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Resumen 

La sequía y la salinidad son los principales factores que afectan la fijación biológica de 

nitrógeno mediada por la simbiosis rizobio/leguminosa. Una de las respuestas globales a 

estas condiciones de estrés es el aumento intracelular de las especies activas del oxígeno 

(EAOs). En los rizobios, el sistema antioxidante les permite modular los niveles de EAOs 

producidos ya sea en vida libre o en la interacción simbiótica. Una de las enzimas clave que 

participa en la modulación redox de estos procesos es la Superóxido dismutasa (SOD, EC 

1.15.1.1). En Mesorhizobium loti MAFF303099, la SOD está codificada por el gen mlr7636.  

Este trabajo exploró la hipótesis de que la sobreexpresión de SOD en rizobios 

contribuye a aumentar la tolerancia a estrés oxidativo en vida libre y durante la nodulación 

de leguminosas cultivada en estrés salino. 

Por ello, fueron estudiados en Mesorhizobium loti y Sinorhizobium meliloti los efectos 

de la sobreexpresión de SOD, analizando su tolerancia a estrés oxidativo en vida libre y en 

simbiosis con Lotus japonicus y Medicago sativa cultivadas en condiciones de estrés salino. 

Los resultados revelaron que, en primer lugar, la sobreexpresión de SOD incrementó la 

tolerancia de los rizobios a superóxido y peróxido de hidrógeno en vida libre, y en segundo 

lugar, que la aplicación de M. loti con sobreexpresión de SOD revierte los efectos adversos 

de la salinidad sobre L. japonicus aun sin establecerse la simbiosis. 
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Summary 

Reactive oxygen species (ROS) are unavoidable by-products of aerobic life and their 

signaling role during plant-microbe interactions has been extensively demonstrated. ROS are 

constantly produced during normal metabolic processes, but their levels are increased under 

abiotic stress conditions. 

In rhizobia, the antioxidant system allows bacteria to modulate ROS levels produced 

during both the free-living stage and the symbiotic interaction. One of the key enzymes that 

participate in the redox modulation of these processes is Superoxide dismutase. In 

Mesorhizobium loti MAFF303099, the SOD is encoded by the mlr7636 gene. To our 

knowledge, there are no reports about the effect of bacterial SOD overexpression either on 

tolerance to oxidative stress or on the symbiotic performance under salt stress conditions. 

Thus, the objective of this study was to investigate the effects of SOD overexpression 

in Mesorhizobium loti and Sinorhizobium meliloti on their tolerance to oxidative stress in 

free-living conditions and in symbiosis with Lotus japonicus and Medicago sativa cultivated 

in salt stress condition. Our results revealed that SOD overexpression improved the tolerance 

of both rhizobia to superoxide and hydrogen peroxide. Moreover, the application of M. loti 

with SOD overexpression improve the L. japonicus performance in saline stress, despite the 

establishment of the symbiosis with the legume was inhibited. 
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Capítulo 1: Introducción 

1.1 Salinización y anegamiento en Argentina. 

La Argentina ocupa una extensión de 273,7 millones de ha, de las cuales 

aproximadamente 147,5 millones (53,9 %) son cultivables (FAOSTAT y FAO, 2014). 

Asimismo, alrededor del 75 % de las tierras cultivables se encuentran afectadas por condiciones 

de aridez o semiaridez; y al menos 34 millones de ha están sometidas a anegamiento y salinidad. 

El avance de las prácticas de cultivos extensivos que ocurrió en la pradera pampeana, 

alcanzó la Cuenca del Salado donde las explotaciones eran tradicionalmente ganaderas. Como 

consecuencia de este fenómeno, estas áreas típicamente ganaderas fueron cediendo los mejores 

suelos a la agricultura, desplazándose la ganadería hacia regiones de producción forrajera 

disminuida, con mayores restricciones edáficas y serios riesgos hídricos como la Pampa 

Deprimida del Salado, caracterizada por la presencia de suelos limosos, con alta alcalinidad y 

salinidad, con ciclos alternados de sequía y anegamiento (Figura 1.1).  
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En estos ambientes son muy pocas las especies cultivadas que logran sobrevivir y producir 

suficiente cantidad de forraje para mantener la producción vacuna, y en muchos casos el único 

recurso disponible es la utilización de forrajeras halófitas de baja calidad, como Distichlis 

spicata, para la alimentación del ganado vacuno (Criado, 2014). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1: Subdivisión de la Región Pampeana. A) Pampa Ondulada; B) Pampa Interior o 

Arenosa (B1. Plana, B2. Occidental); C) Pampa Austral; D) Pampa Inundable o Deprimida y 

E) Pampa Mesopotámica. Adaptado de Taboada et al., 2009. En el recuadro se muestran las 

áreas de anegamiento y falta de piso de la región de la Pampa Deprimida a partir de imágenes 

satelitales adquiridas por LANDSAT (tomado de Carballo y Hartmann, 2001). 
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1.2 Introducción de leguminosas en regiones ganaderas. 

El cultivo de las leguminosas del género Lotus en estos ambientes restrictivos, permitió 

incrementar la producción forrajera de la región y sostener la ganadería en la Pampa Deprimida 

del Salado. Esta leguminosa forrajera se destaca por no producir el empaste o timpanismo del 

animal (Criado, 2014). 

Las plantas de Lotus son originarias de Europa y Asia menor. En la Cuenca del 

Mediterráneo, el género Lotus cuenta con alrededor de 200 especies. Se cree que a la Argentina 

llegó mezclada con otras semillas o en las heces de animales traídos de Europa. 

Otra forrajera ampliamente utilizada es M. sativa (alfalfa) producida principalmente en 

las provincias de Córdoba, Santa Fe, Buenos Aires (excepto la Pampa Deprimida del Salado) y 

La Pampa, representando más del 90 % de la superficie con alfalfa de la Argentina. La alfalfa 

es la principal especie forrajera del país, la base para la producción de carne y leche en la región 

Pampeana, y su productividad y persistencia también se ven afectadas por estreses abióticos 

como salinidad y anegamiento (Basigalup, 2007).  

Las especies L. japonicus y M. truncatula, son plantas modelo ampliamente utilizadas 

para estudios moleculares en leguminosas. Asimismo, la disponibilidad de la secuencia del 

genoma de Medicago sativa y la enorme cantidad de información disponible, la transformaron 

también en planta modelo de estudio (Young et al., 2005; Sato et al., 2008; Cannon, 2013). Por 

otro lado, su capacidad para realizar la fijación biológica del nitrógeno a través de la simbiosis 

con rizobios cuyos genomas ya han sido secuenciados como Mesorhizobium loti MAFF303099 

y Sinorhizobium meliloti 2011 (Kaneko et al., 2000; Sallet et al., 2013) convierten a las 

interacciones L. japonicus-M. loti y M. sativa-S. meliloti en sistemas modelo para el estudio de 

este tipo de relaciones. 

1.3 Microorganismos del suelo: La simbiosis rizobios-leguminosas. 

El principal reservorio de nitrógeno es la atmósfera en donde el N2 representa un 78 % de 

los gases que componen el aire. Sin embargo, el nitrógeno atmosférico (N2) como tal no puede 

ser utilizado por la mayoría de los seres vivos, por lo que dependen únicamente del nitrógeno 

presente en la materia orgánica y minerales del suelo, convirtiéndose en uno de los principales 
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limitantes del crecimiento (Hirsch y Mauchline, 2015). El proceso para romper el triple enlace 

del nitrógeno molecular (N≡N) que implica la reducción del N2 requiere gran cantidad de 

energía (Jamet et al., 2003), y sólo un número reducido de organismos son capaces de utilizar 

el N2 en el proceso conocido como fijación biológica del nitrógeno (FBN). 

La FBN puede ocurrir tanto en microorganismos de vida libre como Azospirillum y 

Azotobacter (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000), y también en forma simbiótica como las 

bacterias colectivamente denominadas rizobios que tienen la particularidad de inducir la 

formación de nódulos en plantas de la familia Fabaceae (leguminosas) y en otras plantas no 

leguminosas como Parasponia (Flía. Cannabaceae) (Provorov y Vorobyov, 2009). Para ello, 

las plantas desarrollaron múltiples estrategias para establecer asociaciones con los 

microorganismos diazotrofos con el fin de poder tomar el nitrógeno atmosférico (Lam et al., 

1996). 

1.4 Establecimiento de la simbiosis rizobio-leguminosa. 

L. japonicus y M. sativa son leguminosas a las que el endosimbionte coloniza vía cordón 

de infección (Gage, 2004). El cordón de infección crece desde el pelo radical permitiendo el 

ingreso de los rizobios a la corteza radical en donde las células de la corteza comienzan a 

dividirse para dar origen al meristema nodular (Gage, 2002). Una vez en las células corticales, 

los rizobios son liberados del hilo de infección rodeados por la membrana peribacteriana de 

origen vegetal, formando el simbiosoma (Figura 1.2). Este proceso de endocitosis que involucra 

un importante tráfico vesicular, está regulado por GTPasas y señalización mediada por 

fosfoinosítidos (Peleg-Grossman et al., 2007). 
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En las leguminosas que desarrollan nódulos determinados como L. japonicus y G. max la 

actividad del meristema nodular se restringe a las etapas iniciales de su desarrollo y el 

simbiosoma maduro contiene múltiples bacteroides con alta viabilidad reproductiva (Gresshoff 

y Rolfe, 1978). 

1.5 Estrés oxidativo. 

En las plantas crecidas en condiciones óptimas, las EAOs son generadas en bajos niveles 

en organelas como cloroplastos, mitocondrias y peroxisomas y poseen un rol crucial en la 

transducción de señales celulares. Sin embargo, las EAOs también tienen el potencial para 

causar daño oxidativo a las células bajo ciertas condiciones de crecimiento. Situaciones de estrés 

abiótico como salinidad, sequía, temperaturas extremas y deficiencia de nutrientes generan un 

aumento de las EAOs (Miller et al., 2010). No obstante, durante condiciones de estrés, la 

acumulación de EAOs depende principalmente del balance en su producción y eliminación 

(Mittler et al., 2004). 

Figura 1.2: Diagrama del proceso de infección por rizobios. Los flavonoides liberados por la 

planta son percibidos por los rizobios en la rizósfera que en respuesta producen los factores 

Nod que son reconocidos por la planta. La percepción de los factores Nod induce la cascada de 

moléculas señales que llevan inicialmente oscilaciones de calcio en las células epidérmicas que 

luego se expanden hasta las células corticales. Los rizobios logran entrar a la planta por los 

pelos radicales que crecen en torno a la bacteria adherida en la superficie del pelo quedando 

atrapada dentro del pelo curvado. El cordón de infección es una invaginación de la membrana 

plasmática de los pelos radicales que permite la entrada del rizobio hasta las células de la 

corteza. El nódulo se forma por debajo del sitio de ingreso del rizobio por la división de las 

células corticales. Posteriormente el cordón de infección crece hacia el nódulo en formación y 

se ramifica en el tejido nodular. Esquema adaptado de Oldroyd (2013). 
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Por otra parte, el aumento de las EAOs durante las etapas tempranas de la interacción 

rizobios-leguminosa, como parte de una respuesta general contra patógenos (Santos et al., 2001; 

Shaw y Long, 2003), debe ser tolerada por los rizobios. Se ha demostrado que H2O2, además de 

su función como molécula señal, también es capaz de inhibir el desarrollo del cordón de 

infección y del nódulo en la simbiosis M. sativa-S. meliloti (Jamet et al., 2003) por lo que los 

rizobios deben ser capaces de tolerar estas EAOs durante la simbiosis (Zhao et al., 2016). 

Finalmente en el nódulo, el desbalance entre la producción y degradación de EAOs en su interior 

promueve senescencia prematura, caracterizada por la pérdida de la capacidad de fijar el N2 

atmosférico, inducción de actividades líticas y la formación de pigmentos verdes como 

leghemoglobina oxidada (Sarath et al., 1986; Layzell et al., 1990). 

En los rizobios las EAOs son producto del metabolismo aeróbico que también se ven 

incrementadas en condiciones de estrés abiótico y durante las primeras etapas del 

reconocimiento con la leguminosa para poder sobrevivir a las reacciones de defensa de la planta 

hospedadora (Matamoros et al., 2003). 

 

1.6 Sistema antioxidante de rizobios. 

1.6.1 Catalasa (CAT). 

Las enzimas con actividad catalasa forman parte de la defensa de las bacterias frente al 

estrés oxidativo. Estas enzimas catalizan la descomposición del peróxido de hidrógeno, 

transformándolo en oxígeno y agua según la ecuación de la figura 1.3. 

 

 

Figura 1.3: Reacción catalítica de la catalasa para la conversión de peróxido a 

oxígeno y agua. 
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Algunas catalasas también tienen actividad peroxidasa, utilizando un donador orgánico de 

electrones para reducir el peróxido de hidrógeno (Figura 1.4). 

 

En el microsimbionte, el sistema de defensa antioxidante le permite modular los niveles 

de EAOs que se producen durante su forma de vida libre en condiciones de estrés abiótico y 

también durante todas las etapas que llevan al establecimiento del nódulo. Mutantes con el 

sistema antioxidante comprometido demuestran una capacidad simbiótica defectiva. S. meliloti 

posee dos catalasas monofuncionales codificadas por los genes katA y katC, y una catalasa 

bifuncional con actividad catalasa-peroxidasa codificada por katB (Santos et al., 1999; Santos 

et al., 2000; Davies y Walker, 2007). En vida libre, la expresión de KatB ha sido observada 

durante todas las etapas de crecimiento, mientras KatA y KatC se expresan sólo en la fase 

exponencial y estacionaria respectivamente. 

Entre las enzimas detoxificantes de EAOs, los genes de catalasa son los que más 

extensamente fueron caracterizados. La mutación de cualquiera de los tres genes kat en S. 

meliloti no modificó su susceptibilidad frente a H2O2, aunque los dobles mutantes katA-katC y 

katB-katC se mostraron deficientes en la formación de nódulos y en la fijación de nitrógeno 

respectivamente ( Sigaud et al., 1999; Jamet et al., 2003). El doble mutante katA-katC de S. 

meliloti puede fijar nitrógeno, pero posee baja eficiencia de nodulación (Sigaud et al., 1999) y 

baja densidad de bacteroides, algunos de los cuales presentaron forma irregular (Jamet et al., 

2003). El mutante katB-katC posee una eficiencia de nodulación aún más baja que los dobles 

mutantes katA-katC y no son capaces de formar bacteroides y fijar nitrógeno (Jamet et al. 2003). 

Debido a que estos dobles mutantes son capaces de crecer aeróbicamente, S. meliloti 

posiblemente necesita de katB y katC para modular los niveles de EAOs en la interacción con 

Medicago antes de formar simbiosomas maduros. En contraste, una doble mutante katE-katG 

 

Figura 1.4: Reacción peroxidasa de la catalasa. En esta reacción se utiliza un donador orgánico 

de electrones como metanol o formaldehido para la reducción de peróxido de hidrógeno a agua. 
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de M. loti forma un número mayor de nódulos efectivos aunque con menor capacidad fijadora 

de nitrógeno que las salvajes (Hanyu et al., 2009).  

M. loti posee una catalasa monofuncional codificada por katE que contribuye a la 

supervivencia durante la fase estacionaria del crecimiento y una bifuncional catalasa-peroxidasa 

katG (Kaneko et al., 2000). A su vez, la mutante katE muestra disminución en la capacidad 

fijadora de nitrógeno similar a los dobles mutantes katE-katG. Sin embargo, la capacidad 

fijadora de nitrógeno de la simple mutante katG es comparable a la de M. loti salvaje (Hanyu et 

al., 2009). Esto sugiere que la catalasa monofuncional KatE es necesaria para el mantenimiento 

de la fijación de nitrógeno o para proteger a los bacteroides de los efectos tóxicos de las EAOs 

vegetales, particularmente H2O2 que puede ser producto de la actividad SOD de la planta (Rubio 

et al., 2004). 

En Bradyrhizobium japonicum, ha sido identificada una catalasa-peroxidasa KatG cuya 

actividad es fundamental para la detoxificación del H2O2 que se produce durante el crecimiento 

en vida libre (Panek y O'Brian, 2004).  

1.6.2 Superóxido dismutasa (SOD). 

La enzima superóxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutación del radical superóxido a 

peróxido de hidrógeno y oxígeno molecular según la ecuación de la figura 1.5, protegiendo de 

esta forma a la célula contra el daño oxidativo. Cuatro tipos de SODs son comúnmente 

encontradas en procariotas. Todas ellas son metaloenzimas, que difieren en su cofactor metálico.  

 

Las enzimas manganeso SOD (MnSOD, SodA) y la hierro SOD (FeSOD, SodB), son 

similares entre ellas en tamaño y secuencia. También existe una SOD del tipo A/B conocida 

como cambialística como la codificada por el gen SodA de S. meliloti (Santos et al., 1999), que 

puede aceptar tanto hierro como manganeso como cofactor (Martin et al., 1986). Una cuarta 

 

Figura 1.5: Reacción de la SOD para la dismutación de O2
- en peróxido de hidrógeno y 

oxígeno molecular. 
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isoforma, la cobre/zinc SOD (CuZn-SOD) no presenta relación estructural ni de secuencia 

aminoacídica con las FeMnSODs descriptas anteriormente (Fridovich, 1997).  

A pesar de que las SODs son generalmente consideradas enzimas citoplasmáticas 

(Fridovich, 1997), recientemente se reportó en Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841su 

localización periplásmica (Krehenbrink et al., 2011). La presencia de SOD en el periplasma 

podría tener un importante papel protector de los lípidos de membrana y proteínas periplásmicas 

del daño causado por el radical superóxido extracelular. En E. coli, sodC es inducida durante la 

fase estacionaria, y esta inducción es regulada de manera dependiente del factor sigma RpoS 

(Gort et al., 1999). En bacterias Gram negativas, las proteínas periplásmicas o las de membrana 

externa pueden ser secretadas empleando el sistema Sec que reconoce un péptido señal de 

naturaleza hidrofóbica en el extremo N-terminal de una proteína no plegada. Este sistema Sec 

emplea hidrólisis de ATP y gradiente de protones como fuerza protón motriz que permite la 

secreción. Otra vía de traslocación descripta en bacterias Gram negativas es el sistema general 

TAT, por sus siglas en inglés (twin-arginine translocation). Mediante este sistema se translocan 

algunos componentes del sistema respiratorio. Para su funcionamiento se requiere el 

reconocimiento de un motivo rico en residuos de aminoácidos básicos en la región N terminal 

de la proteína plegada a ser secretada y emplea sólo gradiente de protones como fuente de 

energía para el transporte (Tokuda, 2009). Ambos sistemas Sec y Tat están ampliamente 

conservados en bacterias Gram negativas e involucrados en funciones fundamentales de la 

biogénesis y estructura celular.  

En B. japonicum expuesto a estrés osmótico, se ha descripto la inducción de genes 

implicados en las respuestas a estrés oxidativo: Fe-Mn SOD, (ChrC), SOD (sodF) y 

peroxiredoxinas (prxS-like), (Chang et al., 2007; Cytryn et al., 2007).  

Se ha postulado que el incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes de B. 

japonicum y S. meliloti disminuye el nivel de daño a proteínas de membrana y ácidos nucleicos 

incrementando sustancialmente la sobrevivencia de estos microorganismos frente a condiciones 

de estrés osmótico (Halverson y Firestone, 2000; Boumahdi et al., 2001). 

En nódulos de M. sativa han sido caracterizadas la expresión y actividad de isoformas de 

CuZnSOD y MnSOD. La co-localización de actividad CuZnSOD y sus transcriptos en el 
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meristema nodular evidencia su participación en la zona de invasión y su potencial activación 

por iones superóxido del hilo de infección. CuZnSOD y H2O2 se co-localizaron en el citosol 

adyacente a las paredes celulares de la zona de infección, en los hilos de infección, y en el 

apoplasto, lo que han llevado a postular que sólo CuZnSOD está involucrado en la producción 

de H2O2 en nódulos. Estudios realizados con inhibidores como DPI apoyan la idea de que al 

menos en los hilos de infección, la NADPH oxidasa es la fuente de radical superóxido que luego 

es dismutado por CuZnSOD a H2O2. De esta forma, el H2O2 puede ser utilizado para el 

crecimiento celular y el entrecruzamiento de proteínas (Rubio et al., 2004). A su vez, como fue 

descripto por Jamet et al. (2007), el H2O2 producido por la planta puede actuar como una 

molécula señal positiva para la infección, debido a que la inoculación de M. sativa con S. meliloti 

sobreexpresora de catalasa alteró el desarrollo del hilo de infección y la nodulación. 

En rizobios, las técnicas de sobreexpresión y deleción génica han permitido el estudio del 

rol fisiológico que cumplen algunas enzimas que componen el sistema antioxidante de estas 

bacterias en vida libre y en la interacción con su planta hospedadora.  

