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Estudio de la nodulacién en una de simbiontes de Parapiptadenia rigida (Angico)

RESUMEN
Parapiptadenia rigida (angico) es una leguminosa arbdrea nativa con alto potencial

para la forestacion debido a sus caracteristicas maderables, su rapido crecimiento
y contribucidn a la recuperaciéon de suelos degradados. Una de las interacciones
planta-bacterias promotoras del crecimiento (BPC) mas estudiada es la asociacion
nodular rizobios-leguminosas. El nédulo es una estructura radicular formada como
resultado de esta interaccion, constituyendo el dérgano donde se alojan las
bacterias simbidticas y se lleva a cabo la fijacién bioldgica del nitrdgeno. Los
primeros compuestos que participan en esta interaccion son los flavonoides
secretados por la planta e inductores de la expresidon de los genes necesarios para
la nodulacidon (genes nod) presentes en rizobios. Hasta hace pocos afos, se
consideraba que las leguminosas eran solamente noduladas por a-Proteobacterias
del grupo de las Rhizobiaceae. Recientemente se demostrd que miembros de
las B-Proteobacterias (Burkholderiay Cupriavidus) pueden formar también nddulos
fijadores de nitrégeno en leguminosas, cambiando asi un dogma de hace mas de
100 anos. Este trabajo tubo como objetivo avanzar en el conocimiento de la
interaccidon establecida entre estos B-rizobios y sus leguminosas hospederas. En
particular, nos centramos en el estudio de la fisiologia de la nodulaciéon y la
capacidad de promover el crecimiento vegetal. Para esto, en una primera instancia
se estudid la cinética de nodulacion en P. rigida y Mimosa pudicainoculadas con
un conjunto de aislamientos nativos de p-rizobios, en condiciones gnotobidticas.
Los resultados mostraron que la velocidad de nodulacién variaba en funcidon del
hospedero y las variables estudiadas. En una segunda aproximacién se estudiaron
los genes involucrados en la nodulacién utilizando técnicas moleculares,
determinando la presencia de los genes nodAy nodC mediante PCR. Los
amplicones obtenidos se secuenciaron y las secuencias se analizaron con
herramientas bioinformaticas. Los genes nodA y nodC de las a-proteobacterias se
agrupan en nodos separados en relacion a las B-proteobacterias, concordando con
el analisis del gen 165 rARN, realizado en trabajos previos. Por otra parte, se
determind la capacidad de los microsimbiontes de fijar libremente el N, mediante
ensayos de reduccidn del acetileno. En las condiciones estudiadas no se obtuvo

reduccion de acetileno.
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1. INTRODUCCION

1.1. FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

1.1.1. Ciclo del N

De los nutrientes fundamentales para el desarrollo vegetal, el nitrdgeno es uno de
los elementos mas estudiado en los Ultimos afios. El N es frecuentemente limitante
del crecimiento vegetal ya que es removido del suelo en cantidades superiores al
resto de los nutrientes, en donde su concentracién es baja. Este compuesto es
importante para la agricultura ya que incrementa los rendimientos vegetales tales
como la altura, el color de la zona aérea, el tamafio y la vigorosidad. La
fertilizacion quimica nitrogenada, necesaria para el Optimo crecimiento de los
cultivos, conlleva problemas ambientales. Solo el 50% del fertilizante suministrado
es asimilado por la planta mientras que el resto se pierde por lixiviacion,
contaminando cursos de aguas superficiales y capas freaticas. Por otro lado, la
industria vierte aguas con elevada concentracion de oOxidos de N y amoniaco
contaminando mas aun los cursos de agua (20).

Las etapas del ciclo biogeoquimico del nitrdgeno comprenden, la fijacion del
nitrégeno, el proceso de nitrificacion y desnitrificacion (Figura 1). Muchas de las
reacciones redox claves de este ciclo son llevados a cabo en la naturaleza por

procariotas (29, 38).

1.1.2. Biodisponibilidad del nitrogeno
Solo el 2% del N presente en el suelo, el cual se encuentra en forma mineral, es el

asimilable por la planta. La fuente primaria de nitrdgeno para el suelo es la
atmosfera, en donde este elemento representa un 80% del total de la composicién
de la misma. El N, ingresa al ciclo de 3 maneras: a través de la fijacion bioldgica
(conversién por parte de los procariotas de N, a amonio); por fijacion atmosférica
(reldampagos y conversidon fotoquimica de N, a nitrato); y por la fijacion de N; a
amonio por el proceso industrial de Haber-Bosh (20, 30).

De lo anteriormente expuesto se desprende la importancia de las bacterias
fijadoras de nitrogeno (diazétrofos) en la asimilacion de este elemento mediante el

proceso denominado fijacidn bioldgica de nitrdgeno (FBN) (20).
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Figura 1: Ciclo del nitrégeno. Tomado de:http://www.miliarium.com/proyectos/Nitratos/Nitrato/CicloNitrogeno.asp

1.1.3. Nitrogenasa
La diazotrofia es exclusiva de los procariotas, proceso que se basa en el complejo

enzimatico de la nitrogenasa.

La nitrogenasa es un complejo de 2 componentes, una metaloenzima que cataliza
la reduccion de N, dependiente de Mg-ATP para lograr dos moléculas de NHs. Esta
reduccion catalitica de N, se llama fijacién bioldgica de nitrégeno, y la

estequiometria de esta reaccion es la siguiente:

N, + 8¢ + 8H" + 16MgATP —» 2NHs + H, + 16MgADP + 16Pi

Los dos componentes proteicos del complejo de la nitrogenasa, que se pueden
aislar uno del otro, son generalmente denominados la proteina Fe y la proteina
MoFe. Estos términos hacen referencia a la composicion metalica de los grupos
prostéticos que contienen dentro cada componente proteico.

La proteina Fe es un homodimero codificado por el gen nifH, que contiene 4
atomos de Fe organizado en un grupo Fe4S4, mientras que la proteina MoFe es un
heterodimero codificado por los genes nifD (subunidad a) y n/ifK (subunidad B) y

contiene 30 atomos de Fe y 2 atomos de Mo organizados en 2 pares de



Estudio de la nodulacién en una de simbiontes de Parapiptadenia rigida (Angico)

metalogrupos, llamados grupos P (FesS;s) y cofactores FeMo (Fe;Sy Mo-
homocitrato) (Figura 2) (38).

Proteina Fe Proteina MoFe

Productos
2NHs;. H,

Sustrato

Ferredoxina,eq N,. 8 H'

16 ADP
+
16 Pi

Figura 2: Estructura del complejo enzimatico nitrogenasa. Adaptado de (46).

Debido a que dicha enzima se inactiva en presencia de O,, se postula que las
primeras nitrogenasas debieron de haberse originado antes de que la condicion
reductora de la atmosfera primitiva se transformara en oxigénica, por la
acumulacién de O, como producto final de la fotosintesis bacteriana. Es asi que los
diazdtrofos antiguos recorrieron un largo camino evolutivo desde la aparicion de
las primeras plantas terrestres, hace aproximadamente 400 millones de afos,
conviviendo en la rizdsfera como epifitos o en el interior de las plantas como
enddfitos. Durante este largo periodo, las lineas diazétrofas de procariontes se
diversificaron y establecieron relaciones simbidticas con algunos linajes de plantas
(27).

La nitrogenasa no es completamente especifica para N, puede reducir otros
compuestos con triples enlaces, entre ellos el acetileno. La reduccion de acetileno
por esta enzima es un proceso de 2 electrones por el cual se produce etileno. Un
ensayo comunmente utilizado para la medida de la actividad de la misma es la
reduccién del gas acetileno. En este se mide la aparicion del gas etileno por

cromatografia de gases, siendo un ensayo econdmico, rapido y sensible (29, 55).
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1.1.4. Bacterias fijadoras de nitrogeno: los "beta-rizobios”
La diazotrofia esta acotada a una pequefia porcidn de especies, aproximadamente

87 especies pertenecientes a 2 géneros de archaea, 38 géneros de bacterias y 20
géneros de cianobacterias, han sido identificados como diazétrofos (52).

La interaccién simbidtica entre bacterias diazotrofas y leguminosas, se ha
estudiado principalmente en las bacterias del suelo perteneciente a las a-
Proteobacterias y sobre todo en los géneros Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Sinorhizobium'y Rhizobium (llamados genéricamente rizobios) (8).
La mayoria de los rizobios se encuentran distribuidos en nueve géneros y mas de
50 especies. A la fecha, se cuenta con el genoma secuenciado de siete de ellos:
Bradyrhizobium  japonicum USDA 110, Bradyrhizobium sp. ORS278,
Bradyrhizobium sp. BTAil, Mesorhizobium /loti MAFF303099, Rhizobium
leguminosarum WSM1325, Rhizobium etli CIAT 652, Sinorhizobium fredii NGR234,
Sinorhizobium medicae WSM419 y Sinorhizobium meliloti 1021 (1).

Recientemente se ha reportado que las leguminosas, particularmente aquellas
pertenecientes al género Mimosa, son también noduladas por B-Proteobacterias
(llamadas “beta-rizobio”) (17).

Este es el caso de Cupriavidus taiwanensis una [-Proteobacteria
perteneciente a la familia Burkholderiaceae del orden Burkholderiales. Esta cepa
fue originalmente reportada como Ralstonia taiwanensis o Wautersia taiwanensis y
aislada de nodulos de Mimosa pudicay Mimosa diplotricha, siendo actualmente la
Unica especie de este género reconocida como capaz de establecer nddulos con
leguminosas (3, 13).

Asimismo algunas especies de Burkholderia, también pertenecientes a una
subclase de B-Proteobacterias de la misma familia y orden que Cupriavidus, se
encuentran comunmente en el suelo y asociadas a raices de plantas (3). En
Sudafrica, se aisld por primera vez una cepa de Burkholderia sp. a partir de
nddulos de la leguminosa Aspalathus carnosa (34). La homologia en la secuencia
de ADN del gen ribosomal 165 rARN, demostrd su cercania a la especie
Burkholderia kururiensis (96,9% de identidad). Este aislamiento presentd la
capacidad de establecer también simbiosis con Macroptilium atropurpureum, una

leguminosa tropical que es considerada promiscua por su amplio rango de
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hospederos, es decir, es capaz de establecer simbiosis con diversos rizobios. Por
otra parte y a partir de nédulos de Mimosa bimucronata'y Mimosa pigra se han
aislado otras especies de Burkholderia, las cuales han sido nombradas: 5.
caribensis, B. phymatum y B. tuberum. Estos aislamientos son capaces de
establecer nddulos efectivos en M. pudica, M. diplotricha, M. pigray M. acutishpula
(12, 14, 52).

