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FACTORES DE NODULACION. EXPERIENCIA EN CUBA

Maria C. Napoles®, Gretel Gomez y Daimy Costales

ABSTRACT. Lipo-chitooligosaccharides produced by
rhizobiaare aclass of signalling moleculesmediating nodule
recognition and organogenesi sin the Rhi zobi um- eguminous
symbiosis. Their synthesis is determined by rhizobium-
nodulating genes; therefore, they are commonly known as
Nod factors. This review is a compilation of updated
information on some general topics, as Rhizobium-leguminous
interaction signals, nod factor structure, aswell astheir role
in symbiosis. Besides, aresearch view about this subject in
Cuba is presented, describing results related to the design
and optimization of culture mediawith nod factor inducers,
with quorum sensing, with nod factor anti-stress effect, with
the use of nod factor synthesis-induced inoculants and other
oligosaccharines, and with the possible beneficia effect of
the latter ones on bacterium-leguminous symbiosis.

Key words: nodulation, oligosaccharides, culture media,
inoculation, stress

RESUM EN. Los lipoquitinoligosacaridos producidos por los
ri zobios son unaclase de mol écul as sefial es que median € reco-
nocimiento y la érganogénesis del nédulo en la simbiosis
Rhizobium-leguminosa. Su sintesis estd determinada por los
genes de nodulacién del rizobio; es por ello que cominmente
son conocidos como factoresNod. En este trabgjo serecopildy
se expuso informacion actualizada acerca de varios aspectos
generaes, como las sefiales en lainteraccién Rhizobium-legu-
minosa, laestructuradelosfactores de nodul acion, asi como su
papel enlasimbiosis. Ademés, serealizé unapanoramicadelas
investigaciones en Cubaacerca de estatemética, donde se des-
criben resultados rel acionados con €l disefio y la optimizacidn
de medios de cultivo con inductores de lanodulacién, conlas
sefiales de comunicacidn cdulaacélula con e efecto antiestrés
de los factores de nodulacién; también con el empleo de
inoculantes inducidos en lasintesis de los factores Nod y otras
oligosacarinas, y |os posibles efectos beneficiosos de estas Ul-
timasen lasimbiosisbacteria-leguminosas.
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INTRODUCCION

Las bacterias pertenecientes alos
géneros Rhizobium, Mesorhizobium,
Azorhizobium, Sinorhizobium y
Bradyrhizobium poseen la capacidad
de invadir las raices de plantas legu-
minosas, causando la formacion de
un nuevo érgano, el ndédulo, en el cual
establecen una simbiosis que fija ni-
trégeno atmosférico.

Durante muchos afios, diversos
grupos cientificos en todo el mundo
se han dedicado al estudio de esta
beneficiosainteraccion. La fisiologia
de cada organismo, la bioquimica del
proceso, asi como los genes relacio-
nados con cada etapa exigieron afios
de intenso trabajo (1, 2, 3).
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inoculacion, estrés

Fue en 1990 que se identificd esa
fraccion del medio, encargada de in-
ducir la transformacion de los pelos
radicales y que se llamo factor Nod.
Publicado por Lerouge (4), fue esta
la molécula del afio y a partir de en-
tonces numerosos estudios han des-
cifrado su naturaleza y papel en esta
importante simbiosis.

Esta resefia pretende recoger al-
gunos aspectos relevantes de los fac-
tores de nodulacién, como sefiales
esenciales en la simbiosis Rhizobium-
leguminosa, asi como el modesto apor-
te de las investigaciones al respecto
desarrolladas en Cuba.

SENALES EN LA INTERACCION
RHIZOBIUM-LEGUMINOSA

El intercambio de sefiales entre
las células de Rhizobiumy las legumi-
nosas involucra varias etapas. Primero
el crecimiento de las bacterias en la
rizosfera del hospedero, lainduccion de
los genes de nodulacién del rizobio por
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los exudados de la planta, la produc-
cion de los factores de nodulacion, la
adhesion de las células microbianas a
laraiz, la induccion de la division celu-
lar en la planta, seguido de la penetra-
cion del microsimbionte, hasta la for-
macién del simbiosoma y su funciona-
miento dentro del nédulo (5).

Las leguminosas excretan
metabolitos secundarios hacia la
rizosfera, entre ellos flavonoides y
chalconas son los més importantes en
esta interaccion. En dependencia de
la planta y la bacteria, especificos com-
puestos de estos serviran como sefia-
les inductoras de los genes nod me-
diante la proteina Nod D en Rhizobium.
Este es el primer nivel de especifici-
dad en lainteraccién (Figura 1).

