Localización de la expresión de fitasa nodular y su relación con la eficiencia de uso de fósforo en la interacción Phaseolus-Rhizobium.
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RESUMEN
A través de la metodología in situ RT-PCR fue posible la localización de la expresión de actividad fitasa vegetal al captar imágenes al microscopio, de cortes nodulares de frijol común, crecido en sistema de cultivo en solución nutritiva en casa de cristal en simbiosis con 4 aislados de rizobios bajo dos niveles de P. Las señales fluorescentes de la expresión de la actividad fitasa amplificada, se visualizaron con diferente intensidad, en los aislados de rizobios: B5, B7, B8 y B9 así como en la cepa de referencia R. tropici CIAT 899 en condiciones de bajo suministro de P. Al evaluar los parámetros de biomasa de las plantas (MSA/MSN) y contenidos de P foliar se identificaron las interacciones más eficientes en el aprovechamiento del P disponible y su relación con la localización y distribución de la señal en las diferentes zonas del tejido nodular. El aislado B9 mostró una producción superior de MSA por unidad de MSN a bajo suministro de P, siendo por tanto una interacción eficiente en el aprovechamiento del P disponible a la vez que muestra fuerte actividad fitasa.  Los resultados pudieran explicar el papel de la fitasa en el metabolismo nodular interno de P, y su contribución a la adaptación de los simbiontes a la deficiencia de P durante la fijación de N2 que debe continuarse investigando y correlacionar con determinaciones enzimáticas de actividad fitasa en extractos nodulares.
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1. INTRODUCCION
El fósforo (P) es un elemento particularmente necesario en el proceso de fijación simbiótica del nitrógeno (FSN) debido a su rol estructural y funcional. El fitato es la mayor fuente de almacenaje de P y constituye más del 50 % del total de P en semillas de cereales y leguminosas. Las fitasas son un grupo de enzimas ampliamente distribuidas en plantas y microorganismos, que son capaces de hidrolizar una variedad de compuestos de fosfato de inositol. Líneas híbridas recombinantes (RILs) de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) provenientes del cruce de BAT 477 x DOR 304, han sido descritas como contrastantes en la fijación de N2 bajo deficiencia de P. Varios son los mecanismos que puede desarrollar la planta para adaptarse a condiciones deficitarias de P. Se ha reportado actividad ácida fosfatasa y fitasa en nódulos de frijol común, correlacionando esto con determinaciones enzimáticas de actividad fitasa en extractos nodulares (Bargaz et al., 2012; Araujo et al, 2008), sin embargo se discuten aun los mecanismos implicados en la adquisición y reciclaje del P en la planta, además en que medida su expresión puede contribuir a la adaptación de los simbiontes a la deficiencia de P. Con la aplicación de la genómica funcional a través de la in situ RT-PCR se puede determinar la presencia de actividad fitasa a nivel nodular durante la interacción rhizobium- frijol común y establecer elementos que puedan esclarecer su papel en los mecanismos de respuesta a la baja disponibilidad de fósforo relacionados con la expresión de actividad fosfatasa (fitasa) en la interacción simbiótica.
2. MATERIALES Y METODOS 

Se cultivaron las plantas inoculadas con los aislados de rizobios: B5, B7, B8, B9 y la cepa control R.tropici CIAT 899 utilizando el sistema de cultivo en solución nutritiva (Drevon et al., 1988) para evaluar la respuesta de dos RILs (115 y 147) bajo dos niveles de P (250 µM P y 75 µM P planta-1.semana-1) considerado adecuado y bajo respectivamente, con suministro de aire constante a 400 ml l-1 min-1, en condiciones de invernadero. A las seis semanas de crecimiento las plantas se cortaron para determinar número de nódulos, masa seca aérea (MSA), masa seca radical (MSR) y masa seca nodular (MSN).
Para llevar a cabo la in situ RT-PCR se utilizaron genes candidatos para la identificación y localización de la expresión de la actividad fitasa vegetal en la simbiosis. Se realizó el análisis de secuencia de proteínas por BLAST y diseño de primers on line, en la base de datos NCBI (http://www.ncbi.org) confrontando dos secuencias de fitasas: AF272346 Glicine max.phy mRNA y AY878355 Medicago truncatula phy mRNA. 