Un caso particular es el del género Herbaspirillum, B-Proteobacterias
pertenecientes a la familia Burkholderiaceae, orden Burkholderiales. Dentro del
género Herbaspirillum se encuentran bacterias del suelo, diazétrofas capaces de
asociarse a plantas especialmente Poaceas, a través de colonizacion epifita en el
rizoplano y posterior colonizacion enddfita de raices (36). Lo que diferencia este
género de los géneros Cupriavidus'y Burkholderia, es el hecho de poseer bacterias
enddfitas. El término enddfito se refiere a bacterias que colonizan activamente los
tejidos de las plantas y establecen asociaciones sin causarle dafo a las mismas
(40). Recientemente una nueva especie, Herbaspirillum lusitanum fue aislada a
partir de nddulos de Phaseolus vulgaris provenientes de suelos de Portugal (50).
La secuencia completa del gen ribosomal 16S rARN reveld6 su cercania con
H.seropedicae y H. rubrisubalbicans. Estas especies nodulantes fueron
diferenciadas de otras especies mediante ARDRA (Amplified ribosomal DNA
restriction analysis) y TP- RAPD (Two primer randomly amplified polymorphic DNA)
(3, 50).

1.1.5. Filogenia y transferencia horizontal de genes
En el caso de la simbiosis rizobio-leguminosa, el proceso de interaccién involucra

varias etapas la cuales finalizan en la formacién de una estructura particular en las
raices de las plantas, el nddulo, 6rgano simbiético donde se lleva a cabo la FBN.
En algunos rizobios muchas de las funciones simbidticas son codificadas por genes
de aproximadamente 20 a 30 kilobases (kb), localizados en el plasmido Sym o
simbidtico. Entre los genes simbidticos se encuentran los genes implicados en la
fijacion bioldgica de nitrégeno (n/f) y los genes implicados en la nodulacién (n0d)
(16). Se postula que los genes necesarios para la nodulacion de las leguminosas
han sido adquiridos subsecuentemente por transferencia horizontal de genes de

fuentes indefinidas, convirtiendo los saproéfitos del suelo en simbiontes. La
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hipotesis antes mencionada ha sido comprobada al ser secuenciado el genoma de
S.meliloti 1021 (24, 32, 45). En las B-proteobacterias se ha demostrado que los
genes involucrados en la biosintesis y el transporte de los Factores Nod (moléculas
de sefalizacion que inducen la organogénesis del nodulo), estan codificados por
los genes de nodulacién nod, nol y noe. El genoma de la cepa Cupriavidus
taiwanensis LMG19424, por ejemplo, presenta 10 genes estructurales plasmidicos
probablemente involucrados en la nodulacién, nodBCIJHASUQ, asi como un
probable gen regulador de los mismos (nodD). Corriente abajo en el genoma de
esta cepa se identificaron 19 genes nif ubicados probablemente en 5 operones, los
cuales estarian involucrados en la sintesis y la funcionalidad de la nitrogenasa
(nifA, nitX'y nif FHDK) (1).

Por otro lado, al analizar la secuencia del gen nodA de Burkholderia phymatum
STM815 se observd que la misma esta relacionado con otra beta-rizobio, C.
taiwanensis. Estudios filogenéticos entre B. phymatum STM815 y B. tuberum
STM678 (beta-rizobio obtenido del mismo hospedero), demostraron que ésta
Ultima cepa se agrupa junto a Methylobacterium nodulans ORS 2060, que
pertenece a los alfa-rizobio. Estos estudios demuestran la complejidad filogenética
de los genes de nodulacion entre beta-rizobios y alfa-rizobios (3).

Asimismo en el genoma de la cepa B. phymatum STM815, los genes implicados en
la nodulaciéon y la FBN también se localizan en un mismo plasmido (plasmido 2)
(http://expasy.org/sprot/hamap/BURP8.html).

1.1.6. Leguminosas
La habilidad de establecer simbiosis con rizobios, esta restringida a las

leguminosas. La familia Leguminosae o Fabales, es una familia grande y diversa de
plantas dicotileddneas con flores que ocupa el tercer lugar en nimero de especies,
con 650 géneros y mas de 18.000 especies descritas. Esta familia comprende 3
subfamilias, Caesalpinioideae, Mimosoideaey Papilionoideae, las cuales contienen
géneros capaces de formar nddulos radiculares. En estas tres subfamilias hay una
gran variedad de porcentaje de plantas capaces de asociarse a rizobios. Tal es el
caso de la subfamilia Caesalpinioideae la cual incluye muchos géneros no

nodulantes. Esta subfamilia es la mas antigua dentro de la familia de las Fabales,
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por lo que se asume que la simbiosis fue favorecida en una etapa tardia de la
evolucién de las leguminosas (27, 51).

Los rizobios y las leguminosas han desarrollado un mecanismo complejo de
intercambio de senales que permite a la bacteria especifica inducir en su
hospedero la formacidn de estructuras de invasion en los pelos radiculares por los
cuales ingresaran a la planta hospedera. Como resultado de este “didlogo
molecular” se forma una estructura radicular (nddulo) donde se alojan las
bacterias y se lleva acabo la FBN.

En nuestro pais las asociaciones simbidticas que se han estudiado mas en
profundidad, por intereses agrondmico y econdmicos, son las que se establecen
entre las leguminosas forrajeras (Medicago sativa, M. trunculata, Lotus
pedunculatus, L. corniculatus, L. subbiflorus, Glycine max, Trifolium alexadrinum
L., T. vesiculosum, T. repensy T. pratense entre otros) y los rizobios fijadores de
nitrégeno, existiendo estudios escasos sobre la interaccidén entre arboles fijadores

de nitrdgeno y sus bacterias simbiontes (21, 33, 41).

1.1.7. FBN en leguminosas arboreas
La integracion de arboles, especialmente arboles fijadores de nitrégeno (AFN), en

sistemas agroforestales y silvo-pastoriles significa una importante contribucién a la
agricultura sustentable, recuperando y manteniendo la fertilidad del suelo.
Mediante su uso se combate la erosion y desertificacién y se contribuye a la
generacion de combustible maderero. La ventaja que presentan los AFN debido a
la capacidad de FBN de los rizobios asociados, es su habilidad de establecerse en
suelos deficientes en nitrdgeno, siendo el nitrégeno fijado Util para los cultivos en
sucesion o para los co-cultivos (15).

La importancia de estos arboles lleva a preguntarse cédmo se puede maximizar u
optimizar sus efectos y cdmo manejar la FBN asi como también la transferencia de
nitrégeno a los cultivos en sucesion mencionados (15).

Los factores que afectan la FBN en arboles son variados e incluyen la edad de las
plantas, el componente microbiano, la composicion del suelo, la temperatura, la
salinidad, el pH, los niveles de nitrogeno en el suelo y las deficiencias nutricionales
de la planta (15).
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1.2. INTERACCION BACTERIAS FBN-LEGUMINOSAS

1.2.1. Dialogo molecular

En el denominado didlogo molecular, se atribuye a las bacterias establecer el
primer contacto, movilizandose hacia la rizdsfera de las leguminosas. Sin embargo
la quimiotaxis y el movimiento entre los rizobios no son suficientes para que se
establezca el vinculo entre ambas partes, siendo necesaria la accién de factores
mas sutiles. Es aqui cuando entran en juego los flavonoides. Estos son compuestos
excretados continuamente por la planta en pequefas cantidades los cuales
aumentan su excrecidn en presencia de los rizobios, los cuales a su vez responden
a su presencia. La respuesta por parte de los rizobios, consiste en la expresion de
los genes necesarios para la nodulacion (n0d), iniciandose asi las primeras etapas

de la formacion del nddulo (8).

Flavonoides

Los flavonoides, son las Unicas sefiales quimicas bien identificadas producidas por
la planta y que afectan a las bacterias simbiontes (26). Estos compuestos
consisten en dos anillos bencénicos unidos a través de un anillo pirano (Figura 3).
Las sustituciones especificas en estos anillos producen diferentes compuestos
derivados tales como flavinas, flavonas y flavononas asi como también
isoflavonoides, los cuales estan limitados a la familia de las leguminosas. Se han
identificado 4000 tipos de flavonoides diferentes en plantas vasculares, de los
cuales un conjunto particular esta involucrado en mediar la especificidad de las

leguminosas por sus bacterias huésped (24).
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Figura 3: Estructura general de los flavonoides (izquierda) y de los Factores Nod (derecha). Tomado de (24)

La especificidad del reconocimiento de cada flavonoide por la bacteria, es lo que le

permite distinguir a su hospedero particular. El flavonoide especifico, no solo
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induce la expresion de los genes bacterianos nod que codifican para la expresion

de los Factores Nod, sino que también induce la quimiotaxis entre rizobios (24).

Factores Nod

Los Factores Nod consisten en un esqueleto de residuos [-1,4-N-acetil-D-
glucosamina, los cuales pueden diferir en nimero, no solo entre especies
bacterianas, sino también dentro de la misma especie. Los genes del operon
nodABC codifican las proteinas necesarias para formar la estructura del nucleo de
los factores Nod (Figura 3). Durante las distintas etapas del establecimiento de la
simbiosis, los rizobios producen los factores Nod, los cuales afectan a la planta
hospedera en diferentes formas: el doblamiento del pelo radicular, formacién del
primordio nodular y expresion de los genes tempranos de la nodulacion (8,26,37).
El modelo mas estudiado y el cual se describira a continuacion, es el de la
interaccion establecida entre alfalfa (Medicago sativa) y Sinorhizobium meliloti,

El mecanismo primario de entrada de los rizobios a las leguminosas es por
invasion de los pelos radiculares. Numerosos trabajos han reportado que el
proceso de infeccion en leguminosas puede ocurrir en diversos sitios de la planta
ya sea por penetracion del mucilago y las primeras capas de la pared celular y/o
por roturas en la epidermis o por roturas en la superficie donde emergen las raices
(19).

En las etapas tempranas de la invasion de las raices de alfalfa por S. meliloti existe
un intercambio de sefales caracteristicas, involucradas en la regulacién de los
genes simbiontes, en la produccion de los Factores Nod y en la secrecion de
proteinas. Es asi que los flavonoides producidos por la planta se unen a las
proteinas bacterianas NodD (miembros de la familia de reguladores
transcripcionales de tipo LysR), activando las mismas e induciendo la transcripcion
de los genes nod en los rizobios (25).

Por ejemplo, el flavonoide derivado de M. sativa estimula la uniéon de una forma
activa de la proteina NodD1 de S. melioti a un promotor “nod-box’, activando la
trascripcion corriente abajo de los genes nod. Por el contrario, los flavonoides de
hospederos no leguminosas inhiben la transcripcién de estos genes en S. meliloti
(25).

