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Efecto de aislados bacterianos de la familia

de las rhizobacterias provenientes de alfalfa
(Medicago sativa) en la mejora del crecimiento
de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris) y nodu-

lacion en jitomate (Solanum lycopersicon)
o
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RESUMEN I

Se evalud el efecto de aislados de rhizobacterias
provenientes de alfalfa (Medicago sativa L.), en
el crecimiento y expresion de proteinas en plantas
de frijol (Phaseolus vulgaris) y jitomate (Solanum
lycopersicon). Se obtuvieron dos diferentes aisla-
dos; Ay Ab, los cuales se inocularon en semillas
de frijol Bayo, Pinto y Negro y de jitomate Bola y
Rio Grande. Los mejores resultados en crecimien-
to se observaron en el frijol Pinto y el Bayo con los
aislados A y Ab, respectivamente. En el jitomate
no hubo cambios significativos en el crecimiento
pero si se presentd nodulacién. La electroforesis
de proteinas, reveld que en hojas de frijol Bayo
inoculado con Ab hay una sobreexpresion de
una proteina de 18 kDa, y en vainas una de 50
kDa. Los aislados fuvieron un efecto positivo en el

Palabras clave: Rhizobacterias, nodulacién, fijacion de
nitrégeno, aislados, simbiosis.

Key words: Rhizobacteria, nodulation, nitrogen fixation,
isolates, symbiosis.

Recibido: 8 de agosto de 2008, aceptado: 27 de noviembre de 2008

' Departamento de Ingenierfa Bioquimica, Centro de Ciencias Basi-
cas, Universidad Auténoma de Aguascalientes.
ezealien@hotmail.com

2 Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas, Depto. de Quimica,
Centro de Ciencias Basicas, Universidad Auténoma de Aguasca-
lientes. crigarpi@hotmail.com.

> Departamento de Fisiologla y Farmacologia, Centro de Ciencias
Bésicas, Universidad Auténoma de Aguascalientes.
alguerre@correo.uaa.mx.

4 Departamento de Quimica, Centro de Ciencias Basicas, Universi-
dad Auténoma de Aguascalientes. jfmoral@correo.uaa.mx.

crecimiento y expresién de proteinas, por lo que
pueden utilizarse como alternativa para reducir
el uso de fertilizantes quimicos.

ABSTRACT I

The aim of the present study was to evaluate the
effect of rhizobacters spp. isolates from alfalfa
(Medicago sativa L.) on the growth and protein
expression of Phaseolus vulgaris and Lycopersicon
esculentum plants. We obtained two different
isolates herewith termed as A and Ab. P. vulga-
ris (Bayo, Pinto and Black bean) and L. esculen-
tum (Bola and Rio Grande tomato) seeds were
inoculated with the above isolates. Isolates A and
Ab promoted the growth in the Pinto and Bayo
cultivars, respectively. For tomato, both varieties
showed no significant changes in growth although
roots appeared to be nodulated. Protein electro-
phoresis, revealed the accumulation of an 18 kDa
protein in leaves of Bayo plants, whereas a 50 kDa
protein accumulation in their vines. The isolates
had a positive effect in the growth and expres-
sion of proteins which suggests their potential use
as an alternative to chemical fertilizers.

INTRODUCCION .

En México, la produccién de frijol y jitomate se ha
incrementado en las Ultimas décadas debido a
qgue estdn dentro de la canasta bdsica alimenti-
cia constituyendo asi, una gran importancia eco-
némica y nutricional (FAO, 2007). La necesidad
de mantener altos niveles en la produccién de es-
tos alimentos ha exigido la utilizacién de grandes
cantidades de fertilizantes quimicos, actividad
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que ha desencadenado la contaminacion de las
tierras de cultivo y mantos acuiferos en algunas
dreas (Muhammetoglu y Yardimici, 2006). Esta, es
una problemdtica preocupante tanto a nivel no-
cional como mundial. Una alternativa clave para
evitar el uso excesivo de fertilizantes quimicos es
la aplicacién practica de la fijacién bioldgica de
nitrdgeno (FBN), proceso que ha sido aplicado
desde hace algunas décadas. Este proceso na-
tural es llevado a cabo por las a-proteobacterias
del suelo pertenecientes a la familia de las rhizo-
bacterias que crean una simbiosis de tipo mutua-
lista con plantas leguminosas (Luka et al., 1996).
Durante la simbiosis las rhizobacterias aportan ni-
trégeno molecular de la atmdsfera a la planta, el
cual utilizan para la biosintesis de proteinas mien-
tras que ésta otorga nutrientes a la bacteria. En
este proceso se desarrollan nddulos bacterianos
en las raices de las plantas infectadas (Muioz et
al., 1998).

