fin, se realizaron colectas de plantas de L. tenuis naturalizadas en los suelos alcalino-

sódicos durante el mes de septiembre del 2015, en tres localidades de la región de la Pampa Deprimida 

del Salado: Ayacucho (37°8’59.482’’S, 58°28’40.231’’O), Manantiales (35° 44' 36.319''S - 58° 3' 

25.307''W) y Punta Indio (35°16' 15.449'' S - 57°14' 52.101'' W). Según nuestro diseño experimental, 

10 plantas fueron colectadas de forma aleatoria en cada localidad, de las cuales se realizó el 

aislamiento de rizobios a partir de nódulos individuales (5 nódulos por planta). De un total de 150 

nódulos, se obtuvieron 138 aislamientos, que se conservaron a -80°C en glicerol 30% v/v, luego de 

confirmar su pureza bajo condiciones de cultivo (Tabla IV.1). Cabe mencionar que para aislar los 

rizobios que colonizan el interior de los nódulos, estos se sometieron a un proceso de desinfección 

superficial utilizando una técnica optimizada previamente por nuestro grupo (ver II.3.6), mediante la 

cual se logró obtener aislamientos del 92% de los nódulos colectados.  

Posteriormente, y para confirmar la capacidad simbiótica de estos aislamientos, se realizó un 

ensayo de infectividad en plántulas de L. tenuis crecidas en medio Evans agarizado sin nitrógeno, 

utilizando cultivos individuales de cada aislamiento. (Figura IV.1). Las plantas inoculadas se 

cultivaron bajo condiciones controladas por aproximadamente 30 días. Al cabo de este período se 

observó que, de los 138 aislamientos evaluados, 126 resultaron infectivos y desarrollaron nódulos en 

L. tenuis (Tabla IV.1) bajo estas condiciones de ensayo, confirmando su funcionalidad como rizobios 

simbiontes de esta leguminosa. Los 12 aislamientos restantes (8.7%) no desarrollaron nódulos, por lo 

cual fueron clasificados no infectivos para L. tenuis. 
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Figura IV.1. Ensayo de infectividad de aislamientos obtenidos a partir de nódulos, en plántulas de Lotus 

tenuis cultivadas en medio EVANS agarizado sin nitrógeno. A: Placa cuadrada con plantas de L. tenuis 

inoculadas con uno de los aislamientos, luego de 30 días de incubación en un cuarto de cultivo bajo condiciones 
controladas. B: Nódulos de L. tenuis 

 

Tabla IV.1 Origen e infectividad de rizobios aislados en L tenuis 

 Lugar de procedencia de los aislamientos  
 Ayacucho Punta Indio Manantiales Total 

Aislamientos 46 48 44 138 

Infectividad  42 41 43 126 

 

Si bien el consenso dicta que la ocupación de un nódulo está usualmente limitada a un acotado 

número de especies bacterianas denominadas “rizobios” por su habilidad para inducir la formación 

de este órgano, los avances en la investigación han demostrado que existen “excepciones a la regla”, 

las cuales se han atribuido a la presencia de especies endófítas que a pesar de colonizar el interior de 

los nódulos, carecen de las funciones para inducir su desarrollo en ese huésped (Velazquez et al., 

2013, Peix et al., 2015, Muresu et al., 2008). Teniendo en cuenta estos antecedentes, consideramos 

que los 12 aislamientos que resultaron no infectivos en los ensayos de inoculación en L. tenuis serían 

potencialmente endófitos de nódulo. 
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Se analizó la variabilidad genética de la colección de los 126 aislamientos infectivos en L 

tenuis mediante la técnica de huellas genómicas. A partir de los perfiles genómicos, se construyó un 

dendrograma usando condiciones experimentales similares a las empleadas en el capítulo III. (Figura 

IV.2). No obstante, teniendo en cuenta que a diferencia de las bacterias solubilizadoras de fosfato, los 

grupos taxonómicos de rizobios suelen ser más acotados debido a la especificidad que requiere un 

proceso como la simbiosis mutualista, se estableció la línea de corte al 65% de similitud. De este 

modo los aislamientos quedaron distribuidos en 55 grupos genómicos diferentes (numerados del I al 

LV), la mayoría de ellos formados por un número no mayor a 3 aislamientos y solo 2 grupos (IX y 

XXX) formados por 13 aislamientos. La agrupación de los aislamientos no se asoció con el lugar de 

colecta, dado que los grupos formados por más de un aislamiento contenían bacterias procedentes de 

distintas localidades. El amplio número de grupos formados por aislamientos que compartieron 

menos del 65% de similitud sugiere una alta diversidad genética de los rizobios que desarrollan 

nódulos en L. tenuis bajo las condiciones restrictivas del suelo. En base a los perfiles genómicos 

diferentes se calculó la diversidad genética específica de los rizobios simbiontes para cada lugar de 

colecta mediante el índice de Shannon-Weaver (H’). Este índice toma valores entre 1 y 4.5, en donde 

ambientes con valores superiores a 3 se consideran altamente diversos. Los valores de H’ para cada 

lugar fueron: Manantiales = 3.49, Punta Indio=3.47 y Ayacucho=3.23, lo que los califica como 

ambientes con alta diversidad genética de rizobios.  

En concordancia con estos resultados, estudios previos en la región de la Pampa Deprimida 

del Salado han evidenciado una considerable variabilidad genética entre los rizobios simbiontes de L. 

tenuis (Fulchieri et al., 2001, Estrella et al., 2009). Si bien hay que tener en cuenta que en estos 

estudios se analizó un número más acotado de aislamientos (Fulchieri et al., 2001)  y en uno de ellos 

los aislamientos se obtuvieron a partir de  aproximaciones metodológicas seminaturales como el 

“método de planta trampa” que minimiza los efectos ambientales que puedan afectar la interacción 

simbiótica mutualista (Estrella et al., 2009), la alta diversidad genética observada en todos los 

estudios parece ser una característica consistente que define a los simbiontes de esta especie de 

leguminosa.  
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Figura IV.2.- Árbol de similitud UPGMA de los rizobios de Lotus tenuis aislados en ambientes alcalino-sódicos de la Pampa Deprimida del Salado, basado 
en la huella digital de ADN usando el oligonucleótido BOXA1R. Los datos fueron analizados mediante el algoritmo UPGMA y el coeficiente de Pearson con 2.0% 
de tolerancia. Los aislamientos se diferenciaron en 55 grupos Box (grupo I al LV) con una línea de corte del 65% de similitud. 
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Para tener una primera aproximación de los géneros bacterianos que componen a la población 

de los simbiontes que desarrollan nódulos en los ambientes alcalino-sódicos, se utilizó la técnica de 

MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption /Ionization- Time of Flight- Mass 

Spectrometry). Esta técnica basada en la espectrofotometría de masas permite identificar aislamientos 

bacterianos a través de la obtención y análisis de huellas peptídicas que luego son comparadas con 

las de cepas de referencia, usando el software Biotyper 2.0 (II.4.10). Dicha metodología se emplea 

cada vez con mayor frecuencia para estudios taxonómicos en los que se requiere analizar un gran 

número de aislamientos, dado que entre sus ventajas destacan la rapidez y el bajo costo de 

implementación en comparación con metodologías más convencionales como el análisis del gen 

ARNr 16S.  

Para realizar la asignación taxonómica de los aislamientos se seleccionó y analizó a un 

representante de cada grupo Box. La identificación de cada aislamiento se realizó según el valor de 

puntuación (“score”) obtenida, utilizando para la clasificación los valores de puntuación descritos por 

Ferreira et al. (2011):  identificación de género (1.70 - 1.99), identificación de especie (>2), 

identificación no confiable (< 1.7).  

 De los 55 aislamientos seleccionados para los distintos grupos Box, 38 tuvieron valores de 

puntuación mayores a 1.7 y pudieron ser clasificados a nivel de género: 37 se asignaron al género 

Mesorhizobium (37) y uno al género Aminobacter (1). Por otra parte, con los 17 aislamientos restantes 

se observó que un grupo mayoritario tuvo un patrón concordante con cepas del género 

Mesorhizobium, pero con valores de puntuación menores a 1.7 y con un grupo minoritario no se logró 

obtener un espectro de masas para comparar con la base de datos. En estos casos se decidió optar por 

el análisis de la secuencia del gen ARNr 16S como método alternativo para poder identificarlos. De 

ese modo, para los aislamientos MA146(VI), MA161 (XXII), A40 (XXIII), A1(XXV), A13 (XXVII) 

y A42 (XLVIII) se confirmó su asignación al género Mesorhizobium, mientras que los aislamientos 

A4 y A7 se clasificaron como Phyllobacterium. Por el contrario, la secuencia de los aislamientos 

MA128 (XXXVIII), P224 (VIII), P244 (XI), P237 (XV), MA135 (XXVIII), MA163 (XXIX) no 

resultó suficientemente resolutiva para ser su asignación taxonómica (Tabla IV.2). Basándonos en 

estos resultados y en los estudios previos realizados, parece clara la dominancia del género 

Mesorhizobium entre los rizobios simbiontes de L. tenuis en los suelos alcalino-sódicos de la Pampa 

Deprimida del Salado y la presencia minoritaria de simbiontes de otros géneros no habituales como 

Phyllobacterium y Aminobacter. 
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Tabla IV.2 Asignación taxonómica de los rizobios simbiontes de L. tenuis en los suelos alcalino-sódicos de la Pampa Deprimida del Salado. 

 

Aislamientos  Grupo  Box n  MALDI-TOF MS Score ARNr 16S Identidad (%)  

P260 P264 P223 MA133 MA134 I 5 Mesorhizobium  1.71     

P250 P265 II 2 Mesorhizobium 1.87   

P246 III 1 Mesorhizobium 1.72   

A35  P228 P245 IV 3 Mesorhizobium  1.74   

P249 P261 P251 V 3 Mesorhizobium  1.92   

MA146 P263 MA165 VI 2 Mesorhizobium  1.5 Mesorhizobium   M. loti LMG 6125T (100%) 

P226 P225 VII 2 Mesorhizobium  2.1   

P224 P227 VIII 2 Mesorhizobium 1.63   

P257 P258 P233 MA131 P262 P232 
MA129 MA138 MA140 MA139 MA141 

A26 A27 
IX 13 Mesorhizobium  2.22   

P252 P255 P253 X 3 Mesorhizobium  2.29   

P234 P244 XI 2 Mesorhizobium 1.66   

A28 A29 A30 XII 3 Mesorhizobium  2.02   

P270 XIII 1 Mesorhizobium . 1.72   

P229 P230 XIV 2 Mesorhizobium. 1.91   

P237 XV 1  Mesorhizobium  1.46   

A21 XVI 1 Nd nd   

A20 P222 XVII 2 Mesorhizobium. 2.21   

A4 MA168 XVIII 2 Mesorhizobium 1.696 Phyllobacterium    P. trifolii PETP02T (100%) 

P240 XIX 1 Nd    

MA171 P248 XX 2 Mesorhizobium  1.87   
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A44 MA143 A2 A3 A18 XXI 5 Mesorhizobium  1.82   

MA161 XXII 1 Mesorhizobium  1.69 Mesorhizobium M. newzealandense ICMP 19545T (100%) 

A40 XXIII 1 Mesorhizobium 1.6 Mesorhizobium M. kowhaii ICMP 19512T (100%) 

MA166 XXIV 1 Mesorhizobium 1.76   

A1 A5 XXV 2 Mesorhizobium 1.63 Mesorhizobium M. wenxiniae WYCCWR 10195T (100%) 

A12 XXVI 1 Mesorhizobium 1.93   

A13 XXVII 1   nd Mesorhizobium M. kowhaii ICMP 19512T (99.09%) 

MA135 XXVIII 1 Mesorhizobium. 1.54   

MA163 XXIX 1 Mesorhizobium  1.64   

MA148 MA152 MA149 MA151 MA155 
MA150 MA156 MA153 A37 A38 MA130 

MA154 A39 
XXX 13 Mesorhizobium 1.69 Mesorhizobium  M. chacoense PR5T (99.80%) 

MA160 XXXI 1 Mesorhizobium . 1.84   

A7 XXXII 1 Nd nd Phyllobacterium. P. trifolii PETP02T (100%) 

P239 P241 MA158 P238 XXXIII 4 Mesorhizobium  1.71   

A32 A33 XXXIV 2 Mesorhizobium  2.04   

MA170 XXXV 1 Mesorhizobium   1.55   

A34 XXXVI 1 Mesorhizobium  1.72   

A17 XXXVII 1 Mesorhizobium  2.07   

MA128 XXXVIII 1 Nd nd   

MA169 XXXIX 1 Mesorhizobium  1.78   

A31 P243 XL 2 Mesorhizobium  1.81   

MA144 XLI 1 Mesorhizobium  2   

P242 MA172 XLII 2 Mesorhizobium 2.02   
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A10 A8 A9 A24 A6 MA157 XLIII 6 Mesorhizobium  1.85   

A14 A45 P235 XLIV 3 Mesorhizobium. 1.78   

A43 MA159 XLV 2 Mesorhizobium . 1.92   

MA164 XLVI 1 Mesorhizobium . 1.92   

MA142 XLVII 1 Mesorhizobium  2.25   

A42 XLVIII 1 Mesorhizobium. 1.66 Mesorhizobium  M. chacoense PR5T (99.56%) 

MA167 XLIX 1 Mesorhizobium 1.75   

P247 L 1 Mesorhizobium. 2.08   

MA123 MA124 MA125 LI 3 Mesorhizobium. 1.92   

A16 LII 1 Mesorhizobium  1.99   

MA126 MA127 LIII 2 Mesorhizobium 2.07   

P267 LIV 1 Mesorhizobium nd nd  

A65 A66 A67 A68 A69 LV 5 Aminobacter  2.7 Aminobacter A. ciceronei DSM15910T (99.41) 

Los grupos BOX se agruparon al 65% de similitud, la letra “n” indica el número de aislamientos dentro de cada grupo BOX. Los aislamientos marcados en negrita 
fueron seleccionados para su identificación taxonómica a nivel de género por la técnica de espectrometría de masas-MALDI-TOF MS o en su defecto mediante 
análisis de secuenciación del ARNr 16s. Los valores de Score de la identificación por MALDI-TOD MS indican identificación poco fiable (<1.69), identificación de 
género (1.70 -1.99) e identificación de especie (>2.00). La identificación de género por análisis de la secuencia del ARNr 16S se realizó por comparación de las 
secuencias parciales de los aislamientos representativos de cada grupo Box con secuencias de referencias de la base de datos RDP (The ribosomal database Project), 
entre paréntesis se indica el % de identidad con la especie tipo del género más relacionado. nd= no determinado  
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Hasta hace poco más de una década, estaba aceptado que las relaciones simbióticas entre las 

especies de Lotus y sus microsimbiontes eran altamente específicas y que estos se limitaban 

principalmente a especies de los géneros Mesorhizobium y Bradyrhizobium, diferenciables por 

características tales como el tiempo de crecimiento bajo condiciones de cultivo y por su asociación 

con un determinado grupo de especies de Lotus. Los simbiontes con tiempos de crecimiento rápido, 

denominados genéricamente como M. loti (en referencia a la cepa tipo M. loti NZP2213T), son los 

simbiontes habituales del grupo L. corniculatus (L. corniculatus, L. tenuis y L. japonicum), mientras 

que los de crecimiento lento Bradyrhizobium sp. interactúan habitualmente con el grupo L. uliginosus 

(L. uliginosus, L. subbiflorus y L. angustissimus) (Jarvis et al., 1982; Jordan et al., 1982; Saeki y 

Kouchi et al., 2000).  

En la actualidad, la extensión de los análisis de comunidades de rizobios en especies de Lotus 

naturalizadas, sumado al uso de herramientas bioinformáticas para el análisis de genes con valor 

taxonómico y de genomas, ha evidenciado la complejidad taxonómica de los simbiontes de Lotus, 

que incluiría al menos 20 especies de cinco géneros: Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Rhizobium, 

Ensifer y Aminobacter (Lorite et al., 2018). En concordancia con lo reportado, un estudio previo 

realizado por nuestro grupo en el que se analizó la diversidad taxonómica de rizobios de L. tenuis 

cultivados en 3 suelos diferentes de la Pampa Deprimida del Salado (media loma,  bajo dulce y bajo 

alcalino salino), señaló que aproximadamente el 60% de los aislamientos estaban filogenéticamente 

relacionados con distintas especies del género Mesorhizobium (M. loti, M. amorphae, M. 

mediterraneum y M. tianshanense) mientras que el 40% restante se relacionó  con especies de los 

géneros Rhizobium, Agrobacterium, así como un único aislamiento del género Aminobacter (Cepa 

BA135). Cabe resaltar que en dicho estudio se identificó por primera vez a un rizobio simbionte de 

L. tenuis del género Aminobacter, a pesar de que habitualmente este género se comporta como 

saprófito del suelo (Estrella et al., 2009). Por otra parte, si bien en dicho estudio no se encontró una 

relación particular entre la identidad del aislamiento y el tipo de suelo de procedencia, cabe resaltar 

que la cepa Aminobacter sp. BA135 fue aislada de los suelos alcalino-salinos de la Pampa Deprimida 

del Salado al igual que las cepas identificadas como Aminobacter sp. A65, A66, A67, A68 y A69 de 

este trabajo de Tesis (Tabla IV.2). En este sentido, el hallazgo de nuevas cepas del género 

Aminobacter en los suelos de la localidad de Ayacucho sugieren que el aislamiento BA135, reportado 

por Estrella y col. (2009) no sería un caso aislado, sino que, por el contrario, probablemente se trate 

de un taxón habitual en la comunidad de rizobios que coloniza los nódulos de L tenuis en los suelos 

alcalino-sódicos.  

En relación a las cepas del género Phyllobacterium reportadas en este estudio (A4, A7), cabe 

destacar que hasta el presente no se había reportado la presencia de rizobios del género 

Phyllobacterium en los nódulos de L. tenuis. Se sabe que algunas especies de este género pueden 
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encontrarse frecuentemente asociadas a plantas ya sea como endófitos (Mergaert et al., 2002; Flores-

Feliz et al., 2013, Valverde et al., 2005) o habitando el rizoplano (Mantelin et al., 2006). 

Recientemente la especie Phyllobacterium loti (cepa tipo S658T) descrita por Sanchez y col. (2014), 

fue aislada de nódulos de L. corniculatus en Uruguay, sin embargo, resultó incapaz de inducir la 

formación de nódulos por lo que es probable que necesite asociarse a un rizobio simbionte de esta 

leguminosa para colonizar dicho órgano.  

Los resultados que surgen de este trabajo de tesis y de estudios previos realizados por nuestro 

grupo demuestran la dominancia del género Mesorhizobium entre los simbiontes de L. tenuis en la 

región de la Pampa Deprimida del Salado y la presencia, aunque en menor proporción, de rizobios de 

otros géneros, entre ellos, taxones considerados “no convencionales” como Aminobacter y 

Phyllobacterium, reportados en este estudio. El hallazgo de estas últimas resulta interesante, ya que 

podrían significar una oportunidad de explorar nuevas cepas con capacidades adaptativas diferentes.  

 Entre los causales más importantes que explican la diversidad taxonómica en los rizobios, se 

destaca la Transferencia Horizontal de Genes (THG), que mediante el traslado de clusters de genes 

simbióticos desde un organismo a otro, permite al organismo receptor la ganancia de funciones 

adaptativas que resultan ventajosas para la supervivencia bajo ciertas condiciones mediombientales 

(Languille et al., 2008, Andrews et al., 2018). Los primeros indicios de THG de elementos 

simbióticos codificados en islas genómicas en rizobios fueron descritos por Sullivan y col. (1995, 

1998), quienes demostraron que bacterias aisladas de un campo inicialmente desprovisto de rizobios 

nativos, eran capaces de nodular L. corniculatus. Tales aislamientos contenían una región simbiótica 

idéntica a la cepa M. japonicum R7A inoculada originalmente 7 años antes, demostrando que 

bacterias adaptadas a las condiciones locales del suelo pueden evolucionar y convertirse en rizobios 

simbiontes de leguminosas, en un solo paso, por la adquisición de genes simbióticos por mecanismos 

de THG. Mediante el análisis filogenético de los genes simbióticos (simbiovares), es posible inferir 

potenciales eventos de THG y distinguir subgrupos simbióticamente distintos dentro de una misma 

especie de rizobios, o distinguir diferentes especies que comparten un mismo clúster de genes 

simbióticos por efecto de eventos de transferencia lateral de la información simbiótica (Roger et al., 

2011).  

Las primeras evidencias de eventos de THG de genes simbióticos en bacterias que colonizan nódulos 

en los bajos salinos alcalinos de la Pampa Deprimida del Salado fueron reportados por Estrella y col. 

(2009), quienes observaron un alto nivel de conservación de las secuencias nucleotídicas de genes 

simbióticos (nodC y nifH) entre rizobios de L. tenuis de distintos taxones. En ese sentido, resultaría 

interesante a futuro extender los análisis para determinar el ancestro común de los genes simbióticos 

en los aislamientos novedosos aquí reportados. 
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 Como se mencionó anteriormente, además de los 126 rizobios, obtuvimos 12 cepas que al 

evaluar su infectividad in vitro resultaron incapaces de inducir la formación de nódulos, por lo que 

podría tratarse de presuntos endófitos. No obstante, debido a que no se incluyeron en la identificación 

taxonómica no fue posible determinar su identidad por lo que ignoramos si se trata de bacterias 

endófitas “no-rizobios” o “rizobios endófitos no nodulantes”, estos últimos referidos a bacterias de 

géneros usualmente simbióticas (p.ej. Rhizobium), pero que no son infectivos en la planta huésped ya 

sea porque requieren condiciones diferentes para nodularlas a las que representa un sistema in vitro 

o porque han perdido uno o varios genes simbióticos esenciales.  

Desde el primer hallazgo de una bacteria distinta a Rhizobium –ahora denominadas endófitos- 

identificada como Agrobacterium radiobacter, en nódulos de trébol rojo (Beijerinck y Van Delden, 

1902), la frecuencia y diversidad taxonómica de este tipo de bacterias se ha incrementado 

enormemente. La revisión publicada por Velázquez y col. (2013), evidencia la amplia diversidad de 

las especies de endófitos de nódulos de leguminosas, dispersos entre bacterias Gram-negativas del 

filo Proteobacteria, principalmente de la clase alpha-proteobacteria y entre dos filo Gram-positivos: 

Actinobacteria y Firmicutes. Entre los endófitos “no-rizobios” documentados en nódulos de 

leguminosas se encuentran bacterias de los géneros Agrobacterium, Arthrobacter, Acinetobacter, 

Bacillus, Enterobacter, Micromonospora, Mycobacterium, Paenibacillus, Pseudomonas, 

Stenotrophomonas (Velázquez et al., 2013, Peix et al., 2015). Y aunque no se espera encontrar la 

presencia de genes nod en estos géneros, sí se ha reportado la presencia del gen nifH en cepas de los 

géneros Microbacterium, Agromyces, Starkeya y Phyllobacterium (Zakhia et al., 2006).   

Por su parte, la presencia de rizobios endófitos no formadores de nódulos también se ha 

documentado. Por ejemplo, en la caracterización de 154 microsimbiontes asociados a diferentes 

especies de Vicia, si bien se observó la presencia de un gran número de simbiontes noduladores 

efectivos de Rhizobium leguminosarum, también se evidenció la presencia de cepas endófitas no 

nodulantes, de las cuales 22 cepas estaban filogenéticamente relacionadas con R. leguminosarum 

biovar viciae. Interesantemente estos endófitos no nodulantes carecían de genes simbióticos (Lei et 

al., 2008). Adicionalmente la presencia de rizobios en otros órganos diferentes al nódulo también ha 

sido reportado. Un análisis de diversidad de endófitos asociados a trébol rojo evidenció la presencia 

sistémica de especies de Rhizobium, tanto en hojas como en raíz (Sturtz et al., 1997). Lo que indicaría 

que el hallazgo de rizobios no estaría limitado a la rizofera y raíz de las plantas.  

En vista del frecuente hallazgo de endófitos de nódulos, un análisis combinado de técnicas 

microbiológicas y moleculares de la población bacteriana de los nódulos de leguminosas nativas, 

demostró la existencia de bacterias endófitas no nodulantes co-habitando con rizobios no cultivables, 

lo que hipotéticamente explicaría su presencia en el nódulo a cuenta de la carencia de genes 

simbióticos en bacterias endófitas (Muresu et al., 2008)  
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Hasta hace un tiempo el rol de los endófitos dentro de los nódulos no era tomado en cuenta, 

sin embargo, estudios recientes evidencian las características PGPR de estos, sugiriendo su potencial 

efecto sinérgico en la mejora de la “performance” de los huéspedes. En condiciones de salinidad, el 

efecto de dos aislamientos endófitos no noduladores de Vigna unguiculata (1E) y Glycine max (26E) 

con características PGPR in vitro se evidenció mediante la mejora de crecimiento y aumento 

significativo del peso seco de la raíz, el índice de clorofila, la concentración de fósforo de la raíz y el 

peso de 1000 granos en plantas de trigo en comparación con las plantas no inoculadas (Bakhtiyarifar 

et al., 2021). Otro estudio reciente en Lotus parviflorus reveló, entre los aislamientos de nódulos, la 

presencia de bacterias no nodulantes de las clases alpha- (Rhizobium/Agrobacterium), beta- 

(Massilia) y gamma-proteobacteria (Pseudomonas, Lysobacter, Luteibacter, Stenotrophomonas y 

Rahnella). Algunos de ellos mostraron características PGPR como la producción de enzimas líticas, 

actividad antagonista, solubilización de fosfato o producción de sideróforos (Soares et al., 2020). 