10
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La nodulacion efectiva, en la cual el rizobio entra a la planta, se diferencia en
bacteroide y posteriormente el N, es exitosamente reducido a amonio quedando
disponible para la planta, requiere de una regulacion sutil de los genes inducidos
por flavonoides. El proceso por el cual se logra la simbiosis efectiva entre el
hospedero y la bacteria simbionte consta de varios pasos, tales como la percepcion
de sefales, la traduccion de las mismas y la respuesta a la senales (8). Este
proceso depende de la regulacidon espacio-temporal precisa de los genes nod'y de

otros genes implicados en la simbiosis (Figura 4) (26).
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Figura 4: Tres etapas de la simbiosis rizobio-leguminosa: el reconocimiento simbionte-hospedero, respuestas de la
epidermis: infeccién intracelular y respuesta cortical: organogénesis. NFRs, Receptores de factores Nod; SYMRK,
Receptores de simbiosis-like kinasa; LHK1L, Kinasa histidinica de Lotus japonicus y RLS, Simbiosis Rizobio-leguminosa.
Adaptado de (29).

1.2.2. Formacion de nodulo
Como consecuencia del intercambio de sefales, las bacterias quedan atrapadas en

la punta de los pelos radiculares por la formacidén de un rulo en el mismo. Dichas
bacterias se introducen progresivamente en la membrana celular de los pelos
radiculares, resultando en la invasidon de los tejidos de la planta formandose el
“hilo de infeccion”. El extremo del hilo de infeccion es una zona de sintesis

continua de membrana nueva. Como resultado, la infeccién progresa por la

11
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proliferacién bacteriana en el extremo del hilo de infeccion y por la induccion
sostenida de sintesis de la membrana en dicho hilo (Figura 5). Si el hilo de
infeccion llega a una célula epidérmica, se funde con la pared distal de la misma,
ingresando al espacio intercelular entre la célula epidérmica y la capa de células
subyacentes (25).

Posteriormente, se produce la invaginacién y el crecimiento en el extremo (similar
a lo observado al principio de la infeccion). Como consecuencia, el hilo de infeccién
con bacterias en su interior es propagado hacia el interior de la raiz. La ulterior
bifurcacion del hilo de infeccidn permite aumentar el numero de sitios,
asegurandose de esta manera que un numero suficiente de células sean

colonizadas (22).
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Figura 5: Invasion de la raiz por Sinorhizobium meliloti. A: Inicio del hilo de infeccion. B: Extension del hilo de infeccion. C:

Penetracidn del hilo de infeccién. Adaptado de (25).

Una vez que las bacterias estan dentro de las membranas de la célula huésped, se
diferencian a bacteroides, forma bacteriana que no se divide y la cual es capaz de
fijar nitrégeno (Figura 6). En este proceso estan involucrados tanto los factores

bacterianos como los del hospedero (25).

!-"flo d?, Simbiosoma _ o, Bacteroide
Inreccion Diferenciacién a o, o, B —
bacteroide Fijacion de nitrogeno

. Endocitosis

Figura 6: Endocitosis y diferenciacion a bacteroide. Adaptado de (25).
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1.3. MODELO

1.3.1. Angico y sus bacterias simbiontes

Parapiptadenia rigida (Angico) pertenece a la Familia Leguminosae, Mimosoideae.
El prefijo Para en griego significa similar a Pjptadenia (otro género de
leguminosas). El género Parapiptadenia posee 3 especies en Sudamérica tropical y
subtropical. En particular, P. rigida es una especie caracteristica de bosques
tropicales y subtropicales de Paraguay, noreste de Argentina, centro y sur de Brasil
y noroeste del Uruguay (35).

En Uruguay, es un arbol caracteristico de los bosques de quebrada y ribereios en
los departamentos de Rivera y Artigas, con escasa presencia y grandes
dimensiones (Figura 7). Ocupa generalmente las zonas mas bajas y humedas de

estos bosques formando parte del estrato superior del dosel (9).

Figura 7: Parapiptadenia rigida en distintos entornos. A la izquierda en ciudad y a la derecha en rodal

Los Angicos, son arboles de gran porte, de hasta 25 metros de altura y 80-90
centimetros de diametro a la altura de pecho, tronco recto con corteza persistente
rugosa, negruzca-grisacea. Su follaje es persistente y verde oscuro. Las
inflorescencias son amarillentas dispuestas en espigas axilares, cilindricas, de 3-5
centimetros de largo y su fruto una legumbre de 10-12 centimetros de largo
(Figura 8) (9).

Este abrol, presenta anillos de crecimiento poco marcados, porosidad difusa, poros
pequefios a medianos. Su tronco presenta una textura fina y homogénea,
conteniendo fibras muy cortas, juntas y entrelazadas, de contorno poligonal y

pared gruesa (de 0,8 a 1,1 milimetros de largo por 10 m de diametro) (39).

13
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Figura 8: Caracteristicas generales de A. rigida. De izquierda a derecha: semillas de Angico, hojas bipinnadas e

inflorescencia, tronco caracteristico y nddulos obtenidos en ensayos de plantas

Se propone al Angico como un cultivo multipropdsito, dado que sus usos y
beneficios son variados. Su madera es de gran valor comercial, semidura,
compacta, pesada (peso especifico: 0,975Kg/dm?) siendo apta para diversos usos.
Brinda superficies lisas, toma bien barnices y pinturas, se emplea en carpinteria
rural, aberturas, postes, tejuelas, chapas decorativas, parquets y durmientes de
vias férreas. Como lefa es muy apreciada por su poder caldrico y escaso humo. Su
corteza tiene uso medicinal en afecciones broncos pulmonares y otras de origen
respiratorio, para el lavado de Ulceras y heridas, siendo utilizado para buches en
caso de inflamaciones de encia y garganta (49). Por su produccion de taninos es
utilizada para curtir cueros mientras que la produccidon de goma puede reemplazar
a la goma arabica. Como se menciond anteriormente, en nuestro pais no existe un
uso paisajistico de este arbol, a diferencia de Brasil, donde se utiliza como arbol
ornamental en plazas, calles y carreteras. Para el ganado, la utilidad es tanto como
forraje, asi como sombra y abrigo. Asimismo es recomendado para la recuperacién
ambiental de dareas degradadas (reforestacion). Esto ha sido reportado
especialmente en Brasil, por tratarse de una especie nativa que enriquece el suelo

a través de la FBN y por tratarse de una especie pionera (49).

14
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1.4. ANTECEDENTES
El presente trabajo se enmarca dentro de una de las lineas de investigacion del

Laboratorio de Bioquimica y Gendmica Microbiana focalizada en el estudio de
bacterias promotoras del crecimiento (BPC) de Angico.

En el laboratorio se cuenta con una coleccion de bacterias aisladas de nddulos de
Angico colectados en diferentes zonas de nuestro pais. Dicha coleccién fue
caracterizada microbioldgica y molecularmente (48).

Por amplificacion y secuenciacion del gen estructural de la nitrogenasa (n/ifH), se
seleccionaron los posibles aislamientos fijadores de nitrogeno. Asimismo, se
amplificd el gen codificante para la subunidad 765 rARN y mediante su analisis, se
identificaron aislamientos pertenecientes a los géneros Burkholderiay Cupriavidus.
A partir del analisis genético, los aislamientos pertenecientes al género
Burkholderia se agruparon en dos subgrupos mientras que los los pertenecientes
al género Cupriavidus lo hicieron en un unico grupo.

Dichos aislamientos fueron también caracterizados mediante ERIC-PCR y RFLP
confirmandose los grupos anteriormente identificados mediante la secuenciacién
del gen 165 rARN.

Con el fin de estudiar la respuesta del Angico a la inoculacion por estas bacterias,
se realizaron ensayos de invernaculo y campo, seleccionandose cepas bacterianas
capaces de sobrevivir en un ensayo llevado a cabo en solario utilizando como
soporte arena-vermiculita. En el ensayo de invernaculo se utilizaron las cepas:
Burkholderia sp. 5v22, Burkholderia sp. 3R, Burkholderia sp. 4.13, Burkholderia sp.
3.13, Burkholderia sp. 10.1, Burkholderia sp. 9.4, Burkholderia sp. 6all,
Burkholderia sp. 7a32, Cupriavidus sp. 5v12, Cupriavidus sp. 5.5 y una mezcla
(mix) de las 10 cepas bacterianas anteriormente mencionadas.

Asimismo, se realizaron ensayos de respuesta a la inoculacién bacteriana en
campo. Los mismos se realizaron en 4 departamentos del pais, Montevideo,
Lavalleja, Treinta y Tres y Rivera, utilizandose las cepas Burkholderia sp. 4.13, y
Cupriavidus sp. 5v12, seleccionadas en los ensayos de invernaculos mencionados.

Los ensayos de campo se encuentran en etapa de evaluacion.
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2. OBJETIVOS

Como objetivo general el presente trabajo se propone avanzar en el estudio de la
interaccion  Angico-rizobio para asi comprender las bases bioquimicas vy
moleculares de dicho proceso, area de investigacion en la cual se dispone de

escasa informacion.
Como objetivos especificos se plantea:
1- Realizar estudios filogenéticos de los genes de nodulacion (nodAy nodC) en la

coleccion de simbiontes de Angico.

2- Estudiar la cinética de nodulacion de aislamientos seleccionados a partir de

dicha coleccidn en plantas de P. rigiday M. pudica en condiciones de laboratorio.

3- Estudiar la capacidad de fijar el nitrogeno en vida libre por dichos aislamientos

16
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Bacterias y medios de cultivos

3.1.1. Cepas bacterianas
Las cepas utilizadas en este trabajo se muestran en la Tabla 1:

Tabla 1: Principales caracteristicas y referencias de las cepas utilizadas

Cepa Caracteristica Referencia
Burkholderia sp. 1A
Burkholderia sp. 3.11
Burkholderia sp. 3.13
Burkholderia sp. 3R
Burkholderia sp. 4.3
Burkholderia sp. 4.5
Burkholderia sp. 4.13
Burkholderia sp. 5v22

Aislamiento nativo de nddulos de plantas de

Burkholderia sp. 6al1 . . . . Proyectos INIA-
Angico. B-proteobacteria, presencia del gen nifH

Burkholderia sp. 7a32 FPTA 216 y PDT

Burkholderia sp. 9.4 6703

Burkholderia sp. 10.1
Burkholderia sp. 10.6
Cupriavidus sp. 5.4

Cupriavidus sp. 5.5

Cupriavidus sp. 5v12

Cupriavidus sp. 5.1D

Rhizobium sp. T6.3 Aislamiento nativo de nddulos de plantas de

Rhizobium sp. 33.1 Angico. a-proteobacteria, presencia del gen nifH

Se dispone de la secuencia gendmica completa
B. phymatum STM815 (52)
http://expasy.org/sprot/hamap/BURP8.html

) ) Se dispone de la secuencia gendmica completa
C.taiwanensis LMG19424 (14)
http://expasy.org/sprot/hamap/CUPTR.html

BR 827 Recomendadas como inoculante para Angico en
_ EMBRAPA*
BR 9002 Brasil
Derivado SmR de la cepa SU47.
S.meliloti 1021 Se dispone de la secuencia gendmica completa (23, 31)

http://sequence.toulouse.inra.fr/meliloti.html

*EMBRAPA: Empresa Brasilera de Pesquisas Agropecuarias. Cepas proporcionadas por
S. Farias.
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3.1.2. Medios de cultivo
Las cepas de Burkholderia y Cupriavidus fueron crecidas en los siguientes medios

de cultivo: YEM (54), IMV (4), INFb (4) y BMGM (18).