Los genes de nodulacion produ-
cen entonces una sefial de retorno,
los lipoquitinoligosacéridos, comin-
mente llamados Factores de
nodulacién o Factor Nod, que cons-
tituye el segundo nivel de especifici-
dad del hospedero (6, 7).
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ESTRUCTURA DE LOS
FACTORES DE
NODULACION

La estructura quimica basica del
factor o factores de nodulacién es
compleja, pero con gran semejanza
entre los producidos por las distin-
tas especies de Rhizobium. Se tra-
ta de una cadena comun de tres a
cinco unidades de N-acetil
glucosamina (quitina), unidas por
enlace R-1,4 y derivada de la expre-
sion de los genes comunes, con una
sustitucién en el extremo no reductor
de una cadena alifatica de variada lon-
gitud e insaturacion (C16-C20) y dis-
tintas sustituciones (acetil, carbamoail,
metil, sulfato y grupos azlcares) en
el extremo reductor (9, 10, 11).
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Intercambio de sefiales durante las primeras etapas de

Estas decoraciones del esque-
leto son las que determinan la espe-
cificidad (12) y su sintesis esta de-
terminada por los genes nod especi-
ficos, todos ellos inducidos por el gen
nod D, sensor del flavonoide adecua-
do. Por su naturaleza, también se co-
noce a los factores Nod como
lipoquitooligosacaridos 0 LCO (Figura 2).

Una cepa de Rhizobium puede
sintetizar una gran diversidad de fac-
tores Nod, que pueden oscilar des-
de dos tipos de estas moléculas
como en Rhizobium etli CFN42 (13)
hasta unas 60 estructuras diferentes
como ocurre en Rhizobium galegae
HAMBI1207 (14). Los lipo-oligosacaridos
caracterizados en Bradyrhizobium
elkanii varian en el tamafio de su
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Cled, Cl6:1, Clé:2
C18:1, C18:4

Ac=acetil, Ara=arabinosil, Cb=carbonil, Fuc=fucosil, Me=metil y S=sulfuril

Figura 2. Estructura quimica del factor de nodulacién (16)
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estructura basica, en el tipo de &ci-
do graso, en la presencia de acetilo
y carbamilo o un N-metilo sobre el
terminal no reductor y en la presen-
cia de 2-O-metilfucosa o fucosa y
glicerol sobre el extremo reductor.
Esta variabilidad permite potencial-
mente la formacién de al menos 96
estructuras diferentes, de las cuales
muchas ya han sido identificadas;
esto demuestra la diversidad
metabdlica de esta especie (15).

En la produccién de tan impor-
tantes biomoléculas participan varias
enzimas. El primer paso en la sinte-
sis del factor Nod es llevado a cabo
por una N-acetilglucosaminiltrans-
ferasa codificada por nod C (17). La
elongacién de la cadena por Nod C
tiene lugar en el terminal no reduc-
tor. La desacetilasa Nod B remueve
el &cido graso N-acetilo del extremo
no reductor del oligosacérido (18, 19).
Finalmente una aciltransferasa, co-
dificada por nod A, une la cadena acil
al carbono C-2 libre de acetilo del
terminal no reductor del oligosacarido (20).
La estructura béasica es modificada
por la accion de otras proteinas Nod
gue sintetizan o afiaden varias susti-
tuciones. Nod | y Nod J parecen es-
tar involucradas en la exportacion del
Factor Nod al exterior de la célula
bacteriana (21, 22).

La expresiéon de nod ABC es
suficiente para la sintesis del esque-
leto N-acetil-D-glucosamina acilado,
el cual posee actividad simbiética
sobre ciertas plantas. El resto de las
sustituciones o decoraciones que
posee la molécula desempefian un
papel mas sutil en la nodulacion, tal
vez permitiendo la interaccién con
ciertas especies o protegiendo al fac-
tor Nod de la degradacion. Se han
denominado decoraciones barrocas,
ya que ellas resaltan y no sostienen
laestructura basica de la molécula (12).