Cabe mencionar que hasta el momento no se han explorado las poblaciones bacterianas diferentes a 

rizobios cultivables presentes en los nódulos de L. tenuis. No obstante, en vista de la obtención de 12 

aislamientos no nodulantes, resultaría interesante a futuro extender y profundizar el estudio de los 

microorganismos endófitos de nódulos en L. tenuis. 
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Siguiendo con el objetivo de aislar rizobios tolerantes a condiciones alcalino-salinas, se 

evaluó su comportamiento in vitro en condiciones restrictivas. Para ello se seleccionó un 

representante de cada grupo BOX (Tabla IV.3) para analizar su tolerancia a condiciones de salinidad 

(S1 = 100mM NaCl, S2 = 200mM NaCl, S3 = 300mM NaCl), alcalinidad (A1 = pH 8.0, A2= pH 8.5) 

y salinidad-alcalinidad (M1 = 8.0 + 100mM NaCl, M2 = 8.0 + 150 mM NaCl). Las pruebas se 

realizaron mediante la técnica de diluciones en gota “Drop plate”, de cultivos individuales de cada 

aislamiento en medio TY modificado (Figura IV.3). El crecimiento bacteriano se clasificó de la 

siguiente manera: Tolerante = (++), Tolerancia reducida = (+), Afectado = (- -), Sensible = (---), según 

el criterio descrito en II.5.4. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura IV.3. Imágenes referenciales de la prueba de tolerancia a condiciones salinas, alcalinas y salino-
alcalinas. El ensayo se realizó mediante la técnica de diluciones seriadas en gota de los cultivos de aislamientos 
individuales en medio de cultivo TY (Control) o TY modificado (A= pH 8 + 100mM NaCl, B = pH 8 + 150mM 
NaCl). El orden de las diluciones se muestra de derecha a izquierda desde la dilución más baja hasta la más alta  

Como se describe en la Tabla IV.3, en condiciones salinas el 30.9% de los aislamientos 

evaluados mostró un fenotipo de tolerancia o de tolerancia reducida a 100 mM de NaCl (S1) y solo 

el 3.6% resultó tolerante a 200 mM NaCl (S2 y S3). En cuanto a los tratamientos de alcalinidad, 

aproximadamente el 50% evidenció tolerancia o tolerancia reducida a pH 8.0 (A1), mientras que a 

pH 8.5 la población tolerante se redujo al 16.3%. Si bien se contabilizaron 14 aislamientos (25.4%) 

capaces de tolerar salinidad (100 mM NaCl) y alcalinidad (pH 8.0 y/o 8.5) de forma independiente, 

ninguno de ellos fue capaz de crecer cuando ambos factores de estrés se combinaron (M1 y M2) a 

excepción de la cepa A65, la cepa representante del grupo genotípico LV, que fue capaz de crecer en 

todas las condiciones ensayadas (Figura IV.3). 

 

 

CONTROL A B 
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Tabla IV.3. Descripción del fenotipo de tolerancia en condiciones salinas, alcalinas y salino-alcalinas de los 
rizobios aislados de L. tenuis 
 

Aislamientos 
Grupo 
BOX 

Salinidad Alcalinidad  Salinidad y Alcalinidad 
S1 S2 S3 A1 A2 M1 M2 

P264 I  +   - - -  - - -  + +   + +   - - -  - - - 
P265 II  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 
P246 III  - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 
P228 IV  +   - - -  - - -  + +   - - -  - - -  - - - 
P249 V  +   - - -  - - -  + +   +   - - -  - - - 

MA146 VI  +   - - -  - - -  + +   + +   - - -  - - - 
P225 VII  +   - - -  - - -  + +   + +   - - -  - - - 
P224 VIII  +   - - -  - - -  + +   + +   - - -  - - - 

P258  VIX  +   - - -  - - -  + +   + +   - - -  - - - 

P252  X  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 
P244 XI  - - -  - - -  - - -  + +   - - -  - - -  - - - 
A30 XII  +   - - -  - - -  + +   + +   - - -  - - - 
P270 XIII  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 
P230 XIV  - - -  - - -  - - -  +   - - -  - - -  - - - 
P237 XV  +   - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 
A21 XVI  - -  - - -  - - -  + +   +   - - -  - - - 
A20 XVII  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 
A4 XVIII  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 

P240  XIX  - -  - - -  - - -  - -  - - -  - - -  - - - 
P248 XX  - -  - - -  - - -  - -  - - -  - - -  - - - 

A18 XXI  - -  - - -  - - -  + +   - - -  - - -  - - - 

MA161 XXII  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 

A40 XXIII  - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 

MA166 XXIV  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 
A1 A5 XXV  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 
A12 XXVI  - - -  - - -  - - -  + +   - - -  - - -  - - - 
A13 XXVII  - - -  - - -  - - -  + +   - - -  - - -  - - - 

MA135 XXVIII  + +   - - -  - - -  + +   - - -  - - -  - - - 

MA163 XXIX  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 

A39 XXX  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 

MA160 XXXI  - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 
A7 XXXII  + +   - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 

P238 XXXIII  + +   +   - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 
A32 A33 XXXIV  +   - - -  - - -  + +   - - -  - - -  - - - 
MA170 XXXV  - -  - - -  - - -  + +   - -  - - -  - - - 

A34 XXXVI  +   - - -  - - -  + +   - - -  - - -  - - - 
A17 XXXVII  - -  - - -  - - -  + +   - - -  - - -  - - - 

MA128 XXXVIII  + +   - - -  - - -  + +   - - -  - - -  - - - 
MA169 XXXIX  - -  - - -  - - -  + +   - -  - - -  - - - 

A31 P243 XL  + +   - - -  - - -  + +   - - -  - - -  - - - 
MA144 XLI  - -  - - -  - - -  + +   - -  - - -  - - - 
MA172 XLII  - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 

A8 XLIII  - -  - - -  - - -  + +   - - -  - - -  - - - 

P235 XLIV  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 

A43 XLV  - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 

MA164 XLVI  - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 
MA142 XLVII  - -  - - -  - - -  + +   - -  - - -  - - - 

A42 XLVIII  - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 
MA167 XLIX  - -  - - -  - - -  + +   - - -  - - -  - - - 

P247 L  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 
MA125 LI  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - -  - - - 

A16 LII  - -  - - -  - - -  + +   - -  - - -  - - - 
MA126 LIII  - -  - - -  - - -  - -  - -  - - -  - - - 

P267 LIV  - - -  - - -  - - -  - -  - - -  - - -  - - - 
A65  LV  + +   + +   +   + +   + +   + +   + +  

n = Número de Aislamientos; S1: 100mM NaCl, S2: 200mM NaCl, S3: 300mM NaCl, A1: 8.0, A2: 8.5, M1: pH 8.0 + 
100mM NaCl, M2: pH 8.0 + 150mM NaCl. La asignación del fenotipo fue la siguiente: Tolerante (++), Tolerancia reducida 
(+), Afectado (--), Sensible (---) 
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Según el comportamiento de los aislamientos frente a cada condición de estrés individual 

(salinidad o alcalinidad), la salinidad pareciera afectar más el crecimiento que la alcalinidad, teniendo 

en cuenta la proporción de tolerantes registrada en cada condición ensayada (30.9 y 3.6% de tolerantes 

o tolerancia reducida a 100 y 200 mM NaCl, respectivamente frente al 50% y 16.3% de tolerantes o 

con tolerancia reducida a pH 8.0 y pH 8.5, respectivamente). En los ensayos de salinidad se observó 

incluso una reducción drástica del número de tolerantes conforme se incrementan las concentraciones 

de 100 a 200 mM NaCl. Por otro lado, si bien a pH 8.0 aproximadamente el 50% de la población de 

rizobios creció sin dificultad, es importante tener en cuenta que dicho valor se encuentra por debajo 

del valor característico de los suelos alcalinos-sódicos de la región de la Pampa Deprimida del Salado 

(pH > 8.5). Los rizobios tolerantes a pH 8.5 a su vez crecieron a 100mM de salinidad (P264, MA146, 

P225, P224, P258, A30, A65). No obstante, las condiciones mixtas salino-alcalinas (M1 y M2) 

afectaron el crecimiento de casi la totalidad de aislamientos a excepción de A65 (grupo box, LV).  

  En contraste con lo observado con las bacterias solubilizadoras de fosfato (capítulo III), se 

observó que la probabilidad de encontrar rizobios tolerantes a estrés salino-alcalino (al menos en 

condiciones in vitro) es significativamente menor, lo que sugiere a priori la necesidad de un mayor 

esfuerzo de muestreo para poder obtener un mayor número de rizobios simbiontes de L. tenuis 

tolerantes a condiciones salino-alcalinas. Por otro lado, la reducción drástica del crecimiento refleja 

la dificultad que tienen los rizobios para la formación de colonias bajo las condiciones ensayadas. 

Estos resultados concuerdan con lo reportado en varios estudios, en los que se muestra un efecto 

inhibitorio mayoritario en las poblaciones rizobianas a partir de los 100 mM de NaCl (Lippi et al., 

2000; Maatallah et al., 2002; Zurayk et al., 1998). Un estudio sostiene la existencia de una correlación 

entre la velocidad de crecimiento del rizobio y la tolerancia a salinidad (Odee et al., 1997). En ese 

sentido los rizobios de crecimiento intermedio (como Mesorhizobium), podrían ser menos tolerantes 

que aquellos de rápido crecimiento (como Rhizobium). En un análisis de 18 cepas tipo del género 

Mesorhizobium, se observó que la mayoría de ellas son poco tolerantes a salinidad a 1.5 y 3.0% de 

NaCl y totalmente sensibles a pH 9.0 (Laranjo y Oliverira, 2011). En concordancia, observaciones 

similares se describen para la población de Mesorhizobium asociada a Lotus lancerottensis aislados 

de suelos alcalinos en Lanzarote (Islas Canarias), que evidenciaron mayor sensibilidad a condiciones 

alcalinas (pH 9) (Leon-Barrios et al., 2017). No obstante, mediante los estudios de prospección, es 

posible hallar cepas de Mesorhizobium adaptadas a las características edáficas del ambiente que 

colonizan (Sannazzaro et al., 2018, Singh et al., 2016, Wei et al., 2008). Incluso algunas de ellas con 

potencial efecto promotor en suelos estresantes. En este aspecto es importante traer a colación lo 

observado en el apartado III.5 del capítulo anterior, en donde el uso de la cepa Mesorhizobium 

sanjuanii BSA136 (Estrella et al., 2009, Sannazzaro et al., 2018) promovió positivamente el 
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crecimiento de L. tenuis en suelo restrictivos y mejoró significativamente en combinación con otra 

bacteria con características PGPR.  

 Si bien, a priori, es esperable que el comportamiento de las bacterias bajo condiciones in 

vitro sea extrapolable a los sistemas in vivo, la complejidad de los suelos y la plasticidad de los 

mecanismos de respuesta de los microorganismos, requiere de la validación de los fenotipos in vitro 

en sistemas in vivo. En ese aspecto, con el fin de evaluar lo observado en condiciones in vitro, se 

evaluó la persistencia de cepas seleccionadas en suelos provenientes de los bajos alcalino-sódicos. 
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De acuerdo a los resultados de la Tabla IV.3, se reconocieron 5 grupos con comportamientos 

fenotípicos diferentes: Rizobios sensibles a todas las condiciones (A), rizobios tolerantes a salinidad 

y alcalinidad por separado (B), tolerantes a salinidad, alcalinidad y salinidad + alcalinidad (C), 

tolerantes a alcalinidad (D) y tolerantes a salinidad (E). De cada grupo se seleccionaron 

aleatoriamente 2 aislamientos para evaluar su comportamiento en el suelo restrictivo. El suelo 

alcalino-sódico estéril fue inoculado con cultivos en fase exponencial de cada aislamiento e incubado 

bajo condiciones controladas durante 28 días, haciendo recuentos en 3 momentos, T1= Día 7, T2 = 

Día 14 y T3 = Día 28. Adicionalmente se cuantificaron las UFC/ml presentes en el inóculo inicial (Ii).  

 

Tabla IV.4. Ensayo de supervivencia en suelo alcalino-sódico.  

    UFC/gramo de suelo 

CEPA Grupo Ii 
T1 T2 T3 

MA153 
A 

1,4 x 107 (a) 1,6x106 (b)  2,4x104 (c) 1,3x104 (c) 

A37 nd nd nd nd 

P264 
B 

4x106 1,17x106 2,25x106 1,3x106 

A26 2x106 (a) 4,5x105 (b) 1,5x106 (ab) 1,5x106 (ab) 

A65 
C 

3x106 (a) 1,50x106 (a) 2,4x106 (a) 1,43 x106 (a) 

A67 3x106 (a) 1,01x106 (a) 1,5x106 (a) 2,0x106 (a) 

A44 
D 

2,3x107 (c) 2,05x105 (ab) 1x106 (b) 1,5x105 (a) 

A24 2x106 (a) 1x104 (b) 1x106 (ab) 2x105 (ab) 

P241 
E 

3x106 (b) 1x106 (ab) 8x104 (a) 9x104 (a) 

MA148 1,3x106 (b) 1x106 (b) 7,5x104 (ab) 8x104 (a) 

  Control 0 0 0 0 

Ii: Inóculo inicial, T1= día 7, T2 = día 15, T3 = día 28; nd = no determinado. Los resultados representan la media 
aritmética de 2 réplicas biológicas. Los valores fueron analizados mediante ANOVA seguido del test de Tukey 
como post-hoc. Las letras diferentes indican diferencias estadísticas significativas (p≤0.05) de los tratamientos 

a los distintos tiempos. 

 En la tabla IV.4 se detallan los resultados de la cuantificación de la UFC/gramo de suelo 

respecto al tiempo de incubación. Tal como se menciona anteriormente, 2 representantes por cada 

grupo fenotípico fueron seleccionados para esta evaluación. No obstante, no fue posible cuantificar 
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las UFC/gramo de suelo de la cepa A37, por un evento de contaminación externa.  Como punto de 

partida se observa la disminución significativa de entre uno y dos órdenes en la cuantificación de 

células viables a los 7 días post inoculación (T1) en los grupos A (sensibles) y D (tolerantes 

alcalinidad). Entre ellos, el grupo A disminuye su población hasta en 3 órdenes a lo largo de T2 y T3, 

mientras que el grupo D parece mantener su población ya que no muestra cambios significativos en 

T2 y T3. Por otro lado, los grupos B (tolerantes a salinidad y alcalinidad), C (tolerante a salinidad, 

alcalinidad y salinidad + alcalinidad) y E (tolerantes a salinidad) no muestran reducción a T1 (excepto 

A26), no obstante, solo los grupos B y C mantienen una población constante, mientras que el grupo 

E reduce su población hasta en dos órdenes en T2 y T3. Es destacable el comportamiento de los 

aislamientos del grupo C, cualificados como tolerantes a todas las condiciones ensayadas, ya que no 

evidenciaron cambios en las células viables a lo largo de los tiempos evaluados. En ese sentido, estos 

resultados a priori parecen guardar relación con lo observado en condiciones de evaluación in vitro, 

en donde las cepas con fenotipo sensible (total o parcial a una sola condición) disminuyen su 

población inicial significativamente mientras que aquellos de fenotipo más tolerante, la mantienen. 

Asimismo, como dato adicional (no mostrado) es importante resaltar que el recuento de UFC en el 

medio de cultivo post rescate se realizó a los 5 días en todos los casos. No obstante, solo en las cepas 

del grupo C se observó el crecimiento total de colonias en todas las diluciones a partir de las 72 horas. 

Ello sugiere las notables diferencias fisiológicas de las cepas del grupo C en cuanto al crecimiento en 

comparación con el resto de cepas evaluadas. 

Algunos estudios han evidenciado el efecto de las condiciones del suelo en las poblaciones 

de cepas de Rhizobium, destacando la reducción que sufren estas poblaciones bajo diferentes 

situaciones. Por ejemplo, el número de células viables de cepas de R. leguminosarum simbiovar viciae 

(RC1001, 1044 y Okadin) se reduce significativamente en condiciones de suelo salinizado a 1 y 2% 

de NaCl a partir del primer mes de evaluación. Efectos similares se observan en R. leguminosarum 

biovar cepa ANU 843 en suelos contaminados con Zn luego de 28 días de inoculación (Abd-alla y 

Wahab, 1995, Broos et al., 2005). En concordancia  con lo observado, un estudio en cepas de 

Rhizobium aisladas de diferentes leguminosas en suelos afectados por sal, evidenció que cepas con 

fenotipos sensibles -cualificadas según su crecimiento en medio cultivo con altos valores de 

conductividad eléctrica- mostraron una disminución en el número de células viables a partir de los 27 

días post-inoculación cuando fueron inoculados en suelo salino, mientras que aquellas cualificadas 

como tolerantes mantuvieron el número de células viables durante el periodo de evaluación (Singleton 

et al., 1982).  

A diferencia de los trabajos realizados en rizobios durante su etapa simbiótica con 

leguminosas, que han sido extensamente estudiados incluso bajo condiciones de estrés (Gulati, 2018, 

Karmakar et al., 2015, Lebrazi y Benbrahim, 2014), los estudios sobre su comportamiento en 
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condiciones de vida libre (como saprófitos) son muy escasos. Sin embargo, esta etapa es 

extremadamente relevante, ya que el éxito que pueda tener cualquier bioinsumo en cultivos de interés 

agrícola depende fuertemente de la capacidad de supervivencia de los microorganismos que lo 

componen, en las condiciones del suelo donde se aplican.  

Algunos géneros bacterianos como Bacillus, Streptomyces y Clostridium han desarrollado 

células especializadas, como esporas, que contienen al citoplasma deshidratado encapsulado bajo 

múltiples capas protectoras, permitiéndole resistir las condiciones ambientales extremas, mientras 

que otras como Staphylococcus aureus entran en un estado de reducción de funciones vitales a lo 

mínimo necesario para la viabilidad celular (Gray et al., 2019, Watson et al., 1998). No obstante, a 

diferencia de estos taxones, la mayoría de los géneros de rizobios, está compuesta por organismos no 

formadores de esporas y las hipótesis más sólidas indican que estos microorganismos pueden 

sobrevivir al entorno del suelo gracias a su capacidad para formar biopelículas en superficies abióticas 

o bióticas (Rinaudi et al., 2006, Fujishige et al., 2006, 2008). 

Las biopelículas son agregados celulares bacterianos altamente complejos, encapsulados en 

una matriz de polímeros extracelulares, adheridos generalmente a superficies sólidas (Solanki et al., 

2019). Y las bacterias que la componen se conectan entre sí por las fibras de los polisacáridos y otros 

biopolímeros, que proporcionan fuerzas cohesivas, nutrientes y protección frente a condiciones 

ambientales adversas (Emanuel et al., 2010). Se sugiere a la producción de exopolisacáridos (EPS), 

componentes esenciales de las biopelículas, como una de las respuestas bacterianas más extendidas 

frente a diferentes condiciones de estrés abiótico (Qurashi y Sabri, 2012; Zhang et al., 2020). En el 

caso particular de los rizobios, cumplen además un rol importante en la interacción con la planta 

huésped. En Sinorhizobium meliloti se ha demostrado que la deficiencia en la producción de EPS 

afecta no solo el desarrollo normal de la estructura de la biopelícula sino también interfiere en la 

capacidad infectiva (Fujishige et al., 2006). Todo ello sugiere la complejidad del comportamiento de 

los rizobios cuando se enfrentan a las condiciones ambientales del suelo. Si bien hay una 

correspondencia entre el comportamiento in vitro y en el suelo restrictivo, es necesario ser cautelosos 

con la extrapolación de resultados entre un sistema y otro.  

A partir de los análisis realizados y basándonos en el comportamiento observado tanto in 

vitro como en suelo, se seleccionó a la cepa A65 (representante del grupo genotípico LV) para 

profundizar en los estudios de identificación taxonómica, por sus características destacadas en cuanto 

a tolerancia y supervivencia en condiciones alcalino-sódicas. 
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Como se precisó anteriormente, A65 es una cepa promisoria para el desarrollo de 

biofertilizantes a ser aplicados en suelos con condiciones restrictivas. Por lo tanto, nos propusimos 

precisar su identidad taxonómica mediante un análisis filogenético del marcador taxonómico ARNr 

16S usando secuencias de referencia de los grupos taxonómicos más relacionados del orden 

Rhizobiales, en base a lo reportado por diversos autores (Velazquez et al., 2017; Rivas et al., 2009; y 

Estrella et al., 2009).  

  La cepa A65 se agrupó dentro del clúster formado por especies del género Aminobacter, junto 

con la cepa BA135, aislada previamente de nódulos de L. tenuis cultivados en condiciones controladas 

en suelos alcalino-sódicos (Estrella et al., 2009), y la cepa Aminobacter ciceronei DSM15910T. Cabe 

resaltar que estas cepas forman parte de un mismo clado conjuntamente con cepas de los géneros 

Mesorhizobium y Phyllobacterium, todos ellos dentro de la familia Phyllobacteriaceae (Figura 4.4). 

El porcentaje de similitud entre la cepa A65 y la cepa Aminobacter ciceronei DSM15910T reveló 

valores 99.41% a nivel del ARNr 16S. No obstante, como se explica en el apartado III.3, debido a la 

resolución limitada de este gen para lograr la identificación a nivel de especie, resultó necesario el 

uso de marcadores taxonómicos adicionales (Peix et al., 2015).  

Dentro del grupo de los rizobios, los genes “housekeeping” más utilizados incluyen atpD, 

dnaK, glnII, gltB, gyrB, recA, rpoA, rpoB, trpB (Delamuta et al., 2012; Ribeiro et al., 2009, 2012; 

Dall’Agnol et al., 2017; Helene et al., 2015, 2017, 2019). De todos estos, para precisar la posición 

taxonómica de A65 dentro del género Aminobacter sp, se seleccionaron como marcadores 

filogenéticos a los genes glnII y dnaK, (Figura 4.5).  Además, la cepa Aminobacter BA135, simbionte 

de L. tenuis y previamente aislada de los bajos alcalino sódicos (Estrella et al., 2009), se incluyó en 

esta comparación.   

  El árbol MLSA (Figura IV.5) agrupó a la cepa A65 en el mismo clado con la cepa de A. 

ciceronei DSM15910T y la cepa simbionte BA135. Estos resultados nos permiten inferir que tanto la 

cepa A65 como la cepa BA135 corresponden a miembros de la especie Aminobacter ciceronei. 
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Figura IV.4. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en secuencias del gen ARNr 16S (670 
nucleótidos) que muestra la posición de la cepa A65 (indicada en negrita) dentro del género Aminobacter 
(números de acceso detallados en anexo VI.8.2). El árbol fue reconstruido usando el modelo Kimura-2-
parámeter (G + I). Los valores de bootstrap calculados para 1000 réplicas se indican en los nodos. Los valores 
superiores al 50% en el que los taxones asociados se agrupan se muestran junto a las ramas. Los números de 
acceso de las secuencias utilizadas se muestran entre paréntesis. 

 

 

 

 

Figura IV.5. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en secuencias de genes concatenados de 
ARNr 16S, dnaK y glnII (1492 nucleótidos) que muestran la posición de las cepas A65 y BA135 (indicadas 
en negrita) dentro del género Aminobacter (números de acceso detallados en el anexo IV8.1). El árbol fue 
reconstruido usando el modelo Tamura-nei y el modelo de distribución gamma (G + I). Los valores de bootstrap 
calculados para 1000 réplicas se indican en los nodos. Los valores superiores al 50% en el que los taxones 
asociados se agrupan se muestran junto a las ramas. Los números de acceso de las secuencias utilizadas se 
muestran entre paréntesis (IV.8.1).
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CEPA REFERENCIA dnaK  glnII 

Aminobacter aganoensis DSM7051T Urakami et al., 1992 NZ_JACHOU010000007.1:119336 - 119075  NZ_JACHOU010000001.1:268330-267770 

Aminobacter aminovorans NCTC10684T Urakami et al., 1992 UFSM01000001.1:687944-688205 UFSM01000001.1:3069248-3069799 

Aminobacter anthyllidis STM4645T Maynaud et al., 2013     

Aminobacter ciceronei DSM15910T McDonald et al., 2005 NZ_JACJHY010000014.1:42698-42959 NZ_JACJHY010000048.1:3760-4320 

Aminobacter lissarensis DSM17454T McDonald et al., 2005 NZ_JACHGI010000002.1:644586-644847 NZ_JACHGI010000001.1:1005882-1006433 

Aminobacter niigataensis DSM7050T Urakami et al., 1992 NZ_JACHOT010000004.1:137218-137479 NZ_JACHOT010000001.1:906163-906723  

Aminobacter sp. BA135 Estrella et al., 2009 data no publicada data no publicada 
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Cepa   Acceso Cepa   Acceso 

Aminobacter aganoensis DSM7051T NR028876 Mesorhizobium oceanicum B7T  KT157593 

Aminobacter niigataensis DSM7050T NR025302 Mesorhizobium soli NHI-8T KC484966 

Aminobacter ciceronei DSM15910T NR041700 Phyllobacterium trifolii PETP02T AY786080 

Aminobacter  sp. BA135 EU748914 Devosia neptuniae J1T AF469072 

Aminobacter lissarensis  DSM 17454T AF107722 Ensifer kostiense HAMBI 1489T Z78203 

Aminobacter anthyllidis STM4645T FR869633 Ensifer fredii ATCC35423T D14516 

Aminobacter aminovorans NCTC10684T NZ_UFSM01000001 Ensifer americanum CFNEI156T NR025251 

Mesorhizobium shangrilense CCBAU 65327T EU074203 Ensifer xinjiangensis CCBAU110T AF250354 

Mesorhizobium qingshengii CCBAU33460T JQ339788 Ensifer medicae A321T L39882 

Mesorhizobium ciceri UPM-Ca7T U07934 Ensifer meliloti LMG6133T X67222 

Mesorhizobium loti LMG6125T X67229 Ensifer adhaerens Lc04T EU928872 

Mesorhizobium kowhaii ICMP19512T KC237394 Rhizobium daejeonense L61T AY341343 

Mesorhizobium newzealandense ICMP 19545T KC237410 Rhizobium giardinii H152T U86344 

Mesorhizobium alhagi CCNWXJ12-2T EU169578 Rhizobium rhizogenes ATCC11325T AY945955 

Mesorhizobium chacoense PR5T AJ278249 Rhizobium hainanense I66T U71078 

Mesorhizobium olivaresii CPS13T FM203302 Rhizobium tropici CIAT 899T U89832 

Mesorhizobium mediterraneum LMG17148T AM181745 Rhizobium leguminosarum USDA2370T U29386 

Mesorhizobium muleiense CCBAU83963T HQ316710 Rhizobium fabae CCBAU33202T DQ835306 

Mesorhizobium wenxiniae WYCCWR 10195T KX132877 Rhizobium phaseoli ATCC14482T EF141340 

Mesorhizobium caraganae CCBAU11299T EF149003 Rhizobium etli CFN42T U28916 

Mesorhizobium helmanticense CSLC115NT KT899885 Rhizobium oryzae Alt505T EU056823 

Mesorhizobium sanjuanii BSA136T MF979853 Methylobacterium nodulans ORS2060T NR027539 
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Mesorhizobium tarimense CCBAU83306T EF035058 Bradyrhizobium betae pl7hg1T AY372184 

Mesorhizobium acaciae RITF741T NR137366 Bradyrhizobium canariense BTA-1T AJ558025 

Mesorhizobium amorphae ACCC19665T AF041442 Bradyrhizobium jicamae PAC68T AY624134 

Mesorhizobium erdmanii USDA 3471T KM192334 Bradyrhizobium japonicum LMG6138T S46916 

Mesorhizobium japonicum MAFF303099T NC002678 Burkholderia sabiae Br3407T AY773186 

Mesorhizobium jarvisii ATCC33669T KM192335 Burkholderia mimosarum PAS44T AY752958 

Mesorhizobium waimense ICMP 19557T KC23787 Burkholderia tuberum STM678T AJ302311 

Mesorhizobium huakuii NBRC15243T D13431     
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Las condiciones ambientales del suelo son factores críticos para el crecimiento, 

multiplicación y supervivencia de los rizobios en el suelo, así como para el establecimiento exitoso 

de la interacción simbiótica con su huésped (Abd-alla, 2014). Tal es la influencia de los factores 

abióticos sobre la composición de la comunidad de rizobios, que puede verse ejemplificada en las 

diferencias que se observan entre los simbiontes de una misma leguminosa que provienen de 

diferentes ubicaciones geográficas (Karmakar et al., 2015). Afortunadamente algunos rizobios 

poseen la capacidad de adecuarse a dichos ambientes mediante el uso de mecanismos adaptativos 

y cambios a niveles fisiológicos, bioquímicos y moleculares (Atieno y Lesueur, 2019; Zhang et al., 

2020; Kajíc et al., 2016) que, junto con las estrategias desplegadas por el huésped, permiten el 

establecimiento exitoso de la relación simbiótica.  