En los ensayos de cinética de nodulacion, las plantas de P. rigiday M. pudica se
crecieron en los medios Jensen (54) y McKnight (31).

La composicion de los medios mencionados se muestra en el Anexo 1.

3.2. Extraccion de ADN

3.2.1. A partir de lisado de colonia

Usando este método se ensayaron 2 aproximaciones.

En la primera, una colonia de la cepa de interés crecida en placas conteniendo
medio solido YEM, se resuspendié en 1 ml de NaCl 1M estéril. La suspension
obtenida se centrifugo 4 minutos a 5.900 g, descartandose el sobrenadante,
repitiéndose el lavado una vez mas. El pellet obtenido se lavd una vez con 1 ml de
Tris 10 mM EDTA 1M (TyoE;), centrifugandose 4 minutos a 5.900 g descartandose
nuevamente el sobrenadante. Finalmente el pellet se resuspendié en 100 pL de
T10E1, incubandose primero 20 minutos a 100 °C seguido de 20 minutos a -20 °C.
Como suspension de trabajo se utilizaron los 100 L resultantes.

En la segunda aproximacidon ensayada, una colonia de la cepa de interés crecida
en placas conteniendo medio sdlido YEM, se resuspendié en 100 pL de H,0 extra
pura estéril. La suspension se centrifugo a 15.600 g por 2 minutos descartandose
el sobrenadante. El pellet se resuspendio en 100 yL de NaOH 0,05 My se incubd 4
minutos a 100 °C seguidos de 2 minutos en hielo. A la suspension se le agregd
900 pL de H,O extra pura estéril centrifugandose a 15.600 g por 2 minutos. Se

utiliz6 como suspensién de trabajo los 700 pL superiores.

3.2.2. A partir de cultivo en medio liquido
Las cepas de interés se crecieron en medio de cultivo liquido rico YEM hasta

alcanzar una D.O.g3 de 1.0. Tres ml de cultivo bacteriano se centrifugaron 2
veces, durante 10 minutos a 800 g. El pellet obtenido se lavé 1 vez con 1,5 mL de
NaCl 1 My 1 vez con Tris 10 mM EDTA 25 M (T1Ezs) resuspendiéndose finalmente

en 0,7 ml de T1oE>s. En cada caso la suspensién se centrifugd 10 minutos a 800 g.
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A la suspensién obtenida se le agregé 100 pL de lisozima (2 mg/mL) y 30 uL de
ARNasa A (10 pg/mL), previamente incubada a 100 °C, mezclandose por
inversion. Posteriormente se incubd durante 30 minutos a 37 °C para luego
agregarle 20 pL de proteinasa K (20 mg/mL) y 100 pL de Sarkosil 12% (p/v). La
suspension  obtenida se incubd durante 1 hora a 37 ©C realizandose 2
extracciones con igual volumen de fenol. Entre ambas extracciones se centrifugd la
primera vez durante 10 minutos y la segunda durante 5 minutos a 13.300 g. A la
fase acuosa obtenida se le realizaron 2 extracciones con igual volumen de
cloroformo (CHCIs). Finalmente el ADN se precipité con 1/10 volimenes de acetato
de amonio (NaAc) 0,33M y 0,6 volumenes de isopropanol (CsHgO) incubandose a -
20 °C. Al otro dia la suspensidon se centrifugd durante 5 minutos a 9.200 g,
lavandose 2 veces con 1mL de EtOH 70%.

El pellet obtenido se secé al vacio utilizando una speedvack LABCONCO durante 10

minutos, resuspendiéndose finalmente en 100 pL de TioE;.

3.3. Estudio de la filogenia de los genes nodAy nodC

3.3.1. Amplificacion de las secuencias codificantes

Los cebadores utilizados para la amplificacion de los genes nodA y nodC son los
listados en la tabla 2.

Tabla 2: Cebadores utilizados para la amplificacion de los genes nodAy nodC

B Gen a Producto esperado A
Secuencia nucleotidica Género Ref.
amplificar (kb)
i , Moulin et a 2007,
5’-CRGTGGARGGTBYGYTGGGA-3 "fw ,
i i nodA 550 Burkholderia comunicacion
5°-TCAYARCTCDGGBCCGTTBCG-3 "rev
personal
5 -GATCTTGAACTCTCCGACCATTT-3 fw
i L. nodA 532 Cupriavidus 2
5'-GTTCGATTGTTTCGCCGCTTG "-3 "rev
5’-CTCAATGTACACARNGCRTA-3 fw
i i nodC 461 Burkholderia 17)
5 -GAYATGGARTAYTGGYT "-3 rev
5’-GTCACGCACGTAGAGGGCAAACA-3 "fw
. i nodC 915 Cupriavidus Este trabajo
5 -GGCCGCAATCAACACGACTTCT-3 "rev

La mezcla de reaccidon para un volumen final de 50 pL fue la siguiente: 5 uL de
Buffer de reaccion de PCR 10X (ver composicion en Anexo 1), 3 uL de MgCl, 25
mM, 5 pL de dNTPs 2,0 mM, 2,0 uL de cada cebador, 2,0 uL de BSA 0,1%, 0,4 uL
de Taq polimerasa (5U pL-1), 4 pL del lisado de colonia y H,O c.s.p. 50 L. Para
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las reacciones de amplificacion de los genes nodA y nodC el programa fue el
mismo variando las temperaturas de hibridacion de acuerdo a los cebadores
empleados, siendo el siguiente: un primer ciclo de desnaturalizacion de 5 minutos
a 95 OC, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos para la
hibridacion de cebadores y 1 minuto a 72 °C, con un ciclo final de elongacion de 5
minutos a 72 °C. Para la amplificacién del gen nodA la temperatura de hibridacion
de los cebadores fue de 60 °C y 58 °C, para el género Burkholderiay Cupriavidus
respectivamente. La temperatura de hibridacion para la amplificacion de gen nodC
fue 49 °C y 61 °C respectivamente.

El producto de amplificacion se visualizd mediante electroforesis en gel de agarosa
0,9% (p/v) en buffer Tris-Acético-EDTA (TAE), (Anexo 1), a 100 V durante 1 hora.
Posteriormente se tifid con Bromuro de Etidio y se visualizd al exponer el gel a luz
u.v.

3.3.2. Secuenciacion de los amplicones
La banda correspondiente al amplicon buscado, se purifico de gel mediante el kit

comercial MO BIO Laboratories, Inc. enviandose el producto obtenido a Macrogen
Inc, Korea para su secuenciacion. La secuencias obtenidas fueron editadas con el
programa DNA Baser Sequence Assemmbler v3.x (2010)

(http://www.DnaBaser.com) y compraradas mediante Basic Local Alignment

Search Tool (BLAST), de la base de datos del Nacional Center for Biotechnology
Information (NCBI).

3.3.3. Construccion del arbol filogenético
A partir de la informacion obtenida del NCBI, se construyd un arbol filogenético

para esclarecer las relaciones existentes entre las cepas en estudio y entre ellas
con especies de las a- y B- proteobacterias. Los arboles filogenéticos se
construyeron con el programa Mega4 (47). Se utilizé el método Neighbour Joining
y el modelo de sustitucion de 2 parametros, con un Bootstrap de 1000 réplicas
(43, 44).
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3.4. Ensayos de cinética de nodulacion

3.4.1. Esterilizacion y germinacion de semillas

Las semillas se obtuvieron del departamento de Artigas, Bella Unidn, en salidas de
campo previas a este trabajo, 2007-2008 (48).

En este trabajo se evaluaron 2 métodos de esterilizacion los cuales emplean
diferentes agentes: idn mercurio (Hg*?) e hipoclorito (HCIO). Los pardmetros que
se tuvieron en cuenta en la evaluacion de la metodologia a emplear fueron la
capacidad para la esterilizacion superficial de las semillas asi como la supervivencia
de las mismas.

En el primer método, las semillas se enjuagaron con EtOH 95 % (v/v) y 1 minuto
adicional con agua destilada estéril. Posteriormente se las incubd 2,5 minutos con
una soluciéon de HgCl, 9,2 mM en HCI 0,1 N enjuagandose con 6 lavados de agua
destilada estéril, e incubandose una hora en el dltimo lavado realizado (6).

En el segundo tratamiento, las semillas se enjuagaron con EtOH 70% (v/v) por 1
minuto. Posteriormente se las incub6é durante 15 minutos en una solucién de
NaClO 5% (v/v), enjuagandose con 12 lavados de agua destilada estéril.
Finalmente las semillas se dejaron reposar 1 hora en agua destilada estéril (53).

En ambos casos las semillas asi tratadas se dejaron germinando en placas de petri
conteniendo agar-agua 80% (p/v) durante 48 horas en la oscuridad a 30°C hasta

su germinacion.

3.4.2. Ensayos en plantas en condiciones gnotobioticas
Este ensayo se realizd con la finalidad de determinar la cinética de nodulacién de

las cepas de interés en 2 hospederos.

En el primer ensayo se utilizd como hospedero a P. rigida (Angico) y las cepas
ensayadas fueron Cupriavidus sp 5.5, Cupriavidus sp 5v12, Burkholderia sp 9.4,
Burkholderia sp 4.13, BR 8.27 y Rhizobium sp. T6.3. La eleccion de las mismas se
basd en que fueron las mismas cepas que se utilizaron en los ensayos de campo.
Se utilizaron tubos de planta conteniendo 20 ml de medio sdlido Jensen vy
McKnight. En el mismo, también fueron evaluados los diferentes métodos de
esterilizacién mencionados.