En algin momento se sugirié
gue tales estructuras estuviesen
involucradas solamente en la
interaccién de Rhizobium con las
leguminosas; sin embargo, investiga-
ciones posteriores demostraron que
pueden ser reconocidas por plantas
gue no son capaces de interactuar
con dicho microsimbionte.
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Por ejemplo, la expresion de los
genes nod A y/o nod B afecta el
desarrollo de plantas de tabaco (23).
Factores Nod purificados son capa-
ces de inducir divisién celular en
protoplastos de este cultivo, activan-
do la respuesta auxinica (24). En
cultivos celulares de tomate estimu-
lan una rapida alcalinizacién del me-
dio (25) y en determinada linea ce-
lular de zanahoria, también han de-
mostrado la posibilidad de formar
embriones somaticos (26). Tales estu-
dios demuestran que también algunas
plantas no leguminosas son capaces
de reconocer y responder ante los fac-
tores Nod.

No se habian identificado molé-
culas con estructura similar a los fac-
tores de nodulacién en otros orga-
nismos. Sin embargo, Lian etal. (27)
comprobaron mediante HPLC que al
inducir el cultivo de Bacillus circulans
con genisteina, se produce un
compuesto que eluye en el mismo
tiempo del lipo-quitinoligosacarido
(Nod Bj-V (C18:1, MeFuc)) de
Bradyrhizobium japonicum. Ademas,
este compuesto presenta actividad
biol4gica, deformacién de las raices
en soya, lo que sugiere que pudiera
ser un LCO o un compuesto muy
cercano quimicamente.

Lo que si parece estar claro es
gue solamente tipos y mezclas es-
pecificas de factores Nod permitiran
al rizobio nodular determinada legu-
minosa (28); por ello Relic et al. (29)
caracterizaron a estas moléculas como
“lallave para la puerta leguminosa”.

PAPEL DE LOS FACTORES
DE NODULACION EN LA
SIMBIOSIS

Los lipoquitooligosacaridos afec-
tan diferentes procesos fisiolégicos
en la planta. Ellos inducen la defor-
macion de los pelos radicales (6), la
ontogenia de la estructura completa
del nédulo (30, 31), la division de las
células corticales (32, 33), y la ex-
presion de los genes nodulina, esen-
ciales para la formacién del cordon
de infeccion (34, 35, 36).

La aplicacién de factores Nod
purificados a las raices de legumino-

sas, induce la formacién del cordén
de infeccién (puentes citoplasmaticos
polarizados) en las células corticales
externas y divisiones celulares en la
corteza interna (37). Varios genes
ENOD (nodulinas tempranas) se ex-
presan en respuesta a los factores
Nod (38, 39, 40, 41, 42, 43).

La aplicacién de una gota de fac-
tores Nod purificados es suficiente
para inducir el enroscamiento de los
pelos radicales; de esta forma, de-
mostraron que no se requiere de la
presencia de la bacteria (44) para que
esto ocurra como se consideraba
hasta entonces (45).

Se ha demostrado también que
los LCO activan enzimas relaciona-
das con la defensa (46), incluyendo
la biosintesis de fitoalexinas, la pro-
duccién de inhibidores de proteasas
y otras proteinas relacionadas con
la patogénesis.

Cuando se encuentran en el sue-
lo, los factores Nod son capaces tam-
bién de estimular otros procesos fi-
sioldgicos como la germinacion de
las semillas, promover el crecimien-
to de las plantas e incrementar el
rendimiento en granos de legumino-
sasy no leguminosas, asi como es-
timular la fotosintesis de hojas que
han sido asperjadas con esta
biomolécula (47). En este sentido,
Zhang y Smith (48) informaron que
semillas embebidas en una solucién
que contenia factores Nod estimula-
ron la germinacioén y el desarrollo de
la plantula en ocho familias de
angiospermas. La aplicacion de con-
centraciones en el ordende 10° M 6
10° Mincrementd la masa radical de
la soya entre un 7-16 %, y el largo
de laraiz entre 34-44 % (49). Aplica-
ciones en hojas a concentraciones
de 10%, 10® 6 10 M causaron in-
crementos de un 10-20 % en el ran-
go fotosintético de soya, frijol, maiz,
arroz, manzanay uvas (49). Este in-
cremento en la producciéon de
fotosintatos condujo a un incremen-
to en el rendimiento de granos de
cerca del 40 % en plantas de soya
crecidas en condiciones de campo.

También se les adjudica a es-
tas moléculas un efecto sobre la
alcalinizacion en el medio de cultivo
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o la superficie de las raices (50), la
despolarizacién de las membranas (51),
el flujo de iones (52) y los cambios
en el contenido de calcio citosélico (53).
Incluso la colonizacion de las raices
por hongos micorricicos se ha visto
estimulada por su accion (54, 55).

