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Resumen

El género Mimosa, perteneciente a la familia de las leguminosas, estd compuesto por
cerca de 450 especies que se distribuyen naturalmente desde el sur de EEUU hasta el
Uruguay. En Uruguay existen cerca de 50 especies de mimosas nativas, constituyendo
un centro de biodiversidad y a su vez, un limite de distribucién para el género. La mayor
parte de Mimosa spp. estudiadas hasta la fecha se encuentran asociadas
simbidticamente con rizobios de la familia betaproteobacterias. En nuestro pais la mayor
parte de ellas se encuentran noduladas por rizobios del género Cupriavidus, aunque
también se han encontrado del género Paraburkholderia. Durante esta asociacion, los
rizobios son capaces de transformar el nitrégeno atmosférico en amonio, mediante un
proceso conocido como fijacion bioldgica del nitrégeno (FBN). Este proceso es un factor
determinante para el crecimiento vegetal, ya que el nitrdgeno es un elemento esencial
para la planta. La efectividad en la FBN depende en gran medida de la cepa bacteriana
simbionte y, por lo tanto, su promocién de crecimiento vegetal.

En este trabajo nos preguntamos cual es el rol del suelo en el establecimiento de la
simbiosis entre betarizobios y mimosas nativas. Para responder esta pregunta, se
utilizaron rizobios obtenidos de un ensayo realizado previamente en el laboratorio, en el
cual se sembraron semillas de mimosas nativas en suelos de nuestro pais con
caracteristicas contrastantes.

Se seleccionaron cepas de rizobios de la coleccion del laboratorio para su
caracterizacién simbidtica. Durante este trabajo se confirmé la capacidad de las cepas
seleccionadas de nodular la planta modelo Mimosa pudica y se caracterizé la promocién
de crecimiento asociada. Los rizobios pertenecientes al género Cupriavidus fueron los
mas eficientes, mientras que los correspondientes al género Paraburkholderia y
Rhizobium no generaron promocién de crecimiento asociada. Se seleccionaron dos
cepas, una perteneciente al género Cupriavidus y otra al género Paraburkholderia, para
realizar ensayos de competencia tanto en tubos como en macetas, empleando como
modelo a M. uragliensis. Ambas cepas pudieron nodular con esta planta, pero la cepa
de Cupriavidus mostr6 una tendencia para inducir la formacién de ndédulos mas
rapidamente. Sin embargo, al realizar el tratamiento de competencia, en el cual las
plantas fueron co-inoculadas, la cepa de Paraburkholderia fue recuperada de todos los
nédulos extraidos. No se obtuvieron datos concluyentes a partir de la planta modelo M.
pilulifera para ninguno de los dos ensayos de competencia. Finalmente, se realizaron
ensayos en maceta conteniendo suelos provenientes del Abra de Zabaleta (alto
contenido de arcillas) y Playa El Calabrés (alto contenido de arena), inoculados con las
cepas individualmente como coinoculado con ambas. Sorprendentemente en ambas
suelos la cepa de Cupriavidus mostré ser la mas competitiva, recuperandose en la
mayor parte de los n6dulos analizados.

Los resultados obtenidos indican que, la cepa del género Cupriavidus analizada esta
mas adaptada para establecer una relacién simbiética con la planta modelo M.
uragliensis en condiciones complejas como son los suelos de la playa El Calabrés o del
Abra de Zabaleta. Mientras que en condiciones controladas y usando un sustrato inerte
(ensayo en tubo), la cepa del género Paraburkholderia fue la mas competente. Esto
sugiere que no hay una capacidad intrinseca de los rizobios pertenecientes a
determinado género de ser mas competente que otro, sino que su competitividad va a
depender de las condiciones en las cuales se desarrolla esta interaccion.



Introduccion

Leguminosas

Los miembros de la familia Fabaceae comunmente conocidos como leguminosas, son
facilmente reconocidas por su fruto (legumbre) y su hoja compuesta y estipulada. Esta
familia de plantas angiospermas, esta compuesta por 751 géneros y 19500 especies
conocidas, es la tercera familia mas diversa de las plantas con flor, solo superada por
Orchidaceae y Asteraceae (Lewis et al., 2013; The Legume Phylogeny Working Group
(LPWG), 2013). Presenta distribucion cosmopolita, con capacidad de crecer en
condiciones climaticas muy diversas, su distribucion abarca regiones tropicales,
subtropicales y templadas. Ademas, se encuentran en una variedad de condiciones
edaficas, como una gran diversidad de ambientes terrestres y acuaticos (Velazquez et
al., 2010). Respecto a su morfologia, presentan estructuras muy variadas reflejando su
gran diversidad de géneros y especies, donde se pueden encontrar desde arboles de
gran porte, arbustos, pequefias hierbas a plantas rastreras como trepadoras (lzaguirre,
2003).