Aunque los estudios sobre estos simbiontes tolerantes se han incrementado en los últimos 

años, muchos de ellos están mayormente centrados en la descripción de la diversidad (McInnes et al., 

2004, Martinez-Romero y Caballero-Mellado, 1996) y en menor medida en la compresión y 

dilucidación de los mecanismos involucrados. Esto último resulta por lo menos interesante, ya que el 

conocimiento y la compresión de estos factores fisiológicos y moleculares de respuesta al estrés de 

los rizobios, puede ser crucial en la selección de cepas con alto potencial para la fijación de nitrógeno 

en ambientes particulares.  

  Entre las estrategias de identificación de genes involucrados en una determinada respuesta, 

una de las más empleadas es la mutagénesis aleatoria, una técnica de evolución dirigida que 

introduce mutaciones puntuales o aleatorias en genomas completos y que proporciona información 

sobre la función puntual de genes bacterianos. No obstante, gracias a los avances en las tecnologías 

de secuenciación masiva y a las herramientas bioinformáticas con las que se cuenta en la actualidad, 

también es posible lograr una comprensión integrada y a escala global del comportamiento de los 

organismos en ambientes complejos (Meena et al., 2017). En particular, los análisis 

transcriptómicos mediante la aplicación de la técnica del RNA-seq, permiten estimar cambios en 

la expresión génica durante la respuesta a condiciones específicas, como lo es el estrés mixto salino-

alcalino, lo que permite inferir los posibles mecanismos involucrados.  

  Teniendo en cuenta la utilidad de estas aproximaciones experimentales, su aplicación al 

estudio de rizobios simbiontes de L. tenuis podría arrojar luz sobre los mecanismos de adaptación de 

estas bacterias en los ambientes alcalino-sódicos. Asimismo, este conocimiento podría contribuir en 

la selección de fertilizantes biológicos más exitosos y en el diseño de nuevas estrategias que faciliten 

el establecimiento y desarrollo de L. tenuis en estos ambientes. Con ese objetivo se llevaron a cabo 
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dos estrategias de estudio complementarias: La obtención de mutantes sensibles a condiciones salinas 

y/o alcalinas por mutagénesis aleatoria, y un estudio transcriptómico en condiciones de estrés salino-

alcalino mediante la técnica de RNA-seq. 

Cabe recordar que los resultados del capítulo IV sobre el análisis de la diversidad de bacterias 

fijadoras de nitrógeno asociadas a L. tenuis en los bajos alcalino-sódicos de la Pampa Deprimida, 

confirmaron la presencia de cepas del género Aminobacter entre la comunidad de simbiontes 

asociados a L. tenuis. Asimismo, el ensayo de caracterización fenotípica de la tolerancia al estrés 

mixto salino-alcalino de los simbiontes aislados, revelaron que los simbiontes de este género 

presentan mayores niveles de tolerancia en comparación con el resto de las cepas pertenecientes a los 

otros géneros encontrados.  

  De acuerdo a esos resultados, se decidió ahondar en el estudio de los mecanismos 

relacionados con la tolerancia al estrés salino-alcalino con el grupo de rizobios más tolerante. Para 

ello se utilizó la cepa Aminobacter sp. BA135 (Estrella et al., 2009) como organismo de estudio, por 

tratarse de un rizobio aislado de nódulos de L. tenuis, taxonómicamente relacionado con las cepas 

identificadas como más tolerantes en este trabajo de Tesis, que a su vez resultó ser tolerante a 

condiciones alcalino-salinas, y por la disponibilidad de su secuencia genómica para realizar estudios 

bioinformáticos. Previo a dichos estudios, fue necesario conocer en detalle la respuesta a las 

condiciones salino-alcalinas de la cepa BA135, para definir las condiciones experimentales más 

adecuadas. 
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La tolerancia implica el crecimiento de células viables en la condición problema de igual o 

similar manera que en la condición neutra o control. Entre las estrategias para determinar la tolerancia 

se encuentran el seguimiento del crecimiento mediante el recuento de células viables (UFC/mL) en 

medio sólido, o mediante la cuantificación de la turbidez (Densidad Óptica, DO600) de cultivos en 

medio líquido. Aquí utilizamos ambas técnicas para evaluar el comportamiento de la cepa BA135. 

 

  Se determinó la tolerancia de BA135 a diferentes condiciones de salinidad (100, 150, 200 y 

300 mM NaCl), alcalinidad (pH 8.0, 9.0 y 10.0) y salinidad-alcalinidad (pH 8.0 + 100 mM NaCl, 8.0 

+ 150 mM NaCl, 9.0 + 100 mM NaCl y 9.0 + 150 mM NaCl) en medio sólido, mediante una 

adaptación del método de recuento de bacterias “drop plate” (goteo en placas) (Miles y Misra, 1938; 

Herigstad et al., 2001; Nogales et al., 2002). Como se observa en la Figura V.1, en condiciones control 

(medio TY) se observó crecimiento en todas las diluciones, observándose la aparición de colonias 

individuales a partir de la dilución 10-6, lisas y con pigmentación melada o amarillo-ocre tras 5 días 

de incubación a 28 ºC.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.1. Tests de tolerancia a condiciones de estrés salino y/o alcalino mediante el método de goteo en placa 
“drop plate”. A partir de un cultivo de BA135 en fase exponencial en TY, se prepararon diluciones seriadas al 

décimo. De cada dilución se aplicaron gotas de 10 µL en placas con cada tipo de estrés. Las diluciones se 
sembraron por duplicado y ordenadas de derecha a izquierda, desde la dilución más baja a la más alta. Las 
placas fueron incubadas a 28°C por 5 días.  
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El crecimiento de BA135 fue similar al control en medio tamponado a pH 8.0 y pH 9.0, mientras que 

prácticamente resultó nulo a pH 10.0 (Figura V.1). Bajo condiciones de salinidad no se observó 

reducción significativa del crecimiento hasta 300 mM NaCl, condición en la que se observó una 

disminución en el tamaño de las colonias y ausencia de crecimiento en las diluciones más altas (Figura 

V.1). Por otro lado, bajo condiciones de estrés combinado (alcalinidad y salinidad) se observó una 

importante reducción del crecimiento a pH 8.0 + 150 mM NaCl, y se observó una inhibición total a 

partir de pH 9.0 + 100 mM NaCl.

  Complementariamente se determinó la cinética de crecimiento de la cepa BA135 en medio 

líquido, bajo diferentes condiciones de salinidad, alcalinidad y salinidad-alcalinidad durante 72 horas. 

Los datos de DO600 permitieron la construcción de las curvas de crecimiento para cada condición 

hasta la fase estacionaria (Anexo V.1), y el cálculo de las variables: tiempo de generación (g), 

capacidad de carga (k) y duración de la fase lag (λ) mediante la ecuación del modelo logístico de 

crecimiento bacteriano (Tabla V.1). Dicho modelo considera la limitación del medio de cultivo para 

cuando la población bacteriana aumenta lo suficiente para ralentizar la tasa de crecimiento. Es así 

que, a partir del modelamiento matemático de la ecuación de crecimiento exponencial, es posible 

inferir el tamaño máximo de la población en un entorno particular (k), el tiempo requerido por las 

bacterias para duplicar su número (g), y el tiempo de ajuste necesario para que las células bacterianas 

se adapten al medio (λ). Adicionalmente en la Tabla V.1 se muestra la densidad óptica máxima 

(DOmax) alcanzada en cada situación. Según el ajuste de las curvas, en las condiciones de salinidad se 

halló un incremento significativo de la fase lag (λ) a partir de 150 mM NaCl. No obstante, los valores 

de DOmax, k y g no se vieron afectados en la mayoría de tratamientos, lo que sugiere que el efecto de 

la salinidad en BA135 (salvo en 300 mM NaCl) determina una extensión de λ de adaptación a la 

situación estresante, período que una vez superado permite tasas de crecimiento similares a la 

condición control. En condiciones alcalinas, no se observó la ampliación de λ a pH 8.0 aunque sí se 

vieron niveles menores de DOmax y k, lo cual contrastó con lo observado a pH 8.5, en donde se registró 

una extensión significativa de λ así como valores mayores de DOmax y k, lo cual resalta el rol 

adaptativo que cumple la fase lag. 
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Por otro lado, en condiciones de estrés mixto (salinidad + alcalinidad) se evidenciaron 

cambios en la duración de la fase lag, la velocidad de duplicación (g) y en los niveles de DOmax y k, 

siendo los tratamientos pH 8.0 + 250 mM NaCl y pH 8.0 + 300 mM NaCl los que produjeron efectos 

más notorios (Anexo V.1. y Tabla V.1). 

Según lo observado, la salinidad no parece limitar el crecimiento de la cepa BA135 en 

ninguna de las condiciones ensayadas, ya que luego de la prolongación de la etapa de adaptación el 

crecimiento en el cultivo líquido fue regular, así como el crecimiento de colonias aisladas en las placas 

hasta 300 mM de NaCl. Las condiciones alcalinas sí parecen tener un efecto negativo en el 

crecimiento bacteriano, particularmente evidenciado en los ensayos en medio líquido. No obstante, 

cabe resaltar que, al igual que en la condición salina, el pH 8.5 provocó una prolongación de la fase 

lag, pero no afectó a los valores de DOmax y k. En ese sentido se observa una posible relación entre la 

prolongación de la fase lag y la posterior capacidad de crecimiento, respecto al control. Han sido 

halladas relaciones similares entre la resistencia bacteriana a antibióticos y la extensión de la fase lag 

(Li et al., 2016). Se ha reportado que la variación en la fase lag es el primer cambio realizado por las 

bacterias para desarrollar tolerancia en respuesta al estrés de los antibióticos (Fridman et al., 2014).  

Por otro lado, en condiciones mixtas se obtuvieron comportamientos variables según la condición 

ensayada.  

En base a lo aquí mostrado y según el objetivo planteado, se establecieron las condiciones 

experimentales a utilizar para los apartados siguientes. En la sección V.3 se llevó a cabo la búsqueda 

de mutantes sensibles a condiciones salinas y alcalinas, y para ello se eligieron las condiciones 

problema a 300mM NaCl y pH 8.5 (ver V.2.1) 
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Tabla V.1. Variables de crecimiento de la cepa BA135 en distintas condiciones de estrés. 

Condición  DOmax g (h) λ k 

Control 1,16 1,91 3,63 1,05 

100 mM NaCl  1,22 2.00 3,98 1,12 

150 mM NaCl 1,22 1,98   4,61** 1,12 

200 mM NaCl 1,19 2,08   5,28** 1,09 

250 mM NaCl  1,28* 2,52   6,59**  1,15* 

300 mM NaCl 1,17   3,44**   7,82** 1,07 

pH 8.0   1,04**  2,67** 4,16  0,86* 

pH 8.5 1,18  3,14**   4,50** 1,08 

pH 8.0 + 100 mM NaCl 1,10  2,79* 3,94 0,98 

pH 8.0 + 150 mM NaCl  1,08  2,60*   4,58**  0,96* 

pH 8.0 + 200 mM NaCl  1,08  2,81*   4,85**  0,93* 

pH 8.0 + 250 mM NaCl   1,05*  4,48**   7,20**  0,96* 

pH 8.0 + 300 mM NaCl   0,90**  6,57**   7,82**   0,82** 

Las variables de crecimiento se calcularon usando la ecuación logística de crecimiento bacteriano a partir de 
los valores de densidad óptica (DO) y tiempo (horas). DOmax = Máximo valor de densidad óptica alcanzado, g 
= Tiempo de generación, λ = Duración de la fase lag (horas), k= Capacidad de carga. Los datos fueron tratados 
mediante un análisis de ANOVA y la prueba de Dunnet como test post-hoc. Los asteriscos indican las 
diferencias significativas halladas respecto al control: (*) P < 0.05, (**) P < 0.01  
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  Para llevar a cabo adecuadamente la técnica de mutagénesis aleatoria, fue necesario elegir el 

antibiótico y la concentración en la que seleccionarían correctamente los transconjugantes. Es por 

ello que se determinó la sensibilidad de la cepa BA135 a distintos antibióticos, así como la frecuencia 

de aparición de resistencia a los mismos. Los resultados revelaron que BA135 es parcialmente 

sensible y totalmente sensible a 20 μg/mL y 50 μg/mL de Gentamicina (Gm), respectivamente; 

parcialmente sensible a 50 y 100 μg/mL de Espectinomicina (Spc) en las diluciones 10-1 y 10-2, 

parcialmente sensible a 100 μg/mL de Kanamicina (Km) a partir de la dilución 10-1 y totalmente 

sensible a partir de 200 μg/mL. Asimismo, también se determinó que es resistente a Estreptomicina 

(Sm). En base a estos resultados, se seleccionó Kanamicina 300 μg/mL como antibiótico de marca 

del transposón a utilizar para la mutagénesis (Tabla V.2). 

Tabla V.2. Frecuencia de resistencia a antibióticos 

Ant ( μg/ml) 
Dilución 

10 0  10-1  10-2 
Gm 10 R R R 

  20 4.65x10-7 4.5 x10-8 1.8x10-8 
  50 S S S 
                

Spc 25 R R R 
  50 R 2.8x10-9 2.8x10-9 
  100 R 5.27x10-9 1.11x10-9 
                

Sm 25 R R R 
  50 R R R 
  100 R R R 
  150 R R R 
  200 R R R 
  250 R R R 
                

Km 25 R R R 
  50 R R R 
  100 R 2.64x10-7 1.05x10-8 
  200 3.8x10-9 S S 
  300 S S S 

La frecuencia de resistencia a antibióticos (Ant) se calculó para Gentamicina (Gm), Espectinomicina 
(Spc), Estreptomicina (Sm) y Kanamicina (Km) a diferentes concentraciones (μg/mL). Se utilizaron 3 
diluciones como se indica en la tabla y los resultados se expresaron como Resistente (R) y Sensible (S) 
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  Se hizo un estudio preliminar de la capacidad de transposición de dos transposones: Tn5, con 

capacidad de inserción aleatoria en genomas de bacterias Gram-negativas, portado por el plásmido 

pSUP2021 (Simon et al., 1983) y el transposón mariner pSAM_Rl, con preferencia de inserción en 

motivos “TA” del ADN (Perry y Yost, 2014).  

A partir de la conjugación de la cepa BA135 con las cepas donadoras Escherichia coli β2163 

(pSUP2021) y E. coli SM10 λpir (pSAM_Rl), se obtuvieron 2x105 y 1.04x107 transconjugantes, 

respectivamente. Asimismo, las frecuencias de transposición se calcularon en 5x10-5 y 2x10-3 para 

ambas mutatecas. Dado el mayor número de transposantes obtenidos con pSAM_Rl, se seleccionó 

dicha mutateca para la búsqueda de mutantes sensibles a condiciones de salinidad y alcalinidad. Otra 

ventaja de esta mutateca, aunque no ha podido ser aprovechada en este estudio, es que la misma 

podría ser utilizada en un futuro para estudios de genómica funcional mediante INSeq (“Insertion 

Sequencing”) (Perry y Yost, 2014). 

 

La selección de mutantes sensibles se realizó en condiciones de 300mM NaCl y pH 8.5 (ver 

V.2.1) de forma independiente de modo que las mutaciones obtenidas se atribuyan con precisión a 

una condición en particular.  A partir del pool de transposantes, se sembraron diluciones adecuadas 

en medio TY Km300, a fin de obtener colonias de transposantes individuales. Estas fueron 

posteriormente replicadas, utilizando palillos de madera estériles, en el mismo medio TY Km300, así 

como en condiciones de salinidad y a pH alcalino. Un total de 10.105 transposantes fueron evaluados 

en condiciones de salinidad a 300 mM NaCl y 10.195 fueron evaluados a pH 8.5. De entre todos ellos, 

90 transposantes que inicialmente mostraron ausencia o reducción de crecimiento en una o ambas 

condiciones evaluadas, fueron seleccionados para su validación.   

Se evaluó el crecimiento de los 90 transposantes elegidos mediante la técnica de “goteo en 

placas” en los medios problema (Figura V.2) observándose reducción parcial o total del crecimiento 

en una o ambas condiciones evaluadas para 37 de los 90 transposantes previamente evaluados. (Tabla 

V.3). 
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Validación de mutantes sensibles a salinidad y alcalinidad mediante la técnica de “goteo de 

placa”, los cuáles se observan por duplicado y ordenados de derecha a izquierda desde la dilución más baja a 
la más alta. 
 

transposantes validados, sensibles a condiciones de salinidad y/o alcalinidad. 

LC209 LC523 LC1128 LC3001 LC5310 LC7206 

LC303 LC619 LC1229 LC3301 LS5410 LC7432 

LC308 LC714 LC1611 LC3310 LC5706  

LC506 LC907 LC2702 LC3924 LC5801  

LC509 LC1007 LC2710 LC4004 LC6244  

LC510 LC1008 LC2717 LC4430 LC6436  

LC517 LC1122 LC3215 LC4829 LC7030  

 

   

  Los 37 mutantes validados fueron caracterizados fenotípicamente para determinar el nivel de 

sensibilidad ocasionado por la inserción del transposón en condiciones salinas y alcalinas (Figura 

V.3; Tabla V.4). El fenotipo fue clasificado según el crecimiento en cada condición. Se consideraron 

como tolerantes (T) a la condición ensayada a aquellos que, al igual que la cepa silvestre, mostraron 

crecimiento hasta la dilución 10-6; con tolerancia reducida (t) aquellos que solo mostraron crecimiento 

hasta la dilución 10-5; moderadamente sensibles (s) fueron considerados los que solo mostraron 

crecimiento hasta las diluciones 10-3 y 10-4; sensibles (S) hasta 10-1 y 10-2 ; y súper sensibles (SS) los 

que no mostraron crecimiento en ninguna de las diluciones o solo lo hicieron en la dilución 100. 
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SALINIDAD 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

ALCALINIDAD 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Caracterización fenotípica de los mutantes en condiciones de salinidad y alcalinidad. Las 

condiciones ensayadas están indicadas en las figuras. Las diluciones seriadas se observan ordenadas de derecha 
a izquierda, desde la dilución más baja a la más alta. 
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Tabla V.4. Caracterización fenotípica de los mutantes de BA135 seleccionados.  

 

WT: Cepa Aminobacter sp. BA135 Wild-type, NaCl (mM): Concentración de NaCl 

 

 

 

 

 

-------------------------------------------------------    continúa    ------------------------------------------------------- 
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WT: Cepa Aminobacter sp. BA135 Wild-type, NaCl (mM): Concentración de NaCl 
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 En la Tabla V.4 se resumen los fenotipos de cada uno de los mutantes en cada una de las 

condiciones evaluadas. Los mutantes se listan en orden decreciente en función del nivel de 

sensibilidad a salinidad y/o alcalinidad.  La totalidad de los 37 mutantes incluidos en esta Tabla V.4 

mostraron algún nivel de sensibilidad incrementada a una o más de las condiciones salinas ensayadas. 

Veintiuno de ellos solo mostraron tolerancia reducida (t) o sensibilidad moderada (s) a las 

concentraciones de sal más elevadas (250 o 300 mM NaCl), mientras mantenían intacta su capacidad 

de tolerancia a condiciones salinas menos exigentes. El ligero fenotipo mostrado por este grupo de 

mutantes sugiere un efecto muy leve de las respectivas mutaciones sobre la capacidad de adaptación 

de la bacteria a condiciones salinas. En contraste, los otros 16 mutantes mostraron fenotipos más 

agudos, mostrando una clara sensibilidad a 150 mM NaCl o concentraciones superiores. Por otro 

lado, solo 8 de los mutantes mostraron fenotipo sensible (S) o muy sensible (SS) a pH 8.5. Todos 

ellos también presentaban una clara sensibilidad a condiciones salinas, con excepción de la cepa 

LC4829 que solo mostró una ligera reducción de la tolerancia a altas concentraciones de NaCl. No se 

encontraron mutantes sensibles a alcalinidad que mantuvieran intacta la tolerancia a salinidad, lo que 

sugiere algún tipo de interrelación entre los mecanismos de tolerancia a ambos estreses.  

  Se eligieron 17 mutantes con los fenotipos más pronunciados, en una o las dos condiciones, 

para determinar la posición de la inserción del transposón y la identidad de los genes interrumpidos. 

De acuerdo a los fenotipos, los mutantes se clasificaron en dos grupos: mutantes sensibles a salinidad: 

LC619, LC209, LC3215, LC3924, LC2717, LC523, LC5801, LC2710, LC1122 y sensibles a 

salinidad y alcalinidad: LC5410, LC7432, LC5310, LC6244, LC1611, LC7030, LC2702, LC4829 

(Tabla V.5). Usando los cebadores IRL3 o IRR2 (Tabla II.6), que aparean específicamente con 

secuencias en los extremos del transposón pSAM_Rl, se realizó la secuenciación directa del ADN 

genómico purificado de cada mutante. Dichos cebadores fueron probados previamente con el 

plásmido pSAM_Rl. De cada una, se obtuvo la secuencia de al menos 100pb -que incluían las 

regiones de inserción del transposón- lo que permitió la identificación del sitio preciso de inserción 

del transposón en la mayoría de ellos. Asimismo, la búsqueda por homología de las secuencias 

adyacentes a los puntos de inserción del transposón en el genoma de la cepa Aminobacter sp. BA135 

(no publicado), apoyada con la anotación del genoma de Aminobacter KCTC2477 (KEGG, T04343), 

permitió la identificación de los genes interrumpidos en 16 de los 17 mutantes seleccionados (Tabla 

V.6). Los análisis de las secuencias revelaron que cada cepa mutante presentaba una única inserción 

del transposón en su genoma, y que cada uno era diferente del resto de mutantes, lo que implicaba 
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que cada mutante seleccionado era único y no redundante. No obstante, algunos de los mutantes 

identificados estaban relacionados entre sí, pues presentaban inserciones en distintas posiciones sobre 

un mismo gen u operón (por ejemplo, los mutantes LC7432, LC5310, LC6244 y LC2702) (Tabla 

V.6). Este tipo de resultados dan, por un lado, fiabilidad al proceso de selección fenotípica realizado 

y, por otro lado, apoyan la existencia de una relación directa genotipo-fenotipo; esto es, que los 

fenotipos observados para cada mutante son directamente provocados por la inserción del transposón 

y no debidos a otro tipo de eventos genéticos de mayor complejidad, como múltiples eventos de 

inserción del transposón en el genoma de la bacteria o reorganizaciones genéticas ocurridas con 

posterioridad o a consecuencia de dicha inserción.  

Tabla V.5 Transposantes seleccionados para la identificación de las mutaciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se menciona líneas arriba, la identificación de los mutantes seleccionados se realizó por 

homología de secuencias utilizando las bases de datos disponibles, detalladas más adelante, así como 

las anotaciones de los genomas tanto de la cepa Aminobacter sp. BA135 como A. aminovorans 

KCTC2477 (KEGG: T04343). Es necesario aclarar que, mediante análisis de comparación de 

genomas del género Aminobacter realizados por nuestro grupo, se ha determinado 
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Tabla V.6 Identidad de los genes interrumpidos por la inserción del transposón pSAM_Rl en cada mutante de BA135. 

Mutantes Fenotipo 
Locus_tag              

BA135 
Ortólogo          

KCTC2477 
Gen Descripción Función putativa 

LC7432, LC5310, 
LC6244, LC2702 

Sal -  Alk- BA135_1058  AA2016_4709 mrpA 
Na(+)/H(+) Antiportador 

Subunidad A 
Bomba de protones/Sistema antiporter 

LC5410 Sal-  Alk- BA135_6670 AA2016_3199 usp Proteína Universal del estrés Proteína de respuesta al estrés 

LC1611 Sal-  Alk- BA135_4155 AA2016_1629   Transportador permeasa ABC   Transportador de membrana 

LC4829 Sal+/- Alk- BA135_5601 AA2016_2921 cobH Precorrin-8x-metilmutasa Síntesis de Cobalamina 

LC7030 Sal-  Alk-  BA135_3783 AA2016_1309 envC Peptidasa Metabolismo de pared celular 

LC1122, LC619 Sal-  BA135_6349 AA2016_3465 mrcA Penicillin-binding protein Metabolismo de peptidoglicano 

LC209 Sal-  BA135_6350 AA2016_3464 amiC 
N acetilmuramoil-L-alanina 

amidasa 
Metabolismo de peptidoglicano 

LC3924 Sal-  BA135_4114 AA2016_1596 phoB 

 Proteina reguladora 

transcripcional del regulón 

fosfato 

Regulador transcripcional 

LC3215 Sal-  
BA135_4306/ 
BA135_4307  

AA2016_1742 /  
1743 

ftsE Zona promotora División celular 

LC2717 Sal-  BA135_2263 AA2016_5383 pgi Glucose-6-fosfato isomerasa Enzima intermediaria de la glucólisis 

LC2710 Sal-  BA135_3813 AA2016_1334 livK  
Proteína de unión a aminoácidos 

(Leu, Ile, Val) 
Transporte de aminoácidos 

LC523 Sal-  BA135_1194  AA2016_4827 ahpCD Alkyl hidroperoxido reductasa Reductasa 

Se determinó la identidad de los genes interrumpidos, mediante la búsqueda por homología de secuencias. La búsqueda por homología se realizó utilizando como 
referencia el genoma de Aminobacter sp. BA135 (datos nos publicados) y el genoma de la cepa actualmente anotada como Aminobacter KCTC2477, disponible en 
la base de datos KEGG (T04343). El fenotipo se detalla de la siguiente manera: Fenotipo sensible a salinidad (Sal-), Fenotipo sensible a alcalinidad (Alk-). Solo  el 
mutante LC4829, indicado en gris, mostró un fenotipo ligeramente sensible a salinidad (Sal+/-) y muy sensible a alcalinidad (Alk-). 
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que la cepa KCTC2477, al igual que la cepa BA135, corresponden a la especie A. ciceronei (datos no 

publicados), por lo que resultó adecuado incluirla como cepa de referencia para los análisis 

bioinformáticos, dado que no existen datos publicados de la anotación del genoma de la cepa tipo de 

A ciceronei. 