EXPERIENCIA EN CUBA

La utilizacion de los biofertilizantes
en los sistemas productivos es una
alternativa viable y sumamente impor-
tante, para lograr un desarrollo agri-
cola ecol6gicamente sostenible, ya
que permite una produccion a bajo
costo, no contamina el ambiente y
mantiene la conservacion del suelo
desde el punto de vista de fertilidad
y biodiversidad.

Desde hace algunos afios nues-
tro pais, entre muchos otros, intenta
llevar a cabo esta préactica y, en tal
sentido, el Instituto Nacional de Cien-
cias Agricolas (INCA) en colabora-
cién con otros centros de investiga-
cion de Cuba, la Universidad Catoli-
ca de Leuven, asi como el INTAy la
empresa Rizobacter, ambos de Ar-
gentina, ha realizado investigaciones
estrechamente relacionadas con los
factores de nodulacién, como molé-
culas clave en el éxito de la
interaccién simbidtica y produccién
de inoculantes.

DISENO DE MEDIOS DE
CULTIVO CON INDUCTORES
DE LA NODULACION

La préactica de inoculacién en las
leguminosas no siempre resulta
exitosa, por lo que la carencia de ni-
trégeno redundaria en cultivos con
muy bajo rendimiento. Si bien se
conoce el papel que pueden desem-
pefar los medios de cultivo en la
obtencion de biopreparados (56) y de
como es posible modificar la expre-
sion genética de un microorganismo
en dependencia de la composicion
de aquellos, nada se conocia acer-
ca de su efecto sobre la sintesis de
los factores de nodulaciéon. Hasta
entonces los medios para inocular la
soya solo habian tenido en cuenta la
produccién de biomasa bacterianay
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no la posibilidad de explotar la capa-
cidad fisiolégica de la célula para pro-
ducir estas biomoléculas. Dada la
necesidad de contar con medios de
cultivo, que garanticen biopreparados
de maxima calidad, se estudié cémo
la variacion en la capacidad fisiol6gi-
ca del microorganismo, influenciada
por el medio de cultivo, incrementaba
la efectividad de la nodulacién en la
simbiosis Bradyrhizobium-soya (57,
58, 59, 60).

Se reclasificé la cepa ICA 8001
(dada su amplia utilizacién en Cuba
en la produccién de inoculantes),
segun la nueva taxonomia propues-
ta para Bradyrhizobium sp., conclu-
yéndose que no pertenece mas a la
especie Bradyrhizobium japonicum
sino a Bradyrhizobium elkanii y se
determiné el perfil de factores Nod
producidos por esta cepa (61, 62).

Se demostro la influencia del
medio de cultivo sobre la produccion
de los factores de nodulacién en
Bradyrhizobium, evidenciandose que
el perfil de factores Nod depende tam-
bién de los compuestos presentes
en el medio donde se haya multipli-
cado: la cepa excreta un minimo de
LCO diferente, parcialmente definido
por cromatografia de placa, gracias
al dopaje previo con *C-Ac y tam-
bién mediante cromatografia liquida
de alta resolucion, pero su sintesis
se acentla en aquellos casos que
se emplean inductores en el medio,
tales como la melaza y los deriva-
dos de la semilla de soya. La varie-
dad de factores Nod producidos por
la cepa estudiada pudiera ayudar a
explicar la capacidad de nodulacion
de esta con numerosas especies de
soya. Los resultados de una mayor
produccion de factores Nod en los
medios inducidos tuvieron una rela-
cion directa con resultados de
nodulacién, en ensayos posteriores
a nivel de laboratorio, condiciones
semicontroladas y de campo, que
evidenciaron el papel de estas
biomoléculas en la simbiosis, el cre-
cimiento y desarrollo, asi como de
rendimiento del cultivo.

Estos trabajos demostraron tam-
bién que la adicién de un amplifica-
dor de lainduccién de los genes nod,

cuando existen inductores fuertes en
el medio, influye negativamente so-
bre la produccién de los factores de
nodulacién (63, 64). Los resultados
sugieren que para el éxito de la
interaccion, es importante contar con
estructuras y concentraciones ade-
cuadas de estas biomoléculas, por
lo que debe tenerse en cuenta el di-
sefio del medio de cultivo en la ela-
boracion de inoculantes a base de
Bradyrhizobium.

Los resultados abrieron la posi-
bilidad de manejar algunas sefiales
moleculares relacionadas con la
nodulacién en beneficio de la
interaccién Bradyrhizobium-soya y
permitieron proponer un nuevo
biopreparado para la inoculacion de
la soya (59, 65).