Se colectaron los nódulos de Ø 3mm, de plantas de 35 días cultivadas en solución nutritiva y los cortes nodulares de 50µm se hicieron en vibratome. 

Se realizó la transcripción Reversa (RT) y reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar los transcriptos del gen fitasa (gene-specific primer pair [Forward: 3’-GGA CAT GTT CAT GCC TAT GAG-5’; Reverse: 5’-TTC ACC TCT AGA ATC CCA T-3’]. Luego el marcaje y detección de fluorescencia con el uso del complejo antidigoxigenina fosfatasa-alcalina conjugada y posterior adición del kit de detección de fosfatasa endógena ELF-97 (enzyme labeled fluorescent). Finalmente se hicieron observaciones de cortes nodulares según la metodología in situ RT-PCR, Molina et al. 2011, para localizar la distribución de la señal de amplificación de transcriptos del gen fitasa en las RILs a través de la visualización de la señal en microscopio de epi-fluorescencia.
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Según la evaluación de los parámetros de crecimiento en solución nutritiva existe una respuesta a la inoculación mostrando diferencias en el crecimiento de las plantas ante los dos tratamientos de suministro de P. La relación MSA/MSN refiere valores contrastantes entre los aislados y el control R.tropici CIAT 899 (Fig. 1). 
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Figura 1. Relación MSA/MSN en los aislados B7, B9, B5, B8 y el control R.tropici CIAT 899, en las RILs 115 (tolerante) y 147 (sensible). 

Para establecer una relación entre peso de nódulos y la producción de biomasa vegetal en el cultivo evaluamos el comportamiento de la masa seca aérea por cada unidad de nódulo producido (MSA/MSN). Es lo que se denomina eficiencia de uso de la simbiosis rizobiana (EUSR) (Drevon et al., 2011) y resulta un parámetro altamente valioso cuando se pretende discutir el aporte de la simbiosis cuando nos referimos a diferentes bacterias que son capaces de formar mayor o menor número de nódulos, en ocasiones según los genotipos y por tanto establecer las diferencias en cuanto al crecimiento y finalmente una eficiente  fijación de N en el cultivo.
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Figura 2. Localización in situ de la señal amplificada y marcada del gen fitasa vegetal como expresión de actividad fitasa (señal fluorescente) en cortes nodulares de P.vulgaris L en la RIL 147. Columna izquierda: 250 µM P; derecha: 75 µM P. Aislados B7, B9, B5, B8 y el control R.tropici CIAT 899 se señalan con los pares de letras: A, A´, B, B´, C, C´, D, D´ y E, E´ respectivamente. 
En los aislados B9, B5, B8 y el control resulta superior la producción de unidades de MSA por cada unidad de MSN cuando se suministra bajo nivel de P, siendo éstas, las interacciones más eficientes en el aprovechamiento del P disponible. De ellas se presenta B9 como la más notable al manifestar además una fuerte intensidad de la expresión fitasa. 

De forma general la localización y distribución de la señal en los aislados se revela en la zona infectada, cortex interno y externo, así como en las trazas vasculares del parénquima. La señal se visualiza en B9-B5 con mayor intensidad que B8 y el control bajo condiciones de bajo suministro de P. En contraste solo B9 se repite y muestra la mayor intensidad pero bajo suministro normal de P.
4. CONCLUSIONES
A través de los resultados se ha podido identificar la expresión de la señal fitasa vegetal en nódulos de frijol común al ser inoculada con los aislados de rizobios B5, B8 y B9 provenientes de suelos cubanos. De ellos se señala al aislado B9 como una bacteria capaz de mostrar una interacción altamente eficiente para utilizar el P durante el proceso de fijación simbiótica del nitrógeno ya que refiere la mayor producción de MSA/MSN en condiciones de baja disponibilidad de P, unido a una fuerte expresión de fitasa nodular. Esta bacteria puede ser empleada como candidata a su empleo en la producción de inoculantes microbianos que puedan aplicarse y actuar de forma eficiente en suelos con condiciones deficitarias de P. 
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