Hasta el momento, este tipo de abordaje permitió la caracterización de los efectos que 

tiene la sobreexpresión del gen katB que codifica para la enzima con actividad catalasa 

peroxidasa. La sobreexpresión de esta catalasa peroxidasa deja en evidencia la participación de 

H2O2 como molécula señal durante la interacción simbiótica en el sistema S. meliloti/M. sativa 

(Jamet et al., 2007), y la deleción de los genes katA, katB y katC en S. meliloti ponen de 

manifiesto su rol protector contra las EAOs (Santos et al., 2000; Davies y Walker, 2007). Otros 

estudios que incluyeron la deleción de los genes katE y katG realizados en M. loti (Hanyu et al., 

2009) y la deleción de katG en B. japonicum (Panek y O’Brian, 2004) mostraron fenotipos 

similares a los de S. meliloti con deleción en catalasas. 

1.6.3 Glutatión reductasa (GR). 

La glutatión reductasa cataliza la reducción de glutatión oxidado (GSSG) a GSH el cual 

es utilizado por la glutatión peroxidasa para la reducción de H2O2 a agua.  

Recientemente fue descripto por Tang et al. (2018), que la deleción del gen GR de S. 

meliloti, disminuyó su tolerancia a H2O2 en vida libre, y en simbiosis produjo retraso de la 

nodulación de M. sativa con una reducción de 75 % en su capacidad de fijar nitrógeno. 
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Respecto de la sobreexpresión de superóxido dismutasa, existe hasta el momento de la 

escritura de este trabajo de tesis una única publicación sobre la sobreexpresión heteróloga de la 

sod de S. meliloti llevada a cabo en una cepa de E. coli deficiente en sodA, sodB y recA en la 

que se logró la complementación génica y se restableció el crecimiento de E. coli en aerobiosis 

(Santos et al., 1999). 

De las evidencias anteriores, surge que los rizobios expuestos a estrés abiótico 

incrementan sus actividades antioxidantes, y que además, las enzimas catalasa y superóxido 

dismutasa cumplen funciones esenciales en los rizobios durante el establecimiento de la 

simbiosis. 
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Hipótesis: 

Este trabajo plantea como hipótesis que:  

I) La sobreexpresión de enzimas antioxidantes y el aumento de su actividad contribuyen a 

incrementar la tolerancia de los rizobios en vida libre a condiciones de estrés salino, osmótico y 

oxidativo. 

II) La sobreexpresión de SOD en rizobios contribuye a mitigar los efectos del estrés salino sobre 

el crecimiento de leguminosas forrajeras. 

Objetivo general: 

Evaluar el efecto del estrés abiótico sobre las enzimas antioxidantes de M. loti 

MAFF303099, y estudiar el efecto de la sobreexpresión de SOD en M. loti y S. meliloti sobre la 

tolerancia a estrés oxidativo en vida libre, y en la reducción de los efectos del estrés salino sobre 

el crecimiento de L. japonicus y M. sativa. 

Objetivos específicos: 

1) Analizar la inducción de las actividades enzimáticas SOD, CAT y GR en M. loti expuesto a 

estrés salino y osmótico. 

2) Estudiar el efecto de la sobreexpresión y deleción de SOD sobre el crecimiento de M. loti en 

estrés salino y osmótico. 

3) Evaluar la actividad SOD y su perfil de actividad enzimática en la cepa sobreexpresora M. 

loti sod. 

4) Investigar el perfil de la proteína sobreexpresada en M. loti sod. 

5) Establecer la correlación entre la sobreexpresión de SOD en M. loti y la tolerancia a estrés 

oxidativo en vida libre. 

6) Estudiar el efecto de la sobreexpresión heteróloga de SOD de M. loti en el rizobio modelo S. 

meliloti 2011. 

7) Evaluar los efectos de la inoculación de M. loti y S. meliloti sobreexpresoras de SOD sobre 

el crecimiento de L. japonicus y M. sativa en condiciones control y de estrés salino. 
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Capítulo 2: Materiales y métodos. 

2.1 Bacterias y plantas. 

En este estudio se utilizaron las cepas M. loti MAFF303099 y S. meliloti 2011. La cepa 

M. loti fue utilizada para evaluar su crecimiento y las actividades enzimáticas en respuesta a 

estrés salino y osmótico. Además, también se la utilizó como fuente de ADN cromosómico para 

amplificar el gen sod (mlr7636). Tanto M. loti como S. meliloti fueron utilizadas como 

receptoras para la sobreexpresión constitutiva del gen sod. Por otra parte, las plantas utilizadas 

en los ensayos de nodulación fueron L. japonicus MG20 para M. loti y M. sativa variedad 

PROINTA Súper Monarca para S. meliloti. 

2.2 Cepas bacterianas y plásmidos empleados en este estudio. 

Para llevar a cabo este estudio, también se utilizaron las siguientes cepas: E. coli DH5α 

para los experimentos de rutina de clonado (Sambrook y Russell, 2001). La cepa E. coli S-17 

F+ utilizada como huésped de los vectores pFAJ1708 y pFAJsod para la transformación por 

conjugación biparental de M. loti MAFF303099 y S. meliloti 2011, para obtener las cepas M. 

loti 1708, M. loti sod, S. meliloti 1708 y S. meliloti sod. 

La cepa E. coli S-17 también fue transformada con el plásmido pK18sodmut para la 

generación de la mutante M. loti sodmut por interrupción del gen sod por evento de doble 

recombinación homóloga. 

El vector pGEM-T Easy (Promega) fue usado para clonar el gen mlr7636. El vector 

utilizado para la sobreexpresión de SOD fue el pFAJsod (obtenido en este trabajo). El vector 

pFAJ1708 (Dombrecht et al., 2001) se utilizó como control y también para la construcción del 

pFAJsod. Para la obtención de la cepa mutante M. loti sodmut se utilizó el vector pK18sodmut 

(obtenido en este trabajo). 

El vector pK18mob fue utilizado como vector intermediario para el clonado del marco de 

lectura del gen mlr7636 y también para el clonado de una región interna del gen sod para la 

interrupción génica por integración cromosomal por evento de doble recombinación homóloga. 

Las principales características de cada de una de las cepas y plásmidos se muestran en la tabla 

2.2. 
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Tabla 2.1: Cepas bacterianas, materiales vegetales y plásmidos utilizados. 

Cepas 

bacterianas 

Descripción Fuente 

E. coli DH5α F-recA, ΔlacU169, F80dlacZDM15 (Hanahan, 1983) 

E. coli S 17-1 F+, E. coli 294 RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7 

integrado al cromosoma 

(Simon et al., 1983) 

E. coli S17 1708 F+, Tcr, pFAJ1708. Este estudio. 

E. coli S17 sod F+, Tcr, pFAJsod. Este estudio. 

E. coli S17 

SODmut 

F+, Tcr, pSODmut. Este estudio. 

M. loti 

MAFF303099 

Nod+, Fix+ microsimbionte de Lotus. (Kaneko et al., 2000) 

M. loti 1708 Tcr, pFAJ1708 Este estudio. 

M. loti sod Tcr, sod+, pFAJsod Este estudio. 

M. loti sodmut Kmr, Mutante sod- Este estudio. 

S. meliloti 2011 Nod+, Fix+ microsimbionte de Medicago. (Truchet et al., 1985) 

S. meliloti 1708 Tcr, pFAJ1708 Este estudio. 

S. meliloti sod Tcr, sod+, pFAJsod Este estudio. 

Material Vegetal Descripción Fuente 

Lotus japonicus 

MG20 

Leguminosa nodulada por M. loti.  

Medicago sativa 

Supermonarca 

Leguminosa nodulada por S. meliloti.  

Plásmidos Descripción Fuente 

pRK2013 Kmr, plásmido “helper” derivado de RK2 (Ditta et al., 1980) 

pK18mob Kmr, Ori pUC, lacZ, mobRK2, gusA 

plásmido mobilizable para clonado y 

disrupción génica en rizobios. 

(Schäfer et al., 1994) 

pK18sod  Este estudio. 

pFAJ1708 Tcr, expresión bajo promotor nptII, derivado 

RK2, sistema de muerte postsegregacional. 

(Dombrecht et al., 2001) 

pFAJsod Tcr, expresión gen mlr7636 bajo promotor 

nptII, derivado RK2, sistema de muerte 

postsegregacional. 

Este estudio. 

pSODmut Kmr, derivado del pK18mob 

ΔlacZ::mlr7636 (267pb) para interrupción 

del gen sod por doble recombinación 

homóloga. 

Este estudio. 

Kmr: kanamicina resistente, Cmr: cloranfenicol resistente y Tcr: tetraciclina resistente. 
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2.3 Condiciones de cultivo de bacterias y plantas. 

Las cepas bacterianas de M. loti y S. meliloti se cultivaron aeróbicamente en medio 

nutritivo YEM (apéndice) a 28 °C. Las cepas de E. coli se cultivaron en medio LB a 37 °C. Los 

medios TY, TY modificado y el Medio mínimo B- (descriptos en el apéndice) fueron utilizados 

para las conjugaciones biparentales y triparentales. Cuando fue necesario se agregaron los 

antibióticos en la siguiente concentración final: Tetraciclina (Tc) 20 µg/mL y Kanamicina (Km) 

25 µg/mL. 

Las semillas de L. japonicus y M. sativa fueron escarificadas con H2SO4 17 M por 5 min, 

desinfectadas con NaClO comercial, (55 g/L) al 10 % por 10 min y enjuagadas con agua estéril. 

Se las dejó embebiendo por dos horas y fueron incubadas en cámara húmeda sobre papel 

embebido con agua estéril a 37 °C. Luego de 48 h las plántulas fueron trasplantadas a pouches 

y regadas con medio B y D (Broughton y Dilworth, 1971) con bajo contenido de nitrógeno 

(apéndice). 

2.4 Medición del crecimiento bacteriano. 

El crecimiento microbiano en cultivo líquido se estimó siguiendo el cambio en la turbidez 

de la suspensión bacteriana por espectrofotometría en unidades de densidad óptica (DO) en 

espectrofotómetro (Beckman Coulter DU640B) a una longitud de onda de 600 nm. Las curvas 

de crecimiento se realizaron por triplicado con agitación orbital constante a 160 rpm a 28 °C. 

Para obtener la correspondencia entre la DO y el número de células se realizó una curva estándar 

entre unidades formadoras de colonias (UFC) por mL y DO600. 

2.5 Estrés salino y osmótico en M. loti y L. japonicus. 

Los ensayos de crecimiento de M. loti en estrés salino fueron realizados adicionando 150 

mM NaCl al medio de cultivo YEM. Esta concentración fue seleccionada debido a que 

concentraciones superiores comprometen seriamente el crecimiento de L. japonicus (Melchiorre 

et al., 2009). Por otro lado, polietilenglicol 8000 (PEG), fue utilizado para generar el estrés 

osmótico equivalente al ejercido por NaCl, sin efecto iónico. La correlación entre los potenciales 

osmóticos desarrollados por NaCl y PEG se establecieron usando un psicrómetro de termopar 

(C-52, Wescor, Logan) y un microvoltímetro HR-33T Dew Point Microvoltmeter (Wescor, 
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Logan). Para ello se midieron las presiones osmóticas de diferentes soluciones de NaCl 25, 50 , 

100, 150 y 200 mM a 25 °C y se ajustaron las soluciones de PEG8000 hasta lograr las presiones 

osmóticas equivalentes detalladas en la tabla 2.1 (Parola, 2007).  

Tabla 2.2: Concentraciones de soluciones de NaCl y PEG 8000 con presiones osmóticas 

equivalentes. 

NaCl (mM) (-) Mpa PEG 8000 (%) (-) Mpa 

25 0,47 5,0 0,44 

50 0,55 8,5 0,55 

100 0,66 11,3 0,66 

150 0,85 15,0 0,84 

200 1,06 18,5 1,06 

 

 

2.6 Actividades enzimáticas. 

2.6.1 Actividad Superóxido dismutasa. 

Fue determinada según lo descripto por Beauchamp y Fridovich (1971). Una unidad SOD 

fue definida como la cantidad de enzima capaz de inhibir al 50 % la fotoreducción del nitroblue 

tetrazolium (NBT), usando riboflavina y luz de 360 nm como fuente de superóxido. La mezcla 

de reacción estuvo compuesta por buffer K2HPO4 50 mM pH 7,8; 777 µM metionina, 448 µM 

NBT; 0,54 µM EDTA y 3,32 µM riboflavina. En ausencia de enzima (testigo) la mezcla fue 

calibrada para alcanzar un valor de DO560= 0,41 medida en espectrofotómetro Beckman Coulter 

DU640B, luego de 11 min de incubación en luz con longitud de onda = 360 nm a 25 °C. Se 

utilizaron aproximadamente 4 µg de extracto proteico bacteriano para medir la actividad SOD. 

2.6.2 Actividad Catalasa. 

Se determinó en espectrofotómetro midiendo la desaparición de H2O2 a partir de la 

disminución de absorbancia a 240 nm por el lapso de 1 min a 37 °C. Se utilizó para un volumen 

de 1 mL de reacción, buffer K2HPO4 pH 7,4 50 mM (CF), H2O2 5 mM (CF), 20 µL de extracto 

celular y H2O para llevar a volumen final. 

2.6.3 Actividad Glutatión reductasa. 

Se determinó espectrofotométricamente según lo propuesto por Shaedle y Bassham 

(1977), siguiendo el decrecimiento en la absorbancia 340 nm, inducido por la oxidación del 
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NADPH a 37 °C. La mezcla de reacción para 1 mL volumen final estuvo compuesta por: buffer 

Tris-HCl 50 mM pH 7.8 NADPH 0.15 mM, GSSG 0.5 mM, MgCl2 3 mM, EDTA 1 mM y 20 

µL de muestra. Las unidades GR se expresan como µmoles de NADPH oxidado por min. 

2.7 Zimogramas. 

2.7.1 Zimogramas de SOD. 

La actividad SOD se observó en electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones 

no desnaturalizantes (ND-PAGE). El gel se incubó en una solución de 2,5 mM de NBT en agua 

durante 25 min. Se enjuagaron los geles con agua destilada y se realizó una segunda incubación 

en 20 mL de buffer KH2PO4 25mM pH 7,8; TEMED 10 mM y riboflavina 3,32 µM por 20 min. 

Para el revelado, los geles fueron enjuagados con agua destilada y fueron expuestos a luz blanca 

hasta la visualización de las bandas por el desarrollo de azul de formazán, excepto en las zonas 

del gel en donde está presente la enzima. Para el revelado de la actividad MnSOD los geles ND 

fueron incubados previamente en una solución de H2O2 20 mM durante 30 min. Luego de este 

tiempo se enjuagaron los geles con agua y se procedió al revelado de SOD. 

2.7.2 Zimogramas de CAT. 

Para el revelado de la actividad catalasa en ND-PAGE se realizaron tres lavados de 15 

min con agua. Luego se realizó una incubación con H2O2 10 mM durante 20 min a temperatura 

ambiente y se enjuagó con abundante agua. Finalmente se vertieron sobre el gel las soluciones 

de Fe(III)Cl3 1 % y C6N6FeK3 1 % preparadas separadamente y luego mezcladas en una relación 

1:1. Se incubó el gel por 5 min hasta lograr la visualización de las bandas. La reacción se detuvo 

enjuagando el gel con agua. 

2.7.3 Zimograma de GR. 

El revelado de GR en ND-PAGE se llevó a cabo con 10 mL de solución de revelado 

conteniendo concentraciones finales Tris-HCl pH8 250 mM, EDTA 3 mM, MgCl2 3 mM, GSSG 

4mM, NADPH 0,3 mM, DPIP 1 mg y 1 mg de MTT. La incubación se llevó a cabo hasta 

evidenciarse la actividad enzimática. 

2.8 Ensayo de nodulación y aislamiento de rizobios a partir de nódulos radicales. 

Semillas de L. japonicus ecotipo MG20 o M. sativa variedad PROINTA Súper Monarca 

fueron desinfectadas y germinadas como se indicó más arriba. Las plántulas de dos días fueron 
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trasplantadas a sobres para cultivo de plantas (pouches) con medio ByD sin nitrógeno 

(Broughton y Dilworth, 1971), (10 plántulas por sobre) y crecidas en cámara de cultivo con 

fotoperíodo de 16 h, intensidad de luz de 150-200 µmoles/m2/s mantenidas a una temperatura 

de 26 ± 2 °C. 

Plántulas de 5 días de L. japonicus y M. sativa fueron inoculadas con 300 µL de un cultivo 

de M. loti y S. meliloti crecidas en medio YEM y TY respectivamente, en fase exponencial tardía 

de crecimiento (DO600= 1).  

Las bacterias recolectadas por centrifugación a 3500 xg por 10 min fueron lavadas dos 

veces con agua destilada estéril, y el pellet bacteriano fue resuspendido en 3 mL de agua. Para 

cada tratamiento, se inocularon 9 plantas. 

Cuando fue necesario recuperar los rizobios a partir de nódulos, éstos fueron cosechados 

a los 25 días post inoculación (dpi), siendo separados de la raíz (dejando aproximadamente 1 

mm de tejido radical próxima al nódulo). Los nódulos fueron desinfectados superficialmente 

con hipoclorito de sodio al 5 % por 10 min en agitación suave y luego se enjuagaron 10 veces 

con agua en condiciones estériles. 

Los nódulos fueron macerados en placa de Petri con vara de vidrio manteniendo las 

condiciones de esterilidad. Dicho macerado fue utilizado para sembrar en estrías por 

agotamiento con ansa en rulo en medio sólido TY modificado suplementado con antibiótico 

apropiado. 

2.9 Evaluación de la simbiosis en estrés salino. 

Los ensayos de simbiosis en estrés salino fueron llevados a cabo en pouches embebidos 

con medio ByD complementados con 150 mM NaCl para M. loti y 200 mM NaCl para M. sativa. 

Pasadas las 24 horas, se reemplazó el medio nutritivo ByD por ByD suplementado con NaCl y 

se inocularon 48 horas más tarde como se describió más arriba con cultivos bacterianos crecidos 

con el antibiótico apropiado. 

2.10 Transformación de rizobios por conjugación biparental. 
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Se cultivaron las cepas de E. coli S17-1 transformadas por electroporación con los 

plásmidos pFAJ1708 y pFAJsod, en medio LB con Tc 10 μg/mL. Al mismo tiempo, las células 

receptoras de S. meliloti 2011 fueron crecidas en medio mínimo TY. Los distintos cultivos 

fueron incubados a 37 ºC o 28 ºC hasta una DO600 de 0,8 para E. coli, y una DO600 de 0,6 para 

los rizobios. Los cultivos fueron centrifugados a 4.500 xg, lavados tres veces con buffer PBS 

estéril (apéndice) y resuspendidos en 300 µL de la misma solución.  

Para las conjugaciones se depositaron 50 μL de cada una de las cepas (una sobre la otra) 

en placa de Petri con medio TY sin antibiótico e incubadas a 28 ºC durante 48 horas. Los rizobios 

transconjugantes fueron seleccionados en medio TY suplementado con Tc 20 µg/mL y con rojo 

Congo para su identificación por la coloración diferencial que no es adquirida por los rizobios. 

2.11 Amplificación de ADN 

La amplificación de genes por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se llevó a cabo 

utilizando como molde el ADN cromosómico de la cepa M. loti MAFF303099 o ADN 

plasmídico. Para las mezclas de amplificación se usó una concentración de primers de 0,25 µM 

de cada uno; MgCl2 2 mM; dNTPs 0,2 mM; buffer Taq 10X; Taq polimerasa 0,05 U/µL y agua 

Mili-Q estéril para completar un volumen final de 20 µL. 

2.12 Diseño de oligonucleótidos. 

Los oligonucleótidos mostrados en la tabla 2.3 fueron diseñados a partir de la secuencias 

del gen codificante para SOD, mlr7636 según el genoma de M. loti MAFF303099 publicado en 

http://genome.kazusa.or.jp, con excepción de los oligonucleótidos PFAJ2Fw y PFAJ2Rv que 

fueron diseñados sobre un fragmento de 477 nucleótidos obtenido en los secuenciamientos del 

vector pFAJsod, y fueron utilizados para la detección de insertos en el sitio de múltiple clonado 

del vector pAJ1708. 

Tabla 2.3: Secuencias de los oligonucleótidos utilizados. 

Oligonucleótidos 

 (5’ – 3’) 

Secuencia Fuente 

SOD-XbaI-Fw ATATTCTAGACCACGAGGGAGTACTACCCATGG  Este estudio. 
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Los oligonucleótidos fueron diseñados teniendo en cuenta los parámetros descriptos por 

Sambrook y Russell (2001), y analizados con el programa AmplifX 1.1.4 con los parámetros 

por defecto. 

2.13 Construcción de vector pFAJsod para la sobreexpresión constitutiva del gen sod. 

El plásmido pFAJsod para la sobreexpresión constitutiva del gen sod (mlr7636) de M. loti 

se obtuvo mediante la amplificación y clonado de un fragmento de 639 pb a partir de ADN 

genómico de M. loti MAFF303099. Para la amplificación se utilizó la enzima Pfx polimerasa 

(Invitrogen), la cual posee actividad exonucleasa 3’-5’ con el juego de primers SOD-XbaI-Fw 

y SOD-BamHI-Rv diseñado a partir de las secuencias corriente arriba y corriente abajo del gen 

mlr7636 obtenidas en la base de datos genome.microbedb.jp/rhizobase. 

El producto de PCR de 639 pb con extremos romos fue ligado al vector pK18mob 

previamente digerido con la enzima de restricción SmaI. Los extremos romos generados por 

esta enzima de restricción permitieron la ligación del fragmento recombinante e interrumpió el 

gen lacZ, lo que una vez transformados en células de E. coli DH5α permitió la selección de los 

clones recombinantes con el plásmido pK18mob::sod. 