La capacidad de varias cepas de Rhizobium
para promover el desarrollo y crecimiento de
diferentes plantas hospederas ha sido amplio-
mente estudiado en los Ultimos anos con el fin de
verificar si la fijacion de nitrégeno es factible en
plantas no leguminosas (Santillana et al., 2005).
Por lo que, el objetivo principal de este trabajo es
analizar la capacidad de aislados de rhizobac-
terias del género Sinorhizobium spp provenientes
de alfalfa (Medicago sativa) en la germinacién y
crecimiento de plantas de frijol (Phaseolus vulga-
ris) y jitomate (Solanum lycopersicon), asi como
la induccidn de sintesis de proteinas. Se probd el
uso de estas rhizobacterias para promover el cre-
cimiento de frijol y jitomate.

MATERIALES Y METODOS [

En las fierras de cultivo pertenecientes a la pos-
ta zootécnica de la Universidad Autébnoma de
Aguascalientes (UAA), se recolectaron 30 plan-
tas de alfalfa (Medicago sativa) con presencia
de ndédulos en las raices. Estas, se lavaron con
agua en abundancia hasta quitar el exceso de
tierra, los nddulos se aislaron y se desinfectaron
con una solucidn de hipoclorito de sodio al 3%
durante cinco minutos con agitacién constante
y dos veces mds con alcohol al 70% por dos mi-
nutos, al final se enjuagaron dos veces con agua
destilada estéril. Estos se maceraron con agua
destilada estéril y se inocularon en medio PY con
estreptomicina (50 ug/ml) y dcido nalidixico (20

hMg/mil) vy se incubaron a 28° C. Al crecimiento de
estos aislados se le nombrd como A. Para verificar
el efecto de nodulacién se utilizaron semillas de
frijol Bayo, Pinto y Negro (Valle Verde™) y de jito-
mate Bola y Rio Grande, desinfectadas e inocu-
ladas con suspensiones densas del aislado A. Las
semillas fueron sembradas en tierra estéril (Peat
Moss™) bajo condiciones de invernadero y se
dejaron crecer hasta la aparicién de nédulos en
raices. Para la obtencién del segundo aislado, se
selecciond la planta de frijol Bayo que presentd
mayor nodulacién y mediante los mismos proce-
sos antes descritos se obtuvo el aislado Ab. Con
los aislados A y Ab, se realizd una segunda ino-
culacién en semillas de las variedades de frijol y
jitomate ya mencionadas y como control positivo
se utilizé la cepa de Rhizobium etli CFN42 (Re) y
como confrol negativo semillas con agua destila-
da estéril (C). Se sembraron un total de 40 semillas
por fratamiento con fres repeticiones cada una
y se pusieron bajo condiciones de invernadero
por un periodo de 68 dias. Durante ese tiempo,
se monitored el crecimiento por semana a partir
de su germinacion. Se tomaron datos sobre la al-
tura, nUmero de hojas, flores y vainas, asi como la
presencia de nodulaciéon por cada planta. Con
los datos obtenidos, se realizé un andlisis estadis-
tico tipo ANOVA (Tuckey, p >0.05) con el fin de
verificar cudl de los adislados era mds eficaz en
cada fratamiento. Para la extraccion de protei-
nas totales se pesaron cinco gramos de muestra
provenientes de hoja y vaina a los 68 dias, utili-
zando el protocolo descrito por Garciduenas et
al., (2007). Las muestras proteicas se analizaron
mediante electroforesis en un gel de poliacrilami-
da SDS-PAGE al 12%.

RESULTADOS ]

Durante la germinacién no se observd un efecto
significativo de los aislados con respecto al con-
trol negativo; mienfras que en el crecimiento de
las plantas si, por lo que se tomaron datos de la
altura a partir de los 12 dias después de la germi-
nacion y hasta los 68 dias. A los 12 dias de creci-
miento para las plantas inoculadas con el aislado
A, el gue mostré una mayor altura fue el frijol Ne-
gro con 20 cm con respecto a las demds inocu-
ladas con el mismo aislado; para el aislado Ab, la
mayor altura promedio fue para el frijol Pinto con
24 cm seguida del Bayo con 19 cm, y para Re fue
para el Bayo con 18 cm y para C, se obtuvo un
promedio de 12 cm para todas las variedades.
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Figura 1. Altura de plantas de frijol tratadas con indculos de
rhizobacterias en diferentes tiempos. A; aislado A, Ab; aislado Ab,
Re; cepa de Rhizobium etli, C; control sin inéculo. Cada barra repre-
senta la altura promedio de 20 plantas analizadas en los diferentes

tratamientos.

A los 68 dias en el frijol Bayo el tratamiento
de Ab fue mds eficiente en la estimulacién del
crecimiento que el tratamiento A, sin embargo,
el fratamiento A funciond mejor para las varieda-
des Negro y Pinto, obteniéndose la segunda ma-
yor altura de 58 cm con esta Ultima variedad. La
planta mds alta se obtuvo con el control positivo
(Re) en la variedad Bayo a los 68 dias, siendo de
63 cm., como se muestra en la Figura 1.