En un segundo ensayo, se estudid la cinética de nodulacion en el hospedero P,

rigida con las siguientes cepas: Cupriavidus sp. 5.5, Cupriavidus sp. 5v12,

21



Estudio de la nodulacién en una de simbiontes de Parapiptadenia rigida (Angico)

Burkholderia sp. 9.4, Burkholderia sp. 4.13, B. phymatum STM815 y C. taiwanensis
LMG19424. En esta oportunidad se utilizd un Unico método de esterilizacion (el
cual utiliza HgCl, como agente esterilizante) y un medio de cultivo para planta
(Jensen) con y sin el agregado de nitrogeno en forma de KNOs 0,05 % (p/v) (54).
En el tercer ensayo, se determind la cinética de nodulacién en el hospedero M,
pudica con las siguientes cepas, Cupriavidus sp 5.5, Cupriavidus sp 5v12,
Burkholderia sp 9.4 y Burkholderia sp 4.13. En este caso se utilizd el medio solido
Jensen con y sin el agregado de KNOs; 0,05% (p/v) como fuente de nitrogeno y
como método de esterilizacion el que emplea como agente el HgCls.

En todos los casos una vez germinadas las semillas, los brotes se transfirieron a
los tubos de planta (una plantula por tubo) y se inocularon con suspensiones de
aproximadamente 1x10” u.f.c. de las cepas de interés a los 4 dias de iniciado el
ensayo, reinoculandose a los 30 dias.

Como control negativo, se agregd a las plantas 1 ml de agua destilada estéril y
como control positivo, 1 ml de KNOs 0,05 % (p/v).

Cuando fue necesario, las plantulas se regaron con 1 ml de medio Jensen o
McKnight sin nitrdgeno, segun correspondiera. Los ensayos se crecieron a 25 °C
con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

La aparicion de nddulos se determind cada 7 dias, durante 103 (primer ensayo) y
71 dias (segundo ensayo) en el caso que se estudié el hospedero A. rigida. Por
otra parte, cuando se evallo la cinética de nodulacidon en M. pudica (tercer
ensayo) se determino la aparicion de nddulos todos los dias durante 12 dias. En

todos los ensayos se realizaron 6 repeticiones por condicion.

3.5. Ensayo de reduccion de acetileno (ARA)
Con el fin de determinar la capacidad de los aislamientos seleccionados de fijar en

vida libre el nitrégeno, se realizd el ensayo de reduccion del acetileno (ARA). Dado
que la nitrogenasa es capaz de romper triples enlaces se determina la actividad de
la misma al reducir el acetileno (C;H,) a etileno (C,Hs4). En este trabajo se
estudiaron distintas variables tales como: diferentes modos de inocular el medio,
composiciones de los mismos (con o sin el agregado de 5% (p/v) de extracto de
levadura, E.L.), asi como el procesamiento de las células previo a la inoculacién de

los cultivo.
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Las variables evaluadas fueron las que se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 3: Variables estudiadas en ensayo ARA

Ensayado: MV INFb BMGM
Medios de cultivo

Suplementado con .

Si No
5% (p/v) E.L.:

Lavado de células .

. Si No
. previo:
Inoculacion
Tipo: Superficial Incluida Ansa recta

Para cada condicion se utilizd como control negativo, S. meliloti 1021 y como
controles positivos Azospirillum brasilensis Sp7 y B. phymatum STM815, reportada
como fijadora en vida libre (17). Como cepa de referencia se utilizd la cepa C
taiwanensis LMG19424, incapaz de crecer en medio semisolido sin nitrégeno, ni
fijar bioldgicamente el nitrégeno en vida libre (17).

Una vez elegida la metodologia a seguir, se ensayaron las siguientes cepas:
Burkholderia sp. 1A, Burkholderia sp. 4.13, Burkholderia sp. 3.13, Burkholderia sp.
6all, Burkholderia sp. 9.4, Burkholderia sp. 5v22, Cupriavidus sp. 5.4, Cupriavidus
sp. 5.5, Cupriavidus sp. 5.1D.

Las cepas fueron crecidas en tubos de ensayo de 15 ml, conteniendo 5 ml de
medio de cultivo semisdlido sin nitrdgeno con tapon de polifon, el cual permitid el
intercambio gaseoso. En los mismos se inocularon 1x10” u.f.c. de las cepas de
interés previamente crecidas en medio liquido YEM (54), incubandose
posteriormente a 30 °C durante 5 dias hasta la visualizacion del crecimiento en
pelicula caracteristico. El ensayo de actividad fue realizado solo a las cepas
formadoras de pelicula. Previo al analisis, los tapones se cambiaron por unos de
goma los cuales impiden el intercambio gaseoso, inyectando acetileno en una
cantidad equivalente al 10 % de la atmosfera libre en el vial.Los tubos fueron
incubados durante 1, 24 y 48 horas a 30 °C.

El cromatografo de gases utilizado para la separaciéon de los componentes
gaseosos de la muestra y su posterior deteccion y registro fue un Hewlett Packard
5890. La columna se programo en 60 °C, el detector a 120 °C y el inyector a 90

OC (10). El software utilizado fue CLASS-GC10, registrandose la aparicion del pico
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de etileno. La muestra utilizada en cada caso fue de 1 ml de la fase gaseosa de los

tubos de ensayo.

4. RESULTADOS
4.1. Estudio de la filogenia de los genes nodAy nodC
4.1.1. Amplificacion de las secuencias codificantes de los genes nodA y

nodcC

La presencia de los genes implicados en la nodulacién, amplificados mediante PCR

se visualizd en gel de agarosa 0,9 % (p/v) con tincion de Bromuro de etidio
(Figura 9).
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Figura 9: Amplificacion por PCR del gen nodA en la coleccion de simbiontes de Angico. Electroforesis en gel de agarosa
0.9% (p/v). El marcador utilizado fue Gene Ruler 1kb DNA Ladder plus (carril M). La banda sefalada corresponde a 500

pares de bases. Productos de PCR obtenidos a partir de las cepas de la coleccion 1, Cupriavidus sp. 5.4; 2, Cupriavidus sp.
5.5y 3, Cupriavidus sp. 5.1D.

De las cepas listadas en la tabla 1, la presencia del gen nodA se confirmé en 9
aislamientos mientras que la presencia del gen nodCen 8.

Como se observa en la figura 9, el tamafio de la banda coincidié con el tamafio
esperado segun trabajos anteriores en que utilizan estos juegos de cebadores (2,
17). En esta figura se observan algunos de los productos obtenidos luego de la
amplificacion de las cepas listadas en la tabla 1.

En la tabla 4 se muestran los resultados de las reacciones de PCR para los genes

de nodulacion en las cepas de la coleccién estudiadas.
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Tabla 4: Amplificacion de los genes nodAy nodC en las cepas de la coleccion

Cepa nodA nodC
Burkholderia sp. 3.13 + +
Burkholderia sp. 3R + +
Burkholderia sp. 4.5 + -
Burkholderia sp. 4.13 + +
Burkholderia sp. 5v22 + +
Burkholderia sp. 6a1l - +
Burkholderia sp. 7a32 - +
Burkholderia sp. 9.4 + -
Cupriavidus sp. 5.4 + -
Cupriavidus sp. 5.1D + -
Rhizobium sp. T6.3 - +
B. phymatum STM815 + +
C. taiwanensis LMG19424 + +

4.1.2. Construccion del arbol filogenético de los genes nodA y nodC
Una vez obtenidas las secuencias de los amplicones, las mismas fueron editadas

con el programa DNA Baser Sequence Assemmbler v3.x y comparadas con la base
de datos del NCBI mediante el algoritmo BLAST. El arbol filogenético que se
muestra en la figura 10 es el obtenido luego del analisis del gen nodA con el
programa Mega 4.

Los resultados del analisis filogenético del gen nodA concuerdan con los obtenidos
con los genes 165 rARN y nifH de las cepas de la coleccién en estudio (48).

De acuerdo al anadlisis filogenético correspondiente al gen 16S rARN realizado
anteriormente en nuestro laboratorio, se habia observado que las bacterias
pertenecientes a los géneros Burkholderia'y Cupriavidus se agrupan como era de
esperar, junto con otras - proteobacterias y separado de las a-proteobacterias. A
su vez, las bacterias pertenecientes al género Burkholderia formaban 2 sub-
grupos, no asi las pertenecientes al género Cupriavidus (48).

En un andlisis similar pero a partir de la secuencia del gen nifH, se habia
observado que los géneros Cupriavidus y Burkholderia también se separan en 2
clusters, no observandose la formacion de dos subgrupos entre las cepas de
Burkholderia analizadas (48).

En este trabajo, cuando se analizaron los genes nodAy nodC se observé que las

secuencias provenientes de las cepas de Cupriavidusy de Burkholderia se agrupan
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junto con las B-proteobacterias, quedando separadas de las a-proteobacterias
(Figuras 10y 11).

En el arbol filogenético construido a partir de la secuenciacion del gen nodA, el
nodo que define a los B- rizobios se apoya en un boostrap de 94, mientras que las
ramas del género Burkholderiay del género Cupriavidus, 1o hacen con un boostrap
de 100 y 64 respectivamente (Figura 10). La pertenencia de estas secuencias al
grupo de las B-proteobacterias esta respaldada estadisticamente por un boostrap
de 94, indicando la pertenencia a un grupo real (44).

En este trabajo se amplificd, secuencié y analizd también la secuencia
correspondiente al gen nodA de la cepa de referencia C. taiwanensis LMG19424
(color celeste en el arbol filogenético). Como se observa en la figura 10, las
secuencias provenientes de las dos cepas analizadas de Cupriavidus se agruparon
junto a la cepa de referencia. Por otra parte, las secuencias provenientes de las
seis cepas pertenecientes al género Burkholderia analizadas compartieron el
nodo con B. phymatum STM815 con un respaldo por boostrap de 64, indicando un

estrecho vinculo entre estas secuencias.

64 \ji
7
Burkholderia phymatum STM815

Burkholderia mimosarum PAS44

.

IZ‘% Cupriavidus sp 5.1D

66 Cupriavidus taiwanensis LMG 19424
Sinorizobium meliloti CCNWXJ0063

96 Rhizobium leguminosarum bv. Viciae
Sinorhizobium fredii bv. mediterranense

9fﬂho/deria tuberum STM678
9 Methylobacterium nodulans ORS 2060
A

0.05

Figura 10: Filogenia construida a partir de la secuencia del gen nodA. Las secuencias se analizaron por Neighbour Joining y
como modelo de sustitucién se utilizd Kimura 2 parametros. Los genes indicados en color, corresponden a los aislamientos
obtenidos en este proyecto. El indicado en color celeste es la cepa referencia que se amplificd, secuencio e incluyo en el

andlisis filogenético. Se utilizé un boostrap de 1000 réplicas.
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Los distintos colores, mostrados en la figura 10, determinan los grupos formados
segun la filogenia obtenida por el andlisis del gen 765 rARN.