La presencia de la secuencia del gen mlr7636, se evaluó inicialmente usando los primers 

universales M13. El sentido del inserto en los clones recombinantes pK18sod se evaluó 

utilizando el juego de primers M13 Fw/SOD-BamHI-Rv (Figura 2.1). De los clones 

seleccionados se procedió a subclonar un fragmento de 631 nucleótidos escindido con las 

enzimas XbaI y BamHI (Figura 2.2 A) y el plásmido pFAJ1708 (Dombrecht et al., 2001) 

digerido con las mismas enzimas (Figura 2.2 B). 

SOD-BamHI-Rv ATATGGATCCTCACTTTGCCTTTTCGTAGAGC Este estudio. 

SODmtFw ATATGAATTCTCGACAATGGCAACAAGCTGGC Este estudio. 

SODmtRv ATATGGATCCAACCGAACTGCGTCGTGC Este estudio. 

PFAJ2Fw TAAAGGGAAAGCGGAACACGTAG Este estudio. 

PFAJ2Rv CCCATCGCTTTCCACAACG Este estudio. 

M13 Fw (-20) GTAAAACGACGGCCAGT Universal. 

M13 Rv (-24) AACAGCTATGACCATG Universal. 
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El fragmento escindido y el plásmido linealizado fueron purificados a partir de una corrida 

electroforética en gel de agarosa y ligados con la enzima T4 ADN ligasa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.14 Construcción del vector pSODmut para la mutación del gen mlr7636. 

La base del vector pSODmut para la mutación del gen mlr7636 de es el vector suicida 

pK18mob. Este plásmido posee un sitio de múltiple clonado en el gen lacZ corriente abajo de 

 

Figura 2.2: A) Secuencias para enzimas de restricción del sitio de múltiple clonado del 

plásmido pFAJ1708. B) Mapa físico del plásmido pFAJ1708. Esquemas tomados de 

Dombrecht et al. (2001). 

 

Figura 2.1: Esquema del sentido de clonado del gen sodA en el vector pK18sod en donde se 

muestra la ubicación del primer M13 forward hacia el extremo 5’ de sod.  



22 

 

una secuencia de unión a ribosoma que se corresponde a genes fix y nif de R. leguminosarum. 

Corriente abajo del sitio de múltiple clonado contiene codones de parada en todos los marcos 

de lectura para prevenir posibles fusiones traduccionales.  

Un fragmento de 267 nucleótidos fue amplificado por PCR a partir del gen mlr7636 con 

los primers SODmtFw y SODmtRv que incorporan los sitios EcoRI y BamHI en los extremos 

5’ y 3’ respectivamente. Los fragmentos amplificados y el vector fueron digeridos con 

EcoRI/BamHI para hacer las respectivas ligaciones a fin de obtener los vectores pSODmut. 

2.15 Restricciones enzimáticas de ADN. 

Las digestiones del ADN plasmídico y genómico con las diferentes endonucleasas de 

restricción (Fermentas), se realizaron en un volumen final de 20 µL en las condiciones 

recomendadas por los fabricantes. La inactivación de las enzimas fue realizada incubando la 

reacción a 70 °C por 10 min. 

2.16 Extracción de proteínas totales. 

Las bacterias fueron cultivadas en 3 mL de medio de cultivo hasta alcanzar una DO600 

aproximada a 1. Los cultivos fueron centrifugados y lavados dos veces con buffer KH2PO4 50 

mM pH 7,8. Finalmente las bacterias fueron resuspendidas en 300 µL del mismo buffer. La 

suspensión bacteriana fue sonicada en baño agua-hielo utilizando la micropunta del equipo 

Ultrasonic Vibracell VCX600. Las condiciones de sonicado para células de E. coli fueron: 

pulsos de 2 s, con una interrupción de 3s. El tiempo de sonicado total fue de 40s y se utilizó una 

amplitud de 30 %. Para el sonicado de células de M. loti se usó el siguiente programa: pulsos de 

3 s con descanso de 3 s por un tiempo de 2 min a una amplitud de 33 %. Los extractos fueron 

centrifugados a 4 ºC por 20 min a 13.000 xg obteniendo en el sobrenadante el extracto proteico 

soluble.  

 

 

2.17 Extracción de proteínas periplásmicas. 
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Las células fueron cultivadas en 100 mL de cultivo líquido hasta una DO600 de entre 0,3 

y 0,5. Se cosecharon las células por centrifugación a 15.000 xg por 10 min a 4 °C y se 

resuspendieron en 10 mL de solución fisiológica NaCl 0,9 % (P/V). La preparación de las 

proteínas periplásmicas por shock hipoosmótico se realizó según el procedimiento de Neu y 

Heppel (1965) sin el agregado de EDTA. Brevemente, las células fueron resuspendidas en 2 mL 

de solución hiperosmótica [sacarosa 20 % (P/V) en Tris-HCl 30 mM pH 8.0] con 0,2 U/mL de 

lisozima. La suspensión bacteriana fue incubada en hielo durante 1 h. Finalmente se agregaron 

2 mL de agua destilada a 4 °C y se centrifugaron las muestras a 14.000 xg durante 30 min 

recuperando el sobrenadante con las proteínas periplásmicas. 

 

2.18 Identificación de SOD por Western blot. 

Cultivos bacterianos de 100 mL fueron tratados para la obtención de extracto periplásmico 

mientras que las proteínas totales fueron obtenidas a partir de 6 mL cultivo mediante lisado por 

sonicado. Los extractos fueron mezclados con buffer de siembra con 5 % de β-mercaptoetanol 

y calentados a 100 °C durante 5 min. Las muestras se sembraron en geles de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 12 %. Las proteínas se transfirieron a membranas 

de nitrocelulosa a 100 V durante 2 h. Para evitar uniones inespecíficas entre el anticuerpo 

primario y las proteínas retenidas en la membrana, se realizó un bloqueo de esta última con la 

solución tris buffer salino (TBS) 1X, conteniendo 0,1% Tween 20 y 5 % albúmina sérica bovina 

(BSA) durante dos horas con agitación y a temperatura ambiente. El anticuerpo primario (Tabla 

2.4) se agregó en solución de bloqueo TBS 1X, 0,1 % Tween 20, 5 % BSA a 4 ºC durante 16 h. 

Después de cuatro lavados de 10 min a temperatura ambiente con TBS 1X, 0,1 % Tween 20, la 

membrana se incubó con el anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina, disuelto en 

la solución de bloqueo durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron cuatro 

lavados de 10 min con TBS 1X, 0,1 % Tween 20 a temperatura ambiente. Luego de la 

incubación con el anticuerpo secundario (Tabla 2.5), la membrana se lavó dos veces con TBS 

1X, 0,1 % Tween 20 durante 10 min, y se incubó en oscuridad con una mezcla de NBT (5 

mg/mL) y BCIP (5 mg/mL) en buffer para fosfatasa alcalina (Tris-Cl 100 mM pH 9,5, MgCl2 5 

mM y NaCl 100 mM). La reacción se desarrolló en oscuridad y a temperatura ambiente hasta la 

detección de las bandas. 
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Tabla 2.4: Anticuerpos primarios y secundarios usados para Western blot. 

 

2.19 Cuantificación de proteínas. 

La estimación de proteínas totales se realizó según Lowry et al. (1951), utilizando BSA 

como estándar de calibración. 

2.20 Electroforesis de proteínas en geles desnaturalizantes. 

La electroforesis de proteínas (PAGE) en condiciones desnaturalizantes se realizó en geles 

de poliacrilamida según el método de Laemli (1970), utilizando geles de acrilamida de 12 % en 

presencia de SDS. La electroforesis en condiciones no desnaturalizantes se realizó de la misma 

manera pero omitiendo el SDS en todas las soluciones. Los geles se tiñeron con azul de 

Coomassie R-250 según el método de (Meyer y Lamberts, 1965). 

2.21 Electroforesis en geles nativos ND-PAGE. 

La separación de proteínas por electroforesis en condiciones no desnaturalizantes (ND-

PAGE) se realizó en un sistema de gel discontinuo conformado por un poro grueso compuesto 

por acrilamida: bisacrilamida 10:0,2 al 4 % P/V, y un poro fino realizado con acrilamida 30:0,8 

al 13 % P/V. El buffer de corrida Tris Glicina pH 8,3 10 X fue preparado con 30 g de Tris base 

y 144 g de glicina en un volumen final de 1000 mL. Se sembraron 15 μg de proteínas totales en 

buffer muestra 4 X para cada ensayo. Para 8 mL de buffer muestra 4 X se mezclaron 6,2 mL de 

agua destilada, 1 mL de buffer Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 y 0,8 mL de glicerol. Para los 

zimogramas, la corrida electroforética se realizó a 4 °C. 

Proteína Anticuerpo Especie Dilución 

FeSOD 
Anti FeSOD Agrisera (primario) Conejo 1:1500 

Anti-rabbit AP (secundario) Cabra 1:5000 

MnSOD 
Anti MnSOD (SOD2) Santa Cruz (primario) Cabra 1:1500 

Anti Goat AP (secundario) Conejo 1:5000 

CuZn-SOD 
Anti CuZnSOD Conejo 1:1500 

Anti-rabbit AP (Secundario) Cabra 1:5000 
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2.22 Cálculo del peso molecular de proteínas. 

Imágenes fotográficas de los geles fueron captadas con cámara réflex Nikon D3100. Los 

pesos moleculares de las bandas de interés, en geles SDS-PAGE, fueron calculados con software 

ImageJ a partir de la calibración con los pesos moleculares del marcador de peso molecular. 

Este cálculo fue realizado de forma individual para cada gel. 

2.23 Análisis de la estructura primaria de la secuencia mlr7636. 

Para la identificación de péptido señal en la secuencia aminoacídica se utilizaron las 

herramientas bioinformáticas SignalP 4.1 para bacterias Gram negativas (Petersen et al., 2011), 

TatP 1.0 (Bendtsen et al., 2005), TATFIND y SignalP 4.1 Server 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Los análisis de predicción fueron realizados 

aplicando los modelos networks (NN) y hidden Markov (HMM) para bacterias Gram-negativas. 

La identificación de las proteínas homólogas a SOD se realizó usando la información disponible 

en http://genome.annotation.jp/rhizobase con el programa BLASTP, utilizando el algoritmo 

PSI-BLAST (del inglés Position-Specific Iterated BLAST) en el sitio web del NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTp/). 

2.24 Determinación de tolerancia a estrés oxidativo. 

La tolerancia a .O2
- se evaluó determinando la viabilidad (UFC/mL) de cultivos 

bacterianos expuestos durante 30, 60 y 120 min a 1 mM de H2O2 y a .O2
- generado por la 

oxidación de xantina por la enzima xantina oxidasa (Melillo et al., 2009). Se cultivaron las 

bacterias hasta una DO600= 0,5 en medio YEM. Las bacterias fueron centrifugadas y 

resuspendidas en buffer PBS estéril a una concentración de 1x109 UFC/mL y tratadas con 

hipoxantina 250 µM y xantina oxidasa 0,1 U/mL a 28 °C. Para discriminar el efecto de .O2
- del 

de H2O2 generado por la actividad SOD, se añadió catalasa bovina (1 U/mL) a la reacción de 

hipoxantina/xantina oxidasa. En todos los tratamientos se realizó el recuento de colonias en 

medio TY pasadas 48 h de incubación. 

2.25 Evaluación del crecimiento de plantas. 

El crecimiento de las plantas fue evaluado en condición control en medio ByD y también 

en presencia de NaCl utilizando 150 mM y 200 mM para L. japonicus y M. sativa 

http://genome.annotation.jp/rhizobase
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respectivamente. Transcurridos 25 días de la inoculación con los rizobios, se determinaron las 

variables altura de la planta, longitud radical, peso fresco y seco de parte aérea (PFA y PSA), 

peso fresco y seco radical (PFR y PSR). 

Al momento de la cosecha, se tomó la altura y longitud radical. Posteriormente se separó 

la parte aérea de la radical, y una vez pesado el tejido fresco, se colocó individualmente en 

sobres de papel en estufa a 70 °C durante 72 h para obtener el peso seco. 

El estado hídrico de las plantas fue estimado en términos de contenido hídrico (CH), 

expresado como porcentaje del peso freso (PF) según la fórmula: CH (%) = [(PF-PS) / PF] x 

100 siendo PF: peso fresco y PS: peso seco (Azcón-Bieto y Talón, 2013). 

2.26 Análisis filogenético. 

La construcción del árbol filogenético se realizó a partir de las secuencias aminoacídicas 

que presentaron valores de identidad superiores a 50 % con la secuencia SOD de M. loti 

MAFF303099. Las secuencias fueron alineadas utilizando el programa Lasergene 8.0.2 software 

package (DNASTAR, Inc., Madison, WI, USA). Un análisis filogenético fue realizado con el 

software Mega 5.2 (Tamura et al., 2011) por el  método de distancia del vecino más 

cercano Neighbor-Joining producido por máxima probabilidad, modelo GTR (general time 

reversible) con G+I (invariant sites and distributed range) y 1000 repeticiones. 

2.27 Análisis estadístico. 

Los resultados se expresaron como la media aritmética ± error estándar de las réplicas 

independientes. En los análisis de los ensayos de inoculación con las cepas sobreexpresoras en 

condiciones control y de estrés salino, se consideró el efecto del tratamiento y la interacción 

cepa por tratamiento. Los test de diferencias de medias (DGC) se realizaron utilizando el 

programa InfoStat/Profesional ver. 2013p, Grupo InfoStat, Facultad de Ciencias Agropecuarias. 

Universidad Nacional de Córdoba. Argentina, (Di Rienzo et al., 2011). 
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Capítulo 3: Efecto del estrés salino y osmótico sobre la inducción de enzimas antioxidantes 

de M. loti y generación de plásmido para la sobreexpresión de SOD 
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En este capítulo se muestran en primer lugar los resultados de la influencia de los estreses 

salino y osmótico sobre el crecimiento y las actividades enzimáticas antioxidantes de M. loti, y 

posteriormente la construcción del vector para la sobreexpresión y mutación del gen mlr7636. 

3.1 Efecto del estrés salino y osmótico sobre el crecimiento de M. loti. 

Los cultivos de M. loti MAFF303099 crecidos en medio YEM en condiciones de estrés 

salino (150 mM NaCl) y de estrés osmótico (15 % PEG) presentaron curvas de crecimiento 

diáuxico con la ocurrencia de una segunda fase lag entre las 40 y 48 h de incubación tanto en la 

condición control, como en ambos estreses (Figura 3.1). Sin embargo, a pesar de que en los tres 

tratamientos se encontró el mismo comportamiento diáuxico, se pudo observar que el 

crecimiento de M. loti se vio fuertemente afectado por el estrés osmótico. 

 

3.2 Efectos del estrés salino y osmótico sobre el sistema antioxidante enzimático de M. loti 

MAFF303099. 
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Figura 3.1: Crecimiento de M. loti en medio YEM en condiciones de estrés salino causado 

por 150 mM NaCl y de estrés osmótico generada por PEG 15 %. Los datos representan la 

media ± E.E. de tres repeticiones. n=3: 
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La evaluación de la actividad del sistema antioxidante enzimático de M. loti se realizó a 

las 72 h de crecimiento. Se determinaron las actividades SOD, CAT y GR. 

La actividad específica SOD (Ae SOD) mostró un incremento significativo de 3,8 veces 

en presencia de NaCl 150 mM. Por el contrario, los valores de Ae SOD se redujeron 0,4 veces 

en estrés osmótico respecto al control sin estresar (Tabla 3.1). La actividad Ae CAT mostró un 

incremento significativo de 2,5 y 3,5 veces, en presencia de NaCl 150 mM y PEG 

respectivamente. Por último, la Ae GR no mostró diferencias significativas respecto al control 

en los tratamientos aplicados (Tabla 3.1). 

Tabla 3.1: Actividad de las enzimas antioxidantes CAT, SOD y GR de M. loti. 

Condición Ae CAT Veces Ae SOD Veces Ae GR Veces 

Control 0.02±0.00 a 1,0 0.32±0.02 a 1,0 0.03±0.00 a 1,0 

NaCl 150 mM 0.05±0.01 b 2,5 1.23±0.05 b 3,8 0.04±0.00 a 1,3 

PEG 15 % 0.07±0.01 b 3,5 0.13±0.02 c 0,4 0.04±0.00 a 1,3 

Los valores representan la media ± E.E. Letras diferentes indican diferencias 

significativas (p<0.05 DGC test). n=3. 

 

3.3 Sobreexpresión de SOD. 

Para sobreexpresar la SOD en M. loti, se clonó el gen sod de M. loti MAFF303099 

(mlr7636, único gen encontrado en el genoma secuenciado y publicado de esta cepa que codifica 

para una proteína con actividad SOD) en el vector de expresión pFAJ1708 (Dombrecht et al., 

2001). Este plásmido porta el promotor constitutivo del gen de resistencia a neomicina 

denominado ntpII seguido por un sitio de múltiple clonado. Por PCR de ADN genómico se 

obtuvo un producto de amplificación de aproximadamente 639 pb que contiene el gen mlr7636 

(Figura 3.2). 
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Figura 3.2: Amplificación de sod por PCR a partir de ADN genómico de M. loti MAFF303099. 

1) Marcador de peso molecular. 1-3) producto de amplificación de aproximadamente 639 pb. 

 

El fragmento de 639 pb pudo ser ligado al vector pK18mob previamente digerido con la 

enzima de restricción SmaI interrumpiendo el gen lacZ, obteniendo el plásmido pK18mob:sod 

(Figura 3.3). La interrupción del gen lacZ permitió la selección de clones recombinantes a partir 

de colonias blancas de E. coli DH5α transformadas y crecidas en medio con X-Gal e IPTG. Por 

otro lado, la presencia de secuencias de reconocimiento para los primers universales M13 que 

flanquean al sitio de múltiple clonado (SMC) permitieron el análisis por secuenciamiento del 

fragmento recombinante. 

 M  -           1     2   3 

639 pb 
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El análisis in silico por medio de BLASTN aplicado a la secuencia del inserto clonado en 

el vector pK18::sod secuenciado con los primers universales M13 permitió confirmar que el 

fragmento clonado de 639 pb en el vector pK18sod se corresponde con la secuencia del gen 

mlr7636 de M. loti MAFF303099 publicada en el banco de datos de Rhizobase (Fujisawa et al., 

2014). La comparación de la secuencia obtenida con la publicada arrojó un 100 % de 

concordancia (Figura 3.4). 

 

Figura 3.3: Esquema de clonado del gen mlr7636 de M. loti MAFF303099 en el vector 

pK18mob en el sitio SmaI. A) Mapa físico del vector pK18mob con el SMC ubicado en el gen 

lacZ. B) Detalle del SMC del vector pK18mob antes de la digestión con SmaI y clonado del 

inserto. C) Esquema de la integración del inserto en el sitio SmaI del SMC. Con * se muestran 

los sitios de corte introducidos con los primers. 
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Con el primer par de primers se pudieron identificar los clones recombinantes pK18sod 1 

y 6 que contenían el inserto de interés en el sentido correcto (Figura 3.5 A). Paralelamente, este 

resultado fue corroborado, con la combinación de primers M13 Fw y SOD-XbaI-Fw que 

amplifican una secuencia de aproximadamente 600 pb cuando el inserto tiene la orientación 

inversa (pK18sod identificados como 2’, 3’ y 4’) (Figura 3.5 B). Por lo tanto los clones 1 y 6 

fueron utilizados como molde para la obtención del gen sod flanqueado con los sitios XbaI y 

BamHI. 

El vector pFAJsod, se obtuvo subclonando el fragmento conteniendo SOD a partir del 

plásmido pK18sod digerido con las enzimas XbaI/BamHI, en el vector pFAJ1708 previamente 

digerido con las mismas enzimas de restricción. 

 

 

 

ATGGCTTTTGAATTGCCCGCTCTGCCCTACGACTATGAGGCCTTGCAGCCTTACATGTCG

AAAGAGACGCTGGAATATCACCACGACAAGCATCACAAGGCCTATGTCGACAATGGCAAC

AAGCTGGCTGCCGAGGCCGGAATGGGTGATCTGTCGGTCGAAGAGGTGGTCAAGCAGTCG

TTCGGCAAGAATGCCGGTCTCTTCAACAATGCCGCGCAGCACTACAATCACATCCATTTC

TGGAAGTGGATGAAGAAGGGCGGCGGCGGCAACAAGCTGCCGGCCGCGCTGCAGAAGGCT

TTCGACAGCGATCTGGGCGGCTACGACAAGTTCAAGGCTGATTTTGTCGCCGCCGGCACG

ACGCAGTTCGGTTCGGGCTGGGCCTGGGTGTCCGTCAAGGACGGCAAGCTGGCGATCTCG

AAGACCCCGAACGGCGAAAATCCGCTCGTTCATGGCGCCTCACCGATCCTCGGCGTCGAC

GTCTGGGAACACTCCTATTACATCGACTACCGCAACGCCCGCCCGAAATATCTCGAGGCC

TTCGTCGACAGCCTGATCAACTGGGATCATGTGCTGGAGCTCTACGAAAAGGCAAAGTGA 

Figura 3.4: Secuencia del gen mlr7636. Se muestran los 600 pb del gen. En negrita el codón 

de inicio y el de parada. 
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Figura 3.5: Identificación de clones pK18sod con inserto en el sentido correcto. Electroforesis 

de fragmentos amplificados por PCR a partir del vector pK18sod. En las calles superiores (A) 

se muestran los productos de amplificación obtenidos con el primer universal M13 Fw y el 

primer específico SOD-BamHI-Rv: M) Marcador de PM ADN Sc3 digerido con la enzima 

HindIII. 1 y 6 muestran los productos de amplificación en la orientación y tamaño esperado. En 

las calles inferiores (B) se muestran los productos de amplificación en las calles 2’, 3’ y 4’ con 

el juego de primers M13Fw y SOD-XbaI-Fw indicando la orientación inversa del inserto. 