El mayor niUmero de hojas lo presentd la plan-
ta de frijol Pinto inoculada con Re con un prome-
dio de 82, mientras que con el aislado A fue para
el frijol Pinto y con Ab para el Bayo. Para el nU-
mero de vainas, los mejores resultados fueron con
el aislado A, para Pinto y Bayo. En el nUmero de
flores, el fratamiento que mejor efecto tuvo fue el
aislado A para Pinto, y para Negro y Bayo fue con
el tratamiento Re (Figura 2). En la nodulacién, se
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Figura 2. Nimero de hojas, flores y vainas de cada variedad de
frijol con los diferentes tratamientos a los 68 dias. A; aislado A, Ab;
aislado Ab, Re; cepa de Rhizobium etli, C; control sin indculo. Cada
barra representa la cantidad promedio de 20 plantas analizadas en
los diferentes tratamientos.

observé que las plantas de frijol Pinto con el ais-
lado A fueron las que contenian mayor cantidad
de nédulos (Figura 3).

La extraccién de proteinas totales de las
plantas analizadas fue con el fin de verificar si los
agislados tienen un efecto sobre la produccion de
algun tipo de proteinas. La electroforesis reveld
que la muestra de hojas de frijol Bayo inoculado
con el aislado Ab presentd una sobreproduccién
de una proteina de aproximadamente 18 kDa
(Figura 4). En cuanto a muestras obtenidas de
vainas de frijol Bayo, la inoculada con el aislado
A, mostré una banda proteica muy marcada de
un peso molecular aproximado a 50 kDa (Figura
5). Respecto a los datos obtenidos de las plantas
de las dos variedades de jitomate, en el tiempo
del experimento, no hubo cambios significativos
en su crecimiento ya que todas mostraron en

Figura 3. Nodulacién en raices con diferentes aislados. A) frijol Bayo con Ab, B) frijol Negro con Re, C) frijol Bayo con A
y D) frijol Pinto con A.
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Figura 4. Electroforesis de protefnas totales de hojas de frijol
Bayo tratado con diferentes aislados. 1) Muestra de protefnas
de hojas de plantas tratadas con el aislado A, 2) Proteinas con
el aislado Ab., 3) Control, sin inocular y 4) Marcador de peso
molecular (MPM). Se observa en los carriles 1 y 2 una expresion
de una proteina de aproximadamente 18 kDa.

promedio una altura de 20 cm. Sin embargo, se
pudo apreciar poca nodulacién en la mayoria
de las plantas (Figura 6).

DISCUSION I

Las bacterias del género Rhizobium han sido con-
sideradas, generalmente, como simbiontes be-
néficas y especificas de las leguminosas al reali-
zar la fijacion
bioldgica de
nitrégeno.
Sin embargo,
muchas  in-
vestigaciones
han sugerido
que varias
especies del
género Rhizo-
bium tienen
la capacidad
para coloni-
zar raices de
no legumi-
nosas tan efi-
cientemente
como a su
hospedero

73 kDa aprox. ’
—_—

‘ 50 kDa aprox.
-

Figura 5. Proteinas totales de vainas de frijol Bayo tratadas con
diferentes aislados. 1) Control sin inocular, 2) Con la cepa Re;
existe una expresion de una proteina de aprox. 73 kDa. 3) MPM
y 4) Con el aislado A, donde se presenta una sobreexpresién de
una proteina de aproximadamente 50 kDa.

natural (Chabot et al., 1996, Heckmann et al.,
2006). Por ejemplo, se han realizado estudios de
diferentes cepas y aislados de algunas especies
de Rhizobium procedentes de plantas de haba
inoculadas en jitomate (Santillana et al., 2005),
asi como cepas provenientes de frijol e inocula-
das enmaizy lechuga (Chabotetal., 1996) y tam-
bién algunos aislados de jitomate inoculados en
arroz (Feng et al., 2005), donde, ademds, se verifi-

Figura 6. Efecto del aislado A en el crecimiento y nodulacién de plantas jitomate Bola A) Crecimiento de la
planta a los 68 dias y B) Nédulos en raices.
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cd que promueven la germinacién, nodulacion y
crecimiento, feniendo como consecuencia una
mayor produccidén en cosecha y reduciendo la
dependencia al uso de fertilizantes quimicos.