OPTIMIZACION DE MEDIOS
DE CULTIVO PARA
Bradyrhizobium

En los procesos fermentativos
microbianos, es necesaria la
optimizacién del medio de cultivo y
las condiciones ambientales, para
explotar completamente el potencial
de las cepas seleccionadas (66).

La obtenciéon de un medio de
cultivo optimizado, ya sea para el
crecimiento o la produccion de
metabolitos por parte del microorga-
nismo, requiere del empleo de un
apropiado disefio estadistico (67).

El medio de cultivo propuesto por
Napoles (59, 65) tuvo en cuenta la
multiplicacidn celular e induccion de
la sintesis de factores de nodulacion;
sin embargo, este medio necesitaba
ser optimizado para ambos
parametros. Este hecho, asi como
el conocer que no por mejores resul-
tados una composicion de medio de
cultivo es la 6ptima, llevé a optimizar
la multiplicacion celular y sintesis de
factores de nodulacién por la cepa
Bradyrhizobium elkanii ICA 8001.

Para la optimizacion del creci-
miento microbiano se utilizé un di-
sefio Central Compuesto, donde se
variaron las concentraciones de me-
laza, extracto acuoso de soya y
K,HPO, como elementos esenciales
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en el medio de cultivo. Como varia-
ble respuesta se determiné el niUme-
ro de unidades formadoras de colo-
nias (UFC.mL™Y). En el caso de la pro-
duccion de factores Nod, la
optimizacion se realizé mediante el
empleo del disefio factorial de tres
niveles y dos factores (3% y como
variable respuesta se utilizé el area
total bajo la curva de los picos obte-
nidos por HPLC, correspondientes a
moléculas de estos lipoquitinoligo-
sacaridos. Los factores selecciona-
dos fueron la melaza y el extracto
acuoso de soya, por su demostrado
poder inductor sobre la produccién
de estos compuestos.

Las concentraciones de melaza
y K,HPO,, asi como la interaccion
melaza-extracto acuoso de soya in-
fluyeron positivamente en la multipli-
cacion celular y produccion de fac-
tores de nodulacion por la cepa en
estudio.

El biopreparado obtenido a es-
cala de laboratorio, con el medio de
cultivo optimizado para la produccion
de factores de nodulacién, permitié
un incremento significativo de la
nodulacién en soya.

A pesar de que las concentra-
ciones 6ptimas de los componentes
del medio para la produccion de
biomasa y de factores de nodulacion
no coincidieron con exactitud, exis-
ten rangos de concentraciones don-
de las zonas de 6ptimo para ambas
variables respuestas se solapan. El
resultado alcanzado permite propo-
ner una estrategia de fermentacion,
gue supone el empleo de una com-
posicién de medio de cultivo Unica:
correspondiente al medio optimizado
para la sintesis de factores de
nodulacién, basandose en que las
concentraciones de compuestos
inductores en dicho medio se encuen-
tran dentro de la zona de valores 6p-
timos para la multiplicacién celular.
Por tanto mediante esta via, se vera
potenciada tanto la produccién de
biomasa como de factores de
nodulacion.

Otra alternativa posible para la
obtencién de inoculantes para soya
a base de Bradyrhizobium elkanii ICA
8001, es una fermentacion en dos
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etapas, donde una primera seria la
preparacion de un inéculo de alta
densidad celular, empleando el me-
dio de cultivo optimizado para el cre-
cimiento. Posteriormente, una se-
gunda etapa donde se potencie la
sintesis de factores de nodulacion en
los cultivos, lo cual se garantiza
mediante el uso del medio de cultivo
optimizado para la produccién de
estas bioméleculas.

La eleccién de una u otra alter-
nativa de fermentacion respondera a
las condiciones especificas de pro-
duccion y también a un estudio mas
profundo de la eficiencia de los
biopreparados obtenidos sobre la
nodulaciény el desarrollo de la soya.

El empleo de los disefios de
optimizacién permitié6 obtener me-
dios de cultivo més eficientes para
la produccién de inoculantes a base
de Bradyrhizobium elkanii ICA 8001.