 

Finalmente, los plásmidos recombinantes fueron identificados por PCR utilizando los 

primers específicos para sodA. Dos clones recombinantes fueron obtenidos: pFAJsod clon 4 y 

pFAJsod clon 9, los cuales fueron posteriormente corroborados por secuenciamiento con los 

primers específicos para sodA (Figuras 3.6 y 3.7). 

Como resultado de la secuenciación, fue posible conocer los 443 nucleótidos corriente 

arriba y 59 nucleótidos corriente abajo propias de la secuencia del plásmido pFAJ1708 que se 

600pb 

600pb 

M      1       2      3     4      5      6 

M1’     2’     3’     4’    5’     6’ 
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A 
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encuentran flanqueando al marco de lectura del gen mlr7636. Esta información es de suma 

importancia teniendo en cuenta que el plásmido pFAJ1708 no está secuenciado y que sólo se 

conoce su sitio de múltiple clonado. Conocer la secuencia que flanquea al inserto permitió 

corroborar que nuestro inserto se encontraba en marco de lectura con el promotor ntpII y 

también permitió el diseño de primers sobre el plásmido para la búsqueda de clones de M. loti 

recombinantes con sobreexpresión homóloga luego de la transformación con pFAJsod. 

 

 

Figura 3.6: Amplificación de mlr7636 del vector pFAJsod. Electroforesis en gel de agarosa 

del gen sod amplificado por PCR a partir del producto de ligación pFAJ1708 con sodA. M) 

Marcador de PM ADN Sc3 restringido con la enzima HindIII. 4 y 9) clones positivos para 

sodA en pFAJsod (clones 4 y 9). 



35 

 

 

La figura 3.8 A muestra el esquema de la estrategia seguida para la obtención del plásmido 

con sobreexpresión de sod pFAJsod. Además se muestran los mapas físicos de los plásmidos 

utilizados, junto a las enzimas de restricción involucradas y los sitios introducidos en el vector 

pK18mob por la utilización de los primers SOD-XbaI-Fw y SOD-BamHI-Rv para la 

amplificación de mlr7636. La figura 3.8 B muestra el mapa de restricción sobre el fragmento de 

GTTATGACCATGATTAACGCCAAAGCTGGGCGCGTTAAGCCCGGCTAATGAGCGGGCT 

TTTTTTTGGCGCGAAGCTTCACGCTGCCGCAAGCACTCAGGGCGCAAGGGCTGCTAAA 

GGGAAAGCGGAACACGTAGAAAAGCCAGTCCGCAGAAACCGGTGCTGACCCCCGGATG 

AATGTCAGCTACTGGGCTATCTGGACAAGGGAAAACGCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGG 

TAGCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATAGCTAGACTGGGCGGTTTTATGGACAGCAAG 

CGAACCGGAATTGCCAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTA 

AACTGGATGGCTTTCTTGCCGCCAAGGATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGATCTGATC 

AAGAGACAGGATTCTAGACCACGAGGGAGTACTACCCATGGCTTTTGAATTGCCCGCT 

CTGCCCTACGACTATGAGGCCTTGCAGCCTTACATGTCGAAAGAGACGCTGGAATATC 

ACCACGACAAGCATCACAAGGCCTATGTCGACAATGGCAACAAGCTGGCTGCCGAGGC 

CGGAATGGGTGATCTGTCGGTCGAAGAGGTGGTCAAGCAGTCGTTCGGCAAGAATGCC 

GGTCTCTTCAACAATGCCGCGCAGCACTACAATCACATCCATTTCTGGAAGTGGATGA 

AGAAGGGCGGCGGCGGCAACAAGCTGCCGGCCGCGCTGCAGAAGGCTTTCGACAGCGA 

TCTGGGCGGCTACGACAAGTTCAAGGCTGATTTTGTCGCCGCCGGCACGACGCAGTTC 

GGTTCGGGCTGGGCCTGGGTGTCCGTCAAGGACGGCAAGCTGGCGATCTCGAAGACCC 

CGAACGGCGAAAATCCGCTCGTTCATGGCGCCTCACCGATCCTCGGCGTCGACGTCTG 

GGAACACTCCTATTACATCGACTACCGCAACGCCCGCCCGAAATATCTCGAGGCCTTC 

GTCGACAGCCTGATCAACTGGGATCATGTGCTGGAGCTCTACGAAAAGGCAAAGTGAG 

GATCCGGCCGTTGTGGAAAGCGATGGGCTTGCCAGCGTCCGCTTGCACGGCGTCGTAA 

HindII

XbaI +

1 

BamHI 

Figura 3.7: Fragmento de secuencia que muestra la ubicación de sodA en el vector pFAJsod 

corriente abajo del promotor nptII. El sitio +1 indica el inicio de la transcripción, en negrita se 

destacan el codón de inicio y de parada respectivamente. Entre los sitios HindIII y XbaI se 

encuentra el promotor nptII. 
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interés y los marcos de lectura abiertos correspondientes a los genes mlr7636 y parE en un 

fragmento de 1511 pb del vector pFAJsod. 

 

 

Figura 3.8: (A) Mapa físico de la construcción del vector pFAJsod. Las enzimas marcadas con 

asterisco en el vector pk18sod indican los sitios que fueron introducidos en el sitio SmaI de 

pK18mob. (B) Esquema deducido a partir del secuenciamiento de fragmento de 1511 pb en el 

vector pFAJsod que muestra mapa de restricción sobre fragmento de interés y los marcos de 

lectura abiertos correspondiente a mlr7636 y parE. 
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parE 123 aa 

1 
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3.4 Deleción del gen mlr7363 por doble recombinación homóloga. 

Para obtener una cepa de M. loti deficiente en SOD se propuso la interrupción insercional 

del gen mlr7636 por doble recombinación homóloga utilizando el vector mobilizable pK18mob. 

Fue posible el clonado de un fragmento de 267 pb correspondientes a una región interna del gen 

mlr7636, amplificado a partir de ADN cromosomal de M. loti MAFF303099 empleando los 

primers SODmtFw y SODmtRv que incorporan los sitios EcoRI y BamHI en los extremos 5’ y 

3’ respectivamente (Figura 3.9). El fragmento de 267 pb fue clonado en los sitios EcoRI/BamHI 

del pK18mob previamente digerido con tales enzimas ubicados en el gen lacZ, obteniendo el 

plásmido pSODmut. 

 

 

  

 

Figura 3.9: Esquema de generación de mutante SOD deficiente por integración del plásmido al 

cromosoma de M. loti por recombinación homóloga. 



38 

 

3.5 Discusión 

Sequía y salinidad, son las principales causas de estrés que condicionan la productividad 

de los cultivos, y en consecuencia induce a las plantas a activar diferentes mecanismos 

fisiológicos para modular la economía de agua, carbono y nitrógeno. En tal sentido, ha sido 

descripto por Yang et al. (2009) y Morrissey et al. (2004), que la interacción de las plantas con 

distintos microorganismos benéficos que se encuentran en el suelo ayuda a mitigar los efectos 

adversos del estrés abiótico. Por consiguiente, la interacción de las leguminosas con 

microorganismos fijadores de nitrógeno toma especial interés para el adecuado funcionamiento 

fisiológico de las plantas hospedadoras (Foyer y Harbison, 1994; Smirnoff, 1995). 

3.5.1 Influencia del NaCl y PEG sobre el crecimiento de M. loti. 

La inhibición de la fijación biológica de nitrógeno en plantas que crecen en suelos 

afectados por altas concentraciones de sales ha sido descripta por Cytryn et al. (2007). La baja 

actividad agua que caracterizan a estos suelos salinos es una condición de estrés salino y 

osmótico para los rizobios y las plantas hospedadoras que allí crecen. Los autores Lebrazi y 

Fikri-Benbrahim (2014), describieron que las sales poseen dos efectos sobre las células: iónico 

y osmótico, y que la salinidad de los suelos se relaciona principalmente con los niveles de 

cationes como Na+,Ca2+, Mg2+ y K- y aniones como Cl-, SO4
2-, HCO3

- y NO3
-. 

Para el estudio de la influencia de condiciones de estrés salino sobre el crecimiento de M. 

loti y en medio de cultivo se utilizó NaCl, ya que es el tipo de sal que prevalece en la región de 

la Pampa deprimida y afecta también al crecimiento de las forrajeras que sostienen la producción 

ganadera (Criado, 2014). Para los estudios de las respuestas a cambios en el potencial osmótico 

del medio de cultivo se utilizó polietilenglicol (PEG). Este polímero no es permeable a la 

membrana plasmática y se probó que no puede ser catabolizado por rizobios como S. meliloti, 

manteniendo constante la actividad agua del medio de cultivo durante todo el crecimiento 

bacteriano (Busse y Bottomley, 1989). 

Las curvas de crecimiento en presencia de estrés salino (150 mM NaCl) y estrés osmótico 

(PEG 15%) de M. loti MAFF303099 mostraron un comportamiento diáuxico, con una segunda 

fase lag entre las 40 y 48 horas en las tres condiciones de crecimiento. Los resultados mostraron 

que el crecimiento de M. loti WT en condición control y salinidad presentaron fases 
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exponenciales de crecimiento similares y con tiempos de generación equivalentes. Ello indica 

que M. loti tolera la concentración de NaCl al que fue expuesto. En cambio, en la condición de 

estrés osmótico la bacteria alcanzó menor crecimiento que en las condiciones control y de estrés 

salino.  

La evaluación del crecimiento de M. loti en estrés salino y osmótico reveló que este último 

produjo un marcado aumento en el tiempo de generación de la primera fase exponencial del 

crecimiento diáuxico, mientras que el estrés salino no lo afectó significativamente, 

probablemente debido a que la bacteria es tolerante o a que podría utilizar el ion Na+ para 

compensar el efecto osmótico generado por la sal. Autores como Chen et al. (2005) y Laranjo y 

Oliveira (2011), describieron que los mesorrizobios, dependiendo de la especie, pueden tolerar 

concentraciones de sal que van desde 150 hasta 300 mM de NaCl. 

El crecimiento en presencia de PEG requiere la adaptación de las bacterias a condiciones 

de baja actividad agua mediante la síntesis o acumulación de disacáridos como sacarosa y 

trehalosa, por lo que parte de la fuente carbonada es destinada a la síntesis de estos solutos 

compatibles (Potts, 1994). Se ha propuesto que estos azúcares, especialmente la trehalosa, 

estabilizan membranas y proteínas en condiciones de deshidratación (Crowe et al., 1998). 

Hoelzle y Streeter, (1990) y Gouffi et al. (1999), demostraron que la concentración de trehalosa 

intracelular se vio incrementada en R. leguminosarum y S. meliloti luego de ser expuestos a 

estrés salino. 

3.5.2 Actividad antioxidante en M. loti en presencia de NaCl y PEG. 

En condiciones de estrés, el metabolismo celular se ve alterado y se produce  la 

acumulación de EAOs. Estas moléculas son altamente reactivas y producen daños oxidativos en 

las macromoléculas. Controlar el nivel de EAOs es primordial para el metabolismo de los 

rizobios nodulantes, por lo que el complejo sistema enzimático de detoxificación de EAOs 

involucra principalmente a las enzimas SOD, CAT y GR (Matés, 2000). De forma similar a lo 

descripto en S. meliloti 102F78 por Rubio et al. (2004), en el genoma publicado de M. loti 

MAFF303099 existe un único gen codificante para una proteína con actividad SOD (mlr7636) 

y dos genes que codifican para una catalasa y una catalasa/peroxidasa (mlr2101 y mlr6940). En 
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cuanto a la GR de M. loti, el gen mll0523 sería el responsable de codificar para esta enzima 

(genome.microbedb.jp/rhizobase). 

De las mediciones de las actividades de estas enzimas en los tratamientos salino y 

osmótico, se halló que en estrés osmótico hubo incremento de la actividad CAT, mientras que 

en salinidad, tanto SOD como CAT se vieron fuertemente inducidas (Tabla 3.1). En principio, 

podría pensarse que el incremento de CAT en salinidad responde a incrementos en las 

concentraciones de H2O2 intracelular como resultado de la actividad SOD, tal como ha sido 

descripto por Martins y English (2014). En este sentido, Herouart et al. (1996), describieron en 

Rhizobium meliloti una catalasa monofuncional inducible por H2O2. Sin embargo, los resultados 

demuestran que el incremento de CAT pareciera no estar únicamente relacionado con el 

incremento de H2O2, ya que CAT también incrementó en respuesta a estrés osmótico, a pesar 

de que la actividad SOD disminuyó. Los resultados de las actividades enzimáticas determinadas 

en M. loti en estrés osmótico coinciden en parte con los descripto por Cytryn et al. (2007), 

quienes reportaron que en B. Japonicum expuesto a estrés osmótico se indujeron las actividades 

SOD y CAT. Posiblemente, las diferencias halladas en la inducción de las enzimas estarían 

relacionadas con el hecho de que los estreses salino y osmótico activan diferentes mecanismos 

fisiológicos de adaptación, tal como ha sido informado por Lebrazi y Fikri-Benbrahim (2014). 

Por lo tanto, las respuestas diferenciales de las enzimas antioxidantes podrían deberse en parte 

a la naturaleza de los estreses aplicados. Por último, se halló que ninguno de los estreses 

evaluados afectó la actividad GR de M. loti. 

La participación de CAT en el balance redox de S. meliloti en vida libre y también 

durante la interacción con M. sativa ya fue estudiada por varios autores (Jamet et al., 2003 y 

Davies y Walker, 2007), mediante técnicas de sobreexpresión y disrupción génica. En cambio, 

el conocimiento sobre la participación de SOD en la homeostasis redox rizobiana y sobre la 

interacción con leguminosa se encuentra menos desarrollado. Hasta el momento, en un único 

trabajo se han realizado estudios con una cepa de S. meliloti sobreexpresora de sodA, aunque la 

sobreexpresión fue heteróloga y realizada en una cepa de E. coli deficiente en sodA, sodB y 

recA, lográndose la complementación génica y el restablecimiento del crecimiento de E. coli en 

aerobiosis (Santos et al., 1999). Otros experimentos realizados por Santos et al. (2000), 

describen el comportamiento de una cepa de S. meliloti deficiente en SOD, con un crecimiento 
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casi normal y con moderada sensibilidad a estrés oxidativo en vida libre, aunque con las 

propiedades simbióticas afectadas negativamente. 

Por consiguiente, uno de los de los objetivos de esta tesis fue estudiar los efectos de la 

sobreexpresión y deleción de SOD en M. loti en vida libre, expuesto a estrés oxidativo, y su 

posible efecto protector en la interacción con L. japonicus en condiciones de estrés salino y 

osmótico. Con tal fin se amplificó el gen mlr7636, y se obtuvo el plásmido pFAJsod para la 

sobreexpresión de SOD. Por otra parte, para lograr la deleción génica por doble recombinación 

homóloga, se obtuvo el plásmido pSODmut que lleva una región interna del gen mlr7636 de 

267 pb. 
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Capítulo 4: Sobreexpresión y deleción de SOD en M. loti: actividad, isoformas y 

localización subcelular 
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En este capítulo se mostrarán en una primera parte los resultados de los efectos de 

transformar M. Loti con los plásmidos para la sobreexpresión e interrupción del gen mlr7636 

sobre su crecimiento, y se analizará la actividad y la localización subcelular de SOD. En una 

segunda parte se mostrarán los resultados del análisis del perfil proteico de SOD. 

4.1 Transformación de M. loti MAFF303099 con pFAJ1708, pFAJsod y pSODmut. 

Se confirmó la presencia de los plásmidos pFAJ1708 y su derivado pFAJsod (diseñado 

para la expresión de SOD) en las 10 colonias de M. loti transconjugantes elegidas a partir de 

cada uno de los ensayos de conjugación biparental con E. coli S17 sod y E. coli S17 1708. 

En las colonias de M. loti presumiblemente deficientes en SOD que fueron transformadas 

con el plásmido pSODmut (para la interrupción insercional del gen mlr7636), se evaluó la 

inserción del vector pSODmut en el gen sod mediante amplificación del gen mlr7636 por PCR 

a partir del ADN genómico de las colonias transconjugantes. De un total de 8 colonias, 3 fueron 

negativas para la amplificación del gen mlr7636 y se asumieron mutantes negativas 

denominadas M. loti sodmut (Figura 4.1). 

 

 

Figura 4.1: Amplificación del gen mlr7636 de M. loti transformadas con el plásmido 

pSODmut para la interrupción génica por recombinación homóloga. Calles 1, 2 y 6: clones 

con el gen sod interrumpido (M. loti sodmut). Calles 3, 4, 5, 7 y 8: clones con el gen mlr7636 

sin interrumpir. Control positivo ADN genómico de M. loti MAFF303099 (+). Control 

negativo (-). Marcador de peso molecular 100 pb ADN Ladder (M). 



44 

 

A pesar de que se obtuvieron tres clones de M. loti sodmut, estas colonias fueron incapaces 

de continuar su crecimiento cuando se repicaron en placas con medio fresco, por lo que no se 

pudieron realizar ensayos posteriores.  

La capacidad infectiva de M. loti 1708 y M. loti sod pudo ser evaluada en ensayos de 

nodulación con L. japonicus MG20, obteniéndose nódulos con las tres cepas a los 15 dpi como 

se muestra en la figura 4.2.  

A partir de los nódulos obtenidos, se logró la recuperación de las cepas utilizadas para la 

inoculación de las plántulas. Todos los aislamientos, excepto la cepa M. loti WT, crecieron 

cuando se sembraron en el medio con Tc (Tabla 4.1). 

Tabla 4.1: Recuperación de M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod a partir de nódulos de L. 

japonicus en medio de cultivo TY. 

4.2 Crecimiento de M. loti recombinantes en estrés salino y osmótico. 

Leguminosa Cepa 
Crecimiento de aislados de nódulo 

TY TY + Tc 20 

L. japonicus 

M. loti WT Sí No 

M. loti 1708 Sí Sí 

M. loti sod Sí Sí 

 

Figura 4.2: Plántulas de L. japonicus noduladas por M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod. 
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La evaluación del crecimiento de las cepas M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod en 

condiciones control, estrés salino y osmótico mostró que en situación control las tres cepas 

tuvieron tasas de crecimiento similares. 

Cuando se ensayaron en medios con 150 mM NaCl, la tasa de crecimiento de las tres cepas 

no difirió de la obtenida en la condición control. En presencia de 15 % PEG, que ejerce los -

0.85 Mpa de presión equivalentes al ejercido por 150 mM de NaCl, todas las cepas presentaron 

una disminución de alrededor del 50 % en su tasa de crecimiento, lo que indica que fueron 

sensibles a estrés osmótico (Figura 4.3).  

 

En todos los tratamientos se obtuvieron curvas de crecimiento diáuxica para todas las 

cepas, con una primera fase exponencial entre las 24 y 40 h y una segunda fase exponencial 

entre las 48 y 56 h (los tiempos de generación [g] se muestran en la tabla 4.2). Los Δg entre las 
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Figura 4.3: Efecto de NaCl (150 mM) y PEG (15%) sobre el crecimiento de M. loti WT, y 

transformadas con el plásmido vacío pFAJ1708 y pFAJsod. Los datos representan las medias 

± E.E. de tres cultivos independientes. 
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cepas transformadas y la cepa WT mostraron que en condiciones control, se redujo un 30 % el 

tiempo de generación en la segunda fase exponencial de las cepas transformadas (Tabla 4.2). 

En estrés salino, dicha reducción fue menor (15,80 y 26,15 % para M. loti 1708 y M. loti sod 

respectivamente). En estrés osmótico, sólo la cepa sobreexpresora M. loti sod mostró una 

disminución significativa en su tiempo de generación de 15,5 % respecto de la WT durante la 

segunda fase de crecimiento. El análisis estadístico se realizó en base a las pendientes de las 

regresiones lineales. 

 

Tabla 4.2: Tiempo de generación (g) en horas (h) de M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod en 

condiciones control, de estrés salino y osmótico: los tiempos de generación están calculados en 

las dos fases exponenciales (exp. 1 y exp. 2) de la curva de crecimiento. 