Con respecto a nuestros resultados con plan-
tas de frijol, en la germinacién de semillas, no se
observaron cambios significativos entre ellas y el
control negativo, ya que éstas germinaron en un
100% al mismo tiempo, caso contrario con los re-
sultados que obtuvo Santillana et al., (2005), quie-
nes trabajaron con diferentes cepas de haba
inoculando plantas de jitomate observaron una
germinacién temprana en las plantas inoculadas
con respecto al confrol negativo. En cuanto al
crecimiento de nuestras plantas con los aislados
A, Ab, Re y C, todas mostraron diferencias signi-
ficativas en altura durante el periodo de tiempo
establecido en este frabajo (Figura 1), esto pudo
ser debido al efecto de la cepa o de los aisla-
dos para promover la produccion de diferentes
fitohormonas en la planta y asi como al tipo de
hospedero con base en lo reportado por Chabot
et al., (1996). En el mismo trabajo de Santillana, se
verificé el efecto de la germinacién en un 100%
pero el crecimiento de las plantas inoculadas con
referencia al control negativo, no fue significativo
ya que todas presentaban una altura similar. En
la mayoria de los casos, se ha visto que el cre-
cimiento de las plantas inoculadas con simbion-
tes provenientes de diferentes hospederos, existe
una respuestas positiva pero, en algunos casos,
no la hay, tal es el caso de Chabot et al., (1996),
que trabajé con Rhizobium leguminosarum cv.
Phaseoli inoculando plantas de maiz y lechuga
y sélo observd la presencia de colonizacién pero
no de nodulacidn, postulando que el crecimien-
to de la planta es dependiente de Rhizobium. En
cambio, Feng et al., (2005); al inocular arroz con
varias cepas de Rhizobium provenientes de legu-
minosas, observd que la nodulacién es esencial
para incrementar la produccion de fitohormonas
y, por lo tanto, el crecimiento de la planta.

Este trabajo no analiza la produccidén de fito-
hormonas por no ser uno de los objetivos princi-
pales, sin embargo, se analizd la presencia de né-
dulos, donde se pudo apreciar gran cantfidad de
éstos en todas las plantas de frijol (datos no mos-
frados) y se observa que las plantas con mayor
cantidad de nédulos son las que tuvieron un ma-
yor crecimiento; como en el frijol Bayo inoculado
con Ab y para Pinto con A. Para la produccién
de hojas y vainas se observd que la planta de fri-
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jol Pinto con el aislado A fue la que tuvo una ma-
yor cantidad de hojas y vainas seguida del Bayo.
Aungue la mayor produccién de hojas se obtuvo
en todas las plantas inoculadas con Re, éstas no
produjeron mds vainas que las inoculadas con A.
Feng et al., (2005), observaron resultados similares
sobre la produccién de hojas en plantas de arroz
y atribuyen este fendmeno a la sintesis de dcido
giberélico y dcido indolacético por efectos de la
nodulacién de Rhizobium. Cabe sehalar que en
el presente trabagjo, se obtiene en general, una
mayor biomasa al usar los aislados e inocular las
semillas respecto al control negativo que reper-
cute en mayor alimento para ganado vy las vai-
nas en mds alimento para humano.

Uno de los objetivos de este trabajo fue ana-
lizar la sobreexpresién de algin tipo de proteina
por efectos de los aislados y en estudios poste-
riores aislarla y caracterizarla para verificar su
valor nutricional o su relacidén con respuesta a la
bacteria. En muchos estudios se ha analizado la
cantidad de proteinas totales en materia seca y
la mayoria coinciden con un incremento en la
parte drea por efectos de Rhizobium. Nuestros
resulfados revelaron que existe una sobreexpre-
sibn de una proteina en hojas principalmente de
plantas de frijol Bayo inoculadas con el aislado
Ay Ab con un peso molecular aproximado a 18
kDa, y en vainas de 50 kDa, lo cual indica que
puede existir un efecto de los indculos sobre la
produccidon de ciertas proteinas ya que éstas no
se observaron en el control negativo. En cuanto a
los andlisis de jitomate, desafortunadamente, no
se pudieron apreciar cambios durante el periodo
de tiempo programado. Sin embargo, se pudo
apreciar la nodulacién comprobando que es
factible la infeccién de estos aislados en jitoma-
te; sélo que para este caso es ideal trabajar en
un periodo mds largo con el fin de tener mejores
resultados.

CONCLUSIONES I

Los aislados provenientes de alfalfa y de la cepa
de Re fienen la capacidad de infectar a ofros
organismos hospederos no especificos, teniendo
un efecto en el crecimiento y nodulacién de las
plantas, ademds de que existe la sobreproduc-
cién de una proteina promovida por los aislados.
En las plantas de jitomate se comprobd la nodu-
lacién aunque no fue posible analizar los efectos
de éstos. En el caso del indculo A en el frijol Pinto,
se observd un aumento en el crecimiento de has-
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ta mds de 20 cm respecto al control negativo y
dos veces la produccién de vainas. Si estos datos
se extrapolan en la produccidn en una hectdrea
claramente podria repercutir en un mayor nUme-
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