Los 2 sub-grupos de las cepas de Burkholderia formados al analizar el gen 16S
rARN no estan igualmente representados. De los 2 sub-grupos, 1 esta
representados por 5 cepas, mientras que el restante por una Unica cepa. Esto
puede deberse a diferencias en su secuencia nucleotidica de este gen.

En la figura 11 se observa la filogenia a partir de la secuencia del gen nodC
obtenida mediante el uso del programa Mega 4.

En el caso del género Cupriavidus, de 4 cepas analizadas, luego de varios intentos
de amplificacién no se logré obtener ningun amplicon. Solo fue posible amplificar
el gen correspondiente a la cepa de referencia C (taiwanensis LMG19424,
obteniéndose una banda de 600 pares de bases. Dicho amplicon se secuencid y
analizé de acuerdo a lo descrito en materiales y métodos, agrupandose con un
boostrap de 100, junto a la cepa de referencia depositada en el banco de datos,

resultado que valida la metodologia empleada (Figura 11).

23
43—

00—

_4({ Burkholderia mimosarum PAS44
Burkholderia phymatum STM815
34 | Cupriavidus taiwanensis LMG 19424
100
Rhizobium leguminosarum PEVFO5
Rhizobium sp. T6.3
Burkholderia tuberum STM678
Sinorhizobium meliloti 1021
1 Methylobacterium nodulans ORS 2060
Bradirhizobium japonicum CCBAU 43220
3 Sinorhizobuim fredii CCBAU 43043

—
0.02

Figura 11: Filogenia construida a partir de la secuencia del gen nodC. Las secuencias se analizaron por Neighbour Joining y
como modelo de sustitucién se utilizd Kimura 2 parametros. Los genes indicados en color, corresponden a los aislamientos
obtenidos en este proyecto. El indicado en color celeste es la cepa referencia que se amplificd, secuencio e incluyo en el

andlisis filogenético. Se utilizd un boostrap de 1000 réplicas.
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Por otra parte se lograr6 amplificar el gen nodC de 9 cepas de la coleccidn. Los
analisis demostraron que las bacterias pertenecientes al grupo Burkholderia
forman un Unico grupo entre ellas dentro de las B- proteobacterias, al igual que
sucedia con el arbol filogenético obtenido a partir del gen nodA.

En este analisis fue posible amplificar la secuencia correspondiente al gen nodC de
la cepa Rhizobium sp. T6.3 la cual se agrupd junto con las a- proteobacterias y en
el mismo nodo que la cepa de referencia R. /eguminosarum PEVFO5.

Los distintos colores, mostrados en la figura 11, determinan los grupos formados
segun la filogenia obtenida por el andlisis del gen 765 rARN.

Como sucedidé con el analisis del gen nodA, los 2 subgrupos de Burkholderia no

estan igual representados.

4.2. Ensayos de cinética de nodulacion

4.2.1. Esterilizacion y germinacion de semillas

La finalidad de este ensayo fue determinar la efectividad de los métodos de
esterilizacion estudiados y si los mismos afectan la germinacién de las semillas.
Para ello fueron evaluadas dos metodologias de esterilizacidon diferentes, las cuales
utilizan como agentes esterilizantes HgCl, o NaClO.

En la figura 12, se muestra el porcentaje de contaminacion total. El total de

plantas ensayadas fue de 166, de las cuales 14 resultaron contaminadas.

Contaminacion total
8,43%

0,
91,57% B Contaminados

B No Contaminados

Figura 12: Porcentaje de contaminacién de las semillas utilizadas en los ensayos de cinética de nodulacién

De las 14 plantas que presentaron contaminacion, un 42,86 % (6 plantas)
provenian del uso de HgCl, como agente de esterilizacion, mientras que el 57,14

% (8 plantas) del empleo de NaClO como agente esterilizante (figura 13).
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Contaminacion por método de esterilizacion

42,86%

57,14%

B NaClo
HgCR2

Figura 13: Porcentaje de contaminacién discriminado por agentes de esterilizacién, HgCl, y NaClO.

Los resultados no indicarian una clara diferencia entre el empleo de uno u otro de
los agentes ensayados. Teniendo en cuenta la leve diferencia obtenida, en los

ensayos restantes se empled HgCl, como agente de esterilizacion.

4.2.2. Ensayos de cinética de nodulacion en plantas en condiciones
gnotobioticas

En un primer ensayo se evalud la cinética de nodulacién de las cepas bacterianas
durante 103 dias en relacién a los medios de cultivos para plantas utilizados
(Jensen y McKnight) (Figura 14).

Figura 14: Evaluacion de la cinética de nodulacion en los medios de crecimiento para plantas Jensen y McKnight.

De las seis cepas ensayadas, Burkholderia sp. 4.13, Cupriavidus sp. 5v12,
Rhizobium sp. T6.3 y BR 8.27 (Figura 15A, C, E y F respectivamente) mostraron
mayor velocidad de nodulacion en plantas crecidas en medio Jensen. Las cepas
Burkholderia sp. 9.4 y Cupriavidus sp. 5.5 presentaron una velocidad similar en los

2 medios ensayados (Figura 15B y D respectivamente).
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Figura 15: Efecto del medio de cultivo de las plantas sobre cinética de nodulacién de plantas de Angico por aislamientos
nativos. La misma fue expresada como el nimero de plantas de P. rigida noduladas en relacion al nimero de plantas total.
A: Burkholderia sp. 4.13; B: Burkholderia sp. 9.4; C: Cupriavidus sp. 5v12; D: Cupriavidus sp. 5.5; E: Rhizobium sp. T6.3;
F, BR 8.27.
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Teniendo en cuenta estos resultados, el medio de cultivo seleccionado para los
siguientes ensayos fue Jensen.

Con el fin de determinar la influencia del N (en forma de KNOs) en la cinética de
nodulacién de P. rigida, se evalud la aparicién de nddulos en el hospedero con o
sin el agregado de este compuesto. En la figura 16 se muestra la evaluacién de la
cinética de nodulacidn durante 71 dias de las cepas seleccionadas.

Es importante resaltar que en este ensayo, el porcentaje de plantas noduladas a
los 71 dias de inoculadas fue mayor que el obtenido en el primer ensayo. Una
posible explicacion es que las semillas utilizadas fueron recolectadas y a los pocos
dias utilizadas en los ensayos, mientras que en los ensayos anteriores las semillas
se mantuvieron en frio varios meses.

Los resultados mostraron que en el caso de las cepas pertenecientes al género
Burkholderia, el agregado de KNOs inhibid la nodulacién (Figura 16A y B). Sin
embargo para las cepas pertenecientes al género Cupriavidus (Figura 16C y D), el
agregado de N solo retardd la nodulacion observandose que en los medios sin el
agregado de N los nddulos aparecieron a los 27 dias de la inoculacion mientras
que con el agregado de KNOs la aparicion de los primeros nodulos fue a los 48
dias. Asimismo el nimero total de nddulos no fue diferente entre las condiciones
ensayadas cuando las plantas fueron inoculadas con cepas del género Cupriavidus.
Los controles utilizados, B. phymatum STM815 y C. taiwanensis LMG19424 (Figura
16E y F respectivamente), se comportaron de manera similar que los aislamientos

de Burkholderia ensayados no detectandose nddulos en presencia de KNOs.
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Figural6: Efecto de | agregado de N (KNOs) en la cinética de nodulacion de plantas de Angico por aislamientos nativos. La
cinetica de noculacion se expresé6 como el nimero de plantas de P, rigida noduladas en relacion al nimero de plantas total.
A: Burkholderia sp. 4.13; B: Burkholderia sp. 9.4; C: Cupriavidus sp. 5v12; D: Cupriavidus sp. 5.5; E: Cupriavidus
taiwanensis LMG19424; F, Burkholderia phymatum STM815.
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Cuando se estudid el efecto del agregado de KNOs en la cinética de nodulacion, en
el hospedero M. pudica, la cinética de nodulacion por parte de las bacterias difirid
al obtenido cuando se utilizd A. rigida como hospedero, se observd que todas las
cepas formaron nddulos al quinto dia luego de la inoculacidon con y sin agregado
de N, con excepcion de la cepa Cupriavidus sp. 5.5 (Figura 17). Para el caso de
este hospedero las bacterias pertenecientes al género Burkholderia fueron capaces
de formar nddulos aln en presencia de N, el nimero de plantas noduladas por
Burkholderia sp. 4.13 fue el mismo que sin agregado KNOs (Figura 17A). Asimismo
la cepa Burkholderia sp. 9.4 también fue capaz de nodular en presencia de KNOs,
aunque la velocidad de aparicion de los primeros nddulos fue mas lenta y el

numero total de plantas noduladas fue menor en este caso (Figura 17B).
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Figura 17: Efecto del agregado de N (KNO;) en la cinética de nodulaciéon de plantas de M. pudica inoculadas con
aislamientos nativos de Angico. La cinética fue expresada como el nimero de plantas de M. pudica que presentaron nddulos
en relacion al nimero de plantas total. A: Burkholderia sp. 4.13; B: Burkholderia sp. 9.4; C: Cupriavidus sp. 5v12; D:

Cupriavidus sp. 5.5.

33



Estudio de la nodulacién en una de simbiontes de Parapjptadenia rigida (Angico)

Las cepas pertenecientes al género Cupriavidus se comportaron de manera similar
en ambos hospederos ya que la nodulacién no fue inhibida por la presencia de
KNOs en ninguno de los dos hospederos (Figura 17C y D). Es interesante resaltar
que cuando se empled M. pudica como planta hospedera y Cupriavidus sp. 5.5
como inoculante, se obtuvieron mas nddulos en presencia de KNOs; que en

ausencia (Figura 17 D).

4.3. Estudio de la capacidad FBN en vida libre
Con la finalidad de determinar si los aislamientos estudiados son capaces de fijar

bioldgicamente el nitrogeno en vida libre, la actividad nitrogenasa se determind
mediante el ensayo de reduccion del acetileno (ARA). Para esto, se ensayaron
diferentes variables en el medio de cultivo asi como en la manera de inocular las
cepas, con la finalidad de obtener un crecimiento bacteriano en forma de pelicula
en medios semisdlidos sin N, caracteristicos de bacterias diazotrofas (Figura 18).
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, el medio de cultivo semisélido
utilizado para los ensayos de ARA fue JMV-N suplementado con 0,05 g/l de
extracto de levadura. A las cepas que presentaron crecimiento caracteristico en
forma de pelicula, se les realizd el ensayo de ARA por cromatografia en fase

gaseosa, segun lo descrito anteriormente.