Tratamiento cepa exp. 1 g (h) exp. 2 g (h) Δg exp. 1 (%) Δg exp. 2 (%) 

 

Control 

WT 09,69 a 11,19 a - - 

1708 10,34 a 07,88 b 06,70 -29,58 

sod 09,71 a 07,74 b 00,21 -30,83 

 

NaCl 

WT 10,83 a 09,37 a - - 

1708 09,74 a 07,89 b -10,06 -15,80 

sod 09,52 a 06,92 b -12,10 -26,15 

 

PEG 

WT 26,81a 07,88 a - - 

1708 28,22 a 06,98 a 05,26 -11,42 

sod 29,41 a 06,58 b 09,71 -16,50 

Letras distintas indican diferencias significativas con DGC test p≤ 0,05. Los Δg son las 

comparaciones en % entre g de las cepas transformadas referidos a la cepa control sin 

transformar WT. n=3. 

 

 

 

 

4.3 Caracterización de la actividad SOD en M. loti sod. 
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Se realizaron determinaciones enzimáticas a partir de los fraccionamientos subcelulares 

con el fin de conocer la localización subcelular de la SOD en las células sobreexpresoras M. loti 

sod. 

La cepa M. loti sod mostró un aumento de 5 veces en la Ae SOD de la fracción 

periplásmica respecto de la cepa salvaje (Figura 4.4), mientras que no se hallaron diferencias 

significativas entre ésta y M. loti 1708. Por otro lado, no observaron diferencias significativas 

entre las actividades determinadas en los extractos totales de las tres bacterias. 
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Figura 4.4: Actividad específica (Ae) SOD de M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod en 

extractos proteicos solubles totales y fracciones periplásmicas. Los valores representan la 

media ± E.E. Letras distintas indican diferencias significativas con DGC test p≤ 0,05. n=3 
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El análisis cualitativo de los zimogramas SOD en las fracciones solubles totales reveló 

la presencia de la banda endógena (BSOD) de la cepa M. loti WT con una movilidad relativa (Rf) 

de 0,33 (Figura 4.5 A). En la cepa M. loti 1708 también se halló la banda endógena BSOD, aunque 

ésta mostró una menor movilidad de la enzima respecto a la cepa sin transformar (Rf de 0,27). 

Por otro lado, en la cepa sobreexpresora M. loti sod además de la banda BSOD con Rf de 0,27, 

se visualizó además la aparición de otras tres isoformas denominadasI1, I2 e I3, cuyos Rfs fueron 

de 0,35; 0,42 y 0,55 respectivamente (Tabla 4.3). 

 

 

 

El zimograma de las fracciones periplásmicas de las cepas transformadas reveló el mismo 

perfil que el hallado en las fracciones totales, aunque con una mayor intensidad en la actividad, 

lo cual concuerda con la actividad cuantificada por espectrofotometría. 

 

Figura 4.5: A) Zimograma de SOD en célula entera (CE) y espacio periplásmico (PP). 1, 2 y 

3) Proteínas totales de M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod respectivamente. 4, 5 y 6) Proteínas 

periplásmicas de M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod respectivamente. BSOD: actividad basal, 

I1: SOD inducida 1, I2: SOD inducida 2, I3: SOD inducida 3, B) Duplicado zimograma SOD 

inhibido con H2O2. 
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La inhibición in vitro de la actividad SOD por H2O2 puso en evidencia la resistencia de la 

banda endógena y de menor Rf tanto en célula entera como en la fracción periplásmica, lo que 

muestra que esta actividad corresponde a MnSOD (Beyer y Fridovich, 1987). Por otra parte, las 

bandas adicionales de actividad inducida fueron inhibidas por H2O2, indicando que se tratan de 

FeSODs (Figura 4.5 B). 

Tabla 4.3: Movilidad relativa (Rf) de las izoenzimas de SOD en zimogramas de M. loti WT, 

M. loti 1708 y M. loti sod. 

Fracción 

celular 
Cepa Basal (Rf) Inducida 1 Inducida 2 Inducida 3 

Célula entera 

M. loti WT 0,33 - - - 

M. loti 1708 0,27 - - - 

M. loti sod 0,27 0,35 0,42 0,55 

Espacio 

periplásmico 

M. loti WT - - - - 

M. loti 1708 0,27 - - - 

M. loti sod 0,27 0,35 0,42 0,55 

 

Con el objetivo de identificar SOD por Western blot, se probaron los anticuerpos 

policlonales anti MnSOD, anti CuZn-SOD y anti FeSOD disponibles en el laboratorio. Es así 

que se analizaron las proteínas totales de M. loti WT y M. loti sod en Western blot a partir de 

ND-PAGE y SDS-PAGE. Fue posible detectar SOD únicamente con el anticuerpo anti FeSOD 

(Agrisera AS 06 125), y este reconocimiento se dio en las cepas M. loti WT y M. loti sod, 

mientras que no hubo reconocimiento cuando se utilizaron los anticuerpos anti MnSOD y anti 

CuZnSOD (Figuras 4.6 A y B). 
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4.4 Localización subcelular de SOD en M. loti. 

Se realizó un Western blot con el anticuerpo anti-FeSOD a partir de SDS-PAGE de 

proteínas de células enteras y fracciones periplásmicas de las tres cepas. Se confirmó la 

presencia de FeSOD en el espacio periplásmico de todas las cepas, con mayor intensidad de 

banda en M. loti sod (Figura 4.7). En los extractos proteicos totales de M. loti 1708 y de M. loti 

sod se pudieron observar dos bandas que reaccionaron con anti-FeSOD, mientras que en la cepa 

 

Figura 4.6: A) Identificación de SOD mediante Western blot de geles ND-PAGE en células de 

M. loti WT (1) y M. loti sod (2) revelado en zimograma y Western blot con anti-MnSOD, anti-

CuZnSOD y anti-FeSOD. B) Tinción con Coomassie de SDS-PAGE de proteínas de células de 

M. loti WT (1) y M. loti sod (2), y Western blot con anti-MnSOD, anti-CuZnSOD y anti-FeSOD. 
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salvaje no se visualizó reacción con el anticuerpo anti-FeSOD a pesar de que en la figura 4.4 se 

muestra que la actividad SOD fue cuantificada. 

 

 

 

4.5 Análisis del perfil proteico de SOD. 

4.5.1 Acerca de la secuencia mlr7636. 

El producto del gen mlr7636 es una proteína de 199 residuos aminoacídicos detallados en 

la figura 4.8. Estructuralmente, la conformación cuaternaria de SOD se encuentra constituyendo 

homodímeros u homotetrámeros (Lancaster et al., 2004). Cada uno de estos monómeros de 199 

aminoácidos posee un sitio de unión a su cofactor metálico. 

A partir de esta secuencia se determinó que la masa molecular teórica de la proteína es de 

22.325,10 Da y su punto isoeléctrico (pi) teórico es 6,19. El análisis de la presencia de péptido 

 

Figura 4.7: Western blot anti FeSOD en célula entera (CE) y espacio periplásmico (PP). 1, 2 y 

3) Proteínas totales de M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod respectivamente. 4, 5 y 6) Proteínas 

periplásmicas de M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod respectivamente. M: marcador de PM 

Preistained. En todas las calles se sembraron 10 µg de proteínas obtenidas de cultivos con DO600 

= 0,2. 
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señal en la secuencia aminoacídica del gen mlr7636 arrojó un resultado negativo en la predicción 

de un sitio de clivaje en los primeros 70 aminoácidos (Figuras 4.9 y 4.10). 

En bacterias Gram negativas se conocen los sistemas de exportación de proteínas Sec y 

Tat (Tokuda, 2009), los cuales están involucrados en la translocación de proteínas al periplasma.  

Las proteínas de exportación se traducen como una preproteína que contiene en su 

extremo amino terminal una secuencia característica conocida como péptido señal que es 

requerida para la secreción. Este péptido señal en promedio se compone de 24 aminoácidos y 

contiene en su extremo carboxi terminal un sitio de clivaje reconocible por una peptidasa señal 

(Petersen et al., 2011). Una vez ocurrida la exportación al periplasma, el péptido señal es 

escindido generando la proteína madura. 

 

 

 

 

Figura 4.8: Secuencia aminoacídica de sod de M. loti MAFF303099 deducida a partir del marco 

de lectura abierto del gen mlr7636 publicado en el sitio web 

http://genome.microbedb.jp/rhizobase. 

MAFELPALPYDYEALQPYMSKETLEYHHDKHHKAYVDNGNKLAAEAGMGDLSVE

EVVKQSFGKNAGLFNNAAQHYNHIHFWKWMKKGGGGNKLPAALQKAFDSDLGGY

DKFKADFVAAGTTQFGSGWAWVSVKDGKLAISKTPNGENPLVHGASPILGVDVW

EHSYYIDYRNARPKYLEAFVDSLINWDHVLELYEKAK 
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Figura 4.9: Predicción de la presencia de péptido señal en la secuencia proteica del gen 

mlr7636. 

 

Figura 4.10: Análisis de la presencia de péptido señal Tat en la secuencia proteica del gen 

mlr7636. 
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4.5.2 Análisis filogenético de la SOD codificada por el gen mlr7636. 

Se construyó un árbol filogenético a partir del alineamiento de 12 secuencias 

aminoacídicas, de genes ortólogos al gen mlr7636 de distintos rizobios que presentaron al menos 

50 % de identidad con la SOD de M. loti MAFF303099. La figura 4.11 muestra el resultado de 

este análisis en el que se puede distinguir la formación de dos grupos mayoritarios. 

 

Figura 4.11: Árbol filogenético de consenso construido con el programa Mega 5.10 método 

Neighbor-Joining por máxima probabilidad a partir del alineamiento de secuencias 

aminoacídicas que codifican SOD. Los valores en las horquillas indican los porcentajes de 1.000 

repeticiones. 

La proteína codificada por mlr7636 se agrupó con la sodB putativa de Rhizobium 

leguminosarum bv. viciae 3841 y la sodB de Rhizobium etli. A su vez, este grupo estuvo 

relacionado con las FeSOD de S. meliloti 1021 y la MnSOD de Rhizobium sp. NGR234. En este 

mismo grupo, pero más distante, se ubicaron cuatro Fe/MnSOD pertenecientes a 

Grupo I 

Grupo II 

Subgrupo I 

Subgrupo II 
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Bradyrhizobium sp. BTAi1, Bradyrhizobium sp. ORS278, B. japonicum USDA110 y A. 

caulinodans ORS571. 

El segundo grupo estuvo conformado por las secuencias que presentaron los menores 

valores de identidad con el resto de las secuencias comparadas. Se agruparon la FeSOD de K. 

pneumoniae Kp342, la SOD de C. taiwanensis LMG19424 y una Fe/Zn/MnSOD de 

Azospirillum sp. B510. 
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4.6 Discusión 

El desarrollo de la biología molecular como herramienta para el estudio de la biología 

celular, tuvo gran impacto en la adquisición del conocimiento que se tiene sobre las 

interacciones planta-microorganismos. Algunas técnicas como la expresión de proteínas 

recombinantes y la deleción génica permitieron la identificación de genes, y también determinar 

su función en el metabolismo celular (Stacey et al., 2006). 

Uno de los objetivos de esta tesis fue estudiar el efecto de la sobreexpresión y deleción de 

SOD sobre el crecimiento de M. loti en estrés salino y osmótico. Al respecto, se logró la 

transformación de M. loti con el plásmido pFAJsod obtenido en esta tesis, el cual es un derivado 

del vector RK2 que posee un sistema de muerte postsegregacional codificado por el locus par 

(Weinstein et al., 1992; Taté et al., 1999). Ha sido descripto por Dombrecht et al. (2001), que la 

serie de vectores pFAJ fueron 100 % estables en S. meliloti y Rhizobium etli CE3 pasadas 72 

generaciones en ausencia de presión de selección por antibiótico. La estabilidad de los 

plásmidos pudo ser confirmada en el sistema M. loti-L. japonicus mediante la recuperación de 

los vectores pFAJ1708 y pFAJsod a partir de los nódulos de plantas inoculadas con los rizobios 

transformados. 

4.6.1 Efecto de transformación de M. loti con pFAJ1708, pFAJSOD y pSODmut, sobre el 

crecimiento en estrés salino y osmótico. 

Se observó que las tasas de crecimiento de las cepas recombinantes M. loti 1708 y M. 

loti sod en presencia y ausencia de estrés osmótico fueron similares a las de la cepa WT. Sin 

embargo, estas cepas recombinantes cultivadas en presencia de NaCl mostraron mayor 

crecimiento que la WT, indicando que la transformación de las bacterias con los vectores 

pFAJ1708 y pFAJsod redujo los efectos de NaCl sobre el crecimiento. Debido a que tanto la 

bacteria sobreexpresora, como la cepa transformada con el plásmido control mostraron la misma 

ventaja en salinidad, es probable que este efecto esté causado por cambios en el metabolismo 

celular originados por la presencia de los plásmidos transformados como fue descripto por Wang 

et al. (2006). 

Así como la sobreexpresión génica es una herramienta que permite el estudio de un gen 

en la interacción rizobio-leguminosa, contar con una mutante deficiente en actividad SOD 
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también arroja información sobre el aporte de esta actividad enzimática al rizobio en vida libre 

y a su interacción con su leguminosa huésped. Para obtener una cepa de M. loti deficiente en 

SOD, se utilizó el vector pSODmut, realizado a partir del plásmido mobilizable pK18mob. Este 

plásmido posee el origen de replicación del vector pUC, de manera que su replicación se 

restringe principalmente a E. coli y a algunas otras especies muy relacionadas de la familia 

Enterobacteriaceae. Además, la presencia del origen de transferencia mobRK2 permite su 

transferencia por conjugación a un amplio rango de bacterias, entre las que se encuentran los 

rizobios (Schäfer et al., 1994). Además, fue descripto por Katzen et al. (1999), que este plásmido 

funciona como plásmido suicida en las rizobacterias, por lo que constituye una herramienta para 

lograr la disrupción génica mediante inserción por eventos de doble recombinación homóloga. 

Adicionalmente, el pK18mob porta el gen de resistencia a kanamicina que funciona como 

marcador para la identificación de clones de M. loti en las que el plásmido se integró al 

cromosoma. 

La estrategia de interrupción del gen mlr7636 en M. loti utilizando el plásmido pSODmut 

implicó la doble recombinación homóloga con un fragmento interno del gen, provocando la 

inserción cromosomal del plásmido de 4,4 kb. La ausencia de amplificación por PCR del gen 

mlr7636 en las extracciones de ADN cromosómico permitió presumir que se logró la 

interrupción del gen. Si bien las colonias identificadas como M. loti sodmut fueron capaces de 

crecer inmediatamente después de la conjugación, posteriormente presentaron dificultad para 

crecer en el medio de cultivo en aerobiosis, lo que sugiere que la interrupción del único gen 

codificante para SOD en M. Loti es una mutación letal. Hallazgos similares fueron informados 

por Hassett et al. (1995), en dobles mutantes defectivas en sodA y sodB de Pseudomonas 

aeruginosa, las cuales fueron incapaces de crecer en forma aeróbica. Sin embargo, otros autores 

reportaron que S. meliloti deficiente en sodA, mostró crecimiento y sensibilidad moderada a 

estrés oxidativo en vida libre, con disminución de capacidad de establecer simbiosis con M. 

sativa L (Santos et al., 2000). Este comportamiento podría deberse a que, según 

genome.annotation.jp/Rhizobase, en S. meliloti hay más de un gen que codificaría para SOD 

que podrían estar supliendo la carencia de sodA. 
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4.6.2 Perfil de SOD en M. loti sod: actividad y localización subcelular. 

Se comprobó la presencia de SOD en el espacio periplásmico de las tres cepas por 

espectrofotometría, también fue corroborado en zimogramas ND-PAGE y Western blot. 

Además, se halló que en la fracción periplásmica, la cepa M. loti sod incrementó 5 veces su Ae 

SOD respecto de las cepas no sobreexpresoras, por lo que la SOD se estaría exportando al 

espacio periplásmico. Asimismo, los zimogramas revelaron tres bandas adicionales a la banda 

basal en la cepa M. loti sod. En relación a los cambios en el valor Rf de la SOD basal de las 

cepas transformadas hallados en los zimogramas, éstos podrían originarse por cambios en el 

metabolismo celular causados por la presencia de los plásmidos transformados (Wang et al., 

2006). 

De los anticuerpos evaluados, el anti-FeSOD resultó ser el único que reaccionó con la 

SOD bacteriana en los Western blots realizados tanto en ND-PAGE como SDS-PAGE. El 

anticuerpo permitió detectar una única banda de 20,1 kDa en el espacio periplásmico de las tres 

cepas y también fue posible detectar mayor intensidad de señal a la cepa sobreexpresora. 

Aunque el tamaño calculado experimentalmente no coincidió con la masa molecular de 22,32 

kDa predicha in silico para el producto codificado por el gen mlr7636. Probablemente, la 

diferencia de 2,6 kDa entre ambas proteínas se deba a la escisión de péptido señal cuya masa 

equivale a aproximadamente los primeros 22 residuos del extremo amino terminal de la 

secuencia aminoacídica y que, acorde a los trabajos de von Heijne (1985) y Hegde y Bernstein, 

(2006), se encuentra dentro de los tamaños esperables para un péptido señal. El péptido señal 

tiene como función controlar el pasaje de las proteínas a través de membranas celulares tanto 

eucariotas como procariotas y comprende el extremo N-terminal de la cadena aminoacídica. En 

el proceso de exportación, esta secuencia es clivada del resto de la proteína durante su 

translocación a través de la membrana plasmática (Nielsen et al., 1997). Sin embargo, los 

análisis bioinformáticos de péptido señal fueron negativos para la secuencia de SOD, por lo que 

su traspaso al espacio periplásmico podría estar ocurriendo por una vía alternativa, tal como 

ocurre con la SOD de R. leguminosarum bv. viciae, descripta por Krehenbrick et al. (2011). 

 

4.6.3 Isoformas de SOD en M. loti sod. 
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La incubación de los geles ND-PAGE en H2O2, previo al revelado del zimograma, mostró 

que las tres bandas de SOD adicionales presentes en la cepa M. loti sod fueron sensibles a la 

inhibición por H2O2 y de acuerdo a lo descripto por Beyer y Fridovich (1987), esta inhibición 

indica que se tratan de FeSODs. No obstante, la banda de actividad común a las tres cepas no 

fue inhibida por H2O2, ni CNK, confirmando que se trata de MnSOD. Teniendo en cuenta la 

existencia de un único gen para SOD, respalda la idea de que la SOD de M. loti se comporta 

como una SOD cambialística capaz de utilizar tanto Mn y Fe como cofactor. Por otro lado, en 

el análisis filogenético de las SODs se pudo observar su estrecha relación con otras MnSODs y 

FeSODs, apoyando aún más la idea de que la SOD de M. loti podría ser una Fe/MnSOD 

cambialística como la descripta en S. meliloti (Santos et al., 1999). 

Además, el análisis filogenético generó una primera división en los grupos I y II. El grupo 

I estuvo conformado por las secuencias de SOD pertenecientes a α-proteobacterias simbióticas 

fijadoras de nitrógeno y formadoras de nódulos, como Rhizobium, Mesorhizobium, 

Sinorhizobium y Bradyrhizobium. El grupo II se conformó con microorganismos endófitos 

fijadores de nitrógeno como la γ-proteobacteria Klebsiella pneumoniae 342 (Fouts et al., 2008), 

la β-proteobacteria Cupriavidus taiwanensis LMG19424 (De Meyer et al., 2015) y la α-

proteobacteria Azospirillum sp. B510 (Kaneko et al., 2010). 

Llama la atención la estrecha relación filogenética entre la SOD de M. loti y la de 

Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841, descripta por Krehenbrink et al. (2011), la cual 

tampoco presenta un péptido señal predecible bioinformáticamente. Asimismo, se observa 

estrecha relación con otras FeMnSODs de Bradyrhizobium. 
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Capítulo 5: Evaluación del efecto de la sobreexpresión de SOD en la supervivencia de M. 

loti y S. meliloti frente a condiciones de estrés oxidativo. 
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En la primera parte de este capítulo se abordarán las evaluaciones de la tolerancia a H2O2 

y .O2
- que presentaron las cepas de M. loti, y en segunda instancia, se mostrarán los resultados 

comparativos con en el rizobio modelo S. meliloti transformado con el plásmido pFAJsod. 

5.1 Tolerancia de M. loti a H2O2. 

Se pudo determinar el efecto de la sobreexpresión de SOD en M. loti en presencia de 1 

mM de H2O2. Se observó que M. loti WT y M. loti 1708 presentaron marcada sensibilidad con 

disminuciones del 25 y 90 % en el número de UFC a los 30 y 60 min del inicio del tratamiento, 

respectivamente. Esta tendencia continuó hasta la muerte de estas cepas a los 120 min (Figura 

5.1). 
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Figura 5.1: Tolerancia de M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod a 1 mM de H2O2. Los 

porcentajes de células viables están expresados en relación al control sin tratar. Los valores 

representan la media ± E.E. de cultivos independientes. n=3. 
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M. loti sod mostró mayor tolerancia que M. loti WT y M. loti 1708 a 1 mM H2O2. Las 

reducciones en el número de UFC respecto al control (sin tratamiento con H2O2) a los 30 y 60 

min no fueron significativas. No obstante a los 120 min sólo sobrevivió el 26 % de las bacterias 

sobreexpresoras. 