SENALES DE COMUNICACION
CELULA A CELULA

Las células bacterianas detec-
tan la densidad de su poblacion
mediante un sofisticado sistema de co-
municacion célula a célula. Es lo que
se conoce como quorum sensing (68)
y regula diversas actividades fisiol6-
gicas. Estos procesos incluyen viru-
lencia, competencia, produccion de
antibioticos, movilidad y también se
presenta en la simbiosis, como en
el caso de la asociacion Rhizobium-
leguminosa. Se puede considerar
gue quorum sensing es el primer
eslabon de la cadena que va desde
el organismo unicelular al pluricelular,
gue hace, como en el caso de las
biopeliculas, que todas las células
bacterianas funcionen como un todo;
de ahi laimportancia de conocer in-
timamente este proceso, por las re-
percusiones que puede tener en nu-
merosos ambitos, uno de ellos, la
mencionada simbiosis Rhizobium-
leguminosa, donde se ha visto que
es de vital importancia.

La eliminacion en la bacteria de
la capacidad de producir la corres-
pondiente sefial, un compuesto qui-
mico derivado de la acil homoserina
lactona, repercute en el estableci-

miento de la asociacion. Las plan-
tas transgénicas dotadas del carac-
ter de destruir o confundir la sefial,
afectan la simbiosis en el mismo
sentido (69). Relacionado hasta cier-
to punto con esto, se haencontrado (70)
que el movimiento controlado de las
células de Rhizobium, que se cono-
ce como swarming, sobre la superfi-
cie de la raiz también afecta la sim-
biosis, posiblemente, y es pura es-
peculacion todavia, porque tal com-
portamiento actla sobre el débil equi-
librio que existe entre simbiosis y
patogénesis.

La densidad celular de las po-
blaciones microbianas, asi como el
estadio fisioldgico de ellas influyen
sobre la produccion de determinados
metabolitos. Particularmente, la re-
lacion entre la densidad celular y la
produccion de factores de nodulacion
constituye un tema muy complejo y
poco abordado.

Loh etal. (71) demostraron que
la induccion de los genes nod en
Bradyrhizobium japonicum es uno de
los tantos comportamientos regula-
dos en dependencia de la densidad
celular de la poblacion. En dicho es-
tudio se evidencié una autorregulacion
negativa, pues cuando se utilizaron
cultivos con elevadas densidades
celulares, los niveles de induccion de
dichos genes disminuyeron.

Nuestros resultados al evaluar el
comportamiento de la multiplicacién
celular de Bradyrhizobium elkanii
cepa ICA 8001, asi como la concen-
tracion de factores de nodulacion pro-
ducidos en el tiempo, mostraron muy
poca variacion en la produccion de
estos ultimos hasta las 58 h de cul-
tivo (72). La mayor concentracion de
estos metabolitos se obtuvo alas 72 h
de crecimiento, correspondiéndose
este tiempo con la fase estacionaria
del crecimiento de la poblacién (73),
lo que sugiere que la produccion de
estos metabolitos no esté asociada
al crecimiento microbiano.

La estructura bésica de los fac-
tores de nodulacion es muy similar
alade los lipopolisacaridos presen-
tes enla pared de las bacterias Gram
negativas. Es posible que durante la
fase de crecimiento activo de la po-
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blacién, los precursores de ambas
moléculas estén mayoritariamente
destinados a garantizar la formacion
de dichas estructuras, vitales para el
buen funcionamiento de las células.
Llegada la fase estacionaria pudiera
favorecerse la sintesis de los facto-
res de nodulacién, pues las células
ya no requieren de un suministro
constante de biomdleculas esencia-
les para la sintesis de nuevas estruc-
turas. También podria pensarse en
una mayor disponibilidad de precur-
sores para la sintesis de los facto-
res de nodulacion, producto de la
escision de fragmentos de la pared
celular en respuesta a esta fase del
cultivo.

Diouf etal. (74) evaluaron el efec-
to del estadio fisiolégico de
Rhizobium LdK4 sobre la nodulacion
de la leguminosa forestal Leucaena
leucocephala. El nivel de coloniza-
cion fue significativamente superior
cuando se empled un cultivo
bacteriano en fase estacionaria, ya
gue el nimero de ndédulos se
incrementd en un 36 % comparado
con las plantas inoculadas con el
cultivo en fase exponencial.

FACTORES DE NODULACION
Y SU EFECTO ANTIESTRES

Condiciones de estrés como las
temperaturas extremas, salinidad,
acidez o sequia, afectan negativa-
mente la simbiosis rhizobium-legu-
minosa, resultando en una pobre
nodulaciény bajos niveles de fijacion
de nitrégeno (75, 76).

Los cultivos de Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli
preinducidos con genisteina y
metiljasmonato incrementaron la
nodulacién, la fijacion del nitrégeno
y el crecimiento del cultivo ante el
efecto negativo de las bajas tempe-
raturas (77).