Figura 18: Estudio del crecimiento bacteriano en medios semisdlidos sin N. A: tubos de ensayos utilizados para determinar
en que condiciones se obtenia el mejor crecimiento. Cada tubo de ensayo conteniendo medio de cultivo JMV se inoculd con
una Unica cepa. 1: A. brasilensis Sp7; 2: S.meliloti 1021; 3: Burkholderia sp. 4.13 y 4: Burkholderia sp. 5v22. B:
crecimiento en vial mostrado y la pelicula caracteristica de la cepa control A.brasilensis Sp7.

De las cepas ensayadas que presentaron un crecimiento caracteristico en pelicula,
en medio semisdlido sin N, la Unica que produjo aparicion de etileno en el ensayo

de ARA fue el control positivo, A. brasilensis Sp7. En las restantes cepas evaluadas
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solamente se observé el pico correspondiente a acetileno, lo que indica que no
hubo reduccién de acetileno a etileno y por lo tanto no habria actividad
nitrogenasa detectable en las condiciones ensayadas.

Las variables ensayadas y los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5.

Tabla 5: Crecimiento bacteriano caracteristico en pelicula en medios de cultivo

semisolidos sin N

Medio Tratamiento Forma de Cepa
del inéculo inoculacion Sp7 1021 4.13 5V22
Inoculacién superficial | Si*| No** No| Si
Con lavado Inoculacion incluida Si| No| No| Si
Ansa recta No| No | No| No
Con E.L. — — - -
Inoculacién superficial | Si| No | No| Si
Sin Lavado Inoculacién incluida Si| No| Si Si
MV Ansa recta No| No | Si Si
Inoculacién superficial | Si| No | No| Si
Con Lavado Inoculacién incluida Si| No| No| No
. Ansa recta No| No | No| No
Sin E.L. — — - - -
Inoculacién superficial | Si| No | Si Si
Sin Lavado Inoculacién incluida Si| No| Si Si
Ansa recta No| No | No| No
Inoculacién superficial | No| No | No| No
Con lavado Inoculacién incluida Si| No| No| No
Ansa recta No| No | No| No
Con E.L. = — - - - -
Inoculacion superficial | Si| Si Si Si
Sin Lavado Inoculacion incluida | No| No | Si Si
Ansa recta Si| No| No| No
INFb " .
Inoculacién superficial | No| No | No| No
Con Lavado Inoculacion incluida | No| No | No| No
. Ansa recta No| No | No| No
Sin E.L. ~ —
Inoculacién superficial | No| No | No| No
Sin Lavado Inoculacién incluida | No| No | No| No
Ansa recta No| No | No| No
Inoculacion superficial | Si| No | No| Si
Con lavado Inoculacion incluida | No| No | No| No
Ansa recta No| No | No| No
Con E.L. — — -
Inoculacién superficial | Si| No | No| No
Sin Lavado Inoculacién incluida | No| No | No| No
Ansa recta No| No | No| No
BMGM - - R
Inoculacién superficial | Si| No | No| No
Con Lavado Inoculacién incluida | No| No | No| No
. Ansa recta No| No | No| No
Sin E.L. » — -
Inoculacién superficial | Si| No | No| No
Sin Lavado Inoculacion incluida | No| No | No| No
Ansa recta No| No | No| No

*Si: se observa formacion de pelicula. **No: no se detecta formacion de pelicula.
Sp7:A.brasilensis Sp7; 1021: S.meliloti 1021; 4.13: Burkholderia sp. 4.13, 5v22:
Burkholderia sp. 5v22.
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5. DISCUSION

El objetivo del presente trabajo fue avanzar en el estudio de la interaccion Angico-
rizobios mediante el estudio del fenotipo de nodulacidn de una coleccién de

simbiontes de Angico.

5.1. Amplificacion de los genes involucrados en la nodulacion: genes nod
Para la amplificacion de los genes nodA y nodC mediante reacciones de PCR se

emplearon cebadores especificos disefiados en éste y otros trabajos (2, 17). En la
tabla 4 se resumen los resultados obtenidos.

Como se mostrd anteriormente, el gen nodA se logré amplificar en algunas de las
cepas de la coleccion, siendo su producto de PCR secuenciado. En algunos casos
se obtuvo un fragmento de tamafo similar al esperado, pero la secuencia
resultante no coincidia con la esperada para el gen nod4A El que se haya
amplificado un segmento del tamano aproximado al esperado para estos genes, se
debe a la existencia en el genoma de las bacterias estudiadas de una secuencia
que presenta homologia con el gen buscado. En los casos en los que no se obtuvo
producto de amplificacion, podrian deberse a que las secuencias de los genes
nodA en estas cepas son muy divergentes con respecto al gen a partir del cual se
disefiaron los cebadores.

Como se menciond anteriormente, no fue posible la amplificacién del gen nodC en
ninguna cepa de la coleccion perteneciente al género Cupriavidus. Sin embargo se
logré amplificar este gen en la cepa de referencia, C. taiwanensis LMG19424. Los
cebadores utilizados fueron disenados en este trabajo utilizando como molde el
gen nodC de C. taiwanensis LMG19424, esperandose una banda tedrica de 915
pares de bases (Tabla 4). El amplicon obtenido para esta cepa fue de 600 pb el
cual fue secuenciado. Estudios de homologia utilizando la herramienta BLAST del
NCBI demostraron que en 433 pb la identidad fue 100% con el gen nodC
depositado en el banco de datos, (cédigo de acceso EU386154). De esta manera
se confirmo6 que ese amplicon se correspondia al gen nodC, aunque su tamafio no
fuera el esperado.

En la figura 19, se muestra el estudio /n silico del lugar en que se unen los

cebadores disenados utilizando como molde el gen nodC de C. taiwanensis
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LMG19424, asi como el producto de amplificacion esperado de 915 pb. En este
esquema se muestra que el cebador 5 se une a la hebra lider en la base 341
mientras que en la hebra complementaria el cebador 3" se une en la base 1257,

dando asi un producto tedrico de amplificacion, de 915 pares de bases.

&
<«
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Figura 19: Estudio /n silico del disefio de cebadores nodC. Se muestran los cebadores disefiados en este trabajo para el
gen nodCy su secuencia blanco en C taiwanensis LMG19424 (codigo de acceso EU386154) depositado en el NCBI.

Esquema logrado con el programa Artemis (42).

El que se haya obtenido un producto de 600 pares de bases en la reaccion de PCR
puede explicarse por la presencia de otras secuencias de unién al cebador, ya sea
en la hebra lider o en la complementaria, aunque las Unicas regiones
complementarias a los cebadores mostrados en la figura 19 fueron las Unicas
detectadas utilizando el Programa Mega4.

Dado que no fué posible amplificar el gen nodC a partir de las cepas
pertenecientes al género Cupriavidus presentes en la coleccién se puede pensar
que el gen nodC de éstas, diverge de la cepa de referencia. Hay que tener en
cuenta que sdlo se dispone de una Unica cepa de B-rizobio del género Cupriavidus
(C. taiwanensis LMG19424) de secuencia conocida, por lo que una comparacion

robusta no es posible.

5.2. Filogenia de los genes nodAy nodC
En esta parte del trabajo se propuso como objetivo el inferir las relaciones

filogenéticas entre las cepas de la coleccidn y las cepas depositadas en el banco de
datos a partir de las secuencias obtenidas de los genes nodAy nodC. Para esto se
utilizé el programa Mega 4, se analizd por Neighbour Joining y como modelo de
sustitucion se utilizé Kimura 2 parametros.

Dada la diversidad de secuencias depositadas en el banco de datos, no fue posible
la obtencidon de arboles filogenéticos para ambos genes con las mismas cepas

bacterianas. El hecho de contar con arboles idénticos en cepas, ya sea depositadas
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en el banco de datos, asi como pertenecientes a la coleccion, hubiese aportado un
analisis mas exhaustivo.

Diversos trabajos apoyan la existencia de un clado muy ramificado en los genes de
nodulacién que incluye exclusivamente a las B-proteobacteria, sugiriendo que los
B-rizobios tienen una historia evolutiva antigua e independiente y que no han
surgido de recientes transferencias horizontales de genes desde los a- rizobios (7).
Del arbol filogenético obtenido en el trabajo de Adam y colaboradores (2007) se
desprende que el clado Cupriavidus anida dentro de un conjunto de cepas de
Burkholderia indigenas de América del Sur (2). Por esto se plantea que Cupriavidus
adquirié los genes de nodulacion y los genes que codifican para la enzima
nitrogenasa por transferencia horizontal de genes de las Burkholderia y no de las
a-proteobacterias nodulantes; evento que probablemente haya ocurrido en
Ameérica tropical (2, 5). En este trabajo, las cepas Cupriavidus se agrupan junto a
las cepas de Burkholderia en un mismo nodo pero no dentro de un mismo grupo
como lo reportado, planteando asi que las cepas de Cupriavidus aisladas en
trabajos previos y estudiados en este trabajo divergen de las aisladas en Costa
Rica (2).

La presencia en a- y B-rizobios de genes nodABC similares y filogenéticamente
relacionados, apoya fuertemente la hipdtesis de un origen Unico para los genes
nod. Sin embargo no esta claro si un Unico evento es el responsable de la
diversificacién de los genes de nodulacién de una subclase a la otra o si fueron
varios eventos que ocurrieron entre las dos subclases (12).

En este trabajo se demostré una vez mas, que los genes analizados provenientes
de las cepas de Burkholderia'y Cupriavidus forman un clado distinto al de las a-
proteobacterias. Esta afirmacién estd apoyada estadisticamente ya que los
boostrap obtenidos en ambos arboles filogenéticos son mayores a 70 (44). En el
caso del nodo que separa las a-proteobacterias de las B-proteobacterias en las
filogenias correspondientes a los genes nodA 'y nodC los boostraps son de 94 y 88
respectivamente.

A su vez, en lo referente a la agrupacion entre géneros, las cepas pertenecientes a
un mismo género se agruparon entre ellas con un respaldo de boostrap de 100.

Este trabajo aporta mas evidencia a la teoria que plantea que las B-

38



Estudio de la nodulacién en una de simbiontes de Parapiptadenia rigida (Angico)

proteobacterias no han adquirido los genes de nodulacion por transferencia
horizontal de genes desde las a-proteobacterias, ya que forman grupos

robustamente distintos a las mismas.

5.3. Cinética de nodulacion
Uno de los objetivos particulares planteados fue el estudio de la cinética de

nodulacién de aislamientos de Angico en dos hospederos, P. rigida'y M. pudica
bajo distintas condiciones, medios de cultivo, agentes distintos de esterilizacion y
la presencia de nitrdgeno en forma de KNO3 en el medio de cultivo.

Resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la cinética de
nodulacién varié segun el hospedero y la presencia o ausencia de KNOs en el
medio de cultivo de plantas.