   

La búsqueda por homología de secuencias se realizó utilizando las bases de datos National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) y Kyoto Encyclopedia of Gene and Genomes (KEGG), 

así como las herramientas BLAST, INTERPRO y Pfam de The European Bioinformatic Institute 

(EMBL-EBI). De acuerdo a ello, los mutantes LC1122 y LC619 corresponderían a sendas inserciones 

en el gen mrcA (KEGG, K05366), que codifica para una penicillin-binding protein 1A (PBP-1A), 

perteneciente a una familia de enzimas involucradas en la biosíntesis de peptidoglicano, ampliamente 

conservadas en bacterias. Las proteínas MrcA poseen un dominio transglicosidasa en su extremo N-

terminal y un dominio transpeptidasa en el C-terminal. En ambas mutantes, la inserción del 

transposón provocaría la producción de una proteína con el dominio transpeptidasa truncado (Fig. 

V.4, A). Las enzimas de la familia PBP asociadas a la membrana catalizan la polimerización 

(transglicosilación) y la reticulación (transpeptidación) de las cadenas de glucano requeridas en la 

síntesis de peptidoglicanos, el principal polímero constituyente de la pared celular bacteriana 

(Macheboeuf et al., 2006, Sauvage et al., 2008).  Se ha visto que, bajo condiciones desfavorables, las 

PBPs responderían a la regulación de D-aminoácidos, lo que conlleva a las modificaciones 

estructurales necesarias para la adaptación (Horcajo et al., 2012). En concordancia con lo observado, 

resultados similares se obtuvieron en el análisis de un mutante del simbionte halotolerante 

Ochrobactrum sp. 11a, en el que mutaciones en una enzima PBP también afectaron la supervivencia 

en condiciones de salinidad (Príncipe et al., 2009). Asimismo, en un estudio transcriptómico y 

proteómico de cepas de Frankia cultivadas bajo condiciones de hipersalinidad, se observó la 

sobreexpresión de enzimas PBPs glicosiltransferasas (Oshone et al., 2017), al igual que en la cepa 

halotolerante Bacillus sp. N16-5 (Yin et al., 2015). Esto sugiere el rol importante que cumplirían las 

enzimas PBPs en la respuesta a las condiciones salinas.  

Relacionado con los mutantes LC1122 y LC619, en el mutante LC209 la inserción del transposón se 

ha producido sobre un gen amiA (KEG, K01448), ubicado en posición adyacente aguas arriba de 

mrcA (Figura V.4, A), que codifica para una enzima de tipo N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase 

(NALAA), implicada en la degradación del peptidoglicano. Las NALAAs o amidasas hidrolizan el 
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enlace amida entre el N-acetilmurámico (MurNAc) y L-alanina, separando la cadena de glucano del 

péptido (Vollmer et al., 2008). El rol que cumplen las NALAAs en la edición de los peptidoglicanos 

de la pared celular ha sido descrito ampliamente, asimismo se sabe que este tipo de enzimas se 

encuentran de forma generalizada en bacterias (Vermassen et al., 2019). De acuerdo a lo observado 

en la enzima NALAAs, en un estudio de expresión diferencial bajo condiciones de hipersalinidad de 

Bacillus subtilis, también se sugirió que esta enzima cumpliría un rol importante en la respuesta a 

salinidad ya que la expresión de NALAAs se vio altamente inducida (Steil et al., 2003). Si bien no se 

ha reportado su vinculación para condiciones salinas en rizobios, sí lo ha sido en la respuesta frente 

a otros estreses abióticos. Tal es el caso del análisis transcriptómico de Rhizobium favelukesii LPU83 

en el que se mostró la sobreexpresión de NALAAs bajo condiciones ácidas (Nilsson et al., 2019). El 

efecto de las mutaciones en estos genes relacionados con los procesos sintéticos de la pared celular 

confirma que las modificaciones estructurales son procesos claves en la respuesta a salinidad. Esto es 

debido a que, al ser el primer elemento en contacto con el medio adverso, la conservación de su 

integridad y el correcto funcionamiento, resultan fundamentales para garantizar la viabilidad celular 

(Scheffers y Pinho, 2005, Yadav et al., 2018). Esto ha sido comprobado mediante la observación de 

modificaciones morfológicas en la pared celular de Vibrio anguillarum, donde se observó que la 

comparación entre la cepa wild-type y una cepa mutada en el gen amiB que codifica para NALAA 

evidenció diferencias morfológicas significativas, así como el incremento de sensibilidad a estrés 

oxidativo (Hong et al., 2007). Situación similar se observó en células de Lactobacillus casei crecidas 

en condiciones de salinidad comparadas con células crecidas en condiciones normales. La 

observación microscópica reveló el incremento significativo de la pared celular en condiciones 

salinas (Piuri et al., 2005).  

El mutante LC2710 contiene la inserción en el gen livK (Figura V.4, B), que contiene un 

dominio Peripla_BP_6 (Pfam PF13458, InterPro IPR 028081), que corresponde a una proteína 

periplásmica de unión a sustrato, principalmente relacionada con la importación de aminoácidos de 

cadena ramificada como leucina (Leu), isoleucina (Ile), valina (Val) (Hosie y Poole, 2001). Los 

aminoácidos, al igual que la trehalosa son considerados solutos u osmolitos compatibles que se 

sintetizan internamente o se adquieren del medio externo y cuya acumulación es empleada como 

estrategia de defensa frente a las lesiones que genera el estrés osmótico. Estos solutos ayudan a 

estabilizar el estado natural de las proteínas y lípidos (Robert et al., 1999; Brhada et al., 2001).  En 

Sinorhizobium meliloti, se demostró que el aa Ile estimula la acumulación de glutamato (soluto 

compatible) en condiciones salinas y el mecanismo propuesto es que el glutamato deriva de la 

degradación de aminoácidos como la isoleucina y la transaminación de 2-ketoglutarato (Botsford y 

Lewis, 1990; Gonzales et al., 1990). No obstante, no se descarta la posibilidad de que la inserción del 
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transposón en esta cepa tenga un efecto polar sobre el gen situado aguas abajo, pyc, que codifica para 

la enzima pyruvato carboxilasa (PC) (Figura V.4, B). Además de su rol principal en el metabolismo 

energético celular, la PC y el propio piruvato han sido implicados como elementos clave en el 

mantenimiento del balance redox de la célula en condiciones de estrés oxidativo (Lemire et al., 2017). 

La posición de pyc aguas abajo de livK está conservada en otras cepas de Aminobacter y varios 

mesorizobios.  

La inserción en el mutante LC523 (Figura V.4, C) afecta a la expresión de una proteína con 

dominio redoxina (Pfam PF08534, InterPro IPR013740), que sería una de las subunidades de una 

hipotética AHP (Alkyl Hydroperóxido reductasa). El dominio redoxina está presente en 

peroxirredoxinas, glutarredoxinas y tiorredoxinas, todas ellas pertenecientes a una familia de tiol 

peroxidasas que reducen peróxido de hidrógeno, peroxinitrito y otros hydroperóxidos. En situaciones 

adversas ocasionadas por factores abióticos es común que se desarrolle adicionalmente y en 

simultáneo estrés oxidativo. El cual ocurre cuando incrementa desmedidamente la cantidad de 

especies reactivas del oxígeno (ROS) y de nitrógeno (RNS), tales como el peróxido de hidrógeno 

(H2O2), ocasionando daños en biomoléculas como el ADN, proteínas y lípidos (Imlay, 2003). Ante 

ello, enzimas como las catalasas, superóxido dismutasas y AHPs cumplen funciones de 

detoxificación, de las cuáles las AHPs suelen ser más eficientes eliminando niveles bajos de H2O2 

(Poole, 2005).  

El mutante LC3924 contiene la mutación en el gen phoB (K07657) que codifica para el 

regulador transcripcional del regulón Pho, PhoB (Pfam PF00486; InterPro IPR001867). El regulón 

Pho (de phosphate) se refiere al conjunto de genes involucrados en la adaptación a condiciones 

limitantes de fosfato inorgánico (Pi), cuya expresión está regulada por un sistema regulador de dos 

componentes, una histidina quinasa (HK) de membrana interna sensora, y un regulador 

transcripcional de respuesta (RR) (Lipa y Janczarek, 2020). Estas proteínas han recibido diferentes 

nombres según el modelo bacteriano estudiado (Santos-Beneit, 2015). En la cepa Aminobacter sp. 

BA135 se encuentra el sistema regulatorio phoB-phoU, ubicado en la región inmediata aguas abajo 

del sistema de transporte de fosfato pstABC (Figura V.4, D). En rizobios, el mecanismo de regulación 

de PhoB ha sido largamente estudiado en Sinorhizobium meliloti (Yuan et al., 2006; Geiger et al., 

1999; diCenzo et al., 2017) y se ha demostrado que, en respuesta a los cambios de concentración de 

fósforo, se activa su rol regulador sobre múltiples genes asociados a la deficiencia de Pi (Krol y 

Becker, 2004). Investigaciones más recientes sugieren que su función regulatoria se extendería más 

allá de los genes responsables de la respuesta a la falta de fósforo. Se ha reportado su vinculación en 

la respuesta a estrés oxidativo de Vibrio cholerae O1, cepa N16961, en donde se observó mayor 

actividad de las catalasas KatG and KatB en situación de deficiencia de fósforo en comparación con 
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la cepa deficiente en PhoB (Goulart et al., 2016). También se ha indicado que genes relacionados con 

estrés abiótico como katA, forman parte del regulón Pho en S. meliloti y otras proteobacterias (Yuan 

et al., 2005). Asimismo, en Agrobacterium tumefaciens GW4 el gen phoB2 regula positivamente la 

expresión del gen anoA, lo que incrementa la oxidación de antimonio (Sb), asociando a phoB2 en la 

resistencia a ambientes con exceso de Sb (Li et al., 2019). La mutación en phoB de la cepa BA135 

podría estar afectando la expresión de genes involucrados en la respuesta a estreses abióticos, en 

particular a salinidad. Posteriormente, en un ensayo de crecimiento en bajas concentraciones de P, 

pudimos observar que este mutante presenta menor crecimiento en medios con limitación de fosfato 

(Figura V.7), lo que apoya la relación directa genotipo-fenotipo en este caso.  

En el mutante LC2717 (Figura V.4, E), la inserción se localiza en el único dominio del gen 

que codifica para la enzima Glucosa-6-fosfato isomerasa (PGI; InterPro IPR001672) involucrada en 

la isomerización reversible de glucosa-6-fosfato y fructosa-6-fosfato, en las rutas de la glucólisis y de 

gluconeogénesis. El rol sugerido para PGI es el de ser una de las proteínas intermediarias importantes 

en la biosíntesis de trehalosa, un osmolito compatible sintetizado en situaciones de estrés abiótico 

(Jawahar et al., 2019). En Escherichia coli y muchas otras bacterias, una de las rutas principales de 

síntesis de trehalosa involucra la condensación de glucosa-6-P y UDP-glucosa a trehalosa-6-P por la 

trehalosa sintasa (OtsA), compuesto que es finalmente convertido a trehalosa por la trehalosa 

fosfatasa (OtsB) (Giaever et al., 1988, Kaasen et al., 1992). La mayoría de rizobios poseen la 

capacidad de síntesis de trehalosa en respuesta a estrés salino y/o osmótico (Domínguez-Ferreras et 

al., 2006; Fernandez-Aunián et al., 2010). Recientemente se ha sugerido que PGI pertenecería al 

grupo de proteínas centrales que protegen frente al estrés en bacterias (Nagar et al., 2016).   

Finalmente, el mutante LC3215 (Figura V.4, F) corresponde a una inserción del transposón 

en la probable región promotora de los genes ftsE y ftsX, lo que sugiere que el efecto se debe a la 

interrupción de la zona promotora, lo que impediría el inicio regular de la transcripción de dichos 

genes. Tanto ftsE como ftsX están involucrados en la formación o estabilidad del anillo septal 

necesario para la división celular (Newton y Ohta, 1990; Schmidt et al., 2004), por lo que la 

deficiencia podría deberse a la limitación del crecimiento, sugiriendo un efecto indirecto o bien 

pleiotrópico. No obstante, en E. coli el papel de ftsEX parece ser diferente dependiendo de la cantidad 

de sal presente en el medio (Schmidt et al., 2004).  En S. meliloti, mutantes ftsE fueron incapaces de 

crecer en concentraciones altas de salinidad, además de ser defectuosos en la ocupación de nódulos 

de alfalfa (Miller-Williams et al., 2006). La inserción del transposón en la cepa LC3215 también 

podría afectar a la expresión de un operón adyacente que se transcribe en dirección opuesta a ftsEX. 

Este operón lo integran varios genes de función desconocida (Figura V.4, F). 
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Figura V.4. Contexto genómico de los mutantes sensibles a salinidad de la cepa BA135. Los genes están 
representados mediante bloques y etiquetas en su interior, cuya descripción se indica en la leyenda ubicada en 
el recuadro inferior. Asimismo, la dirección de los bloques, señala el sentido de transcripción. Los triángulos 
invertidos (▼) representan la inserción del transposón y los genes interrumpidos se muestras de color blanco y 
los que no fueron identificados en color gris.  
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La mitad de los mutantes con fenotipo sensible para ambas condiciones, LC7432, LC5310, 

LC6244 y LC2702, correspondieron a inserciones en un gen mrpA/phaA, el primero de un operón 

heptacistrónico que codifica para un sistema multicomponente antiportador catión:protón (Figura 

V.5, A). La proteína MrpA (Mrp: Multiple resistance and pH), contiene un dominio NADH:quinona 

oxidoreductasa/Antiporter Mrp, subunidad de membrana (InterPro: IPR001750) o Transportador de 

membrana conductor de protones (Pfam PF00361, Proton_antipo_M) y está designado como un 

antiportador catión:protón-3 (CPA3) en la clasificación de los transportadores (Ito et al., 2017). Los 

antiportadores tipo Mrp son un tipo de transportadores secundarios que cumplen un rol muy 

importante en el mantenimiento de la homeostasis catiónica y del pH citoplasmático (Saier et al., 

2009), especialmente en bacterias que crecen en medios alcalinos, ya que están involucrados en la 

importación activa de H+ del medio externo relativamente pobre en protones (Krulwich et al., 2011). 

A diferencia de otros antiportadores Catión/Protón, que constan de solo una proteína de membrana, 

los de tipo Mrp requieren de 6 o 7 proteínas hidrofóbicas que forman complejos hetero-oligoméricos, 

que usan la fuerza protón motriz para expulsar cationes potencialmente citotóxicos como el sodio 

(Na+) a cambio de protones externos, evitando así su acumulación a niveles tóxicos (Morino et al., 

2008, 2014). La caracterización detallada de este tipo de antiportador en la cepa alcafílica Bacillus 

pseudofirmus OF4, señala que las subunidades MrpA y MrpD serían esenciales para la actividad 

antiportador. Recientemente se ha demostrado que mutaciones especificas en la región C-terminal de 

la subunidad MrpA ocasionarían profundos efectos deletéreos (Morino et al., 2017). En concordancia 

con lo observado en este estudio, se ha reportado que en Halomonas sp. Y2, la mutante Ha-mrp 

mostró una seria reducción del crecimiento en presencia de altas concentraciones de NaCl, LiCl y 

KCl, solo en condiciones alcalinas (pH > 8.0) y normal crecimiento en condiciones ácidas (Cheng et 

al., 2016), sugiriendo la especificidad de este operón en la supervivencia a alcalinidad. El genoma de 

S. meliloti codifica para 2 operones tipo mrp que han sido anotados como pha (pH adaptation). El 

sistema Pha1 ha sido estudiado en cierto detalle, y tiene un papel importante en el eflujo de iones K+ 

durante la adaptación a pH alcalino (Putnoky et al. 1998; Yamaguchi et al., 2009) tanto en vida libre 

como en simbiosis.  

En el mutante LC5410 (Figura V.5, B) la inserción del transposón pSAM_Rl interrumpe la 

secuencia de un gen que codifica para una proteína con dominio Usp (Proteína Universal del estrés; 

InterPro IPR006016; Pfam PF00582), que codifica para una proteína de respuesta a estrés. Los 

genomas bacterianos suelen codificar para varias proteínas tipo Usp, aunque en general sus funciones 

no son bien conocidas. La proteína universal del estrés A (uspA) se expresa a niveles moderados en 
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respuesta a un amplio espectro de agentes de estrés, tales como deficiencia de nutrientes, 

xenotoxicidad, choque térmico, estrés osmótico, daño macromolecular, etc. (Chou et al., 2007). 

Aunque su función específica no está completamente dilucidada, su rol en el metabolismo del carbono 

(Nyström y Neidhardt, 1994) y el análisis de mutantes uspA, que muestran deficiencias en la 

supervivencia a periodos largos de cultivo en diferentes estreses, refuerzan la hipótesis de que se 

trataría de un gen regulador o con función protectora, particularmente en la fase estacionaria de 

cultivo (Vollmer y Bark, 2018). No obstante, no se descarta un efecto polar de la mutación sobre el 

gen inmediatamente aguas abajo (BA135_6669/AA2016_3200), que podría formar parte de la misma 

unidad transcripcional. Este gen codifica para una probable proteína de la superfamilia Bacterial 

effector binding domain (SSF55136), con un posible dominio similar a GyrI (Proteína inhibidora de 

girasa; IPR029442). Este grupo de proteínas podrían estar implicadas en la protección celular (Yuan 

et al., 2017)  

La inserción en el mutante LC1611 (Figura V.5, C) corresponde al primer gen de un probable 

operón que codifica para un sistema de transporte de tipo ABC (ATP Binding Cassette). Estos 

transportadores hidrolizan ATP para energizar diversos sistemas de importación y exportación de 

moléculas de diverso tamaño y propiedades químicas (Saurin et al., 1999). Un operón homólogo se 

encuentra conservado en varios rizobios y otras bacterias (p.ej, SMb20155-Smb20158 en S. meliloti). 

Tanto en la cepa BA135 como en esas otras bacterias, los genes aguas abajo de este sistema ABC 

codifican para una o varias fosfatasas de función desconocida.   

Tal como se mencionó anteriormente, el metabolismo de la pared bacteriana es un proceso 

dinámico que implica un equilibrio constante entre los procesos de degradación y biosíntesis, 

cuidadosamente regulados por la acción de enzimas con actividad hidrolasa (CWHs), las cuales 

pueden ser discriminadas en tres tipos: amidasas, glicosidasas y peptidasas (Vermassen et al., 2019). 

En ese sentido, el análisis de la secuencia interrumpida en el mutante LC7030 sugiere que 

correspondería al gen envC (Figura V.5, D), que codifica para el factor EnvC que contiene el dominio 

LytM (lisostafina) (Uehara et al., 2009). En E. coli, EnvC está implicada en la activación de las 

amidasas de peptidoglucano (PG) periplásmicas, AmiA y AmiB, requeridas para la hidrólisis de PG 

septal que es esencial para la separación de las células hijas durante la división (Peters et al., 2011). 

  El mutante LC4829 (Figura V.5, E) contiene la inserción en el gen cobH (KEEG, K06042) 

que codifica para la enzima intermediaria precorrin-8X metilmutasa (InterPro, IPR003722), 

involucrada en la síntesis de novo de cobalamina. La síntesis de cobalamina o vitamina B12, está 

restringida a procariotas en los cuales puede producirse a través de dos rutas de biosíntesis: aeróbica 

y anaeróbica, en las que se estima que están involucradas alrededor de 30 enzimas (Moore y Warren, 

2012). La enzima precorrin-8X metilmutasa es común a ambas rutas (CobH y CbiC, respectivamente) 
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y cataliza la conversión de precorrin-8X a hidrogenobirinato (Warren et al., 2002; Cohen, 2014). El 

rol más destacado de la cobalamina en diversos organismos es el de actuar como cofactor de múltiples 

reacciones enzimáticas y en rizobios es fundamental para la actividad de enzimas como la metionina 

sintasa (MetH), metilmalonil-CoA mutasa (BhbA) y ribonucleotido reductasa (NrdJ), de las cuales 

MetH y NrdJ participan en la respuesta a estrés oxidativo y/o salino en rizobios (Taga y Walker, 2010; 

Jiang et al., 2004). Lo que sugiere un rol indirecto de la cobalamina en la respuesta a estrés abiótico. 

En S. meliloti, mutantes deficientes en la síntesis de B12 sobreproducen el exopolisacárido I (EPS-I), 

aunque se desconoce la relación entre síntesis de cobalamina y producción de EPS-I (Barnett y Long, 

2018). Como se muestra más adelante, el mutante LC4829 es auxótrofo para cobalamina.  

  Particularmente en este grupo de transposantes, las mutaciones descritas generaron fenotipos 

sensibles para ambas condiciones, lo que sugiere que este conjunto de genes ejerce una repuesta 

protectora compartida para ambas situaciones. Los estudios realizados en condiciones únicas de estrés 

permiten describir los mecanismos especializados de respuesta. No obstante, en condiciones naturales 

las bacterias están enfrentadas a más de un factor estresante en simultáneo, por lo que evolutivamente 

han adquirido propiedades ventajosas que confieren mecanismos de protección a múltiples estreses. 

Ejemplo de ello es el fenómeno de protección cruzada del estrés (cross-stress protection), el cual 

sostiene que la exposición de una bacteria a un factor estresante provee ventajas o desventajas 

adaptivas frente a un segundo estrés (Dragosits et al., 2013, Zorraquino et al., 2017, Dragosists y 

Matanovich, 2013). Este fenómeno ha sido ampliamente estudiado en E. coli y se han llegado a 

conclusiones como que la protección de estrés cruzado es un fenómeno ubicuo que puede provenir 

tanto de efectos pleiotrópicos como de rutas o genes subyacentes y que ciertas mutaciones puntuales 

se fijan en una población cuando confieren ventajas adaptativas significativas.  

Por otra parte, resultó llamativo que no se obtuvieran mutantes con sensibilidad única a 

condiciones alcalinas, como sí se observó en el grupo de mutantes a salinidad anteriormente descritas, 

salvo quizá para el mutante en cobH (LC4829), que mostró una significativa sensibilidad a pH 

alcalino mientras que apenas vio alterada su tolerancia a salinidad. Esto sugiere una cierta 

dependencia de los mecanismos de respuesta al estrés alcalino respecto del salino, pero no al revés. 

Un escenario similar se observó en Saccharomyces cerevisiae en donde un ensayo de evolución in 

vitro reveló que luego de 300 generaciones las poblaciones desarrollaron protección cruzada 

asimétrica, donde la tolerancia al estrés oxidativo protegía frente al estrés osmótico, pero no al revés 

(Dhar et al., 2013). 
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Contexto genómico de las mutaciones que provocan sensibilidad a salinidad y alcalinidad en 

BA135. Los genes están representados mediante bloques y etiquetas en su interior, cuya descripción se indica 
en la leyenda ubicada en el recuadro inferior. Asimismo, la dirección de los bloques señala el sentido de 
transcripción de los genes. Los triángulos invertidos (▼) representan el punto de inserción del transposón, los 

genes interrumpidos se muestras de color blanco. En gris, los genes de función desconocida. 
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lgunos de los mutantes descritos anteriormente fueron evaluados funcionalmente con el 

objetivo de verificar la relación entre la inserción del transposón y el o los fenotipos asociados. En 

primera instancia, se eligieron aquellos mutantes cuya complementación o evaluación era posible 

mediante estrategias accesibles y sencillas de implementar. Para el mutante LC2717, interrumpido en 

el gen que codifica para la enzima Glucosa-6-P isomerasa, involucrada en el metabolismo de 

azúcares, se utilizó el medio mínimo (MM) modificado con manitol como única fuente de carbono. 

Se utilizó la técnica de diluciones por gota para evaluar el crecimiento del mutante LC2717 en 

presencia de manitol. Usando la cepa WT BA135 como control, se evidenció la ausencia total de 

crecimiento del mutante LC2717 a expensas de dicho azúcar (Figura V.6). Este resultado es coherente 

con la localización de la inserción en este mutante, ya que mutantes de S. meliloti carentes de actividad 

PGI son incapaces de crecer en medios con manitol como única fuente de carbono (Arias et al., 1979). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura V.6. Ensayo de crecimiento de la cepa BA135 y del mutante LC2717 en medio mínimo (MM) y 
manitol como única fuente de carbono. 

 

Para el mutante LC3924, relacionado con la respuesta a las condiciones limitantes de fósforo 

inorgánico, se utilizó el medio base M9 (diCenzo et al., 2017) con MOPS (MM9) suplementado con 

fosfato de potasio (KH2PO4) a 3 concentraciones distintas, para recrear diferentes concentraciones de 

fosfato (KH2PO4 2 mM, 40 µM y 4 µM). Se observó disminución de crecimiento del mutante LC3924 

a bajas concentraciones de fosfato en las diluciones más altas en comparación con la cepa WT, 

sugiriendo que la función que tendría el gen phoB en condiciones limitantes de fósforo estaría 

probablemente afectada en este mutante. 
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Figura V.7.  Crecimiento de la cepa BA135 y del mutante LC3924 en medio M9 con diferentes 
concentraciones de fosfato de potasio (KH2PO4).  