Por su parte, otros evaluaron el
impacto de lipoquitinoligosacaridos
aplicados (78) mediante aspersion foliar
sobre la fisiologia y productividad de
plantas de soya sometidas a estrés
por sequia. Los resultados correspon-
dieron a un incremento en el nimero
de flores y vainas, y una aceleracion
en la senescencia de las hojas.
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Recientemente, hemos investi-
gado sobre el posible papel de los
factores Nod frente al estrés produ-
cido por el déficit de agua en el culti-
vo de soya. Para ello evaluamos el
comportamiento de plantas inocula-
das con un in6culo convencional y
dos tratamientos en los que el inéculo
fue previamente inducido con
genisteina, frente a tres niveles de
humedad: 30, 60y 90 % de capaci-
dad de campo. Los resultados arro-
jaron que ante la condicion de estrés
mas severa, el empleo de la
genisteina como inductor de la sin-
tesis de los factores Nod favorecio el
ndmero de nddulos, la masa seca
nodular y el contenido de nitr6geno
en hojas. Una mejor respuesta a la
sequia, por ende, se obtenia cuando
los in6culos fueron producidos en
presencia de inductores de los genes
de nodulacién.

EMPLEO DE INOCULANTES
INDUCIDOS EN LA SINTESIS
DE LOS FACTORES NOD Y
OTRAS OLIGOSACARINAS

De lo anteriormente descrito se
puede concluir que, en la actualidad,
un inoculante eficiente y competitivo
es aquel que tiene no solamente al-
tos niveles de concentracion de la
cepa mas idonea, sino también con-
centraciones elevadas de los facto-
res de nodulacion especificos y tan
necesarios en la simbiosis.

Existen diversos compuestos
capaces de inducir la sintesis de fac-
tores de nodulacion por el microor-
ganismo, hasta hoy reconocidos:
flavonoides, acidos aldodnicos y
betainas.

POSIBLES EFECTOS
BENEFICIOSOS DE LAS
OLIGOSACARINASEN LA
SIMBIOSIS BACTERIA-
LEGUMINOSAS

Los componentes polisacaridos
y glicoproteicos de las paredes ce-
lulares de plantas y microorganismos
constituyen unafuente de oligosacaridos,
qgue una vez desprendidos actian

como sefales que activan respues-
tas defensivas y cambios en el cre-
cimiento y desarrollo en la planta. El
término oligosacarina se refiere, por
tanto, a oligosacéridos de diferente
origen que causan efectos biolégicos
en las plantas. Las oligosacarinas se
denominan enddgenas o exégenas,
si son originadas en las paredes ce-
lulares del vegetal o del patégeno,
respectivamente. Su estructura ge-
neral consiste en una cadena de re-
siduos glicésidos unidos por enlaces
glicosidicos (79, 80).

Los LCO son considerados una
oligosacarina de tipo exdgena, ya que
su estructura consiste en un esque-
leto de N-acetil glucosamina, pero
ramificado con una gama de
sustituyentes especificos en cada
interaccion rizobio-leguminosa (81).
Es conocido que la porcion
oligosacarida de esta molécula es
reconocida por la membrana
plasmatica de las células de la plan-
ta (82) y juega un papel en la
estimulacién de la division celular,
morfogénesis del sistema radicular
y transduccion de la sefial conducen-
te a la formacion del nédulo (44, 83).
Lo anterior sugiere que la
estimulacion de las raices con
oligosacaridos, cuya estructura consiste
en residuos de N-acetil glucosamina,
podria generar beneficios en la for-
macién de nédulos radicales y, por
tanto, en el proceso de simbiosis.
Adicionalmente, otras oligosacarinas
de diferentes estructuras pudieran
probarse con este fin.

Los derivados de quitina, un
polimero de N-acetil glucosamina,
unidos por enlace 3 1-4 constituyen
fuertes candidatos para el beneficio
de la nodulacién en leguminosas.
Fragmentos menores y oligbmeros
de quitina y quitosana muestran una
fortisima actividad fisioldgica y pue-
den ser méas activos que los
polimeros de origen por ser mas solu-
bles, menos viscosos y mas facilmen-
te absorbidos por las plantas (84).