5.2 Tolerancia de M. loti al ión superóxido. 

Los ensayos de tolerancia al anión .O2
- de las cepas de M. loti mostraron que la cepa 

sobreexpresora no fue afectada por .O2 en los primeros 30 min de incubación. No obstante, se 

apreció una reducción en las UFC/mL del 26 % y del 34 % a los 60 y 120 min respectivamente, 

comparados con el control sin tratar (Figura 5.2). Las cepas WT y 1708 se vieron afectadas 

significativamente a los 30 min de tratamiento, con reducciones en el número de UFC/mL de 

96 y 94 % respectivamente (Figura 5.2). La sobreexpresión de SOD en M. loti puede haber 

contribuido a la dismutación del superóxido incrementando la tolerancia al estrés oxidativo 

promovido por .O2. 

El agregado de catalasa (1 U/mL) a la mezcla de reacción provocó que el número de UFC 

de M. loti sobreexpresora de SOD se mantuviese sin cambios a lo largo del tratamiento (Figura 

5.2), mientras que el de las cepas M. loti WT y M. loti 1708 mostraron reducciones del 9 y 6 % 

respectivamente los 30 min, y de 69 y 82 % respectivamente a los 60 min. Finalmente, a los 120 

min de incubación, el número de UFC sólo disminuyó un 10 % en ambas cepas. 

La capacidad de M. loti sobreexpresora de SOD de dismutar con mayor eficiencia el 

superóxido generado en la reacción de XOD puede haber contribuido a la mayor tolerancia de 

esta cepa respecto de su control. Se conoce que la capacidad de dismutación del .O2
- por SOD 

es del orden de 109 M-1 s-1 y que es una reacción independiente del pH, mientras que la tasa de 

dismutación del anión de modo espontáneo ocurre, a pH fisiológico, a 105 M-1s-1 (Fridovich, 

1985). 
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5.3 Evaluación de la tolerancia a estrés oxidativo de S. meliloti con sobreexpresión de 

SOD. 

5.3.1 Obtención de la cepa S. meliloti sod. 

En esta tesis, también se evaluó el efecto de la sobreexpresión heteróloga del gen mlr7636 

en S. meliloti 1021 en relación a su tolerancia a estrés oxidativo. Los vectores pFAJ1708 y 

pFAJsod pudieron ser transformados en S. meliloti vía conjugación biparental y se obtuvieron 

las cepas S. meliloti 1708 y S. meliloti sod, las cuales fueron capaces de nodular con éxito M. 

sativa. 
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Figura 5.2: Tolerancia de las cepas M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod expuestas a .O2
- 

generado por el agregado de hipoxantina/xantina oxidasa (XOD) y catalasa (1 U/mL). Las 

UFC/mL están expresadas relativos al inicio del tratamiento. Los datos representan la media ± 

E.E. de cultivos independientes. n=3. 
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Se confirmó la expresión heteróloga del gen mlr7636 en S. meliloti sod por la 

visualización en zimograma ND-PAGE de dos bandas con actividad SOD adicionales a la 

endógena presente en los extractos de células enteras de las tres cepas (Figura5.3). Idéntico 

perfil fue hallado en los extractos periplásmicos de las cepas S. meliloti 1708 y S. meliloti sod. 

Las bandas adicionales a la SOD endógena, presentaron valores de Rf de 0,35 y 0,42, 

mientras que la actividad endógena en las tres cepas presentó un Rf de 0,50.  

 

 

 

 

 

 

Figura 5.3: Zimograma de SOD de proteínas totales (1, 2 y 3) de S. meliloti WT, S. meliloti 

1708 y S. meliloti sod respectivamente en célula entera (CE) y proteínas de espacio periplásmico 

(PP), calles 4, 5 y 6, de S. meliloti WT, S. meliloti 1708 y S. meliloti sod. BSOD: actividad basal, 

I1: SOD inducida 1, I2: SOD inducida 2. 
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5.3.2 Tolerancia de S. meliloti a H2O2. 

Se ensayó la tolerancia a 1 mM de H2O2 en S. meliloti WT, S. meliloti 1708 y S. 

meliloti sod. En S. meliloti WT la reducción en el número de UFC/mL fue del 80% a los 

30 min, mientras que en S. meliloti 1708 el efecto del tratamiento se observó a los 60 min, 

momento en que la proporción de sobrevivencia fue similar a la de la WT, aunque no 

fueron capaces de sobrevivir hacia los 120 min del tratamiento. Por el contrario, la cepa 

sobreexpresora S. meliloti sod mostró una mayor tolerancia a H2O2 aunque a los 60 min 

el número de UFC/mL disminuyó a la mitad (Figura 5.4) y al 20 % a los 120 min de 

tratamiento. 
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Figura 5.4: Tolerancia de las cepas S. meliloti WT, S. meliloti 1708 y S. meliloti sod a 1 mM 

de H2O2. Los resultados de células viables están expresados relativos al control. Los datos 

representan la media ± E.E. de cultivos independientes. n=3. 
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5.3.3 Tolerancia de S. meliloti a .O2
-. 

La tolerancia a superóxido de S. meliloti sod fue significativamente mayor que la de S. 

meliloti WT y S. meliloti 1708, ya que su número de UFC se redujo en un 48 % a los 120 min, 

mientras que las restantes cepas no sobrevivieron a este estrés (Figura 5.5). El agregado de 

catalasa (1 U/mL) a la mezcla de reacción provocó que la población de S. meliloti sod se 

mantuviese sin cambios significativos a lo largo de todo el tratamiento (Figura 5.5). S. meliloti 

WT y S. meliloti 1708 en presencia de CAT mostraron menores reducciones en las UFC/mL 

hasta los 30 min aunque a los 60 min las reducciones fueron del 69 y 82 % respectivamente.  
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Figura 5.5: Tolerancia de las cepas S. meliloti WT, S. meliloti 1708 y S. meliloti sod expuestas 

a .O2
- generado por el agregado de hipoxantina/xantina oxidasa (XOD) y catalasa (1 U/mL). 

Las UFC/mL están expresadas relativos al inicio del tratamiento. Los datos representan la 

media ± E.E. de cultivos independientes. n=3. 
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5.4 Discusión. 

5.4.1 Efecto de H2O2 sobre la tolerancia de M. loti y S. meliloti con sobreexpresión de SOD. 

Los experimentos realizados  por Santos et al. (1999), expusieron la importancia de la 

actividad SOD sobre la vida aeróbica de una cepa de E. coli deficiente en esta enzima mediante 

la complementación del gen sod de S. meliloti. Como resultado de la complementación génica 

se restableció el crecimiento de esta cepa de E. coli en aerobiosis. Según Touati et al. (1995), la 

baja tolerancia a H2O2 que presentan los cultivos de E. coli con deficiencia en la expresión de 

SOD, es la causa de la inhibición del crecimiento en aerobiosis, y la toxicidad por H2O2 se debe 

a su capacidad de penetrar las membranas biológicas y reaccionar con Fe+2 libre intracelular por 

la reacción de Fenton produciendo radical hidroxilo, el cual presenta alta reactividad a proteínas, 

lípidos y ADN. 

En este estudio, una de las respuestas de cultivos de M. loti expuestos a salinidad fue el 

incremento de la actividad SOD y CAT (Tabla 3.1). La inducción de SOD ha sido asociada al 

aumento de tolerancia a las EAOs (Scott et al., 1987 y Fridovich 1997). En ese sentido, los 

resultados de los ensayos de tolerancia a H2O2 y .O2
- demostraron que la sobreexpresión del gen 

mlr7636 en M. loti y S. meliloti produjo un fuerte aumento en la tolerancia a estas dos EAOs en 

vida libre, confirmando así que la sobreexpresión de SOD confiere tolerancia frente a estrés 

oxidativo. 

No obstante, la adición de catalasa a la reacción hipoxantina/xantina oxidasa para la 

generación de ion superóxido, redujo los efectos tóxicos del H2O2 formado por dismutación de 

.O2
-, lo que se tradujo en un incremento significativo de la tolerancia de M. loti y S. meliloti con 

sobreexpresión de SOD. Resultados similares fueron reportados en cultivos de bifidobacterias 

expuestas a estrés oxidativo (Kawasaki, 2006 y Rodríguez, 2015). 

A partir de los resultados de la adición de catalasa a M. loti y S. meliloti expuestos a estrés 

oxidativo, se deduce que el H2O2 sería la principal EAO responsable de la disminución del 

número de UFC. Estos resultados concuerdan con los presentados por Scott et al. (1987), 

quienes concluyen que, para cultivos de E. coli con sobreexpresión de SOD, la especie más 

nociva es el H2O2, aunque, a diferencia de lo observado en M. loti en esta tesis, en E. coli no 

detectaron incrementos en la actividad CAT en condiciones de estrés salino y osmótico. 
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Cabe señalar que la concentración intracelular de H2O2 depende tanto de la velocidad de 

influjo y generación endógena como de las velocidades de eliminación y eflujo hacia el medio 

extracelular. Además se cree que la difusión de H2O2 a través de la membrana celular ocurre 

prácticamente con la misma facilidad que con las moléculas de agua (Seaver e Imlay, 2001). 

Sin embargo, se halló que la difusión del H2O2 a través de la membrana celular es limitada en 

S. cerevisiae y E. coli (Bienert et al., 2006). Pese a ello, los tratamientos con peróxido de 

hidrógeno realizados en esta tesis tuvieron un drástico efecto en la supervivencia de los rizobios. 

Por otro lado, resulta interesante señalar que la sobreexpresión heteróloga del gen mlr7636 

en S. meliloti, indujo la aparición de dos bandas con actividad SOD adicionales a la endógena 

que fueron evidenciadas en el zimograma de la figura 5.3. De forma similar al resultado obtenido 

con la sobreexpresión de sod en M. loti, el gen SMc00043 aparece como el único responsable 

de codificar una Fe-SOD en el genoma de S. meliloti publicado en la base de datos Rhizobase 

(Fujisawa et al., 2014). Otra particularidad, de la sobreexpresión heteróloga en S. meliloti, es 

que tanto la banda endógena como las adicionales, fueron detectadas en el espacio periplásmico. 

A pesar de que en la caracterización bioquímica de SOD de la cepa M. loti sod, se halló 

que, in vitro, las bandas adicionales fueron susceptibles a inhibición por H2O2, los ensayos de 

tolerancia de M. loti a H2O2 demostraron que la sobreexpresión de SOD protegió a la bacteria 

del estrés oxidativo. Estos resultados podrían estar relacionados con el aumento de los niveles 

de catalasa observado en las bacterias expuestas a estrés abiótico mostrados en la tabla 3.1. 
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Capítulo 6: Caracterización y efectos de la sobreexpresión de SOD en M. loti y S. meliloti 

en la interacción con L. japonicus y M. sativa en condición control y de estrés salino. 
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En este capítulo se mostrarán los resultados del efecto de la sobreexpresión de SOD en M. 

loti y S. meliloti sobre el crecimiento de plantas de L. japonicus y M. sativa inoculadas con estas 

bacterias y cultivadas en ausencia o presencia de estrés salino. 

6.1 Efecto de la inoculación de M. loti sobreexpresora de SOD sobre el crecimiento de L. 

japonicus en estrés salino. 

Se evaluó el efecto de la inoculación de las cepas M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod 

sobre el crecimiento de L. japonicus MG20, en condición control y de estrés salino. Se midió 

en cada planta el número de nódulos, altura y longitud radical, peso fresco aéreos y radical (PFA 

y PFR), peso seco aéreo y radical (PSA y PSR) y contenido hídrico (CH). En todos los ensayos, 

se utilizó como control positivo de la nodulación la cepa salvaje M. loti WT y como control 

negativo plantas sin inocular. En todos los parámetros evaluados se consideraron para el análisis 

estadístico, las cepas, el tratamiento y la interacción entre cepas y tratamientos. 

El estrés salino redujo el número de nódulos por planta con disminuciones del 63 % para 

M. loti, 70 % para M. loti 1708 y 100 % para M. loti sod, indicando que, en salinidad, se inhibió 

la capacidad de inducir a formación de nódulos de la cepa sobreexpresora de SOD (Tabla 6.1). 

La altura de las plantas de L. japonicus presentó diferencias significativas entre las 

inoculadas con las diferentes cepas, entre tratamientos y se encontró interacción cepa por 

tratamiento. De forma general, para una misma condición, las plantas inoculadas presentaron 

mayor altura que las no inoculadas. En ausencia de salinidad, las plantas inoculadas con las 

cepas M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod presentaron incrementos en la longitud del 42, 49 

y 37 % respectivamente, en comparación con plantas sin inocular, aunque sin diferencias 

significativas entre las distintas cepas (Tabla 6.1). El mismo efecto fue observado en el 

tratamiento salino, ya que las plantas inoculadas también presentaron mayor altura que las sin 

inocular, aunque el crecimiento alcanzado fue menor al del tratamiento sin salinizar. 
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Tabla 6.1: Nodulación y parámetros de crecimiento de L. japonicus no inoculadas, e inoculadas con las cepas M. loti WT, M. 

loti 1708 y M. loti sod en condición control y de estrés salino. 

Planta Lotus japonicusMG20 

Condición Control  150 mM NaCl 

Tratamiento No inoc. M. loti WT M. loti 1708 M. loti sod  No inoc. M. loti WT M. loti 1708 M. loti sod 

N° de nódulos1 - 2,25 ± 0,40 2,35 ± 0,36 2,31 ± 0,45  - 0,86 ± 0,37* 0,83 ± 0,39* 0,00 ± 0,00 

Altura (cm) 3,10 ± 0,70 4,40 ± 0,39* 4,61 ± 0,35* 4,26 ± 0,43*  1,80 ± 0,25** 3,63 ± 0,21 3,32 ± 0,23 3,23 ± 0,16 

Long. radical (cm) 5,84 ± 1,30* 9,05 ± 0,73 10,07 ± 0,65 11,22 ± 0,81  5,34 ± 1,30* 9,79 ± 1,10 11,20 ± 1,19 9,93 ± 0,81 

PFA (mg) 10,33 ± 1,01* 23,12 ± 1,11 23,60 ± 1,26 18,18 ± 0,83**  6,24 ± 1,01*** 24,68 ± 1,68 25,83 ± 2,31 10,00 ± 0,83* 

PSA (mg) 1,10 ± 0,13* 2,19 ± 0,11 2,13 ± 0,15 1,68 ± 0,09 **  0,62 ± 0,12*** 2,33 ± 0,18 2,27 ± 0,17 1,36 ± 0,05* 

PFR (mg) 24,23 ± 2,13* 38,46 ± 3,98 39,24 ± 3,19 38,10 ± 2,90  22,95 ± 1,42* 44,21 ± 6,22 50,97 ± 5,51 18,73 ± 1,68* 

PSR (mg) 2,50 ± 0,57* 3,64 ± 0,32 3,31 ± 0,28 3,47 ± 0,35  2,10 ± 0,43* 4,14 ± 0,37 4,59 ± 0,39 2,52 ± 0,27* 

CHA (%) 88,83 ± 0,79* 90,50 ± 0,23 91,05 ± 0,17 90,72 ± 0,27  90,19 ± 0,85 90,58 ± 0,21 91,24 ± 0,39 86,18 ± 0,55** 

CHR (%) 89,63 ± 0,53 90,52 ± 0,30 91,57 ± 0,27 90,89 ± 0,49  90,76 ± 0,53 90,58 ± 0,45 90,89 ± 0,49 86,17 ± 0,33* 

PFA = peso fresco aéreo (mg); PSA = peso seco aéreo (mg); PFR = peso fresco radical (mg); PSR = peso seco radical (mg); 

CHA = contenido hídrico aéreo (%); CHR = contenido hídrico radical (%). Los valores representan la media ± E. E. Los 

asteriscos (*) indican diferencias significativas en la interacción cepa por tratamiento con DGC test p≤ 0,05. 1Se aplicó análisis 

para variables discretas. n=20. 
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La longitud radical de L. Japonicus se vio afectada por la inoculación de M. loti. En los 

tratamientos control y salino se observaron incrementos en plantas inoculadas con las cepas M. 

loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod, que fueron del 55, 73 y 92 % respecto al testigo sin inocular 

en condición control, y del 83, 100 y 86 % en la condición salina, comparados al testigo sin 

inocular (Tabla 6.1). 

El tratamiento salino disminuyó el PFA de las plantas no inoculadas. Sin embargo, en 

ausencia de salinidad se hallaron incrementos significativos en respuesta a la inoculación con 

M. loti WT y M. loti 1708 de 126 y 128 % respectivamente, mientras que la cepa sobreexpresora 

M. loti sod produjo un incremento de 76 % respecto al testigo sin inocular (Tabla 6.1). En 

salinidad los incrementos de PFA fueron similares a los determinados en la condición control, 

aunque esta vez, las diferencias presentaron mayor contraste con incrementos de 295 y 311 % 

cuando fueron inoculadas con M. loti WT y M. loti 1708 respectivamente, y de un 40 % con M. 

loti sod (Tabla 6.1). 

El PSA de las plantas inoculadas con M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod mostró 

incrementos del 104, 99 y 55 % en ausencia de salinidad, y de 198, 194 y 74 % en salinidad, 

respectivamente (Tabla 6.1). En cada condición, los incrementos de PSA en presencia de M. loti 

sod fueron significativamente menores a los observados en plantas inoculadas con las demás 

cepas. 

El PFR de las plantas inoculadas con M. loti WT, M. loti 1708 y M. loti sod no mostró 

diferencias significativas entre los tratamientos, aunque el análisis del efecto de la interacción 

cepa por tratamiento, reveló un efecto significativo de la inoculación en condiciones control con 

incrementos que fueron de 59, 62 y 57 % respectivamente, comparadas a las no inoculadas. En 

150 mM NaCl, se encontraron incrementos del 133 y 147 % en el peso fresco de las raíces de 

las plantas que fueron inoculadas con M. loti WT y M. loti 1708 respectivamente, no habiéndose 

encontrado diferencias significativas entre las raíces de las plantas inoculadas con M. loti sod 

respecto a las plantas no inoculadas (Tabla 6.1). 

Los valores de PSR no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos control 

y salino. Sin embargo, del análisis del efecto de la interacción cepa por tratamiento, surge que 

los pesos secos de las plantas inoculadas en condición control con M. loti WT, M. loti 1708 y 
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M. loti sod, se incrementaron 45, 32 y 40 % respectivamente, en comparación a las no 

inoculadas. Por otro lado, los pesos secos de las raíces de las plantas crecidas en salinidad, 

mostraron incrementos significativos de 97 y 127 % cuando se inocularon con las cepas M. loti 

WT y M. loti 1708 respectivamente (Tabla 6.1). 

El CHA de L. japonicus mostró una disminución del 0,9 % en las plantas debido a la 

exposición al estrés salino. Además, en ausencia de salinidad, las plantas mostraron un aumento 

significativo de 1,9; 2,5 y 2,1 % cuando fueron inoculadas con M. loti WT, M. loti 1708 y M. 

loti sod, respectivamente. En cambio, en salinidad, no se observaron diferencias entre las plantas 

no inoculadas y las inoculadas con las cepas M. loti WT y M. loti 1708. Mientras que las 

inoculadas con M. loti sod mostraron una reducción del 4,5 % respecto de las no inoculadas 

(Tabla 6.1). 

Por último, en plantas inoculadas con M. loti sod y creciendo en estrés salino, el CHR se 

redujo 5,1 % respecto a las no inoculadas (Tabla 6.1). 
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6.2 Efecto del estrés salino sobre la nodulación de M. sativa inoculada con S. meliloti 

sobreexpresora de SOD. 

Se estableció la condición de estrés salino para el crecimiento de M. sativa analizando el 

poder germinativo de sus semillas en 0, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 y 500 mM de NaCl. 

Se obtuvo 100 % de germinación hasta la concentración de 200 mM NaCl, por lo que se fijó 

esta concentración para realizar los ensayos de inoculación. 

El número de nódulos por planta disminuyó un 35,8 % en el tratamiento salino respecto 

al control. Sin embargo, en ausencia de salinidad, el número de nódulos formados por la cepa 

sobreexpresora de SOD fue 25 % menor respecto de las plantas inoculadas con la cepa WT 

(Tabla 6.2). 

La altura de M. sativa mostró un aumento significativo en todas las plantas inoculadas 

respecto de las no inoculadas en ambas condiciones. En general, la salinidad afectó su 

crecimiento, sin hallarse diferencia entre las cepas inoculadas (Tabla 6.2). 

La longitud radical disminuyó en las plantas inoculadas respecto de las no inoculadas en 

ambos tratamientos, excepto cuando se utilizó la cepa M. loti 1708 en el tratamiento control 

(Tabla 6.2). 
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Tabla 6.2: Nodulación y parámetros de crecimiento de M. sativa no inoculadas, e inoculadas con las cepas S. meliloti WT, S. 

meliloti 1708 y S. meliloti sod en condición control y de estrés salino. 