 

   La mutación en la cepa LC4829 (cobH) sugería una auxotrofia para cobalamina. Por ello, se 

evaluó el crecimiento de LC4829 en medio AB sacarosa con y sin estrés (Figura V.8 A, B, C), asi 

como en condiciones de medio mínimo agarizado (Figura V.8 D).  Tal como se observa en las curvas 

de crecimiento, tanto en las condiciones control y de estrés por salinidad y alcalinidad (Figura V.8 B 

y C), el mutante LC4829 muestra problemas en el crecimiento en comparación con la cepa silvestre 

BA135 (Figura V.8 A y D). No obstante, la adición de cobalamina al medio de cultivo restaura el 

crecimiento de LC4829 en todas las condiciones. Esto sugiere que la cepa LC4829 es auxótrofa para 

cobalamina y que su pérdida de tolerancia a estrés efectivamente se debe a una deficiencia de vitamina 

B12. Estrategias similares para la restauración de fenotipo han sido utilizadas anteriormente en S. 

fredii RT19, cuyos mutantes complementados con colina, betaína, sarcosina y metionina restauraron 

sus fenotipos tolerantes a condiciones salinas (Jiang et al., 2004). 
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Figura V.8. Evaluación funcional del mutante LC4829, en medio AB – Sacarosa (AB Sac) con y sin 
cobalamina en condiciones Control (A), salinas a 300mM NaCl (B) y alcalinas a pH 8.5 (C). Evaluación de 
crecimiento de LC4829 en MM y MM + cobalamina mediante la técnica de diluciones seriadas (D). 
 

Se evaluó la capacidad de los mutantes para nodular las raíces de L. tenuis en placas con 

medio Evans agarizado, bajo condiciones controladas sin estrés. Se evidenció la aparición de nódulos 

en las plantas de L. tenuis, aunque se observaron diferencias en los tiempos de aparición de los 

nódulos entre los mutantes (Fig. V.9; Tabla V.7). En estas condiciones, los mutantes LC619, LC3924, 

LC3215 y LC2717 no formaron nódulos, sugiriendo un posible efecto negativo en la capacidad 

infectiva de dichos mutantes. No obstante, esto último fue descartado mediante un ensayo posterior 

de nodulación en macetas con arena estéril como sustrato inerte. A los 25 días post inoculación, se 

A B 

C 
D 
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constató la presencia de nódulos en las plantas inoculadas (Tabla V.7, columna M), evidenciando que 

ninguno de los genes identificados en este estudio resulta esencial para la formación de nódulos, o al 

menos que las mutaciones descritas no bloquean la capacidad de la bacteria para la inducción de 

nódulos en su planta huésped. No obstante, la formación de nódulos no garantiza que la eficiencia 

simbiótica, particularmente el proceso de fijación del nitrógeno, no esté afectada en alguno de estos 

mutantes.  

Tabla V.7. Ensayo de nodulación en L. tenuis  

Cepa 
Tiempo (día) 

7 14 18 21 24 30 M 

BA135 WT    + + + + 
LC2710   + + + +  
LC523   + + + +  

LC5410   + + + +  
LC5310    + + +  
LC1122    + + +  
LC4829     + +  
LC7432     + +  
LC209     + +  

LC6244     + +  
LC7030     + +  
LC2702      +  
LC1611     + +  
LC3924       + 
LC3215       + 
LC619       + 

LC2717       + 
             Los símbolos (+) indican el momento en el que se registró la aparición de al menos un  

nódulo en plantas cultivadas en placa cuadrada. M se refiere al ensayo en maceta  

Por lo anterior y como estrategia complementaria, se realizó un ensayo de inoculación en 

plantas de L. tenuis cultivadas en jarras Leonard, sin estrés y bajo condiciones controladas de 

temperatura, humedad e iluminación. A partir de los resultados obtenidos en el apartado anterior 

(V.3.6) y en base a la función sugerida para los mutantes descritos, se seleccionaron 5 mutantes a fin 

de evaluar el efecto de las inserciones en la eficiencia simbiótica. Los mutantes LC4829, LC7030, 

LC5410, LC2702 y LC503 (Tabla V.6) se utilizaron como inóculo en plántulas de L. tenuis. 

Adicionalmente se agregaron como controles positivo y negativo a la cepa silvestre BA135 (WT) y 

agua destilada estéril (Si), respectivamente (Figura V.10). Tras 5 semanas post-inoculación, se 
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determinaron las variables de peso fresco y peso seco de la biomasa aérea (Figura V.9). De acuerdo 

al análisis de varianza, se observó una reducción significativa (p≤0.01) del peso seco y fresco de las 

plantas inoculadas con LC4829 (cobH) y LC7030 (envC) respecto al de las inoculadas con la cepa 

silvestre.   

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura V.9. Ensayo de eficiencia simbiótica de algunos mutantes derivados de BA135. Se empleó un diseño 
experimental completamente aleatorizado. Los resultados representan la media aritmética de 3 a 5 réplicas 
biológicas + SE (error estándar). Los valores fueron analizados mediante ANOVA seguido del test de Dunnet 
como post-hoc. Los asteriscos (**) indican diferencias estadísticas significativas (p≤0.01) de los tratamientos 

respecto al control. 

 

Los resultados sugieren que un número significativo de los genes implicados en la tolerancia 

a salinidad y/o alcalinidad de BA135 en vida libre, son también importantes para el establecimiento 

de una simbiosis eficiente. Este resultado concuerda con lo observado en estudios previos con otros 

rizobios (Nogales et al., 2002; Domínguez-Ferreras et al., 2006 y 2009; Moussaid et al., 2015; da 

Silva et al., 2017) y que responde al consenso de que los rizobios enfrentan varios tipos de estreses 

(pH, oxidativo, osmótico, etc.) en la rizosfera y en el interior de los nódulos. Entre las proteínas y 

funciones que son importantes para la tolerancia a salinidad y otros estreses abióticos, que son además 

necesarias para el óptimo establecimiento y funcionamiento de la simbiosis, están aquellas 

relacionadas con el mantenimiento de la integridad y función de membranas, pared y otros 

componentes de la superficie celular, la síntesis  y/o acumulación de solutos compatibles, la expresión 

de chaperonas y proteínas de respuesta a estrés,  la expresión de sistemas de detoxificación, etc. 

(revisado por da Silva et al., 2017).  
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Figura V.10. (A) Ensayo de nodulación de los mutantes de BA135 en condiciones control. Se empleó como 
inóculo cultivos puros de los mutantes en fase exponencial de crecimiento. Las plantas se incubaron por 5 
semanas bajo condiciones controladas de luz. Los círculos blancos marcan la presencia de nódulos. (B) Ensayo 
de eficiencia simbiótica en condiciones estériles, sin estrés. Los tratamientos se indican como WT: BA135, 1: 
LC4829, 2; LC7030, 3: LC5410, 4: LC2702, 5: LC523. 

 

En el caso particular de las inserciones en los genes cobH y envC, de los mutantes LC4829 y 

LC7030 respectivamente, la eficiencia simbiótica se afectó de manera significativa (Figura V.10). La 

capacidad para sintetizar cobalamina parece ser importante para la nodulación y eficiencia simbiótica 

de Sinorhizobium fredii (Medina et al., 2008) y S. meliloti (Campbell et al., 2006). En esta última 

bacteria, la cobalamina es necesaria para la actividad de al menos dos enzimas, MetH (metionina 

sintasa) y NrdJ (ribonucleótido reductasa), ambas dependientes de cobalamina como cofactor 

catalítico. Al menos la enzima NrdJ, que es resistente a inactivación por ROS y RNS, sería necesaria 

WT  1  2  3  4  5 
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para la supervivencia de la bacteria dentro del nódulo (Taga y Walker, 2010). El genoma de la cepa 

BA135 codifica tanto para una ribonucleótido reductasa de tipo NrdJ (BA135_6594), así como para 

una metionina sintasa MetH (BA135_2604), ambas dependientes de cobalamina. Por otra parte, el 

gen envC tendría una importante función como activador de las amidasas de peptidoglucano (PG) 

periplásmicas, requeridas para la división del PG septal (Peters et al., 2011; Cook et al., 2020). La 

importancia de esta actividad para el establecimiento de la simbiosis no había sido descrita hasta 

ahora.  

 



180 

 

omplementariamente a la mutagénesis aleatoria se realizó un análisis transcriptómico de la 

cepa BA135 bajo condiciones de estrés combinado salino-alcalino, mediante la metodología de 

RNAseq, para obtener una visión más global de la respuesta de BA135 frente a la congruencia de 

ambos estreses. Basados en las curvas de crecimiento obtenidas previamente (ver V.2.2), se eligió la 

condición pH 8.0 + 200 mM de NaCl como condición problema ya que esta fue la más restrictiva en 

la que BA135 presentó problemas de crecimiento. Previo a la secuenciación de alto rendimiento, el 

ARN purificado de las muestras fue cuantificado y cualitativamente evaluado, para asegurar su 

integridad y la calidad requerida. El diseño experimental se detalla en materiales y métodos. Los 

parámetros de pureza del ARN fueron estimados mediante un equipo Nanodrop y las concentraciones 

fueron cuantificadas fluorométricamente (Tabla V.8). Las relaciones de pureza (Absorbancia 260/280 

y 260/230) se encontraron dentro de los valores esperados para muestras de ARN consideradas puras 

(260/280 ≈ 2.00), y libres de contaminantes (260/230 > 2.0). La integridad de las muestras se verificó 

inicialmente por electroforesis en gel de agarosa, y posteriormente por electroforesis en chip mediante 

el uso de Bioanalyzer 2100 (Agilent), este último realizado por los servicios de proteómica del 

Instituto de Parasitología y Biomedicina López Neyra (IPBLN-CSIC, Granada), no observándose 

degradación significativa del ARN (Figura V.11).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura V.11. A: Electroforesis en gel de agarosa a 1.2% de las muestras de ARN, B: Electroforesis 
automatizada y valores del número de integridad (RIN) de las muestras obtenidas por Agilent 2100 Bioanalyzer.  
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Mediante este último análisis se obtuvo el número de integridad de ARN, RIN (RNA integrity 

number). Se obtuvieron valores de RIN entre 3.8 y 6.0, lo cuáles podrían interpretarse como no 

adecuados. Sin embargo, se debe considerar que el algoritmo del Bioanalyzer no ha sido diseñado 

para uso de muestras bacterianas por lo que los valores de RIN pueden ser bajos y no representativos 

de la calidad de la muestra. En ese sentido, en base a los perfiles obtenidos por electroforesis 

automatizada y en gel, consideramos que la integridad de las muestras resultó óptima para RNAseq. 

Por limitaciones presupuestarias, solo pudieron utilizarse 2 réplicas biológicas, compuestas por 3 

réplicas técnicas cada una, para cada condición (ver II.6.1).   

 Tabla V.8. Cuantificación de la concentración e índices de pureza por diferentes metodologías  

Muestra 
Qubit Agilent 2100 Bioanalyzer Nanodrop 

Concentración ng/µL Concentración ng/µL 260/280 260/230 

Control 1 768 939 2.000 2.27 

Control 2 1344 1173 2.000 2.28 

Estrés 1 800 1032 2.000 2.34 

Estrés 2 712 936 2.010 2.31 

 

Comprobada la calidad de las muestras de ARN, las mismas fueron enviadas al servicio de 

secuenciación de Novogene en Hong Kong, en donde se sometieron a un proceso complementario de 

análisis de calidad y purificación de ARNm.  

  Aproximadamente 10 millones de lecturas crudas por muestra, fueron obtenidas por 

tecnología de secuenciación de alto rendimiento en la plataforma Illumina HiSeq3000/4000 (PE150). 

Dichas lecturas fueron analizadas siguiendo un flujograma de trabajo comprendido en dos etapas: 

Pre-procesamiento y análisis de datos. Ambas fueron realizadas en la terminal de interpretación de 

órdenes del software libre UBUNTU. En la primera etapa, se realizó el análisis de calidad de datos, 

mapeo de lecturas al genoma de referencia, ensamblado y cuantificación de transcriptos por líneas 

de comando, mientras que el análisis de datos consistió en la estimación de los niveles de 

transcripción, cálculo de la expresión diferencial e interpretación funcional realizados con el 

software estadístico R-project. 

  Previo al análisis de calidad, se realizó el filtrado exitoso de las lecturas de baja calidad y de 

artefactos, tales como las secuencias de los adaptadores, usando la herramienta TRIMMOMATIC. 

Seguidamente, se realizó el análisis de la calidad de lecturas filtradas con la herramienta FastQC 

(versión 0.11.8). El análisis de control de calidad comprobó la buena calidad del set de datos crudos, 
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ubicando el promedio de la puntuación de calidad (QS) de todas las réplicas en el cuartil superior 

(Tabla V.9). 

 

Tabla V.9. Calidad de las lecturas crudas de BA135 en condiciones restrictivas. 

Muestras Lecturas crudas Lecturas limpias QS Tamaño de secuencias % GC 

Control 1 8676644 8368836 36 148-150 62 

Control 2 9422347 9172337 36 149-150 62 

Estrés 1 9100689 8856781 36 149 -150 62 

Estrés 2 9522233 9247138 36 149 -150 62 
QS: Puntuación de calidad de las lecturas.  

El alineamiento de las lecturas se realizó usando la herramienta BOWTIE2 (Langmead y Salzberg, 

2012) con 6505 de los 6827 genes del genoma de la cepa de referencia Aminobacter sp. BA135. Se 

generaron archivos en formato SAM, los cuales fueron transformados a uno de tipo binario (BAM) 

para optimizar el tiempo de cómputo del análisis con la herramienta SAMTOOLS. Dichos archivos 

fueron cuantificados usando la herramienta HTseq y fusionados (merge function) para realizar los 

análisis estadísticos correspondientes. 

Análisis de Expresión Diferencial (DESeq2): 

  El análisis diferencial se realizó usando la función DESeqDataSetFromMatrix del paquete 

DESeq2 para los transcriptos alineados con 6505 genes del genoma de la cepa BA135. El ajuste y la 

normalización del set de datos se realizó mediante el uso de la función lfcShrink (Figura V.12). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

Figura V.12.  MA-plot que representa 
la media normalizada de todas las 
lecturas cuantificadas para los 6505 
genes del genoma de BA135 producto 
de la comparación de las dos 
condiciones. Aquellas lecturas que están 
expresados diferencialmente de forma 
significativa se muestran como puntos 
coloreados de rojo. 
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  Entre las variables calculadas se destacan la relación logarítmica de un transcripto en dos 

condiciones (log2FoldChange) y el p-valor ajustado (padj). Se obtuvo que 664 genes mostraron 

expresión diferencial significativa (padj < 0.05), de los cuales 329 (5.1%) evidenciaron estar 

sobreexpresados y 335 (5.1 %) subexpresados en la condición problema (Figura V.13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.13. Expresión diferencial de la cepa Aminobacter sp. BA135 en condiciones salino-alcalinas. Los 
664 genes expresados diferencialmente (padj < 0.05) se muestran coloreados en verde si se encontraron 
inducidos o en rojo si se encontraron reprimidos. 

 

  En el anexo V.2. se muestra el mapa de calor (Heatmap) de los valores de expresión génica 

(log2FoldChange) de los 664 genes expresados diferencialmente entre las réplicas biológicas de 

ambos tratamientos. En él se observa la agrupación por tratamiento de las réplicas biológicas 

(columnas), mostrando la correlación positiva de los valores de expresión entre ellas y la diferencia 

de expresión en función del tratamiento.  
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:  

  Debido a que la cepa Aminobacter sp. BA135 no es considerada un organismo modelo, no se 

procedió a utilizar la metodología de anotación convencional dispuesta para el análisis de RNAseq. 

En ese sentido, se procedió a realizar el proceso de anotación de los genes diferencialmente 

expresados de forma manual utilizando como herramientas los genomas anotados de las cepas 

Aminobacter sp. BA135 (datos no publicados) y Aminobacter aminovorans KCTC2477. Se utilizaron 

las plataformas KEGG (Kyoto Encyclopedia of Gene and Genomes), así como las herramientas 

BLAST, INTERPRO y Pfam de The European Bioinformatic Institute (EMBL-EBI). Es necesario 

recordar que según los análisis bioinformáticos realizados por nuestro grupo, la cepa KTCC2477 

(KEGG T04343) en realidad pertenece a la especie A. ciceronei (datos no publicados), del mismo 

modo que la cepa BA135, por lo que de aquí en adelante nos referiremos a la cepa A. aminovorans 

KCTC2477 como Aminobacter KCTC2477.  

 

  De los 6505 genes del genoma de referencia de la cepa Aminobacter sp. BA135, 664 

(10.20%) estuvieron diferencialmente expresados, entre inducidos y reprimidos. Para detallar con 

precisión la identidad y función de los genes involucrados en la respuesta al estrés salino-alcalino 

según el análisis transcriptómico, se eligieron genes teniendo como criterio el valor de la variable 

log2 FoldChange (Log2FC). Genes con valores de L2FC ≥ 1.5 y L2FC ≤ -1.5, fueron considerados 

como los inducidos y reprimidos, respectivamente, de relevancia más significativa en la respuesta 

celular a estrés salino-alcalino. Con este criterio de selección, el número de genes diferencialmente 

expresados se redujo a 144, de los que 69 eran inducidos y 75 reprimidos. Los resultados se detallan 

en las tablas V.10 y V.11, respectivamente. Cabe destacar que algunos de los genes diferencialmente 

expresados en condiciones de estrés coincidieron con algunos de los identificados anteriormente 

durante el estudio genético de la adaptación a estrés. Concretamente estos fueron BA135_1058 y 

BA135_1055 (Tabla V.10), ambos codifican proteínas componentes de un sistema antiportador de 

protones, y BA135_6670 que codifica para una proteína tipo Usp (Tabla V.11) 
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Tabla V.10. Relación de genes con mayores valores de aumento de expresión en condiciones salino-alcalinas. 

 

Locus_tag Log2FC padj Ortólogo KCTC2477 Descripción 

BA135_174 3.019 7.18E-07 No existe (≈AA2016_1634)  Familia Inositol monofosfatasa  

BA135_175 2.288 4.71E-02 No existe (≈AA2016_0297) Transportador ABC, proteína de unión a ATP   

BA135_178 2.121 2.61E-13 No existe (≈AA2016_1631) Transportador ABC, proteína de union a sustrato 

BA135_571 2.258 2.07E-10 AA2016_4352  T5SS, proteína autotransportadora. Posible adhesina 

BA135_602 1.544 0.0374 AA2016_4369 N-acetilneuraminato epimerasa/mutarotasa 

BA135_672 1.815 0.0000 No existe Secuencia no codificante; exclusiva de BA135  

BA135_673 1.619 0.0196 AA2016_4763 
Proteína de respuesta al estrés similar a YciF/ Función 

desconocida (DUF892) 

BA135_678 2.180 0.0000 AA2016_4425 Proteína hipotética 

BA135_679 1.872 0.0011 AA2016_6331 Proteína de membrana; función desconocida  

BA135_685 1.689 0.0003 AA2016_4415 Proteína hipotética 

BA135_926 1.812 1.69E-13 AA2016_4609 Familia de proteínas amidohidrolasas  

BA135_1052 1.856 2.08E-08 AA2016_4703 Na+/H+ antiportador subunidad G 

BA135_1054 1.729 0.0148 AA2016_4705 Na+/H+ antiportador subunidad E 

BA135_1055 1.711 3.40E-10 AA2016_4706 Na+/H+ antiportador subunidad D 

BA135_1056 2.038 0.009 AA2016_4707 Na+/H+ antiportador subunidad C 

BA135_1057 1.691 0.0319 AA2016_4708 Na+/H+ antiportador subunidad B 

BA135_1058 2.139 2.09E-10 AA2016_4709 Putativa cation monovalente/H+ antiportador subunidad A 

BA135_1059 1.949 0.0047 AA2016_4710 Proteína hipotética 

BA135_1098 2.531 6.73E-01 AA2016_4739 Proteína desramificadora del glucógeno , GlgX 

BA135_1101 1.774 6.53E-10 AA2016_4741 Glucógeno sintasa, GlgA 

BA135_1105 1.870 9.77E-08 AA2016_4743 Proteína ramificada 1,4-alfa-glucano, GlgB 

BA135_1107 1.853 5.46E-10 AA2016_4744 Glucógeno fosforilasa 
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BA135_1108 1.886 2.53E-01 AA2016_4745 Transportador ABC, proteína de unión a ATP 

BA135_1399 1.647 0.0365 AA2016_5152 Proteína hipotética 

BA135_1503 1.991 8.14E-06 AA2016_5226 Transportador ABC, proteína de unión a sustrato  

BA135_1886 1.742 0.0037 AA2016_6632 Enoyl-(Acyl carrier protein) reductase (PF13561) 

BA135_2046 1.829 0.0016 AA2016_3989 
NadC, Nicotinato nucleotido pirofosforilasa/Quinolinato 

fosforibosil transferasa (QPRTase) 

BA135_2236  2.432 2.86E-23  IG197_09695, cepa SR38 Proteína hipotética 

BA135_2237 2.813 6.80E-29 AA2016_5363 Probable metionil aminopeptidasa 

BA135_2238 1.859 2.47E-04 AA2016_5364 Dominio parecido a ParD 

BA135_2566 1.586 0.0248 
EDC40_RS17325 (cepa 

DSM7048) 
Proteína hipotética 

BA135_2604 3.662 2.67E-12 AA2016_0187 Metionina sintasa  

BA135_3131 3.091 5.02E-19 AA2016_0686 Proteína similar a CsbD, proteína de respuesta general al estrés  

BA135_3224 1.805 0.0282 AA2016_0763 S-adenosil-L-homocisteína hidrolasa                            

BA135_3328 1.791 2.74E-08 AA2016_0849 Proteína hipotética 

BA135_3527 3.430 1.92E-06 AA2016_1020 Función desconocida (DUF1344)  

BA135_3534 3.175 2.77E-19 AA2016_1026 Putativa L,D-peptidoglucano transpeptidasa, YkuD  

BA135_3535 3.241 7.82E-21     AA2016_1027 Proteína hipotética 

BA135_3553 1.611 0.03183     AA2016_1042 Proteína hipotética 

BA135_3562 2.025 4,46E-03  AA2016_1048  Región interna 

BA135_3788 1.953 1.36E-12 AA2016_1313 
Familia de proteínas GreA/GreB; interacción con ARN 

polimerasa 

BA135_3794 2.307 5.14E-04 AA2016_1317 Proteína hipotética 

BA135_4003 1.585 1.12E-13 AA2016_1475 Función desconocida (DUF465)  

BA135_4118 1.685 8.91E-14 AA2016_1599 Transportador ABC, proteína permeasa                                         

BA135_4119 2.526 4.59E-15 AA2016_1600 Transportador ABC, proteína de unión a ATP 

BA135_4124 1.691 0.0214 AA2016_1604 HWE_HK histidina kinasa (PF07536) 

BA135_4127 1.797 0.0045 AA2016_1607 / AA2016_1606   Región intergénica (1657759 - 1657956) 
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BA135_4129 2.151 3.36E-05 AA2016_1608 CheY-like receiver domain protein 

BA135_4323 1.712 7.98E-08 AA2016_1754 Transporter ABC, proteína de unión a  sustrato  (PF13416) 

BA135_4458 2.121 1.13E-06 AA2016_1873 Dominio de proteína similar a SnoaL 

BA135_4459 2.870 7.02E-20 AA2016_1874  Regíón adyacente a AA2016_1874 (1938158 - 1938286) 

BA135_4460 2.569 6.73E-20 AA2016_1874 Similar a Xilosa isomerasa, Dominio tipo barril TIM 

BA135_4594 2.290 1.49E-09 AA2016_1984 Familia de regulador transcripcional LacI 

BA135_4598 1.662 0.02 AA2016_1987 Posible Enoyl-CoA hidratasa/isomerasa 

BA135_4663 1.639 0.00103 AA2016_2035 PTS transportador PTS subunidad IIB 

BA135_4664 1.507 7.30E-16 AA2016_2036 Homoespermidina sintasa/ Sacaropina dehidrogenasa 

BA135_4828 1.917 3.74E-07 
AA2016_2175 

Dominia Tim44, proteína de membrana protein; posible 
transportador  

BA135_4830 2.523 3.51E-04  Proteína relacionada a Transposasa; familia IS1182 

BA135_5313 1.520 5.42E-07 AA2016_2685 Aldehido dehidrogenasa 

BA135_5436 1.858 3.07E-02 AA2016_2782 Dominio de proteína hibrido HTH-Metiltransferasa 

BA135_5438 1.542 6.53E-04 AA2016_2784 Dominio EamA; posible exportador 

BA135_5503 1.843 6.32E-13 AA2016_2837 Familia de proteína Dienelactona hidrolasa  

BA135_5694 1.768 4.62E-08 AA2016_2999 Proteína hipotética 

BA135_5727 1.595 2.21E-07 AA2016_3023  Familia de regulador transcripcional GntR 

BA135_5735 1.757 7.39E-12 AA2016_3029 
Función desconocida (DUF3520); similar a YfbK, posible 

amiloide   

BA135_6031 3.874 5.82E-28 AA2016_3761 Familia Lactoilglutation liasa (glioxilasa) 

BA135_6032 4.895 1.42E-37 AA2016_3760 Función desconocida 

BA135_6033 4.936 1.36E-56 AA2016_3759 Familia oxidoreductasa Glucosa-Metanol-Colina (GMC)  

BA135_6409 2.728 1.34E-25 AA2016_3416 Dominio HTH, Familia de regulador transcripcional XRE  

Locus_tag: Código del gen, Log2FC: log2foldChange, p-adj: p-valor ajustado. Los genes se encuentran ordenados descendentemente según 
identificador (Locus_tag) asignado en la anotación; aquellos adyacentes con fondo coloreado (amarillo) corresponden a genes que pueden estar 
transcripcionalmente relacionados, p.e., integrar un mismo operón. (≈) indica similaridad no significativa. 
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Tabla V.11. Relación de genes con mayores valores de decremento de expresión en condiciones salino-alcalinas  

Locus_tag  Log2FC p-adj Ortólogo KCTC2477 Descripción 

BA135_309 -2.5279 3.89E-04  AA2016_4134 Transportador ABC, proteína de unión a  sustrato 

BA135_319 -1.5555 0.001 AA2016_4140 
Amino acid-Polyamine-organo Cation Transporter 

Superfamily (IPR006043) 