En el caso de Angico, la cantidad de plantas noduladas en relacién al
numero totales de plantas fue menor en relacién a M. pudica. A su vez la velocidad
de nodulacién es mas lenta, y disminuyd mas aln en presencia de KNOs. En el
experimento sin presencia de KNOs, el primer nddulo se observd a los 27 dias
mientras que en el segundo experimento (con presencia de KNOs) a los 48 dias,
en el caso de las bacterias pertenecientes al género Cupriavidus. La aparicion del
primer nddulo en las bacterias pertenecientes a las Burkholderia fue a los 27 dias
al igual que las cepas referencias ensayadas, mientras que en presencia de KNO3
no se observo la aparicion de nddulos. Estos resultados fueron los esperados
teniendo en cuenta que la fijacidn bioldgica de nitrogeno en AFN es inhibida por
nitrégeno inorganico (15). Es interesante resaltar que las Unicas cepas que
establecieron simbiosis en presencia de KNOs en Angico, fueron las pertenecientes
al género Cupriavidus.

Cuando se empled M. pudica como planta hospedera se observé que todas
las cepas bacterianas eran capaces de formar mayor niumero de nodulos y que el
total de plantas noduladas también era mayor. Esto podria significar que M. pudica
es mas eficiente al momento de establecer una asociacién simbidtica con este
grupo de bacterias
En el experimento en el cual se agrego KNOs, la nodulacion fue mas lenta en las
cepas Burkholderia sp. 9.4 (primer nodulo a los 19 dias) y Cupriavidus sp. 5V12

(primer nodulo a los 8 dias). En el caso de las cepas Burkholderia sp. 4.13 y
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Cupriavidus sp. 5.5 el primer nddulo se observd a los 5 dias de la inoculacion vy el
numero de nddulos obtenido fue el mismo que sin agregado de KNOs. En el caso
de Burkholderia sp. 4.13 alcanzo la misma cantidad de nddulos pero en un tiempo
mayor (Figura 17). Es asi que, bacterias que no establecieron simbiosis en
presencia de KNOs con un hospedero lo lograron con otro, siendo que en
presencia de nitrégeno inorganico la nodulacion es inhibida (15).

Segun trabajos previos, las cepas del género Burkholderia son los simbiontes
principales de las Mimosas en Brasil y las del género Cupriavidus son los
principales simbiontes de estas plantas en Taiwan (7, 11).

Con miras a la formulacién de un bioinoculante para la forestacion con
angico, seria de vital importancia estudios de nodulacidon en presencia de
nitrégeno a nivel de campo. Asimismo son necesarios mas ensayos en invernaculo
asi como en campo para determinar los efectos de la fertilizacién nitrogenada en la
nodulacidn. A su vez, en el caso de detectarse nodulacion efectiva, determinar si el

nodulo realmente esta fijando nitrégeno.

5.4. Estudios de FBN en vida libre
Las cepas de interés se crecieron en medios de cultivo semisdlido sin N con la

finalidad de detectar aislamientos formadores de una pelicula de crecimiento. Este
tipo de crecimiento se observd en las cepas mostradas en la tabla 5. Los
resultados obtenidos muestran que ninguno de los aislamientos fija N, en vida
libre en las condiciones ensayadas, aplicando la metodologia del ensayo de
reduccion de acetileno (ARA).

Esto puede deberse a que el crecimiento en medio semisdlido libre de N en forma
de pelicula caracteristica, no implica por si mismo la capacidad de fijar nitrégeno
atmosférico en vida libre (17).

Para evaluar la capacidad de estas cepas para reducir el acetileno se debe
continuar poniendo a punto la técnica y determinar el efecto de diversas variables,
tales como el medio de cultivo, el uso de diferentes fuentes de carbono (mas
precisamente las que afectan la FBN) asi como los tiempos de crecimiento e
incubacion con el gas acetileno y el agregado de cofactores de la enzima
nitrogenasa, como el molibdeno. En este trabajo se empled un medio de cultivo

donde se habia obtenido un buen crecimiento bacteriano. Una posible variacién
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seria cambiar las concentraciones de extracto de levadura del medio, ya que en
trabajos previos se obtuvieron valores de etileno detectables con el agregado de
0,02 g/I de extracto de levadura (17).

Interesante es el hecho de que A. brasilensis Sp7, fue capaz de reducir el acetileno
en las condiciones ensayada pero no asi la cepa de B. phymatum STM815, en la
cual se habia documentado su habilidad de fijar nitrdgeno en vida libre (17). Esto
remarca la necesidad de lograr reproducir las condiciones requeridas para que al

menos la cepa de B. phymatum de referencia pueda fijar nitrégeno en vida libre.
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6. PERSPECTIVAS

Como perspectivas a tener en cuenta para continuar con el estudio, se plantea:

1) Avanzar en las condiciones a emplear en el ensayo de reduccion de acetileno

2) Realizar un nuevo disefio de los cebadores utilizados para amplificar los genes
nodA y nodC.

Con respecto al ensayo de reduccién de acetileno, habria que poner a punto las
condiciones de cultivo donde se detecte actividad de la nitrogenasa empleando
cepas bacterianas pertenecientes al mismo género que las de la coleccidn en las
cuales se haya demostrado previamente su capacidad de fijar nitrégeno en vida
libre como por €j. B. phymatum, B. tuberum STM678, B. tropica Ppe8, B. unamae
MTI1641, B. vietnamiensis TWN75 y Burkholderia sp. M130 (17).

Con respecto al disefio de cebadores, un paso a seguir seria un estudio de las
nuevas secuencias depositadas en el banco de datos provenientes de ambos
géneros bacterianos. Una vez seleccionadas las secuencias, mediante estudios /in
sifico, disefar nuevos cebadores. Amplificar por PCR las cepas bacterianas en las
cuales no fue posible la amplificacién anteriormente, secuenciar y realizar estudios
filogenéticos de las mismas.

En el ensayo de cinética de nodulacion se evalud la apariciéon de nddulos. Sin
embargo, de esta manera no se puede asegurar que la fijacion bioldgica de
nitrdgeno esté sucediendo efectivamente dentro del nddulo. Una aproximacion
indirecta para determinar la capacidad de fijar el nitrogeno seria por medio de la
habilidad de promover el crecimiento vegetal, como por ejemplo determinando las
medidas de altura de tallo y diametro o por andlisis del peso seco de la zona aérea
y radicular de plantas inoculadas con las cepas estudiadas en relacion a plantas
testigos sin inocular. Una aproximacion directa para evaluar la FBN, seria mediante
el ensayo de reduccion de acetileno en muestras de nodulos. Otra aproximacion
directa implicaria el uso de microscopia de fluorescencia y técnicas moleculares
como por ejemplo anticuerpos que se unan a la nitrogenasa o el empleo de cepa
bacterianas marcadas con un gen reportero fusionado al gen estructural de la

enzima nitrogenasa de forma de detectar su presencia dentro del nddulo.
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7. ANEXO 1:

7.1. Medios de cultivo
Para las cepas de Burkholderia'y Cupriavidus se utilizaron los siguientes medios

de cultivo: YEM, JMV, JNFb y BMGM.

Medio YEM
K;HPO,4 0,59
MgS04.7H,0 0249
NaCl 0,19
Manitol 10,0 g
Extracto de levadura| 0,5 g
Agua c.s.p. 1000 ml

El pH se ajusté a 6,8- 7,0. Para la preparacion de todos los medios se utilizé6 agua
desionizada de resistividad superior a 17,5 MQ/cm. Para solidificar los medios, se
utilizd agar a una concentracion de 18 g/I.

La esterilizacion de los mismos se realizé a 121 °C durante 20 minutos.

Medio JMV

Manitol 509
K;HPO, 0,69
KH,PO, 1,89
MgS0,.7H,0 0,29
NaCl 0,19
CaCl,.2H,0 0,015¢g
FeCl; 0,034 g
Soluciéon micronutrienteg 2,0 Ml
Vitamina 1,0 mL
Extracto de levadura 0,05g
Agua c.s.p. 1000 ml

El pH se ajustd a 6,0. Para solidificar el medio, se utilizd agar a una concentracion
de 1,6 g/I.
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Medio JNFb

Acido malico 509
K;HPO, 0,6g
KH,PO, 1,89
MgS0,.7H,0 0,2g
NaCl 0,1g
CaCl,.2H,0 0,015¢g
FeCls 0,034 g
Solucion micronutrientes 2,0 mL
Vitamina 1,0 mL
Extracto de levadura 0,05g
KOH 4,59
Agua c.s.p. 1000 ml

El pH se ajust6é a 6,0 con KOH 1%. Para solidificar el medio, se utiliz agar a una

concentracion de 1,7 g/l.

Medio BMGM

Acido malico 209
Glucosa 2049
Manitol 1,0g
K;HPO, 0449
KH,PO, 0449
MgS0,.7H,0 0,2g
NaCl 0,19
CaCl, 0,02 g
Na,Mo0,.H,0 0,002 g
FeCl; 0,01g
Extracto de levadura 0,05 g
Agua c.s.p. 1000 ml

Se ajusto el pH a 6,0. Para solidificar el medio, se utilizd agar a una concentracién
de 2,3 g/I.
En los ensayos de cinética de nodulacidn, las plantas de P. rigida'y M. pudica

fueron crecidas en los medios de cultivo: Jensen y McKnight
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Medio Jensen

CaHPO4 1,09
K;HPO, 0,249
MgS0,4.7H,0 029
NaCl 02g
FeCl; 0,01g
Solucién de micronutrientes 1ml
Agua c.s.p. 1000 ml

Se ajusto el pH a 6,0. Para solidificar el medio, se utilizd agar a una concentracién

de 16 g/I.

Medio McKnight
KH,PO, 0,2g
CaS0,4.2H,0 1,59
MgS0,.7H,0 0,29
KCl 0,3g
FeCl; 0,14 ¢
Solucion de micronutrientes 1,0 ml
Agua c.s.p. 1000 ml

Se ajusto el pH a 6,0. Para solidificar el medio, se utilizd agar a una concentracién
de 16 g/I.

7.1.1. Solucion de micronutrientes

H3BO; 2,869
MnS0,.H,0 2,089
ZnS0,.7H,0 0,22 g
Mo0O;.H,0 0,099
CuS0,.5H,0 0,089
Agua c.s.p. 1000ml
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7.1.2. Solucion de vitaminas
Biotina 0,010¢

Pyrodoxal-HCI 0,020 g

Agua c.s.p 1000 ml

7.2. Buffers

Taq Buffer con KCI 10X

Componente Concentracion
Tris-HCI (pH 8,8 a 25 °C)| 100 mM

KCl 500 mM
Nonidet P40 0,8% (v/v)

Tris-Acético-EDTA (TAE) 1X
Componente| Concentracion
Tris-Acetato | 0,04 M

EDTA 0,001 M
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