Planta Medicago sativa PROINTA Súper Monarca 

Condición Control  200 mM NaCl 

Tratamiento No inoc. S. meliloti WT S. meliloti 1708 S. meliloti sod  No inoc. S. meliloti WT S. meliloti 1708 S. meliloti sod 

N° de nódulos1 - 3,26 ± 0,43 3,23 ± 0,43 2,38 ± 0,33*  - 1,55 ± 0,31* 1,85 ± 0,36* 2,31 ± 0,34* 

Altura (cm) 4,11 ± 0,33* 5,95 ± 0,44 5,95 ± 0,41 5,61 ± 0,52  2,82 ± 0,14** 3,93 ± 0,28* 3,98 ± 0,34* 3,52 ± 0,26* 

Long. radical (cm) 18,03 ± 1,53 14,43 ± 1,07* 15,93 ± 1,07 13,69 ± 0,95*  16,81 ± 1,59 12,52 ± 1,10* 14,25 ± 1,17* 13,24 ± 1,00* 

PFA (mg) 0,03 ± 3,4E-3 0,03 ± 2,4E-3 0,03 ± 2,4E-3 0,03 ± 2,1E-3  0,02 ± 3,5E-3 0,03 ± 2,4E-3 0,03 ± 2,6E-3 0,03 ± 2,2E-3 

PSA (mg) 1,74 ± 0,30* 2,68 ± 0,21 2,75 ± 0,21 2,73 ± 0,19  1,73 ± 0,31* 2,23 ± 0,22 2,45 ± 0,23 2,35 ± 0,20 

PFR (mg) 0,03 ± 2,9E-3* 0,03 ± 2,0E-3 0,03 ± 2,0E-3 0,02 ± 1,8E-3  0,03 ± 3,0E-3* 0,02 ± 2,1E-3 0,02 ± 2,2E-3 0,03 ± 1,9E-3 

PSR (mg) 2,86 ± 0,27 2,28 ± 0,19 2,60 ± 0,19 1,95 ± 0,17*  2,64 ± 0,28 1,97 ± 0,20* 1,97 ± 0,21* 2,35 ± 0,18 

CHA (%) 84,82 ± 1,53* 91,96 ± 1,06 91,00 ± 1,06 93,47 ± 0,95  86,26 ± 1,58* 89,80 ± 1,10 92,07 ± 1,16 90,00 ± 1,00 

CHR (%) 91,33± 0,14* 91,27± 0,11* 91,24± 0,13* 91,53± 0,11  91,58± 0,21 91,51± 0,12 91,42± 0,14 91,50± 0,13 

PFA = peso fresco aéreo (mg); PSA = peso seco aéreo (mg); PFR = peso fresco radical (mg); PSR = peso seco radical (mg); CHA 

= contenido hídrico aéreo (%); CHR = contenido hídrico radical (%). Los valores representan la media ± E. E. Los asteriscos (*) 

indican diferencias significativas en la interacción cepa por tratamiento con DGC test p≤ 0,05. 1Se aplicó análisis para variables 

discretas. n=20. 
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El PFA de las plantas inoculadas con S. meliloti WT, S. meliloti 1708 y S. meliloti sod, se 

vio incrementado en un 35,5; 37,5 y 36,7 % respectivamente en condición control, y en salinidad 

se observaron incrementos de 23,3; 29,0 y 27,2 %, respecto de las no inoculadas (Tabla 6.2). 

El PSA mostró incrementos de 35,2; 34,8 y 33,0 % en las plantas inoculadas con S. 

meliloti WT, S. meliloti 1708 y S. meliloti sod respectivamente, e incrementos de 22,4; 26,6 y 

26,4 % en salinidad (Tabla 6.2). 

El PFR fue significativamente menor en las plantas controles inoculadas con S. meliloti 

WT, S. meliloti 1708 y S. meliloti sod, un 20,5; 18,0 y 29,1 % respectivamente, respecto de las 

plantas no inoculadas. En tanto que en salinidad se observaron disminuciones de 26,2; 26,5 y 

12,6 %, comparadas con las plantas no inoculadas (Tabla 6.2). 

El PSR de M. sativa, inoculada con S. meliloti sod, disminuyó un 33,5 %, comparado con 

las no inoculadas en condición control. En salinidad, las plantas inoculadas con S. meliloti WT, 

y S. meliloti 1708 mostraron disminuciones significativas de 25,4 y 25,3 % respectivamente, 

mientras que la inoculación con S. meliloti sod no produjo cambios significativos en 

comparación a las no inoculadas (Tabla 6.2).  

El CHA se vio incrementado en ambas condiciones en respuesta a la inoculación. En 

control, las plantas inoculadas con las cepas S. meliloti WT, S. meliloti 1708 y S. meliloti sod 

presentaron incrementos de 6,2; 7,0 y 7,2 %, mientras que en salinidad los aumentos fueron de 

4,0; 7,0 y 3,2 % respectivamente (Tabla 6.2). 

El CHR mostró un incremento significativo del 0,2 % cuando las plantas fueron 

inoculadas con la cepa S. meliloti sod en condición control, en comparación con las no 

inoculadas, mientras que la inoculación de las cepas S. meliloti WT y S. meliloti 1708 no tuvo 

efecto significativo sobre el contenido acuoso de las raíces (Tabla 6.2). Por último, en el 

tratamiento salino no se hallaron respuestas significativas en respuesta a la inoculación. 
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6.3 Discusión 

Los efectos adversos provocados por la salinidad sobre el crecimiento y desarrollo de las 

plantas han sido descriptos por Munns y Tester (2008) y Shabala y Munns (2017). Además, 

estudios realizados en M. sativa en simbiosis con S. meliloti GR4 demostraron que tanto el 

crecimiento vegetal como la biomasa nodular y la tasa de fijación de nitrógeno se vieron 

disminuidas en presencia de 200 mM de NaCl (Palma et al., 2014). 

La salinidad provocó la reducción en el número de nódulos tanto en plantas de L. 

japonicus como de M. sativa, tal como se ha descripto en los trabajos de Liu et al. (2011) y 

Bruning y Rozema (2013), quienes encontraron que la capacidad de nodulación se vio afectada 

a partir de 50 mM de NaCl. Asimismo, la nodulación se vio mayormente afectada en el sistema 

L. japonicus-M. loti, esto podría estar relacionado a la baja tolerancia a salinidad que presenta 

la cepa M. loti MAFF303099 respecto de la cepa S. meliloti 1021 descripta por Bianco y Defez 

(2009) y Laranjo y Oliveira (2011).  

En relación a la inhibición de la nodulación ocurrida en las plantas de L. japonicus que 

fueron inoculadas con la cepa M. loti sod en salinidad, es posible que exista un efecto antagónico 

entre la sobreexpresión de SOD en el rizobio y las respuestas de la interacción rizobio-

leguminosa expuesta a estrés por NaCl. 

Durante las primeras etapas del establecimiento de la simbiosis ocurre una inducción 

transiente de las EAOs producidas por actividad NADPH oxidasa de los pelos radicales en 

respuesta a la percepción de los FNs (Suzaki et al., 2015). En las leguminosas, las EAOs actúan 

como moléculas señales de interacción simbiótica y constituyen una de las respuestas más 

tempranas en la modulación de la interacción rizobio-leguminosa, necesaria para la infección y 

organogénesis del nódulo (Cárdenas y Quinto, 2008). Estudios realizados por Peleg-Grossman 

et al. (2007), demostraron la participación crucial de las EAOs en el curvado del pelo radical y 

la formación del hilo de infección en M. truncatula. Si bien en plantas crecidas en condiciones 

óptimas, las EAOs son generadas como parte del metabolismo en organelas como cloroplastos, 

mitocondria y peroxisomas, Miller et al. (2010) describe que las EAOs también pueden causar 

daño oxidativo a las células cuando son expuestas a condiciones de estrés abiótico como 

salinidad. Por consiguiente, es posible que la inhibición de la nodulación de L. japonicus por M. 
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loti sod en salinidad sea consecuencia de un desbalance en los niveles de EAOs que intervienen 

en la modulación de la respuesta a la nodulación. 

Con lo anteriormente planteado, queda en evidencia que a pesar de que la sobreexpresión 

de SOD aumentó la tolerancia de M. loti a .O2
- y H2O2 en vida libre, afectó negativamente su 

capacidad de nodular L. japonicus en estrés salino. Otros experimentos para medir EAOs 

deberían llevarse a cabo para determinar las posibles causas de la inhibición de la nodulación 

de L. japonicus con M. loti sobreexpresor de SOD en salinidad. 

A pesar de ello, resulta paradójico que aun no habiéndose establecido la simbiosis fijadora 

de nitrógeno, los parámetros de crecimiento de la parte aérea (altura y biomasa) fueron 

superiores a los de plantas sin inocular, sugiriendo la existencia de otros mecanismos implicados 

en revertir los efectos de la salinidad sobre Lotus. Probablemente, dicho efecto estaría asociado 

a una actividad PGP del microsimbionte en su estado de vida libre. En este sentido, Glick (2014) 

describió la presencia en M. loti del gen acdS (mlr5932) que codifica para la enzima ACC 

desaminasa. La ACC desaminasa ha sido fuertemente asociada a la mitigación de los efectos de 

estrés sobre el crecimiento vegetal (Goswani et al., 2016; Ghosh et al., 2018). Ello, debido a que 

la ACC desaminasa regula los niveles de etileno (Mayak et al., 2004; Glick et al., 2007; Glick 

2014), el cual es una de las principales hormonas que se ve incrementada en situaciones de estrés 

y causa inhibición del crecimiento vegetal (Bernardo et al., 2000; Saleem et al., 2007). Sin 

embargo, también fue descripto por Sullivan et al. (2002), Uchiumi et al. (2004) y Nukui et al. 

(2012), que la regulación transcripcional de la ACC desaminasa de varias cepas de M. loti están 

bajo el control transcripcional del promotor nifA, responsable de la transcripción de los genes 

de la fijación de nitrógeno, por lo que probablemente pueda estar actuando otro mecanismo del 

tipo tolerancia sistémica inducida elicitada por la PGPR, que podría atenuar los efectos del estrés 

abiótico sobre la planta (Yang et al., 2009; Govindasamy et al., 2018). 

En cambio, en plantas de M. sativa, se encontró una respuesta diferente a la de L. 

japonicus, ya que la nodulación inducida por la cepa S. meliloti sod no fue inhibida tanto en 

condición control ni de salinidad. Probablemente las diferencias en los resultados obtenidos en 

ambos sistemas estén relacionadas al nivel de tolerancia de los rizobios a NaCl, y también a que 

M. sativa es considerada halófila (Munns y Tester, 2008). 
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La salinidad provocó una reducción del crecimiento en altura de las plantas de L. japonicus 

y M. sativa, tal como fue descrito por López et al. (2008) y Palma et al. (2014). Sin embargo, la 

inoculación indujo el crecimiento de ambas plantas en ausencia y presencia de salinidad. Este 

mayor crecimiento de las plantas inoculadas podría responder a un efecto PGPR de los rizobios 

diferente a la fijación de nitrógeno, dado que aún las plantas sometidas a estrés y que no fueron 

noduladas por la cepa sobreexpresora presentaron elongaciones de parte aérea y radical como 

las que fueron noduladas. En este sentido, existen numerosos reportes que demuestran que los 

rizobios poseen otros efectos PGPR, incluso en plantas no leguminosas, mejorando su nutrición 

mineral y promoviendo el crecimiento vegetal (Poitout et al., 2017). En consecuencia, resulta 

conveniente analizar los datos de la biomasa de las plantas en respuesta a la inoculación con 

rizobios. Los aumentos en PFA y PSA experimentados por las plantas de L. japonicus y M. 

sativa inoculadas, probablemente estén ligados a la capacidad de inducir la formación de 

nódulos, ya que plantas de L. japonicus en salinidad inoculadas con la cepa sobreexpresora 

presentaron menor crecimiento. 

El CH revela la capacidad de la planta de mantener la cantidad de agua en los tejidos en 

los niveles óptimos para hacer frente al estrés ambiental (Negrão et al., 2017). Las plantas bajo 

condiciones de estrés salino tienden a perder agua, lo cual puede rápidamente afectar la 

expansión y división celular, la apertura estomática y la acumulación de ácido abscísico (Hsiao 

y Xu, 2000). Se ha informado que la capacidad de las plantas para mantener niveles normales 

de transpiración en estrés es un indicador de la tolerancia a la sal, especialmente debido a que 

la transpiración se relaciona con la toma de CO2 para la fotosíntesis (Harris et al., 2010). Así, 

La disminución de los valores de CHA y CHR experimentado por L. japonicus inoculadas con 

M. loti sod en salinidad, podría estar relacionado a que estas plantas ocurrió inhibición de la 

nodulación. 
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Capítulo 7: Conclusiones 

El establecimiento de la simbiosis rizobio-leguminosa y la fijación biológica de nitrógeno 

se ven a menudo altamente afectadas por situaciones de estrés abiótico como sequía y salinidad. 

Si bien los estreses abióticos son causados por una variedad de condiciones, tienen en común 

que desencadenan mecanismos comunes que conllevan al aumento de las EAOs que alteran la 

homeostasis celular tanto de las plantas como de los rizobios de manera independiente como en 

simbiosis. En este sentido, tanto las plantas hospedadoras como su contraparte microbiana, 

cuentan con un sistema de defensa antioxidante enzimático y no enzimático. Dentro de los 

componentes enzimáticos, la SOD constituye la primera barrera de defensa contra .O2
- que lo 

dismuta a peróxido de hidrógeno y agua.  

Las enzimas catalasa, peroxidasa y glutatión reductasa completan el sistema antioxidante 

enzimático: las dos primeras hidrolizan el peróxido a agua, y la glutatión reductasa mantiene el 

pool de glutatión reducido, que es uno de los componentes antioxidantes no enzimáticos. Tanto 

las leguminosas como los rizobios expuestos a estrés hídrico modifican las actividades 

enzimáticas que les permite mantener el balance redox a la vez que se producen otras 

adaptaciones como la acumulación de osmolitos compatibles como prolina en las plantas, y 

trehalosa en las bacterias. De forma general, los estreses abióticos afectan el proceso de 

infección de la leguminosa por el rizobio disminuyendo o inhibiendo la nodulación y la FBN, 

lo que puede traducirse en mermas de la producción de los sistemas agrícolas. En Argentina, la 

producción de cultivos extensivos en la región pampeana fue desplazando las zonas típicamente 

ganaderas hacia suelos sometidos a alta salinidad con ciclos alternados de sequía y anegamiento. 

El cultivo de leguminosas forrajeras del género Lotus en la Pampa Deprimida del Salado permite 

sostener la ganadería en esta región. Otra forrajera ampliamente cultivada en la región Pampeana 

es M. sativa, que ocupa más del 90 % de la superficie y es  la principal leguminosa forrajera que 

sostiene la producción de carne y leche de esta región.  

El uso de bacterias rizosféricas con propiedades PGPR, que desencadena la resistencia 

sistémica inducida es una de las estrategias que incrementan la tolerancia de las plantas a estrés 

abiótico.  

Conjuntamente, la expresión de enzimas que incrementan la acumulación de solutos 

osmocompatibles así como la expresión de genes antioxidantes que permiten mejorar el sistema 
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de defensa contra las EAOs posibilita aumentar la nodulación y proteger a las plantas frente a 

las limitaciones ambientales.  

Diversos autores han estudiado las enzimas antioxidantes de varias especies de 

rizobacterias, mostrando que es esencial mantener la homeostasis redox en el metabolismo de 

los rizobios para lograr su supervivencia en vida libre, y en simbiosis. Se ha demostrado que 

una cepa de S. meliloti deficiente en catalasa posee baja eficiencia en nodulación, y que la 

sobreexpresión del gen que codifica para esta enzima también afecta la nodulación ya que 

modifica los niveles de H2O2 apoplástico que actúa como molécula señal sensada por receptores 

específicos de la membrana plasmática de pelos radicales durante las primeras etapas de la 

interacción simbiótica. Ha sido también reportado que el curvado del pelo radical, necesario 

para el ingreso del rizobio, y la progresión del hilo de infección para que éstos lleguen a infectar 

las células corticales de la raíz, se ven obstaculizados cuando ocurre un desbalance en los niveles 

de EAOs. 

La producción de EAOs apoplástico en la planta se origina por actividad de NADPH 

oxidasa, la cual transfiere un electrón a O2 para generar superóxido y posteriormente H2O2. 

Consecuentemente, la SOD bacteriana también es relevante en la protección de los rizobios. 

Trabajos realizados en S. meliloti con deficiencia de SOD reportaron incremento en la 

sensibilidad del rizobio a estrés oxidativo, y también la modificación de las propiedades 

simbióticas con Medicago. Asimismo, se ha descripto que la deleción de GR en S. meliloti, 

disminuyó su tolerancia a H2O2 en vida libre y además retrasó la nodulación de M. sativa. 

Dos aspectos fundamentales se asocian al incremento de la tolerancia de las plantas 

leguminosas como Lotus y Medicago a la salinidad: la protección a través de la inoculación con 

rizobios con propiedades PGPR y el refuerzo del sistema antioxidante.  

La sobreexpresión de catalasa en S. meliloti no arrojó resultados alentadores para la 

simbiosis, y si bien la sobreexpresión heteróloga de sod de S. meliloti en una cepa de E. coli 

deficiente en sod posibilitó la complementación génica y el restablecimiento del crecimiento de 

E. coli en aerobiosis, poco se conoce aún de los efectos de la sobreexpresión de sod en S. meliloti  

y en rizobacterias en general.  
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El objetivo principal de esta tesis fue estudiar la inducción de las enzimas antioxidantes 

de M. loti en respuesta al estrés abiótico, y evaluar la posibilidad de disminuir los efectos nocivos 

del estrés salino sobre L. japonicus mediante la inoculación de rizobios con sobreexpresión de 

enzimas antioxidantes inducidas en salinidad. 

En este trabajo se confirmó que las enzimas SOD y CAT de M. loti MAFF303099 se 

inducen en respuesta a estrés abiótico provocado por salinidad, aunque como era previsible,  el 

crecimiento de la rizobacteria disminuyó en condiciones de estrés salino y osmótico. 

Sin embargo, la sobreexpresión de sod en M. loti aumentó su tolerancia a salinidad, 

mientras que la deleción de dicho gen afectó la viabilidad bacteriana. 

La sobreexpresión de SOD aumentó cinco veces los niveles de actividad específica en 

espacio periplásmico. Los estudios de localización subcelular demostraron además, que la 

enzima se exportó al periplasma de M. loti y S. meliloti, aun cuando el análisis para la presencia 

de péptido señal Sec o TAT no identificó sitio para una peptidasa señal. De acuerdo a 

Krehenbrink et al. (2011), la presencia de SOD en el periplasma podría tener un efecto protector 

de los lípidos de membrana y proteínas periplásmicas del daño causado por .O2
- extracelular. 

En esta tesis, se demostró que la sobreexpresión de SOD protege a M. loti y S. meliloti 

frente al estrés oxidativo provocado por ion superóxido y por peróxido de hidrógeno en vida 

libre. Por otro lado, la adición de catalasa a la reacción de generación de superóxido permitió 

demostrar que la especie oxidativa que más afecta a la supervivencia de los rizobios es el H2O2, 

y que, a pesar de que la halotolerancia de Sinorhizobium es mayor a la de Mesorhizobium, la 

primera se muestra más susceptible a las EAOs. 

En cuanto a la aplicación de rizobios a plantas de L. japonicus y M. sativa crecidas en 

estrés salino, en primer lugar se comprobó, como era de esperar, que los parámetros de biomasa 

de la parte aérea altura y peso seco disminuyen a causa de salinidad, y en segundo lugar, que la 

inoculación con rizobios incrementó los valores de altura y biomasa de la parte aérea de todas 

las plantas en ausencia y presencia de salinidad.  
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Sin embargo, del análisis de la aplicación de los rizobios con sistema antioxidante 

reforzado a plantas de L. japonicus y M. sativa para mejorar su tolerancia a salinidad se hallaron 

diferentes respuestas de nodulación en los dos modelos de interacción utilizados. Por un lado, 

se encontró que en salinidad la nodulación de L. japonicus con M. loti sobreexpresor de SOD se 

inhibe; sin embargo, y a pesar de ello, se comprobó que las plantas inoculadas con este rizobio 

duplicaron su altura y la biomasa de la parte aérea. En consecuencia, la sobreexpresión de SOD 

en M. loti puede inhibir el establecimiento de la simbiosis en salinidad, y aun así poseer  efectos 

benéficos sobre la planta. Es importante remarcar que las plantas de Lotus que fueron inoculadas 

en salinidad con los rizobios no sobreexpresores mostraron mayor crecimiento y biomasa que 

las plantas inoculadas con la cepa sobreexpresora, sin embargo los rizobios no sobreexpresores 

son menos tolerantes a estrés hídrico en vida libre. 

Diferente respuesta se obtuvo con las plantas de M. sativa inoculadas con S. meliloti 

sobreexpresora de SOD en salinidad. En este caso, los rizobios fueron capaces de nodular la 

planta y además aumentar su biomasa aérea. Por consiguiente se podría sugerir la existencia de 

antagonismo y sinergismo entre la sobreexpresión de SOD y la salinidad a la que se expusieron 

M. loti con L. japonicus y S. meliloti con M. sativa, respectivamente. 

Es interesante que a pesar de haberse inhibido la nodulación en L. japonicus, y por ende 

el aporte de nitrógeno fijado biológicamente, los parámetros de crecimiento de parte aérea 

fueron superiores a los de las plantas sin inocular. Se podría hipotetizar que la sobreexpresión 

de SOD en M. loti incrementa la tolerancia del rizobio a condiciones de estrés abiótico, y que 

su presencia reduce los efectos de la salinidad sobre la planta, probablemente a través de un 

mecanismo PGPR, acción que se vio reflejada el aumento de la biomasa aérea de la forrajera, 

lo que a su vez constituye un aspecto deseado para sostener la ganadería en suelos sometidos a 

salinidad.  