BA135_894 -1.6771 0.001 IG197_06325 (Cepa SR38) Exportador putativo 

BA135_918 -2.9648 7.07E-05 AA2016_4603 Proteína de Membrana 

BA135 _1431 -2.0276 9.08E-12 AA2016_5176 Putativa proteína fasina (IPR018968) 

BA135_1618 -2.0649 2,46E-10   AA2016_0624 Familia citocromo P450 

BA135_1988 -2.7309 3.10E-06 AA2016_0760 NDP-sugar phosphorilase/transferase  

BA135_2041 -1.5191 4.37E-05 AA2016_3986 Nudix Hydrolase  

BA135_2201 -1.6987 0.011 AA2016_5334 Proteína hipotetica, función desconocida 

BA135_2325 -3.8538 7.77E-62 AA2016_5438 Fenilalanina 4-hidroxilasa 

BA135_2326 -4.0953 4.70E-64 AA2016_5439 Dominio EamA; posible exportador 

BA135_2327 -2.6335 1.00E-05 AA2016_5440 Proteína de membrana MFS; posible exportador  

BA135_2355 -1.5418 1.42E-05 AA2016_5466 Monooxigenasa/Oxidoreductasa 

BA135_2477 -2.3546 1.74E-14 AA2016_0065 
Dominio HTH, Familia de reguladores transcripcionales 

XRE 

BA135_2514 -2.1859 3.13E-12 AA2016_0099 Dominio EamA; posible exportador 

BA135_2599 -1.6573 0.0331 AA2016_0183  Transportador ABC, proteína permeasa 

BA135_2600 -2.6468 2.03E-06 AA2016_0184 Transportador ABC, componente de unión a ATP 

BA135_2601 -2.2806 1.19E-13 AA2016_0185 Oxidoreductasa FAD/NAD(P)/Proteína de unión 2Fe-2S  

BA135_2602 -2.8506 6.38E-17 AA2016_0186 Putativa fenilpropionato dioxigenasa 

BA135_2727 -3.4296 4.70E-14 AA2016_0300 Transportador ABC, proteína de unión a sustrato                           

BA135_2838 -1.7161 1.88E-07 AA2016_0452 Transportador ABC, proteína de unión a sustrato                           

BA135_2839 -1.6317 2.69E-11 AA2016_0453 Ureohidrolasa (arginasa/agmatinasa)(IPR006035) 

BA135_3018  -4.5680 3.14E-101 AA2016_0597 Proteína de quimiotaxis aceptadora de Metil 

BA135_3019 -3.9947 1.44E-09 EDC40_112130 (DSM7048) 
Dominio de proteína STAS 

(Sulphate Transporter and AntiSigma factor antagonist) 
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BA135_3020 -3.9926 5.03E-13 EDC40_112131 (DSM7048) Dominio del receptor similar a CheY 

BA135_3021 -4.0271 1.81E-51 EDC40_112132 (DSM7048) Proteína de quimiotaxis, Histidina Kinasa CheA 

BA135_3022 -3.2550 2.69E-08 EDC40_112132 (DSM7048) Proteína de quimiotaxis Histidina Kinasa  CheA 

BA135_3024 -3.7467 3.84E-21 AA2016_0598 Proteína de quimiotaxis metiltransferasa CheR 

BA135_3025 -3.1718 2.64E-06  AA2016_0599 Metiltransferasa CheB 

BA135_3026 -2.4843 1.18E-04 AA2016_0600 Regulador de respuesta, proteína de quimiotaxis  CheY 

BA135_3231 -2.4294 1.46E-05 AA2016_0769 Fosfoenolpiruvato carboxikinasa 

BA135_3283 -1.5818 0.007 AA2016_0815 Bomba de Cationes,  FixG 

BA135_3292 -2.1388 7.23E-09 AA2016_0822  
Oxigeno-independente coproporfirinogeno III oxidasa, 

HemN 

BA135_3359 -1.7291 1.69E-15 AA2016_0877 Proteína de membrana  (DUF2189) 

BA135_3432 -2.1119 1.89E-11 AA2016_0939 Copper chaperone PCu(A)C  

BA135_3470 -1.9490 1.34E-08 AA2016_0966  Ri (1014533 - 1014670) Acetiltransferasa 

BA135_3870 -1.7126 0.0019 AA2016_1377 Ri (1442280 - 1442534) Homocisteina S-metiltransferasa (MetE) 

BA135_4368 -1.5779 0.0416 AA2016_1796  Glutaredoxina (IPR002109) 

BA135_4518 -1.6324 3.13E-10 No existe; sec. exclusiva BA135 Proteína hipotética 

BA135_4521 -2.0687 0.0134 No existe; sec. exclusiva BA135 Posible dioxigenasa (pfam00903) 

BA135_4555 -1.7596 8.91E-11 AA2016_1952 Sarcosina oxidasa subunidad beta (SoxB)  

BA135_4557 -2.1760 0.0017 AA2016_1954 Sarcosina oxidasa subunidad delta (SoxD)   

BA135_4578 -1.7049 8.17E-15 AA2016_1972 Transportador ABC, proteína de unión a sustrato                           

BA135_4584 -2.3124 0.0011 AA2016_1977  Transportador ABC, proteína de unión a sustrato                           

BA135_4637 -1.9354 8.74E-11  AA2016_2013 /AA2016_2014  Región intergénica (2093460 - 2093616)  

BA135_4638 -1.7713 1.36E-12 AA2016_2014 Familia de proteína Hsp20 (IPR002068) 

BA135_4688 -1.6908 0.0385 AA2016_2056 Regulador de respuesta , Familia OmpR family 

BA135_4934 -1.8661 1.15E-04 AA2016_5260 Formato-tetrahydrofolato ligasa (IPR000559) 

BA135_5084 -2.2633 6.51E-05 AA2016_2488 / AA2016_2489 Region intergénica (2535738 - 2536106) 

BA135_5362 -1.5577 2.53E-15 AA2016_2728 Proteína universal del estrés, Usp 

BA135_5580 -1.7834 1.80E-05 AA2016_2903 Proteína hipotética 
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BA135_5691 -2.1499 6.33E-11 AA2016_2994 
Oxidoreductasa FAD-dependiente/Aminometiltransferasa 

GCV_T 

BA135_5700 -2.4864 2.47E-11 AA2016_3003 Proteína hipotética 

BA135_5714 -1.8044 1.11E-13 AA2016_3012 5,10-metilenotetrahidrofolato reductasa MTHFR (MetF) 

BA135_5715 -2.3411 1.02E-09 AA2016_3013 MTHFR C-terminal domain 

BA135_5716 -2.1170 8.73E-09 AA2016_3014 Virulence factor domain (IPR025989) 

BA135_5725 -2.0520 3.09E-10 AA2016_3021 Trimetilamina metiltransferasa 

BA135_5832 -1.6260 0.024 AA2016_3112 Zinc ribbon domain (IPR013429) 

BA135_5941 -1.7949 1.34E-02 AA2016_3843 L-serina amoniaco-liasa 

BA135_6340 -2.1288 1.32E-05 AA2016_3474 Diguanilato ciclasa 

BA135_6444 -1.6059 3.97E-08 entre AA2016_3387 y  AA2016_3388 Región intergénica (3453895 a 3454202)  

BA135_6477 -2.0459 5.49E-14 AA2016_3361 Proteína función desconocida (DUF 1127) 

BA135_6478 -1.8293 4.93E-05 AA2016_3360 Proteína función desconocida (DUF 1127) 

BA135_6590 -2.0799 9.61E-08 AA2016_3263 Proteína universal del estrés, Usp 

BA135_6610 -1.9869 2.59E-15 AA2016_3249 Familia DedA, proteina de membrana  

BA135_6616 -1.7334 6.45E-10 AA2016_3244 FAD flavoproteina oxidoreductasa 

BA135_6642 -2.1004 4.54E-12 AA2016_3223 Proteína hipotética 

BA135_6647 -1.8803 0.007 AA2016_3221 Putativa ATPasa 

BA135_6655 -1.8474 8.88E-12 AA2016_3214 Proteína hipotética 

BA135_6656 -1.5887 4.57E-04 AA2016_3213  Acetiltransferasa 

BA135_6660 -2.0751 9.19E-05  AA2016_3211 Proteína hipotética 

BA135_6665 -1.9489 1.08E-10 AA2016_3206  Proteína universal del estrés, Usp 

BA135_6667 -1.5648 1.76E-04 AA2016_3203 Proteína conservada (DUF 2267; IPR018727) 

BA135_6670 -1.8406 8.23E-11 AA2016_3199 Proteína universal del estrés, Usp 

Locus_tag: Código del gen, Log2FC: log2foldChange, p-adj: p-valor ajustado, Ri: Región intergénica. Los genes se encuentran ordenados descendentemente 
según identificador (Locus_tag) asignado en la anotación; aquellos adyacentes con fondo coloreado (amarillo) corresponden a genes que pueden estar 
transcripcionalmente relacionados, p.e., integrar un mismo operón. (≈) indica similaridad no significativa 
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Entre los genes diferencialmente expresados en condiciones salino-alcalinas, encontramos 

varios con posible función reguladora. Por un lado, están varios posibles reguladores transcripcionales 

que tienen sus homólogos en la cepa Aminobacter KCTC 2477 (BA135_4594/AA2016_1984; 

BA135_6409/AA2016_3416; BA135_5436/AA2016_2782; BA135_2477/ AA2016_0065). Los tres 

primeros mostraron expresión elevada (Tabla V.10), mientras que el cuarto apareció con expresión 

disminuida bajo condiciones estresantes (Tabla V.11). Se desconoce si se trata de activadores o 

represores transcripcionales, ni por supuesto sus posibles genes diana.  

El gen BA135_4594 pertenece a la familia LacI y posee además de un dominio HTH (helix-turn-

helix) de unión a ADN, un dominio de unión a ligando, lo cual sugiere que su actividad reguladora 

puede estar modulada por algún metabolito. Su probable vinculación transcripcional en un operón 

con otros 4 genes que codifican para proteínas posiblemente implicadas en el metabolismo de un 

compuesto carbonado, apoyaría esta posibilidad (véase más adelante).   

Por su parte, BA135_6409 codifica para una proteína de pequeño tamaño (126 a.a.) que solo posee 

un dominio HTH de unión a ADN, común en proteinas de la familia XRE (Xenobiotic Response 

Element) de reguladores transcripcionales. Esta familia incluye a una multitud de proteínas 

implicadas en la regulación de diversos procesos celulares, incluida la tolerancia a estrés (p.ej., Hu et 

al., 2019). En R. etli, otro gen que codifica para una proteína XRE está regulado por el factor sigma 

extracitoplásmico de respuesta a estrés abiótico: RpoE4 (Martínez-Salazar et al., 2009). Esta proteína 

BA135_6409 parece conservada en otras cepas del género Aminobacter y en muchos otros 

Rhizobiales, aunque su función es desconocida. Lo mismo ocurre con otro gen codificante para una 

posible proteína XRE, (BA135_2477, también muy conservado en Rhizobiales), aunque en este caso 

su expresión apareció reducida bajo condiciones de estrés (Tabla V.11).  

BA135_5436 codifica para una proteína híbrida que posee un dominio HTH de unión a ADN 

junto a un dominio metiltransferasa. Este gen está bastante conservado en Rhizobiales asociado a 

metF, que codifica para una 5,10-metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR) que participa en la 

síntesis de metionina (Cai et al., 1992).  metF (BA135_5437) también mostró expresión elevada bajo 

condiciones de estrés (Log2FC +1,12), si bien no tuvo significación estadística. No obstante, resulta 

interesante que otros genes relacionados con la síntesis de metionina mostraron expression elevada 

bajo condiciones de estrés (véase más adelante).  
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Por otra parte, el gen BA135_3788 (AA2016_1313) codifica para una proteína de la familia 

GreA/GreB que interaccionan con la RNA polimerasa; BA135_3788 contiene además un dominio N-

terminal Rnk_N. Rnk es un regulador de la actividad nucleósido difosfato kinasa (Shankar et al., 

1995). Su posible interacción con RNA polimerasa sugiere el papel regulador de esta proteína. En R. 

tropici se encontró que una mutación en el gen greA (factor de elongación de la transcripción GreA) 

conlleva la pérdida de tolerancia a salinidad (Nogales et al., 2002).  

Otros genes con posible papel regulador fueron BA135_4129 (AA2016_1608), que codifica 

para una proteína pequeña que posee un dominio del receptor (REC) similar a CheY, y BA135_4124 

que codifica para una histidina kinasa (HK) (Tabla V.10), que pertenece a una amplia familia de 

proteínas que son miembros habituales de los denominados sistemas de transducción de señales de 

dos componentes (S2C) (Karniol y Vierstra, 2004). Cada S2C regula la respuesta celular a cambios 

o señales ambientales concretos, y está compuesto habitualmente por dos proteínas, una HK sensora 

cuya función es la de reconocer la señal correspondiente y transducirla mediante procesos de 

fosforilación-defosforilación a un segundo componente, que suele ser un regulador transcripcional de 

respuesta (RR) que controla la transcripción (por activación o represión) de determinados grupos de 

genes o regulones. Las RR poseen un dominio REC (susceptible de fosforilación/defosforilación) 

asociado a un dominio de unión a ADN, aunque a veces ambos dominios pueden estar separados en 

proteínas diferentes (Hoch, 2000). Cuando una proteína contiene solo un dominio REC se habla de 

phosphorelay que puede modular la actividad del S2C; aunque frecuentemente las proteínas con un 

único dominio REC interaccionan con proteínas que participan en otros procesos, modulando su 

actividad. Por ejemplo, en el caso de CheY cuya fosforilación es dependiente de la HK CheA, su 

función es regular la actividad del flagelo.  

Si bien es probable, desconocemos si la actividad de los productos de BA135_4129 y 

BA135_4124 están relacionadas. No obstante, es de destacar que entre ambos genes se localizan 

BA135_4126 y BA135_4128, que son homólogos de phyR y ecfG, respectivamente. Los productos 

de estos genes, muy conservados en alfaprotebacterias, son reguladores maestros de la respuesta a 

estrés en bacterias como Methylobacterium extorquens o Bradyrhizobium japonicum, entre otras 

(Gourion et al., 2008, 2009). En esta última bacteria, además, son necesarios para el establecimiento 

de simbiosis efectivas (Gourion et al., 2009). Ambos genes BA135_4126 y BA135_4128 aparecieron 

también sobreexpresados, aunque con insuficiente calidad estadística (BA135_4126 con L2FC=0,96 

y BA135_4128 con L2FC=1,27) por lo que no aparecen en la tabla V.10.  Como se muestra en esta 

tabla, también encontramos sobreexpresada la región intergénica BA135_4126-BA135_4128 (phyR-

ecfG). Esta secuencia, que aunque en la anotación actual del genoma de BA135 está propuesta como 

un ORF independiente, BA135_4127, es probable que no codifique para un producto proteico. 
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Mientras que la secuencia nucleotídica es 97% idéntica a la región intergénica phyR-ecfG de la cepa 

KCTC2477, el supuesto producto proteico BA135_4127, de apenas 65 aa, no presenta parecido con 

ninguna otra secuencia proteica disponible en las bases de datos.  

Por el contrario, encontramos reducida la expresión de BA135_4688 (Tabla V.11) que 

codifica para un regulador transcripcional de la familia OmpR. Este gen podría formar parte de un 

S2C junto al gen adyacente BA135_4687, que codifica para una posible HK que presenta homología 

con el sensor de osmolaridad EnvZ (Wang et al., 2012).  

Otros posibles genes con función reguladora cuya expresión apareció reducida en condiciones de 

estrés fueron varios codificantes para una posible chaperona (BA135_4638), una posible diguanilato 

ciclasa (BA135_6340) y para varias proteínas de tipo Usp (BA135_5362, BA135_6590, 

BA135_6665, BA135_6670) (Tabla V.11). El resultado para estos últimos fue sorprendente, puesto 

que generalmente las proteinas Usp suelen encontrarse sobreexpresadas en condiciones de estrés 

(Vollmer y Bark, 2018; Chi et al., 2019). Llamativa y aparentemente contradictoria, también resultó 

la expresión de BA135_6670 que estuvo disminuida en condiciones de estrés. Como se discutió en la 

sección anterior, mutaciones en este mismo gen determinaron una reducción de la tolerancia a estrés 

(mutante LC5410, Tabla V.6). Antes de adelantar posibles explicaciones, será necesario verificar 

mediante métodos alternativos que la expresión de estos genes de BA135 se encuentre realmente 

disminuida en condiciones de estrés.  

 

Además de los genes usp mencionados anteriomente, se encontraron diferencialmente 

expresados varios otros que han sido relacionados con la repuesta a estrés abiótico en otras bacterias. 

Aparecieron infraexpresados, en condiciones de estrés, múltiples genes codificantes de proteínas 

reguladoras de la quimiotaxis y la motilidad (cheA, cheR, cheB, cheY, etc.; Tabla V.11). La supresión 

de la motilidad y quimiotaxis suele ser una de las respuestas tempranas de las bacterias frente a 

situaciones de estrés abiótico (Arora, 2020; Nabti et al., 2010; Dominguez-Ferreras et al., 2006). 

Entre los genes relacionados con respuesta a estrés se observó la indución de BA135_3131, que 

codifica para una pequeña proteína con dominio similar a CsbD, (general stress responsive protein). 

CsbD ha sido identificada en Bacillus subtilis como proteína cuya expresión está aumentada en 

condiciones de estrés. Su expresión es dependiente del factor sigma alternativo σ
B que controla 

múltiples genes en respuesta a estrés (Prágai y Harwood, 2002).  CsbD está estructuralmente 

relacionado con YjbJ de E. coli (IPR036629), una proteína que pertenece al regulón de σS y que se 

induce en condiciones de estrés salino y acídico (Weber et al., 2006; Worden et al., 2009). Aunque 
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se desconoce la función de YjbJ, se ha puesto de manifiesto que interacciona con el simportador ProP, 

un transportador osmosensible que participa en la adquisición de osmolitos como prolina y glicina 

betaina (Romantsov et al., 2018).  

Otro posible gen de respuesta a estrés con expresión elevada fue BA135_673 (Tabla V.10), cuyo 

producto muestra homología con YciF de enterobacterias. YciF es producida en altos niveles bajo 

condiciones de estrés abiótico y aunque su estructura cristalina ha sido resuelta, su función no es 

conocida (Hindupur et al., 2006).  

El gen BA135_4664 (Tabla V.10) codifica para una probable Homoespermidina sintasa 

(IPR005097, IPR023181), que participa en la biosíntesis de homoespermidina (homospd) a partir de 

2 moléculas de putrescina. Las poliaminas (PAs) están involucradas en una variedad de procesos 

biológicos y juegan un rol importante frente al estrés abiótico en varios organismos (Bachrach, 2010). 

Los rizobios generalmente contienen grandes cantidades de homospd a la que se le atribuyen 

funciones como la amortiguación metabólica para ajustar el pH intra o extracelular frente a estrés 

ambiental (Fujihara, 2008). En S. fredii P220 cultivado en condiciones alcalinas se observó el 

incremento de los niveles de homospd acompañado de la disminución del pH del medio, sugiriendo 

el rol neutralizante de homospd sobre los H+ incorporados a la célula (Fujihara y Yoneyama 1993). 

En ensayos simbióticos entre Medicago sativa y S. meliloti bajo condiciones de salinidad se reportó 

gran acumulación de homospd en los bacteroides (López-Gómez et al., 2014). Resultados parecidos 

se observaron en nódulos de garbanzo inoculados con M. ciceri en condiciones alcalinas (Singh et 

al., 2016). La acumulación de homospd parece necesaria para el crecimiento normal de R. 

leguminosarum en medios de cultivo (Shaw et al., 2010).  

El gen BA135_2839, cuya expresión apareció disminuida en condiciones de estrés (Tabla V.11), 

codifica para una proteína con dominio ureidohidrolasa y que podría tener un papel en el metabolismo 

de las poliaminas. En otros rizobios, este gen codifica para una agmatinasa (speB) que participaría en 

la síntesis de putrescina a partir de agmatina (Becerra-Rivera y Dunn, 2019). 

Se encontraron sobreexpresados varios genes del operón del metabolismo del glucógeno: 

glgA (BA135_1101), glgB (BA135_1106), glgX (BA135_1098) y glgP (BA135_1107) (Tabla V.10). 

En algunas bacterias se utiliza el almacenamiento del carbono en forma de glucógeno, como reserva 

para restaurar el crecimiento celular después del estrés (Han et al 2005). En rizobios, esto está avalado 

por la fuerte inducción de los genes glgA2, glgB2, y glgX, de S. meliloti involucrados en el 

metabolismo del glucógeno durante estrés osmótico (Domínguez- Ferreras et al., 2006). En M. ciceri 
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la inducción de genes glg fue observada bajo condiciones de estrés por sequía inducida por PEG 

(Yadav et al., 2020), mientras que en Azospirillum brasilense se reveló la importancia de la 

acumulación de glucógeno en respuesta a diferentes estreses (Lerner et al., 2009). 

Otros compuestos de reserva de carbono y energía sintetizados durante situaciones de estrés son los 

poli-hidroxialcanoatos (PHAs). La mayoría de rizobios pueden sintetizar PHB (poli-hidroxibutirato) 

y almacenarlos en el citoplasma en forma de gránulos. Los gránulos de PHAs suelen estar cubiertos 

por una capa superficial proteica conformada por varios tipos de proteínas denominadas GAPs 

(Granule Associated Proteins). Entre estas proteínas están las encargadas del metabolismo de los 

gránulos (polimerasas, depolimerasas, etc), y las Fasinas (PHAsins), un grupo heterogéneo de 

pequeñas proteínas con importantes roles en el metabolismo del PHA y la estructura de los gránulos 

(Maestro y Sanz, 2017; Mezzina y Pettinari 2016). La expresión de un gen codificante para una 

posible fasina se vio reprimida en condiciones de estrés (BA135_1431; Tabla V.11), lo que podría 

sugerir cambios en la síntesis o catabolismo de PHB. 

Se encontró sobreexpresado el gen BA135_4460 (AA2016_1874 en la cepa tipo) que codifica para 

una possible xilosa isomerasa (InterPro IPR001998), enzima que cataliza la conversión de xilosa en 

xilulosa, compuesto que puede ser metabolizado a través de la ruta de las pentosas fosfato y la 

glucólisis. Las enzimas bacterianas son diferentes a las de eucariotas, y pueden también isomerizar 

las ribosa en ribulosa y la glucosa en fructosa (Dauter et al., 1989).  

El gen BA135_4594 (regulador transcripcional) mencionado anteriormente, está 

transcripcionalmente vinculado con BA135_4598 cuya expresión también apareció incrementada en 

condiciones de estrés (Tabla V.10). Entre ambos genes se localiza BA135_4595 que codifica para 

una probable anhidro-fructosa reductasa (EC:1.1.1.292), que en Sinorhizobium morelense participa 

en la reducción de anhidro-fructosa y otras keto-aldosas (llamadas osonas) para la formación de 

anhidro-manitol y mano- y gluco-aldosas, respectivamente (Kühn et al., 2006). Es posible que 

BA135_4594 responda a alguno de estos azúcares y que estos genes estén implicados en la producción 

o transformación de algún azúcar que tiene un papel importante en la respuesta a estrés salino-

alcalino.  

El gen BA135_663 (Tabla V.10) codifica para un probable componente IIB de un sistema 

lanzadera fosfotransferasa (PTS) de azúcares, implicado en la fosforilación y transporte de algún 

azúcar que con la información disponible no es possible sugerir. Los sistemas PTS también tienen 

funciones reguladoras de diversas funciones celulares (Galinier y Deutscher, 2017).  

También aumentó su expresión el gen BA135_174 (AA2016_1634) que codifica para una posible 

inositol monofosfatasa. Este gen forma parte de un operón que codifica para varias proteínas con 

dominios fosfatasa y metalofosfatasa, y que se localiza adyacente a otro operón que codifica para un 
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transportador ABC. En bacterias, el inositol puede sintetizarse intracelularmente o puede ser 

adquirido desde el medio externo cuando está disponible. La síntesis de inositol se da a partir de 

glucosa-6-fosfato por intermedio de las enzimas L-mio-inositol 1-fosfato sintasa (MIPS) y mio-

inositol monofosfatasa (IMP) (Torabinejad y Gillapsy, 2006). El inositol posee propiedades como 

osmoprotector, aunque no es un osmolito común en bacterias (Burg y Ferraris, 2008). Archeas y 

algunas actinobacterias contienen fosfatidilinositol en sus membranas celulares, los cuales son 

esenciales en su fisiología y ecología. No obstante, este fosfolípido no es habitual en la mayoría de 

eubacterias, que suelen utilizar el inositol solo como fuente de C y energía (Roberts, 2006).  

La proteína BA135_174 muestra casi un 50% de similitud de secuencia (cerca de 35% identidad) con 

las proteínas SuhB de E. coli y S. meliloti (SMc03993). SuhB de E. coli se ha relacionado con la 

tolerancia a estrés por temperatura y está demostrado que presenta actividad inositol-1 monofosfatasa 

y glicerofosfatasa. Aunque inicialmente se sugirió que SuhB podría tener un papel en la sintesis de 

ciertos fosfolípidos de membrana (p.e., fosfatidilinositol; Matsuhisa et al., 1995), posteriormente se 

ha reportado que es un componente del complejo Nus, implicado en el adecuado plegamiento del 

ARN ribosomal y otras funciones relacionadas con el control postranscripcional de la expresión 

génica (Chen y Roberts 2000; Huang et al. 2020). El genoma de BA135 y los de muchos otros rizobios 

codifican para múltiples proteínas con teórica actividad inositol fosfatasa, cuyas funciones no han 

sido dilucidadas. En R. leguminosarum bv. trifolii el gen pssB codifica para una inositol fosfatasa y 

su deficiencia conlleva la sobreproducción de EPS en vida libre y la pérdida de capacidad de fijación 

de nitrógeno en simbiosis (Janczarek y Skorupska, 2001). Además, el catabolismo de inositol parece 

ser importante para la utilización de ciertas rizopinas por los rizobios. Las rizopinas son compuestos 

derivados del inositol, que son sintetizadas por los bacteroides de los nódulos y catabolizadas por sus 

hermanas que quedan fuera de los mismos. Por tanto, la capacidad para catabolizar las rizopinas es 

importante para la supervivencia y la competencia de las cepas de rizobios en la rizosfera de sus 

plantas hospedadoras (Bahar et al., 1998). También se ha reportado la importancia del catabolismo 

del inositol para la competividad de S. meliloti en la rizosfera de alfalfa (Kohler et al., 2010). 