Es escasa la informacién en la
literatura acerca del efecto de
oligosacarinas sobre la nodulacién de
leguminosas. El grupo de productos
bioactivos del INCA ha evaluado dife-
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rentes oligosacarinas endégenas
(mezclas de oligopectatos) y
exdgenas (quitosanay sus derivados)
sobre la nodulacién in vitro de la soya
por Bradyrhizobium elkanii, median-
te imbibicién de semillas y adiciona-
das al medio de cultivo vegetal don-
de se crecen las plantulas. El
polimero de quitosana y fundamen-
talmente el polimero parcialmente
hidrolizado causaron incremento en
el nimero de nédulos y la biomasa
nodular, en dependencia de la con-
centracién y forma de aplicacion de
los derivados (85, 86). El empleo de
oligosacaridos pécticos u oligogalactu-
rénidos no mejoré la nodulacién, aun-
gue si beneficid la biomasa de los
nédulos dependiendo de la concen-
tracion (86).

Resultados recientes demues-
tran que la adicién de una mezcla de
oligosacaridos de quitosana (grado
de polimerizacion entre 5-9) al me-
dio de cultivo vegetal, incrementa el
namero de nédulos, su biomasay la
longitud y biomasa radical de
plantulas de soya inoculadas con
B. elkanii en una amplia gama de
concentraciones ensayadas.

También se evidenci6 en dina-
micas de multiplicacion y viabilidad
celular de B. elkanii ICA 8001, que
las oligosacarinas empleadas no
inhibieron el crecimiento celular de
la bacteria (86). Lo anterior justifica-
ria la adicion de estas oligosacarinas
a los inoculantes, sin afectar el cre-
cimiento del microsimbionte y poten-
ciar asi la nodulacién en soya.

Los efectos beneficiosos de los
oligosacéridos de quitina y quitosana
sobre la nodulacién pudieran expli-
carse en funcion de los diferentes
efectos biolégicos que estos deriva-
dos provocan en las plantas. Prime-
ramente, por su acciéon como regu-
ladores del crecimiento de diversos
cultivos (87, 88) que se reflejaen un
incremento y mejoramiento del sis-
tema radical. En segundo lugar, por
su similitud estructural a la parte
oligosacarida de los factores de
nodulacién, que podria confundir o
desviar la funcion primaria de estas
estructuras en los pelos radicales de
las leguminosas (33, 89).
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Finalmente, por su accién
elicitora de las respuestas defensi-
vas en la planta a través de lainduc-
cion del metabolismo secundario
defensivo, que en la soya coincide
con la formacion de fitoalexinas de
tipo isoflavonoide. Al aumentar la
concentracion de isoflavonoides en
los exudados en soya (90), se esta-
ria beneficiando la activacion de los
genes nod en la bacteria, lo que se
traduciria en la sintesis de mayor
cantidad de estos morfégenos vy fi-
nalmente en una mejor nodulacion.

OTRA VENTAJADE LA
UTILIZACION DE LAS
OLIGOSACARINAS Y LCO
EN LOS BIOINOCULANTES

Como se ha dicho anteriormen-
te, una de las mas importantes fun-
ciones de las oligosacarinas en las
plantas es la induccién de respues-
tas defensivas y resistencia contra
diversos patégenos (91). Este tema
ha sido ampliamente estudiado y se
ha demostrado la proteccién de va-
rios cultivos contra sus principales
patégenos con las mas conocidas
oligosacarinas (92, 93, 94).

Por otra parte, investigaciones
recientes indican que la aplicacion
de factores Nod induce también resis-
tencia en plantas de soya contra la
infeccion causada por Microsphaera
difusa (95), lo que permite pensar
gue la planta de soya es capaz de
movilizar su potencial defensivo con-
tra un patégeno concreto, como res-
puesta a una sefal que al mismo
tiempo promueve la simbiosis con
otro microorganismo. Lo anterior es
un ejemplo de lo complejo de las
interacciones planta-microorganismo
y abre nuevas incognitas en el tema,
como esta: ¢ Es el LCO unamolécula
Unica en su capacidad de inducir una
respuesta dual y contraria en la plan-
ta? o ¢ pueden otras oligosacarinas de
quitina y quitosana promover la mis-
ma respuesta en la planta?

Por tanto, no se puede descar-
tar que tanto los factores Nod como
la aplicacion de oligosacarinas de
quitina o quitosana en la forma y
momentos adecuados, permitan ele-

var la eficacia de estos bioproductos,
al provocar un efecto aditivo al bene-
ficio de la simbiosis mediante la ele-
vacion de los niveles de resistencia
del cultivo frente a sus patégenos.
Desde este punto de vista, un
inoculante ser4 mas eficiente y
multipropdsito en la medida que ten-
ga ademas de elevados titulos
bacterianos, una elevada concentra-
cién de factores Nod y otras
oligosacarinas.
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