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis permitieron avanzar en la caracterización 

de SOD de M. loti, conocer la implicancia de su deleción, y los efectos de la sobreexpresión en 

M. loti y S. meliloti en vida libre frente a estrés oxidativo, y en simbiosis con su leguminosa en 

salinidad. La sobreexpresión de SOD incrementó la tolerancia de los rizobios a estrés oxidativo 

causado por .O2
- y H2O2, demostrando fehacientemente que en M. loti y S. meliloti, esta enzima 

protege de las EAOs. 
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En conjunto, la inoculación de un microsimbionte cuyo sistema antioxidante se encuentre 

reforzado por mayor actividad SOD, posibilita no sólo la nodulación de Lotus en ausencia de 

estrés, sino incrementar también el crecimiento vegetal de la parte aérea en condiciones de estrés 

salino lo que podría representar, potencialmente, una mejora en la producción de esta forrajera 

para la actividad ganadera de la Pampa Deprimida del Salado. 
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Apéndice 

A.1 Medios y condiciones de cultivo para bacterias. 

Medio YEM (yeast extract manitol): Medio nutritivo completo que contiene por litro de 

solución, 10 g de manitol, 0,5 g de extracto de levadura, 0,5 g de K2HPO4, 0,2 g de MgSO4 y 

0,1 g de NaCl pH 6,9. Para obtener medio sólido se agregó agar-agar en una concentración final 

1,5 % y rojo Congo a una concentración de 0,025 g por litro. Para el cultivo líquido la solución 

de MgSO4 fue esterilizada por separado y mezclada con el resto del medio de cultivo en el 

momento de su utilización a una concentración final de 0,8 mM (Vincent, 1970). Para los 

tratamientos salinos se usaron concentraciones finales de 50, 100, 150 y 200 mM NaCl y para 

los osmóticos 8,54 %, 11,34 %, 15 % y 18,50 % de polietilenglicol (PEG 8000) que desarrollara 

las presiones osmóticas equivalentes a las de NaCl de -0.55, - 0.66, -0.85 y -1 Mpa. 

Medio nutritivo Lisogeny broth (LB): Medio compuesto por triptona 1 %, extracto de 

levadura 0,5 %, NaCl 0,5 % pH 7,0 (Sambrook et al., 1989). Para obtener este medio sólido se 

agregó agar-agar a una concentración final de 1,5 %. 

Medio TY: Medio compuesto por triptona 0,5 %, extracto de levadura 0,3 %. pH 7,0. Una vez 

esterilizado en autoclave y enfriado se añadió Cl2Ca estéril 9 mM concentración final. Para 

obtener este medio sólido se agregó agar-agar a una concentración final de 1,5 %. 

Medio TY modificado: Al medio TY sólido se le agregó rojo Congo a una concentración final 

de 0,025 g por litro. 

Medio mínimo B- : Medio de cultivo que contiene por litro de solución, 10 g de manitol, 1,3 g 

de Ca(NO3)2•4H2O, 0,55 g de MgSO4•7H2O, 0,55 g de KNO3, 2,5 mL de Fe(III)-NaEDTA [a] 

y 2,5 mL de microelementos [b]. 

Se ajustó el pH a 5,0 y se esterilizó en autoclave (120 ºC, 20 min). Una vez frío se le añadió 1 

mL de K2HPO4 1 M pH 7,2 estéril por cada litro de medio. Las vitaminas fueron disueltas en 

agua y esterilizadas por filtración (0,2 μm de diámetro de poro). Se adicionaron a una 

concentración final de 0,2 μg/mL y 5 μg/mL, biotina y tiamina respectivamente. 

[a]. La solución Fe(III)-NaEDTA se preparó separadamente al 1,3 %, y se esterilizó mediante 

filtración usando un filtro con un tamaño de poro de 0,45 μm. 
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[b]. La solución de microelementos consta de: 

H3BO3     1,269 g 

MnSO4•H2O    0,462 g 

Na2MoO4•2H2O   0,398 g 

ZnSO4•7H2O    0,0974 g 

CuSO4•5H2O    0,0354 g 

H2Odest.    1 L 

La solución se preparó y almacenó a temperatura ambiente. 

Stock de antibióticos: Los antibióticos fueron utilizados a partir de un stock conservado a -20 

ºC con las siguientes concentraciones: tetraciclina (Tc) 5mg/mL en alcohol, kanamicina 50 

mg/mL en agua, espectinomicina (Spc) 50 mg/mL en agua, estreptomicina (Sm) 50 mg/mL en 

agua (Sambrook et al., 1989), ácido nalidíxico (Nal) en discos comerciales para antibiograma 

de 30 µg. 

Conservación y mantenimiento de las cepas: Para el almacenamiento de las cepas bacterianas 

se hicieron crecer los microorganismos en cultivo líquido con agitación a 160 rpm hasta alcanzar 

una DO600nm de 0,8. Del cultivo se tomaron 0,85 mL a los que se le agregaron 0,15 mL de 

glicerol 87 % estéril, se mezcló y se guardó a -80º C. Para recuperar la cepa, se raspó la superficie 

con ansa y se estrió en una placa de LB (Sambrook et al., 1989). Para el uso cotidiano de las 

cepas, se mantuvieron a 4 ºC en medio sólido y repicadas mensualmente. 

A.2 Medios y condiciones de cultivo para plantas. 

Medio Agar-Agua: Medio compuesto por agar-agar disuelto en agua a una concentración final 

de 0,8 %8 %. 

Medio ByD: Medio para cultivo de L. japonicus y M. sativa. Para preparar 1 litro de medio 10X 

se mezclaron 5 mL de solución A, Sequestrene a una concentración final de 27 µM, 5 mL de 

solución B. Se agregó NH4NO3 a una concentración final de 5mM o 0,25 mM (esta última 

concentración se utilizó cuando se requirió el medio con bajo contenido de nitrógeno), 5 mL de 

solución D. pH 6,6. (Broughton y Dilworth, 1971). 

Solución A: CaCl2    1 mM 

Solución B: KH2PO4   0,5 Mm 
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Solución D: MgSO4·7H2O   0,25 mM 

  K2SO4    0,25 mM 

  MnSO4·H2O   1 µM 

  H3BO3    2 µM 

  ZnSO4·7H2O   0,5 µM 

  CuSO4·5H2O   0,2 µM 

  CoCl2·6H2O   0,1 µM 

  NaMoO4·2H2O  0,1 µM 

 

Solución tampón PBS (phosphate buffered saline): La solución está compuesta por NaCl 137 

mM, KCl 2,7 mM, NaHPO4 10 mM y KH2PO4 1,8 mM. La solución fue ajustada a pH 7.4 con 

HCl y esterilizada en autoclave a 115 °C durante 20 min (Sambrook et al., 1989). 

A.3 Técnicas de manejo de ADN. 

PCR de colonia: Para las PCRs de colonia se picaron colonias aisladas con palillos estériles y 

se introdujeron en la mezcla de reacción de PCR. Esta técnica se fundamenta en que durante el 

primer ciclo de 95 °C del termociclador se lisan las bacterias liberando el material génico que 

sirve de molde para los primers. Alternativamente las colonias seleccionadas se resuspendieron 

en 100 μl de agua, se incubaron durante 5 min en un baño de agua hirviendo, se centrifugaron 5 

min a 12000 xg y 1 a 2 μl del sobrenadante se usó como ADN templado para la reacciones de 

PCR. 

Extracción de ADN genómico: Para la extracción de ADN total se empleó el protocolo de 

CTAB adaptado de Ausubel (1987). El cultivo bacteriano se centrifugó a 4 °C 5 min a 12.000 

xg. El pellet se resuspendió en 600 μL de buffer de lisis (10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA, 

20 % SDS, 20 mg/mL Proteinasa K (3 µL) y se incubó 1 h a 37 °C. Luego se adicionó 100 μL 

de NaCl 5 M y 80 μL de solución de CTAB precalentada a 65 °C (2 % P/V bromuro de hexadecil 

trimetil amonio (CTAB); 1,4 M NaCl; 0,2 % V/V β-mercaptoetanol; 20 mM EDTA; 100 mM 

Tris-HCl pH 8). Los ácidos nucleicos se separaron mediante adición de cloroformo:alcohol 

isoamílico 24:1 (700μl) y centrifugación a 12.000 xg 5 min, recuperando la fase acuosa. El ADN 

se precipitó por adición de 0,6 V de isopropanol frío e incubación por 10 min a -80 °C y posterior 

centrifugación a 12.000 xg 10 min. El pellet se resuspendió en 30 μL de agua destilada (Ausubel 

et al., 1987) 

Método rápido para detectar clones recombinantes (cracking): Se tomó una pequeña 

cantidad de bacterias a partir de colonias de 0,5-1 mm crecidas en medio sólido con antibiótico 
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apropiado, y se resuspendió en microtubo de 1,5 mL conteniendo 20 µL de solución NaOH 50 

mM, SDS 0,5 % y EDTA 5 mM. Las muestras fueron incubadas a 55 °C por 30 min y se agitó 

en vortex vigorosamente por 1 min. Se agregó suficiente solución de carga y se sembraron las 

muestras en geles de agarosa 0,8 %. Como control se utilizaron bacterias sin transformar 

(Sambrook et al., 1989). 

Extracción de ADN plasmídico (Miniprep de rutina): Tres mililitros de cultivos se hicieron 

crecer durante toda la noche a 37 ºC con agitación a 180 rpm en medio LB con antibiótico 

apropiado. Las células se cosecharon en tubos de 2 mL en dos centrifugaciones consecutivas. 

Se agregaron 200 µL de solución de resuspención (Buffer GTE: EDTA 10 mM pH 8,0; Tris-

HCl 25 mM pH 8,0; glucosa 50 mM) + RNAsa 100 µg/mL y se resuspendió con pipeta. Se 

agregaron 200 µL de solución de lisis (SDS 1 %; NaOH 0,2 N) y se mezcló por inversión hasta 

obtener una solución clara. Luego se agregaron 200 µL de solución de neutralización 

(AcNa/AcH 3 M) y se mezcló rápidamente por inversión hasta observar la formación de grumos. 

Se centrifugaron las muestras durante 15 min a velocidad máxima y el sobrenadante fue 

trasvasado a un tubo limpio. Se agregaron 10 µL de suspensión de sílica y se centrifugó a 3.000 

xg por 30 s. El sobrenadante fue descartado y se hicieron tres lavados consecutivos con 500 µL 

de solución de lavado (NaCl 50 mM; Tris-HCl 10 mM pH 7,5; EDTA 2,5 mM y etanol 50 %).Se 

dejó secar la sílica a 37 ºC y se agregaron 10-15 µL de agua. Se incubó a 60 ºC por 5 min y se 

centrifugó a velocidad máxima por 1 min. El sobrenadante conteniendo el ADN plasmídico fue 

trasvasado a un tubo limpio. 

Extracción de ADN plasmídico (para secuenciar): La extracción de ADN plasmídico para 

secuenciar se realizó empleando DNA GeneJet Plasmid® miniprep Kit (Fermentas) o mediante 

la técnica de extracción alcalina sin fenol, que se detalla a continuación: 5 mL de suspensión de 

bacterias recombinantes se cultivaron durante toda la noche en medio LB suplementado con 

antibiótico apropiado. Luego se cosecharon por centrifugación a 12.000 g durante 2 a 3 min. Se 

retiró el sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 200 μl de solución de resuspensión P1 

(Tris-HCl 25 mM, EDTA 10 mM, pH 8). Se homogeneizó y se agregó 6 μL de ARNsa 10 

mg/mL, luego se adicionaron 200 μL de solución de lisis P2 (NaOH 0,2 N, SDS 1 %) preparada 

en el momento y se mezcló por inversión hasta lograr una solución transparente por un tiempo 

máximo de 5 min. A la solución anterior, se le adicionaron 200 μL de solución de neutralización 

P3 (KAc 3 M, pH 4,8) y se mezcló por inversión hasta la formación de grumos. Luego se incubó 
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5 min en hielo para favorecer la precipitación de proteínas. La mezcla anterior se centrifugó a 

12.000 xg durante 3 min y se transfirió el sobrenadante a un tubo limpio al que se le adicionaron 

300 μL de cloroformo, se agitó en vórtex, y se centrifugó a máxima velocidad por 5 min. 

Posteriormente se transvasaron 530 μL de la fase superior a un tubo limpio. Se agregaron 500 

μL de isopropanol para precipitar el ADN, se homogeneizó por inversión y se incubó a -20 °C 

durante 5-10 min. La solución se centrifugó a 12.000 xg y a temperatura ambiente durante 15 

min. El sobrenadante fue retirado, se lavó el pellet con 500 μl de etanol al 70 %, preparado en 

el momento. Se centrifugó durante 5 min, luego se retiró el alcohol y se dejó secar en estufa a 

50 °C por 10 min. El precipitado se resuspendió en 32 μL de agua bidestilada estéril, y se 

adicionaron8 μL de NaCl 4 M y 40 μL de PEG 8000 al 13 % (preparada en el momento), se 

mezcló suavemente y se incubó 60 min en hielo. La solución se centrifugó a 12.000 xg durante 

30 min, se descartó el sobrenadante y el precipitado se lavó con 400 μL de etanol al 70 %. Se 

centrifugó 5 min a 12.000 xg, se retiró el alcohol y se dejó secar completamente en estufa a 50 

°C (aprox. 10-15 min o hasta que el precipitado se tornara blanquecino). Finalmente, el 

precipitado se resuspendió en 20 μl de agua Milli-Q estéril. 

A.4 Clonación del ADN amplificado. 

Reacción de ligación: Durante el proceso de ligación para la formación de una molécula de 

ADN recombinante, se utilizó la enzima ADN T4 ligasa que cataliza la formación de un enlace 

fosfodiéster 3’- 5’ entre el grupo hidroxilo del extremo 3’ de un fragmento de ADN y el grupo 

fosfato del extremo 5’ del plásmido de clonación. La reacción de ligación para el producto de 

PCR se realizó según instrucciones del fabricante (Fermentas) y siguiendo las recomendaciones 

de Sambrook et al. (1989) en un volumen de reacción total de 7 µL. Se mezclaron 0,7 µL de 

solución tampón de ligasa 10X; 4 µL del producto de amplificación por PCR (banda única) o 

del extracto de banda con tamaño esperado purificada a partir de gel de agarosa con el kit de 

extracción de ADN QIAquick (QIAGEN); 1,8 µL de vector y 0,5 µL de T4 ADN ligasa (5 U/ 

µL). La mezcla de reacción se incubó a 16 °C por 16 h. Una vez finalizada la incubación, se 

tomaron 3 µL para la transformación de células de E. coli DH5α químicamente competentes. 

Separación de ácidos nucleicos por electroforesis en geles de agarosa: Las muestras se 

separaron por electroforesis horizontal en geles de agarosa entre un 0,8 y 1,2 % (p/v) en buffer 

TAE 0,5X y las corridas se hicieron a 100 V. Los fragmentos se observaron en transiluminador 
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UV. Las impresiones de las imágenes se tomaron con un analizador de imágenes (Biorad) 

modelo Gel Doc XR. El tamaño de los fragmentos se determinó utilizando como patrón el ADN 

del fago Sc3, digerido con la enzima de restricción HindIII (Sambrook y Russel, 2001) o el 

marcador comercial 1Kb ADN Ladder Plus (Fermentas). La concentración del ADN se estimó 

por espectrofotometría a una longitud de onda de 260 nm. 

A.5 Obtención de células competentes. 

Por método químico: Una colonia de E. coli DH5α aislada se sembró en 5 mL de medio LB 

líquido y se cultivó toda la noche a 37 ºC con agitación a 160 rpm. Un mL de este cultivo se 

transfirió a 50 mL de medio LB líquido y se incubó con agitación a 160 rpm a 37 ºC hasta 

alcanzar una DO600nm entre 0,4-0,6. Inmediatamente el cultivo se enfrió en hielo 10 min, para 

todos los pasos siguientes se mantuvieron las células a una temperatura cercana a 0 °C en un 

baño agua/hielo. Los50 mL de cultivo se transfirieron a tubos de polipropileno y se 

centrifugaron a 2.900 xg, en centrífuga Beckman refrigerada durante 3 min a 4º C. El precipitado 

se resuspendió en 50 mL de 100 mM CaCl2 frío y se incubó en hielo 30 min. La suspensión se 

centrifugó nuevamente, como se describió anteriormente, y el precipitado se resuspendió en 30 

mL de CaCl2 100 mM frío y se volvió a incubar en hielo durante 30 min. Las células fueron 

centrifugadas a 3200 xg 10 min a 4 ºC. Las células fueron resuspendidas en 2 mL de CaCl2 100 

mM, incubadas nuevamente en hielo por 30 min y se le agregó glicerol estéril a una 

concentración final del 20 %. El cultivo de células competentes fue fraccionado en muestras de 

50 µL en tubos Eppendorf de 1.5 mL y congeladas inmediatamente en aire líquido para su 

posterior conservación a -80 ºC. 

Por electroporación: A partir de una colonia de E. coli se obtuvo un cultivo siguiendo el mismo 

procedimiento que para la obtención de células competentes por el método químico. Las células 

fueron centrifugadas a 4.000 g por 15 min a 4 °C en tubos de polipropileno de 50 mL para 

centrífuga previamente enfriados. Se descartó el sobrenadante y se resuspendieron las células 

en 50 mL de glicerol 10 % frío. Se volvieron a centrifugar las células a 4.000 xg por 15 min a 4 

°C y se descartó el sobrenadante. Las células fueron resuspendidas en 25 mL de glicerol 10 % 

y se volvieron a centrifugar a 4.000 xg por 15 min. Se resuspendieron las células en 2 mL de 

glicerol 10 % y se centrifugaron nuevamente en las condiciones descriptas anteriormente. Por 

último, las células se resuspendieron en 1 mL de glicerol 10 % y se alicuotaron en 50 µL en 
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tubos Eppendorf de 1,5 mL. Las alícuotas fueron congeladas inmediatamente en aire líquido y 

conservadas a -80 °C. 

A.6 Transformación de E. coli. 

Transformación por choque térmico: Una alícuota de células competentes de E. coli DH5α 

se descongeló en hielo a 0 ºC. Se agregaron 1-2 μL de ADN plasmídico (200 ng/μL) o 5-10 μL 

de mezcla de ligación y se mantuvo en hielo durante 30 min. Posteriormente se realizó un 

choque térmico a 42 ºC durante 90 s. Inmediatamente se incubó la mezcla durante 2 min en 

hielo y se le agregó 1 mL de medio LB a temperatura ambiente. La suspensión se incubó a 37 

ºC durante 45 min con agitación constante a 100 rpm. Se tomaron 2 alícuotas de 100 μL de la 

mezcla y se sembró cada una en placas de Petri de 10 cm de diámetro con medio LB 

suplementadas con los antibióticos apropiados. Para la transformación con plásmidos 

provenientes de una ligación se sembró la totalidad de las células. Para ello se centrifugó a 2.500 

xg por 5 min a temperatura ambiente y se extrajeron 800 μL de sobrenadante, dejando 

aproximadamente 200 µL para resuspender el pellet. Finalmente se tomaron 100 µL de las 

suspensiones y se sembraron por duplicado en medio sólido LB con antibiótico apropiado. 

Transformación por electroporación: Se descongelaron las células en hielo a 0 °C y se 

enfriaron cubetas de electroporación de 0,2 cm. Se agregaron de 1 a 2 µL de ADN plasmídico 

(previamente resuspendido en una solución de baja fuerza iónica para evitar la formación de 

arcos eléctricos). La mezcla se traspasó a una cuba de electroporación fría y se incubó en hielo 

por aproximadamente 1 min. Las células se electroporaron en electroporador Gene Pulser Xcell 

(Bio Rad) a 2,5 kV por 5 ms. Inmediatamente se resuspendieron agregando 1 mL de medio LB 

a la cubeta de electroporación y se transfirieron a un tubo Eppendorf de 1,5 mL. Las células se 

incubaron a 37 °C en agitación a 160 rpm por 45 min. Alícuotas de 100 µL fueron sembradas 

en placas de 10 cm de diámetro conteniendo medio LB suplementadas con el antibiótico 

apropiado. Para la transformación con plásmidos provenientes de una ligación se sembraron la 

totalidad de las células concentrándolas por centrifugación a 2.500 xg por 5 min a temperatura 

ambiente. 

A.7 Estimación relación DO/UFC/mL: 
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La relación entre la densidad óptica y las unidades formadoras de colonias (UFC) se evaluó en 

medio YEM, donde se observó que no hubo diferencias significativas entre las UFC obtenidas 

para una misma DO600 entre M. loti WT y las transformadas (tabla A7.1).  

Tabla A7.1: Correlación de UFC/mL correspondientes a una DO600=1 en las cepas de M. loti 

WT, M. loti 1708 y M. loti sod. 

Los valores representan la media ± E.E. Letras distintas indican diferencias significativas (p≤ 

0,05); n=3. 

 

Cepa D.O. 600nm UFC/mL 

M. loti WT 1 3,90 x 1010 ± 2,51 x 109 a 

M. loti 1708 1 4,19 x 1010 ± 2,40 x 109 a 

M. loti sod 1 3,93 x 1010 ± 2,31 x 109 a 