Por otro lado, se redujo la expresión del gen de la fosfoenolpiruvato carboxikinasa 

(BA135_3231) (PckA, Tabla V.11) bajo condiciones de estrés. PckA es una enzima clave que vincula 

el ciclo de Krebs y la gluconeogénesis, lo que sugiere una reducción del metabolismo energético, algo 

que ya se ha observado en bacterias como S. meliloti bajo condiciones similares (Domínguez-Ferreras 

et al., 2006). También se encontró reducida la expression de fixG (BA135_3283), que forma parte del 

operón fixGHIS. Estos genes son necesarios para la fijación de nitrógeno por rizobios, aunque también 

están presentes en bacterias no fijadoras como Rhodobacter y podrían formar un sistema de captación 

de cobre necesario para el funcionamiento de la oxidasa terminal cbb3 (Preisig et al. 1996). También 
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se encontró reducida la expresión de hemN (BA135_3292), necesario para la síntesis de hemo, un 

proceso que en bacterias como Vibrio vulnificus es particularmente importante bajo condiciones de 

estrés que limitan la disponibilidad de S-adenosilmetionina (SAM) (Kim et al., 2015). 

Dos genes que codifican para proteínas del metabolismo de la metionina se observaron 

sobreexpresados. Se trata de la metionina sintasa (BA135_2604; MS, 5-metiltetrahidrofolato 

homocisteina S-metiltransferasa) necesaria para la síntesis de novo de metionina, y de una posible 

metionina aminopeptidasa (BA135_2237; MAP) encargada de liberar la metionina situada en 

posición N-terminal de la mayoría de proteínas celulares. Ambas, MS y MAP, requieren Co para su 

actividad, si bien la MS utiliza cobalamina como cofactor (Kobayashi y Shimizu, 1999). MAP es una 

proteina esencial en E. coli, muy importante para la síntesis de proteínas dada la propiedad de la 

metionina como aa señal de inicio de la traducción. MAP también podría ser necesaria para el reciclaje 

de metionina y asegurar la disponibilidad de este a.a, evitando en lo posible su costosa síntesis de 

novo (Danchin et al., 2020). Por otro lado, la eliminación de la metionina N-terminal de la mayoría 

de proteínas ha sido descrita como un mecanismo que contribuye a una mayor estabilidad de las 

mismas (Meinnel et al., 1993), aspecto que puede cobrar mayor relevancia en condiciones de estrés. 

Una especial necesidad de metionina en condiciones de estrés podría explicar la elevación de la MS. 

La mayor síntesis de metionina podría ser necesaria para evitar la acumulación del sustrato de la MS, 

homocisteína, compuesto que en E. coli resulta tóxico (Roe et al., 2002). La metionina es un aa 

esencial por su rol en la síntesis de proteínas (Ferla y Patrick, 2014), pero también porque es necesaria 

para la síntesis de S-adenosilmetionina (SAM), principal donador de grupos metilo y adenosilo, 

esenciales en multitud de procesos de la célula como la síntesis de algunos cofactores o la actividad 

de los ribosomas (Danchin et al., 2020). Relacionado con esto, también se encontró elevada la 

expresión del gen BA135_3224 (AA2016_0763) que codifica para una S-adenosil-L-homocisteina 

hidrolasa, enzima clave en el reciclaje de SAM que cataliza la hidrólisis reversible de S-

adenosilhomocisteína a homocisteína y adenosina. Esta enzima se ha encontrado necesaria para la 

producción de ciertos metabolitos y el normal crecimiento de algunas bacterias como Mycobacterium 

tuberculosis y Agrobacterium radiobacter (Singhal et al., 2013; Penyalver et al., 2009). Así pues, 2 

de las 4 enzimas que participan en el ciclo de la metionina parecen sobreeexpresadas en la cepa 

BA135 en condiciones de estrés salino-alcalino.  

No obstante, se encontró reducida la expresión del gen BA135_5715 (Tabla V.11) que 

codifica para una 5,10-metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR; MetF), una flavoproteína que 
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cataliza la reducción de metilentetrahidrofolato (5,10-CH2THF) a 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF), 

este último es utilizado para la metilación de la homocisteína por la MS. Esto es aparentemente 

contradictorio con el resultado discutido anteriormente, de que la MS es inducida en condiciones de 

estrés. No obstante, la cepa BA135 podría poseer otra MTHFR codificada por el gen BA135_5437, 

que junto con BA135_5436 (Tabla V.10) apareció inducido en condiciones de estrés. Ambos genes 

forman un probable operón que se encuentra conservado en multitud de genomas de Rhizobiales. Una 

mayor expresión de este segundo gen metF podría compensar la disminución del primero, 

garantizando de esta forma suficiente 5-MTHF para la actividad MS. También se encontró reducida 

la expresión de BA135_4934 (AA2016_5260), que codifica para una Formato-tetrahidrofolato ligasa 

(IPR000559) o formiltetrahidrofolato sintetasa (FTHFS). Al igual que para la MTHFR, BA135 podría 

tener una segunda isoforma de esta enzima, prácticamente idéntica (99%) en secuencia, codificada 

por el gen BA135_2118 (AA2016_2364 en la cepa de referencia).  

En algunos organismos como S. meliloti, la metionina puede también ser sintetizada por una 

actividad alternativa, betaina-homocisteina metiltransferasa (BHMT; SMc04325), que a diferencia 

de MetH utiliza glicina betaina como donador de grupos metilo, en lugar de metil-tetrahidrofolato. 

Dada esta interconexión entre la síntesis de metionina y el catabolismo de la glicina betaina (Barra et 

al., 2006), una mayor actividad de la MS podría también implicar, indirectamente, una mayor 

disponibilidad de glicina betaina para funciones protectoras frente al estrés. En apoyo de esta 

hipótesis, se encontró reducida la expresión del gen BA135_3870 (Tabla V.11) que codifica para una 

proteína con homología a SMc04325 y probable actividad BHMT (metionina sintasa). Los resultados 

sugieren que la síntesis de metionina en BA135 es muy importante en condiciones de estrés, aunque 

para ello emplea preferentemente unas vías metabólicas que no interfieren con otros mecanismos de 

tolerancia, por ejemplo, con la acumulación de compuestos osmoprotectores.  

La acumulación de compuestos osmoprotectores (también conocidos como solutos 

compatibles) en el citosol tiene la finalidad de proteger las funciones celulares fundamentales 

mediante la estabilización de macromoléculas y de membranas biológicas bajo condiciones osmóticas 

perjudiciales. De este modo, la habilidad de las bacterias para acumular o sintetizar estos solutos 

compatibles resulta fundamental para su supervivencia y competencia en entornos donde la 

osmolaridad externa no es constante (Wargo, 2013). Entre los osmoprotectores usados para 

contrarrestar las condiciones estresantes, la glicina betaína (GB), destaca entre los de mayor 

importancia, por su uso generalizado en varios grupos de bacterias, entre los que se encuentran varios 

géneros de la familia Rhizobiaceae (Boncompagni et al., 1999). 

Varias actividades enzimáticas de la ruta catabólica de la glicina betaina (también de la prolina 

betaina), se han encontrado reprimidas en células en vida libre y en bacteroides de S. meliloti y otros 
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rizobios expuestos a estrés salino y osmótico (Smith et al., 1988; Gloux y Le Rudulier, 1989; Fougere 

y Le Rudulier 1990; Boncompagni et al., 1999). La glicina betaina y otros compuestos similares 

pueden ser catabolizados y utilizados como fuentes de C y N, aunque parece que en condiciones de 

estrés se ve favorecida su salvaguarda y uso como osmoprotector frente a su degradación. Esto 

también podría ocurrir en la cepa BA135 bajo condiciones de estrés. Varios genes relacionados con 

el catabolismo de glicina betaina se encontraron reprimidos (Tabla V.11). La pareja BA135_2601-

BA135_2602 es ortóloga de gbcA-gbcB (PA5410-PA5411), que en Pseudomonas aeruginosa 

constituyen una enzima necesaria para la conversión de glicina betaina (trimetilglicina) en 

dimetilglicina (Wargo et al., 2008). Ambos genes se encuentran muy conservados en Rhizobiales, 

Pseudomonadales y muchas otras bacterias. Otro gen con expresión disminuida que podría estar 

implicado en la degradación de glicina betaina es BA135_5725 (AA2016_3021 en la cepa de 

referencia), que contiene un dominio trimetilamina metiltransferasa (IPR010426) que en otras 

bacterias ha sido relacionado con el metabolismo de la glicina betaina (Tikat et al., 2014). Otros genes 

reprimidos, también involucrados en la ruta catabólica de la glicina betaina, fueron BA135_4555 

(AA2016_1952) y BA135_4557 (AA2016_1954) que probablemente codifican para SoxB y SoxD, 

subunidad beta y delta, respectivamente, de la sarcosina oxidasa implicada en la conversión de 

sarcosina (metilglicina) en glicina (Wargo et al. 2008). También estuvo reducida la expresión de 

BA135_5691 (AA2016_2994) que codifica para una proteína con dominios GCV_T 

(aminometiltransferasa, IPR006222) y GCV_T_C (IPR013977), que podría formar parte del 

complejo multienzimático GCV (Glycine Cleavage) encargado de la oxidación de la glicina en 

bacterias y mitocondrias (Okamura-Ikeda et al., 1993).  

Aunque se encontró reprimido el catabolismo de la glicina betaina, no se encontraron inducidos genes 

relacionados con su síntesis. Como muchos otros rizobios, BA135 posee un posible operón betICBA 

(genes BA135_1081/BA135_1086) para la síntesis de glicina betaina. Y como se ha visto en rizobios 

(Smith et al., 1988; Boncompagni et al., 1999), es probable que las propias células activen la 

biosíntesis de este compuesto en respuesta al estrés. Tampoco se descarta la presencia de glicina 

betaina en el medio de cultivo (que contiene triptona y extracto de levadura), la cual podría ser 

importada y acumulada en el interior celular. Los rizobios pueden poseer varios tipos de 

transportadores para la adquisición de betainas, cuya expresión puede o no estar regulada en respuesta 

a situaciones de estrés (Boscari et al., 2002) Por otro lado, también se encontró reducida la expresión 

de BA135_5941, que codifica para serina amonio liasa (serina dehidratasa), que convierte serina en 

piruvato y amonio. Esta actividad también se ha visto inhibida en células de S. meliloti en condiciones 

de estrés osmótico (Smith et al., 1988). Por último, se observó reprimida la expresión del gen 

BA135_2325 que codifica para una posible fenilalanina hidroxilasa, implicada en la síntesis de 
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tirosina, aa relacionado con la producción de pigmentos como la melanina. Aunque las colonias de la 

cepa BA135 muestran una ligera pigmentación en medio TY, esta característica no se vio 

significativamente alterada en condiciones de estrés.  

  

 

Varios genes que codifican proteínas componentes de transportadores de tipo ABC 

(BA135_4118/ BA135_4119; BA135_175/ BA135_178; Tabla V.10) se encontraron 

sobreexpresados y otros más estuvieron infraexpresados (Tabla V.11). Estos constituyen una de las 

clases más extensas de transportadores estudiados, los cuáles utilizan el ATP para impulsar la 

translocación de distintos sustratos a través de las membranas celulares. Los transportadores ABC 

funcionan tanto como importadores de nutrientes y otras moléculas, así como exportadores de toxinas, 

fármacos y lípidos (Rees et al., 2009). Además, están involucrados en muchos procesos celulares 

importantes y en su regulación (Dassa y Bougie, 2001), por lo que son cruciales en situaciones 

nutricionalmente limitantes o en entornos considerados tóxicos. Si bien no es posible determinar con 

precisión el sustrato asociado a partir las secuencias mencionadas, el contexto genómico acompañante 

podría permitir hipotetizar el potencial sustrato.  

Seis de los siete genes del operón que codifica para un antiportador multicomponente 

Catión:Protón Na+/H+ se encontraron fuertemente inducidos. De este operón, la subunidad A 

(BA135_1058) y la subunidad D (BA135_1055) han sido señaladas por Morino y col. (2017) como 

las más importantes y responsables directas de la función transportadora de iones en Bacillus 

pseudofirmus OF4. Esto se explica porque la tolerancia a condiciones salino-alcalinas depende 

fuertemente de los mecanismos de las bacterias para garantizar la homeostasis con el fin de asegurar 

el funcionamiento óptimo y la integridad estructural de las proteínas del citoplasma que permitan el 

crecimiento y viabilidad de la célula. Análisis ómicos, genéticos y fisiológicos revelan que a nivel de 

envoltura celular se producen una serie de cambios adaptivos que incluyen el elevado uso de 

transportadores, enzimas y demás ajustes metabólicos que contribuyan a la captura y retención de 

protones en el citoplasma (Padan et al., 2005). De este modo, la sobreexpresión de este conjunto de 

genes junto con lo descrito en la sección anterior para los mutantes LC7432, LC6244, LC2702 y 

LC5310, confirman el uso de las bombas de protones como uno de los mecanismos principales de 

BA135 para el mantenimiento del equilibrio iónico celular.  

 Por otro lado, el gen BA135_4458 codifica para una posible proteína de 119 aa que posee 

un dominio similar a SnoaLe (IPR037401). SnoaL es una polikétido ciclasa implicada en la síntesis 

de algunos antibióticos del grupo de las antraciclinas (Sultana et al., 2004). No obstante, SnoaL se 
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relaciona estructuralmente con la superfamilia con dominio similar a NTF2(IPR032710), que incluye 

varias familias de proteínas implicadas en transporte, por lo que no es descartable un posible papel 

de BA135_4458 en el transporte de algún metabolito. Curiosamente, BA135_4458 se localiza 

adyacente a BA135_4460 que, como se expuso anteriormente, codifica para una xilosa isomerasa que 

también resultó sobreexpresada en condiciones de estrés.  

A la superfamilia con un dominio similar a NTF2 también pertenecen las proteinas con dominio 

similar a TIM44 (IPR007379), como es el caso de la proteìna codificada por BA135_4829 que 

también resultó inducido bajo estrés y que podría también tener un papel en el transporte de alguna 

molécula importante en estas condiciones.  

 

La producción de ROS es una consecuencia inevitable del metabolismo regular de la célula. 

Al ser agentes altamente dañinos para los componentes celulares incluido lípidos, ADN y proteínas 

(Wolff, 1986), los mecanismos de eliminación son cruciales para evitar daños críticos y mantener la 

viabilidad celular (Green, 2004). No obstante, como se mencionó anteriormente, el crecimiento en 

medios adversos estimula la sobreproducción de ROS hasta niveles tóxicos (Imlay, 2003) sumando 

además estrés oxidativo. La evidencia de la respuesta a estrés oxidativo en BA135 fue dada por la 

fuerte inducción de una enzima de la familia de las Oxidoreductasa GMC (BA135_6034) y por la 

enzima de detoxificación Glioxalasa I (BA135_6031). Las oxidoreductasas de la familia GMC, 

catalizan una amplia variedad de procesos redox por transferencia de electrones de un reductor a un 

oxidante y cumplen un rol fundamental en la protección a estrés oxidativo (Bisogno et al., 2010). En 

R. leguminosarum, mutantes GMC fueron deficientes en la tolerancia a H2O2 sobre los 5 mM y 

deficientes en la actividad de la enzima glutation peroxidasa, involucrada en la protección contra 

ROS. Además, en el mismo estudio se reportó la reducción del 30% en la actividad fijadora de 

nitrógeno de los nódulos (Zou et al., 2020). Por otro lado, la glioxalasa I participa en la detoxificación 

de metilglioxal, producto altamente dañino para la célula. En algunas bacterias, el metilglioxal se 

produce como un subproducto de la glucólisis a través de la metilglioxal sintasa cuando hay un 

desequilibrio en la adquisición de carbono vinculado a la limitación de fosfato (Booth et al., 2003).  

Por otro lado, se encontró sobreexpresado el gen BA135_5503 que codifica para una probable 

proteína con un dominio dienelactona hidrolasa (IPR002925), la cual está muy conservada en 

Rhizobiales. Estas enzimas, que participan en la destoxificación de compuestos cloroaromáticos 

(Camara et al., 2008), pertenecen a la superfamilia alfa/beta hidrolasas (IPR029058; cl21494) que 

incluye diversas enzimas peptidasas, lipasas, peroxidasas, dehalogenasas, etc., que poseen un centro 
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catalítico similar, con una “triada catalítica” que incluye tres residuos conservados, serina, 

glutamato/aspartato y histidina (Hotelier et al., 2004).  Con la información disponible no es posible 

asignar una function concreta a este gen.  

También apareció inducido el gen BA135_926 que codifica para una posible amidohidrolasa 

(superfamilia cl00281, hidrolasas dependientes de metales; dominios IPR013108, IPR006680), una 

superfamilia de proteínas que incluye multitud de enzimas que catalizan la hidrólisis de enlaces amida 

o amina en diversos sustratos orgánicos como urea, citosina, adenosina, adenina, dihidroorotato, etc. 

La secuencia de la proteína BA135_926 parece muy conservada (>95%) en otras cepas de 

Aminobacter pero no tanto en otros géneros cercanos como Mesorhizobium y otros Rhizobiales, lo 

cual sugiere que esta proteína pueda tener un papel específico en los primeros.  

 

BA135_3534 (AA2016_3534) codifica para una proteína muy conservada en Rhizobiales 

con un claro dominio YkuD (L,D transpeptidase, IPR005490). Este tipo de proteínas como YkuD 

poseen actividad peptidoglucano transpeptidasa y participan en la formación y reticulado del 

peptidoglucano de la pared celular (Bielnicki et al., 2006) El incremento de expresión del gen 

BA135_602 (Tabla V.10) que codifica para una posible N-acetilneuraminato epimerasa podría 

también estar relacionado con la formación o mantenimiento del peptidoglucano. Estos datos junto 

con los de los mutantes descritos anteriormente, sugieren que el metabolismo del peptidoglucano es 

muy importante para la tolerancia de BA135 a las condiciones de estrés.   

Los productos de otros dos genes podrían codificar para proteínas localizadas en la envoltura celular. 

Se trata de BA135_571 (AA2016_4352 en el genoma de referencia) que codifica para una proteína 

con un motivo de autotransportador presente en sistemas de secreción de tipo 5 (T5SS), que podría 

ser un tipo de adhesina (Tabla V.10); y de BA135_5735 (AA2016_3029 en genoma de referencia), 

que codifica para una proteína parecida a YfbK de E. coli, una proteína de tipo amiloidogénica que 

podría ser exportada al exterior de la célula (Antonets et al., 2016).  
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Curvas de crecimiento de la cepa Aminobacter sp.BA135 en condiciones de estrés salino y/o alcalino. Las 
bacterias se cultivaron en medio TY (control) y TY con pH ajustado a 8.0 y 8.5, y/o adicionado de distintas 
concentraciones de NaCl (100-300 mM NaCl). Los cultivos se mantuvieron en agitación constante a 28°C 
durante 72 horas. Las curvas de crecimiento fueron construidas mediante el modelamiento de la ecuación del 
crecimiento logístico bacteriano usando el paquete Growthcurver en el entorno estadístico R. Así mismo, se 
muestra el ajuste (línea roja) estimado para cada set de datos analizado.  
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 Mapa de calor del análisis transcriptómico del RNA-seq para los 664 genes expresados diferencialmente de 
la cepa BA135 en condiciones salino-alcalinas. La diferencia de color representa el valor de la expresión de 
los genes (log2FoldChange) en donde los tonos más atenuados representan valores de sobreexpresados y lo 
más oscuros los infraexpresados. 

ESTRÉS 1 ESTRÉS 2 CONTROL 1 CONTROL 2 
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Como parte del diseño de una estrategia para mejorar la implantación de L. tenuis y 

aprovechar los suelos alcalino-sódicos, se analizaron dos comunidades de bacterias: Bacterias 

solubilizadoras de fosfato (BSF) y bacterias fijadoras de nitrógeno (BFN) tolerantes a condiciones 

salino-alcalinas. Con ese objeto se aislaron 310 bacterias de la rizosfera de L. tenuis, con habilidad 

para solubilizar fósfato. En el ensayo de solubilización en condiciones alcalino-salinas, observamos 

que una cantidad mayoritaria del total de aislamientos obtenidos (96.13%), fue capaz de crecer y 

adecuarse a las distintas condiciones restrictivas del medio selectivo, probablemente como reflejo de 

la buena adaptación de las comunidades microbianas asociadas a la rizosfera de L. tenuis en esos 

ambientes. En ese sentido, dicha adaptación resultó ventajosa para llevar a cabo el objetivo específico 

1.1, ya que nos permitió contar con grupo numeroso de aislamientos con amplia plasticidad para 

solubilizar fosfato en condiciones alcalino-salinas (BSFRA). Entre los aislamientos del grupo 

BSFRA, se identificaron miembros de la familia Pseudomonadaceae y del orden Enterobacteriales 

(este último, el más dominante). Basándonos en el análisis de las secuencias del ARNr 16S, pudimos 

identificar su relación taxonómica con al menos 7 géneros bacterianos: Pseudomonas, Pantoea, 

Enterobacter, Hafnia, Yokenella, Kosakonia y Erwinia, de los cuales el género Pantoea fue uno de 

los más abundante con 9 cepas genéticamente diferentes. Análisis previos realizados por nuestro 

grupo, en la búsqueda y caracterización de bacterias solubilizadoras de fosfato asociadas a L. tenuis 

en distintas zonas de la Pampa Deprimida del Salado, revelaron un patrón de aislamientos 

taxonómicamente similares a los nuestros, ya que se reportaron cepas de ambas familias con 

predominancia de la enterobacterias (Pseudomonas, Pantoea, Erwinia y Enterobacter) (Castagno et 

al., 2011). Esto nos inclina a hipotetizar una potencial asociación específica entre L. tenuis y ciertos 

grupos de enterobacterias.  En ese mismo estudio se destacó como cepa promisoria para L. tenuis a 

P. eucalypti M91, por su capacidad de solubilizar fosfato, lo cual fue posteriormente confirmado en 

ensayos de promoción en suelos Natraquoll (pH 6.7) (Castagno et al., 2014). Estos antecedentes, 

sumados al criterio de “uso de microorganismos seguros”, permitieron seleccionar a las cepas P. 

eucalypti MA66, P76, P63, P163 y P173 para estudios comparativos tanto in vitro como en planta. 

Los ensayos cuantitativos de solubilización de fósfato in vitro confirmaron dicha capacidad para las 

cepas seleccionadas, tanto en condiciones neutras como en condiciones alcalino-sódicas, la cual se 

incrementó significativamente en función del tiempo de incubación.  

Para obtener un panorama más amplio de otras potenciales propiedades PGPR de estas cepas, 

se realizaron ensayos de caracterización complementarios en donde se observó la capacidad de 

producción de sideróforos bajo condiciones alcalino-sódicas, así como la producción de AIA.  

Los ensayos de promoción de crecimiento de L. tenuis en suelos alcalino-sódicos, revelaron 

efectos diferenciales en algunos tratamientos. Las diferencias significativas en los parámetros de 
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crecimiento en las comparaciones entre tratamientos, pero no respecto al control (a pesar de la 

similitud genética y de similares aptitudes detectadas en cultivo in vitro), demostraron la variabilidad 

de los efectos en planta que existen a nivel intra-especie y mucho más aún la importancia de la 

interacción entre el microorganismo y el huésped al momento de evaluar estrategias de selección de 

cepas como potenciales inoculantes. En particular estos comportamientos diferenciales significativos 

se evidenciaron en la variable biomasa de nódulos. Las causas asociadas a estos resultados, se podrían 

encontrar a niveles hormonales o de regulación, por lo que resultaría interesante investigar los efectos 

a esos niveles.   

La inoculación de estas cepas ocasionó efectos significativos en el estado nutricional de L. 

tenuis. Si bien las concentraciones de nitrógeno y fósforo no cambiaron significativamente, en la 

variable de acumulación se observó un incremento significativo en el tratamiento R+M91, lo cual 

nutricionalmente significa una ventaja para fines biotecnológicos en la producción de pasturas de 

calidad. Por otro lado, se observó la disminución significativa en la concentración Mg para todos los 

tratamientos inoculados, sugiriendo un rol potencial de estas cepas en la modulación de los niveles 

de magnesio en la planta. En contraste, la concentración de Zn incrementó significativamente en todas 

las co-inoculaciones, posiblemente por el incremento de la bio-disponibilidad de este en el medio. El 

contraste de las respuestas observadas en L. tenuis en los tratamientos de co-inoculación con las cepas 

P. eucalypti M91 y P76, evidenciaron la complejidad y especificidad de las interacciones planta – 

microorganismos, además de la necesidad de realizar estudios más profundos para entender la causa 

de los fenotipos observados. Otro aspecto importante a resaltar, fue la importancia de realizar 

evaluaciones en sistemas de interacción tripartita rizobio-BSF-leguminosa, ya que son fundamentales 

para la correcta selección de microorganismos promotores de crecimiento en leguminosas. 

 En simultaneo el análisis de la comunidad de las bacterias fijadoras de nitrógeno asociadas a 

L. tenuis mostraron una amplia diversidad genética entre los simbiontes, que forman nódulos en L. 

tenuis bajo las condiciones restrictivas naturales que imponen los suelos alcalino-sódicos. Por otra 

parte, la identificación taxonómica de los aislamientos por la técnica de MALDI-TOF y/o análisis de 

la secuencia del ARNr 16S reveló que dicha diversidad está mayoritariamente acotada a miembros 

del género Mesorhizobium, lo cual guarda relación con los estudios previos realizados en L. tenuis, 

en este y otros tipos de suelos obtenidos ya sea mediante aislamiento directo de nódulo o el sistema 

de “planta trampa” (Estrella et al., 2009).  Además del género Mesorhizobium, entre los rizobios 

aislados se identificaron simbiontes de otros miembros de la familia Phyllobacteriaceae, como las 

cepas A65, A66, A67, A68 y A69 del género Aminobacter, así como las cepas A4 y A7 del género 

Phyllobacterium. Estos resultados, si bien constituyen una primera aproximación acerca de la 

diversidad taxonómica de los rizobios simbiontes de L. tenuis en los ambientes naturales más 
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restrictivos de la región de la Pampa Deprimida del Salado, sugieren que la función para la simbiosis 

mutualista con esta leguminosa está distribuida en al menos tres taxones de la familia 

Phyllobacteriaceae. En ese sentido sería interesante extender los estudios y profundizar en el 

conocimiento acerca de la diversidad de especies que componen a la población de rizobios en estos 

ambientes con el análisis de marcadores filogenéticos complementarios al ARNr 16S que permitan 

resolver la identidad hasta el nivel de especie. En adición, resultó llamativo el hallazgo de rizobios 

infectivos de los géneros Aminobacter y Phyllobacterium, teniendo en cuenta que la interacción 

simbiótica mutualista es un proceso complejo que requiere de la expresión de un conjunto de genes 

en coordinación con el huésped específico, que están usualmente acotados a un grupo reducido de 

bacterias (Oldroyd et al., 2011, Wang et al., 2012). Estos resultados sugieren que estas cepas no solo 

los poseen, sino que expresan adecuadamente las funciones simbióticas necesarias para interactuar 

con L. tenuis, de manera similar a los simbiontes del género Mesorhizobium. Dichas funciones 

posiblemente hayan sido adquiridas por eventos de transferencia horizontal génica (THG), que 

podrían ser identificados mediante la caracterización de los genes simbióticos lo cual, integrado al 

análisis de diversidad filogenética, permitiría conocer con mayor detalle las características genéticas 

y funcionales de la población de rizobios que colonizan estos ambientes restrictivos.  

 El análisis in vitro reveló que, desde una perspectiva general, la población de rizobios es 

mayoritariamente sensible a salinidad y alcalinidad, lo cual resultaría razonable teniendo en cuenta 

que la población de rizobios está dominada por miembros del género Mesorhizobium, de crecimiento 

intermedio. Estudios realizados en las cepas tipo de este género han demostrado que mayoritariamente 

son poco tolerantes a alcalinidad y salinidad (Laranjo et al., 2011). Observaciones similares se han 

descrito para la población de Mesorhizobium asociada a Lotus lancerottensis en suelos alcalinos en 

Lanzarote (Islas Canarias), que evidenciaron mayor sensibilidad a condiciones alcalinas (pH 9) 

(Leon-Barrios et al., 2017). En ese sentido, resulta esperable encontrar mayor cantidad de 

aislamientos sensibles del género Mesorhizobium.   

Por otro lado, el análisis de tolerancia en el suelo indicó que, si bien el comportamiento es 

similar a lo observado en las condiciones in vitro, las condiciones de suelo para el crecimiento de los 

aislamientos no resultaron tan restrictivas como las de las condiciones in vitro con los medios de 

cultivo modificados. Una explicación a estos resultados podría fundamentarse en que los sistemas in 

vitro no permiten el despliegue de estrategias comunitarias de adaptación. Por ejemplo, los rizobios 

como muchas otras bacterias del suelo, persisten con mayor probabilidad en la naturaleza formando 

parte de comunidades bacterianas sésiles conocidas como biopelículas, que le permiten sobrevivir a 

las condiciones hostiles del ambiente (Rinaudi y Giordano, 2010). No obstante, es necesario resaltar 

que las probabilidades de supervivencia de un rizobio tolerante en la transición desde su etapa 
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plantónica a la comunitaria (biopelículas) sería mucho mayor a uno no tolerante. Se debe tener en 

cuenta además que el ensayo en suelo se realizó por aproximadamente 28 días, por lo que para obtener 

un mejor panorama sobre la correlación entre los fenotipos observados in vitro y en suelo alcalino-

sódico, sería ideal extender el tiempo de evaluación de la supervivencia. 

Como se vió en el capítulo III, son muy importantes las evaluaciones a nivel de interacción 

en planta, ya que estas pueden variar a pesar de los buenos atributos in vitro de las cepas. En ese 

contexto es más que necesario ampliar los análisis a niveles de interacción simbiótica con L. tenuis.  

Del conjunto total de aislados, las cepas del grupo Aminobacter fueron las más destacadas en 

cuanto a sus habilidades de adaptación a las condiciones salino-alcalinas in vitro y en suelo. Fueron 

las únicas cepas con capacidad de crecer casi sin problemas en todas las condiciones y sistemas 

evaluados. En ese sentido, resultó interesante profundizar en el estudio de los mecanismos 

involucrados en la capacidad de tolerancia a estrés salino-alcalino que exhiben los rizobios del género 

Aminobacter como BA135 (trabajo previo) y A65, A66, A67, A68 y A69 (este trabajo), asunto que 

fue abordado en el capítulo V. 

En dicho capítulo se identificaron genes y potenciales mecanismos involucrados en la 

respuesta a condiciones salino-alcalinas de la cepa BA135, mediante la integración de dos abordajes 

experimentales complementarios, mutagénesis aleatoria y transcriptómica. La cercanía filogenética, 

el alto grado de similitud genómica de las cepas del género Aminobacter con los simbiontes habituales 

de L. tenuis del género Mesorhizobium y sus destacadas habilidades adaptativas, hacen de 

Aminobacter sp. BA135 un organismo interesante para la exploración de los mecanismos envueltos 

en la respuesta al estrés. Con ese objetivo, y tomando como base los resultados obtenidos en el 

capítulo IV, se seleccionó como organismo modelo a la cepa Aminobacter sp. BA135, un simbionte 

aislado de L. tenuis natural de los bajos-salinos de la Pampa Deprimida, cuyo genoma ha sido 

secuenciado, ensamblado y anotado por nuestro grupo. 

  En la etapa de la mutagénesis aleatoria describimos 16 mutaciones involucradas en la 

respuesta al estrés salino y/o alcalino. La estrategia de búsqueda de los mutantes sensibles en ambas 

condiciones por separado nos permitió establecer con exactitud la relación entre el fenotipo y la 

función interrumpida, así como el hallazgo de una posible dependencia de la respuesta a estrés 

alcalino de la del estrés salino, pero no a la inversa. Esto podria exlicarse por el fenómeno de 

protección de estrés cruzada que sostiene que, en un contexto de exposición a factores ambientales 

limitantes, las bacterias expresan mecanismos adaptativos a más de un tipo de estrés abiótico en 

simultáneo (Dragosits et al., 2013, Zorraquino et al., 2017, Dragosists y Matanovich.2013).  

  En nuestras condiciones experimentales las inserciones del transposón pueden generar dos 

fenotipos: sensibilidad a salinidad o sensibilidad simultánea a salinidad y alcalinidad, que pueden 
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variar desde súper sensibilidad hasta una ligera disminución de la tolerancia. De acuerdo a los 

mutantes descritos se concluye que entre las estrategias empleadas en la respuesta a salinidad está la 

modificación de la estructura de la pared bacteriana empleando enzimas de las familias de las PBPs 

y NALAAs, involucradas en la síntesis y modificación de los peptidoglicanos, principal polímero que 

compone la pared celular bacteriana. Esto se debe a que la pared celular es la principal barrera de 

defensa de las células bacterianas con el medio externo por lo que el mantenimiento de su integridad 

resulta esencial (Scheffers & Pinho, 2005, Yadav A. et al 2018). La enzima intermediaria glucosa-6-

fosfato isomerasa (PGI), también resultó ser importante. El rol que cumpliría PGI es el de ser una de 

las proteínas intermediarias importantes en la biosíntesis de trehalosa, un osmolito compatible 

sintetizado en situaciones de estrés abiótico (Jawahar et al., 2019). Una función similar se deduce 

para livK, involucrada en la adquisición de aminoácidos (Ile, Val, Leu). Los aminoácidos, al igual 

que la trehalosa son considerados solutos u osmolitos compatibles, que se sintetizan o adquieren del 

medio para ser empleados como estrategia de defensa en contra de las lesiones nocivas que genera el 

estrés osmótico. Estos solutos estabilizan el estado natural de las proteínas y los lípidos (Robert et al., 

1999; Brhada et al., 2001).  Si bien el fenotipo del mutante phoB, sugiere que es importante en la 

respuesta a estrés, el rol que desempeña no queda completamente claro. No obstante, podría estar 

cumpliendo una función reguladora. En simultaneo a la respuesta al estrés salino, BA135 requiere 

además del control del estrés oxidativo que se desencadena en consecuencia del crecimiento en el 

medio adverso, por lo que requiere la acción de la enzima alkyl hydroperoxido reductasa, de la familia 

de las peroxireductasas, que cataliza la reducción del peróxido de hidrógeno. Por ultimo respecto a la 

mutación en la región intermedia entre ftsE y ftsX, que participan en la división celular (Newton y 

Ota, 1990) la deficiencia podría deberse a la limitación del crecimiento, por lo que el efecto sería 

indirecto, aunque también tendría que ver con la mutante LC3215 (amiC), dado que FtsEX son 

necesarias para la activación de algunas amidasas periplásmicas (Cook et al., 2020). 

  En respuesta al estrés combinado de salinidad y alcalinidad, el principal mecanismo 

empleado por BA135 es asegurar la homeostasis celular. Para ello BA135 utiliza un antiportador 

Na+/H+ Mrp (Multiple resistance and pH) que cumple un rol muy importante en el mantenimiento del 

equilibrio iónico y del pH citoplasmático, especialmente en medios alcalinos, que involucra la 

importación activa de H+ del medio externo relativamente pobre en protones (Saier et al., 2009, 

Krulwich et al., 2011). La cobalamina también fue muy importante en la respuesta al estrés 

combinado, pero no tanto a la salinidad. Esto se debe posiblemente a su rol como cofactor de varias 

actividades enzimáticas que incluye la síntesis de enzimas importante en la respuesta al estrés como 

metionina sintasa MetH o ribonucleótido reductasa NrdJ (Taga y Walker, 2010, Jiang et al., 2004) 

por lo que su deficiencia perjudicaría indirectamente la respuesta al estrés. La uspA también sería 
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importante en condiciones salino-alcalinas, y aunque su participación frente a diversos estreses está 

bien documentada (Chou, et al., 2007), no se puede explicar con claridad el rol que cumple UspA. 

Finalmente, también se observó la importancia del factor EnvC, involucrado en la activación de las 

amidasas de peptidoglucano (PG) periplásmicas, requeridas para la división del PG septal que permite 

la constricción de la membrana externa que sigue de cerca a la membrana interna en la división celular 

(Peters et al., 2011). En este aspecto, la mutación LC7030 (EnvC-) estaría relacionada con la LC209 

(amidasa de petidoglucano) y con la LC3215, dado que EnvC interacciona con FtsEX para la 

activación de las amidasas de peptidoglucano periplásmicas (Cook et al., 2020). Nuevamente, queda 

envidenciada la importancia del metabolismo de la pared celular para la adaptación al estrés de la 

cepa BA135 así como el vínculo entre los mecanismos de tolerancia a alcalinidad y salinidad.  

  Ninguna de estas mutaciones afectó de manera definitiva a la capacidad de BA135 para la 

formación de nódulos en L. tenuis. No obstante, en varios casos se observaron retrasos en la 

nodulación y, particularmente en los mutantes relacionados con la síntesis de vitamina B12 y el factor 

EnvC, una reducción de la eficiencia simbiótica. Este resultado concuerda con otros previos que 

indican que los rizobios utilizan los mismos mecanismos de tolerancia a estrés tanto en vida libre 

como para su adaptación durante la interacción simbiótica con la planta huésped (Nogales et al., 2002; 

da Silva et al, 2017). Sobre EnvC, dada su función como activador de amidasas de peptidoglucano 

periplásmicas, no se descarta que la reducción simbiótica observada sea consecuencia de una 

deficiencia en el mantenimiento de la pared celular y/o en la división celular. Por otro lado, el rol de 

la cobalamina podría ser más complejo, ya sea por su acción como cofactor de enzimas importantes 

como MetH y NrdJ (Taga y Walker, 2010), o por alguna otra relación, directa o indirecta, de la síntesis 

de cobalamina con el proceso de simbiosis. Por ejemplo, los defectos simbióticos de un mutante cobO 

de S. fredii no fueron totalmente restaurados tras la suplementación nutricional con cobalamina o 

metionina (Medina et al., 2008). En ese sentido, sería interesante profundizar en la función de la 

cobalamina en la interacción rizobio-leguminosa, así como en la tolerancia al estrés abiótico.  

  La siguiente etapa para corroborar la función de los genes interrumpidos es mediante la 

complementación de los mutantes. Aunque los fenotipos de algunos mutantes fueron evaluados 

mediante técnicas microbiológicas, particularmente los que implican cambios auxanográficos, la 

estrategia más certera es mediante la complementación genética, por lo que se prevé el uso de esta 

metodología en el futuro para corroborar los resultados obtenidos.  

  El uso de tecnologías ómicas permite el análisis desde una perspectiva más global. A nivel 

transcriptómico se observó la inducción de algunos de los genes mutados anteriormente o de genes 

estrechamente relacionados con ellos. La caracterización de los genes más relevantes permitió deducir 

que, en condiciones de estrés combinado salino-alcalino, BA135 regula la homeostasis celular 
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mediante la fuerte inducción del operón del antiportador Na+/H+. También se observaron cambios de 

expresión en sistemas de transporte, posiblemente como estrategia en la optimización de la 

adquisición y/o excreción de sustratos, con el fin de alcanzar o mantener los niveles necesarios 

requeridos para las funciones celulares. Aunque no fue posible determinar con precisión el sustrato 

asociado, el contexto genómico acompañante podría permitir hipotetizar la identidad de dichos 

sutratos. 

Otra estrategía de respuesta ante el estrés salino alcalino de BA135 se relaciona con el uso y 

acumulación de osmoprotectores. Se indujo la expresión de enzimas involucradas en la síntesis tanto 

de homoespermidina (homospd) como de inositol, de los cuales el uso de homospd, como extrategia 

de amortiguación metabólica para ajustar el pH intra o extracelular es más frecuente en rizobios, 

mientra que el inositol por su parte no es un osmolito común en bacterias (Burg y Ferraris, 2008). 

Otro posible osmolito compatible de importancia para BA135 es la glicina-betaína (GB). Se observó 

la represión de varias enzimas involucradas en el catabolismo de GB, posiblemente para garantizar la 

conservación de la misma, dado su rol osmoprotector. Para corroborar el papel osmoprotector de la 

GB, será necesario determinar si la expresión de los genes y/o enzimas de biosíntesis de GB se 

inducen en condiciones de estrés abiótico en BA135, como ha sido descrito para otros rizobios (Smith 

et al., 1988; Boncompagni et al. 1999).  

En relación a esto último, y quizá uno de los resultados más interesantes hallados en esta 

sección, es la interconexión entre la síntesis de metionina y el catabolismo de la glicina-betaína como 

respuesta al estrés de BA135. Se observó la sobreexpresión de varias de las enzimas involucradas en 

la síntesis de metiotina, algunas como la metionina sintasa (MS) y la metionina aminopeptidasa 

(MAP), dependientes de cobalamina y cobalto, respectivamente. La metionina cumple un rol 

fundamental como a.a señal de inicio de la traducción, así como para la síntesis y estabilidad de 

proteínas, aspectos que posiblemente cobran mayor relevancia en situaciones de estrés. 

Adicionalmente la metionina es fundamental para la síntesis de S-adenosilmetionina (SAM), principal 

donador de grupos metilo y adenosilo escenciales para múltiples procesos celulares. Relacionado a 

ello se encontró inducida una S-adenosil-L-homocisteina hidrolasa, enzima clave para el reciclaje de 

SAM.  

La síntesis de metionina requiere de la acción de la enzima MS, la cual cataliza la reacción 

de metilación de homocisteína mediante la transferencia de un grupo metilo proveniente de 5-

metiltetrahidrofolato (5-MTHF). Este último es producto de la reducción de metilentetrahidrofolato 

(5,10-CH2THF) por acción de la enzima 5,10-metilenetetrahidrofolato reductasa (MTHFR; MetF). 

Aunque se encontró la represión del gen BA135_5715 que condifica para MetF, lo que resultaría 

contradictorio con la importancia sugerida de la MS, también observamos la sobreexpresión de una 
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segunda copia de metF presente en BA135 (BA135_5437), lo cual podría compensar la menor 

expresión del primero en condiciones de estrés.  

La cepa BA135 posee una probable segunda proteína con actividad metionina sintasa, una 

betaina-homocisteína metiltransferasa (codificada por el gen BA135_3870) que utiliza la glicina 

betaina en lugar metil-tetrahidrofolato como donador de grupos metilo. Al contrario que metH, la 

expresión de metE apareció reducida en condiciones de estrés, junto con la de varios genes 

relacionados con el catabolismo de GB. En ese sentido, planteamos la hipótesis de que, en condiciones 

de estrés, BA135 induce la síntesis de metionina usando como principal molécula donadora de grupos 

metilo el 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF), por delante de GB. Al mismo tiempo parece salvaguardar 

los niveles de esta, posiblemente para su uso como osmolito compatible, algo también observado 

previamente en rizobios (Smith et al., 1988; Gloux y LeRudulier, 1989; Fougere y LeRudulier 1990; 

Boncompagni et al., 1999). Así pues, BA135 priorizaría determinadas actividades metabólicas que 

no interfieren con otros mecanismos de tolerancia al estrés, lo cual ayuda a explicar la duplicidad de 

ciertos genes y actividades enzimáticas.  

Las modificaciones a nivel del metabolismo del carbono, son fundamentales en la adaptación 

de BA135 a la salinidad y alcalinidad. Se indujo significativamente el operón involucrado en la 

síntesis y degradación del glucógeno, posiblemente debido a la necesidad de almacenamiento de este 

polímero de reserva. En bacterias el almacenamiento de fuentes de carbono en forma de glucógeno, 

se utiliza como estrategia para la restauración del crecimiento celular después del impacto del estrés 

(Han et al., 2005). Otros posibles compuestos de reserva de carbono usados fueron los poli-

hidroxialcanoatos (PHAs) y azúcares como la xilosa. Se observó la represión de la fosfoenolpiruvato 

carboxikinasa, una enzima clave que vincula el ciclo de Krebs y la gluconeogenesis, sugieriendo una 

reducción del metabolismo energético en condiciones de estrés. A esto se adiciona la represión del 

operón responsable de la quimiotaxis en BA135. Esta respuesta es frecuentemente reportada tras la 

exposición de las células bacterianas a condiciones estresantes, y podría representar una estrategia de 

adaptación a condiciones adversas, mediante la limitación de procesos, como la motilidad, con alto 

requerimiento energético (Domínguez-Ferreras et al., 2006).  

Adicionalmente a las estrategìas de almacenamiento de recursos energéticos y protectantes, 

se encontró la búqueda de equilibrio celular en base al control de los niveles de ROS. Si bien la 

producción de ROS es una consecuencia inevitable del metabolismo regular de la célula, su 

acumulación se ve particularmente estimulada en medios adversos alcanzando niveles tóxicos. En ese 

sentido en BA135 se encontró la inducción de las enzimas oxidoreductasas y de detoxificación 

posiblemente como en respuesta al estrés oxidativo ocasionado por el estrés salino-alcalino.  
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También se encontraron diferencialmente expresados los genes codificantes para proteínas 

de respuesta general al estrés y chaperonas, las cuales se encontraron en su mayoría reprimidas a 

excepción de BA135_673 y BA135_3131. La inducción o represión de este tipo de proteínas 

bacterianas es común en estudios de estrés abiótico. No obstante, para la mayoría de ellas no se ha 

caracterizado con precisión la función que podrían llevar a cabo. Entre los genes de respuesta al estrés 

de tipo usp, el resultado más llamativo fue la reducción de la expresión de BA135_6670, gen cuya 

mutación provocó una significativa pérdida de tolerancia a salinidad y alcalinidad (mutante LC5410, 

Tabla V.4). Aunque a priori ambos resultados parecen contradictorios, hay que tener en cuenta que 

desconocemos la función de esta proteína Usp. Y como se discutió anteriormente, es posible un efecto 

polar de la mutación en LC5410 sobre el gen situado aguas abajo de BA135_6670, que podría tener 

algún papel en procesos de protección celular.  

Otros varios genes con potencial función regulatoria fueron hallados, entre ellos se destaca 

un gen codificante para una proteína con un dominio REC similar a CheY, posiblemente involucrado 

en la regulación de la actividad del flagelo; y otro que codifica para una proteína con un dominio 

HTH de unión a ADN asociado con un dominio metiltransferasa. Este gen parece ser altamente 

conservado en rizobiales y asociado a metF, el cual está involucrado en la síntesis de metionina, que 

como se mencionó anteriormente, podría ser un mecanismo principal durante la adaptación de BA135 

al estrés. 

 Al igual que lo comentado anterioriormente para la mutagénesis aleatoria, es necesario 

validar los resultados transcriptómicos derivados el RNAseq, por una metodología independiente 

como es la cuantificación de la transcripción de un conjunto significativo de genes. Estos estudios 

utilizan PCR cuantitativa (qPCR; Real Time PCR) y están en progreso actualmente. No obstante, 

limitaciones de tiempo y algunos inconvenientes inesperados, han impedido incluir los resultados en 

el presente manuscrito.  

  El estrés abiótico salino-alcalino afecta duramente la fisiología de los rizobios y su potencial 

interacción con su huésped. Los resultados de este estudio indican que la respuesta a estrés de BA135 

es un proceso complejo y coordinado, que desencadena una variedad de procesos en simultáneo para 

asegurar la viabilidad de la célula. El conocimiento de estos mecanismos de respuesta podría sentar 

las bases para futuros abordajes biotecnológicos, dirigidos a mejorar la capacidad de adaptación y 

eficacia de los inoculantes de L. tenuis. 
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1. Existe una comunidad de bacterias asociadas a la rizosfera de Lotus tenuis con una amplia 

plasticidad adaptativa para solubilizar fosfato bajo condiciones de estrés in vitro, que, además 

resultó estar compuesta exclusivamente por miembros del filo Proteobacteria (orden 

Enterobacteriales y familia Pseudomonadaceae). De todos estos, es llamativa la dominancia 

y la “performance” de especies del género Pantoea, en particular Pantoea eucalypti, no solo 

por su abundancia y su diversidad genética en la rizosfera de L. tenuis, sino también por sus 

diferentes capacidades PGPR y, en consecuencia, potencial efecto promotor en L. tenuis. 

2. A pesar de la similitud genética y funcional entre las cepas de P. eucalypti, estas ejercen 

efectos diferenciales tanto en las variables de crecimiento como en la composición nutricional 

de L tenuis en co-inoculación con Mesorhizobium sanjuanii. Mientras que las cepas M91 y 

P163 incrementan positivamente el peso seco total, peso seco del vástago y peso seco de 

nódulos de L. tenuis, la cepa P76, los disminuye significativamente. El mismo patrón 

diferencial se produce sobre las concentraciones de Mg y Zn, evidenciando la capacidad de 

estas cepas para modular la adquisición de nutrientes por la planta. Estos efectos en el 

incremento de la concentración y acumulación de nutrientes representan una ventaja 

nutricional para fines biotecnológicos en la producción de pasturas de calidad en suelos 

alcalino-sódicos.  

3. El contraste de las respuestas observadas en L. tenuis, en los tratamientos de co-inoculación 

con las cepas P. eucalypti M91 y P76 resalta la complejidad y especificidad de las 

interacciones planta–microorganismos. Además, a pesar de los promisorios 

efectos desplegados in vitro, es muy importante realizar evaluaciones en sistemas de 

interacción tripartita rizobio-BSF-leguminosa, ya que son fundamentales para la correcta 

selección de microorganismos promotores del crecimiento que tengan potencial interés como 

biofertilizantes para leguminosas. 

4. A diferencia de las bacterias solubilizadoras de fosfato, es menos probable encontrar rizobios 

asociados a L. tenuis tolerantes a condiciones de estrés salino-alcalino in vitro, lo que sugiere 

“a priori” la necesidad de un mayor esfuerzo de muestreo para este tipo de bacterias como 

consideración para un futuro diseño experimental. Además, las notables diferencias 

adaptativas observadas entre ambas comunidades posiblemente sean reflejo del nicho 

ecológico que desempeñan en el ambiente.  

5. Los simbiontes de L. tenuis en los suelos alcalino-sódicos, son mayoritariamente sensibles a 

salinidad y alcalinidad en condiciones in vitro, y están dominados por miembros del género 

Mesorhizobium. No obstante, el hallazgo de rizobios infectivos de los géneros Aminobacter 

y Phyllobacterium evidencia que la comunidad de simbiontes está extendida a miembros de 
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otros géneros. Asimismo, a pesar de lo observado en condiciones in vitro, el crecimiento en 

suelo por parte de los rizobios no se ve tan perjudicado, posiblemente debido a que los 

sistemas in vitro no permiten el despliegue de estrategias comunitarias de adaptación. 

6. De todos los simbiontes aislados las cepas del grupo Aminobacter fueron las más destacadas 

en cuanto a sus habilidades de adaptación a las condiciones salino-alcalinas in vitro y en 

suelo. Fueron las únicas cepas con capacidad de crecer casi sin problemas en todas las 

condiciones y sistemas evaluados. Este resultado nos llevó a hipotetizar que los rizobios de 

este género podrían ser interesantes como objeto de estudios que permitan obtener 

información acerca de sus mecanismos de tolerancia. 

7. En respuesta al estrés salino-alcalino, la cepa de Aminobacter sp. BA135 emplea una variedad 

de mecanismos complejos y coordinados con el fin de mantener las funciones centrales y 

asegurar la viabilidad celular. Estos incluyen el mantenimiento de la homeostasis iónica y el 

pH intracelular, modificaciones estructurales de la pared celular, la expresión de genes de 

respuesta al estrés y la acumulación de compuestos osmoprotectores, modificaciones en el 

metabolismo energético y de carbono, cambios en la importación y exportación de sustratos, 

o el control de los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS).  

8. La activación de un sistema antiportador catión/protón de BA135 es un mecanismo central 

de adaptación  al estrés salino-alcalino que es compartido con otras bacterias, mientras que 

resulta más novedoso el fomento de una ruta específica de síntesis de metionina dependiente 

de folato y de cobalamina, dirigida a garantizar la síntesis de proteínas y los niveles del 

principal donador celular de grupos metilo, la S-adenosilmetionina, sin que se afecte la 

acumulación de osmoprotectores como la glicina betaina.  

9. No ha sido posible obtener mutantes de BA135 sensibles a alcalinidad que mantengan intacta 

la tolerancia a la salinidad, lo que sugiere que los mecanismos de respuesta a estrés alcalino 

son dependientes de la respuesta al estrés salino, pero no a la inversa.  

10. Aunque ninguno de los mecanismos de respuesta al estrés salino-alcalino parece esencial para 

la nodulación de BA135 con Lotus tenuis, algunos de esos mecanismos sí son necesarios para 

alcanzar una óptima eficiencia de fijación simbiótica de nitrógeno. 
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