Esta familia se origind en Africa, hace unos 120 millones de afios aproximadamente,
desde donde se dispers6 tempranamente a Sudamérica y posteriormente a Asia, esto
se ve reflejado en la mayor diversidad de géneros en estos continentes (Stevens et al.,
2001).

Historicamente se ha clasificado a la familia Fabaceae en tres subfamilias: Faboideae
(o Papillionoideae), Mimosoideae @y  Caesalpinoideae, diferenciandolas
morfolégicamente. Sin embargo, con las nuevas técnicas de filogenias moleculares, se
ha podido reconstruir fielmente su parentesco. The Legume Phylogeny Working Group
(LPWG) encontré6 que las especies clasificadas como Fabaceae son un grupo
monofilético y las reclasificO en seis subfamilias: Cercidoideae, Detarioideae,
Duparquetioideae, Dialioideae, Caesalpinioideae y Faboideae. Entre las modificaciones
mas relevantes que se realizaron, se generaron cuatro subfamilias nuevas a partir de
Caesalpinioideae, las restantes Caesalpinoideae se fusionaron con Mimosoideae,
manteniéndose esta Ultima como un clado dentro de la subfamilia Caesalpinoideae
(LPWG, 2017). Al no haberse formalizado los cambios en la nomenclatura de dicha
familia, continuaremos utilizando la clasificacion anterior, basada en las tres subfamilias
nombradas.

Se ha observado que las leguminosas generan relaciones simbiéticas mutualistas con
bacterias de suelo conocidas como rizobios. Durante la simbiosis, se producen nuevas
estructuras caracteristicas en las raices de las plantas, denominados nédulos, en los
cuales estas bacterias son capaces de transformar el nitrdgeno atmosférico (N2) en
amonio (NH.), en un proceso conocido como fijacién biolégica de nitrégeno (FBN)
(Andrews et al., 2017). Se cree que la capacidad de las leguminosas de asociarse con
rizobios, contribuiria a explicar la extensa distribucion de esta familia (Martinez-Romero,
2009). A partir del estudio de 3400 especies de leguminosas aproximadamente, que
representan el 57% de sus géneros, se observd que el porcentaje de especies
susceptibles a ser noduladas varia mucho entre las subfamilias, es aproximadamente
de un 25% en Caesalpinoideae, 90% en Mimosoideae y 97% en Faboideae, (Azcon-
Bieto et al., 2003, Mckhann et al., 1994). La presencia y ausencia de especies
nodulantes en las tres subfamilias indica que la nodulacién surgié varias veces durante



la evoluciéon de las leguminosas y que se ha perdido en algunos linajes (Lloret et al.,
2005).

Las leguminosas tienen una gran importancia econdémica, fueron de los primeros cultivos
domesticados por el hombre, de acuerdo con los restos arqueoldgicos que muestran la
produccién de garbanzos y lentejas, que se remontan al 7000-8000 a.C. en Anatolia
(Turquia) (Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura,
2006). Econdémicamente, en la actualidad representan la segunda familia mas
importante a nivel mundial, solo superada por la familia Poaceae, que incluye los
cereales. Son una importante fuente de proteina y energia tanto para el ser humano
como para los animales, ademas, se utilizan para la produccién de madera, gomas,
productos medicinales, entre otros usos (Javaloyes, 2016). Por otro lado, tienen una
gran importancia ecosistémica, estableciendo importantes relaciones con animales
herbivoros, hormigas, larvas de escarabajos, etc. (Rico-Gray et al., 2007, Kergoat, 2011,
Mackay, 2010).

Otra caracteristica muy importante de esta familia, esta dada por su utilizacién en los
cultivos de rotacién y como recuperadores de suelo, ya que estan adaptados a suelos
pobres. Estas plantas aportan muchos nutrientes al sustrato una vez que la planta
muere, entre ellos, parte del nitrégeno que fijé de la atmdésfera a través de sus nédulos.
Esto contribuye a mejorar las condiciones fisicoquimicas y la biodiversidad del suelo, y
dados los recursos limitados de la energia fosil y la creciente preocupacion sobre el
ambiente, el potencial de las leguminosas en su rol como fuente de nitrégeno en los
sistemas de cultivo es cada vez mas valorado (Rubiales et al. 2015, Pankievicz et al.,
2019).

Leguminosas Nativas

La subfamilia de Caesalpinoideae se caracteriza, dentro de esta familia, por el
predominio de elementos arbéreos o arbustos, trepadoras lefiosas y pocos elementos
herbaceos. Esta familia abunda en regiones tropicales y subtropicales, pero se ha
adaptado a habitat xéricos y climas templados. Esta compuesta por 160 géneros y
aproximadamente 1900 especies, de los cuales los géneros mas representados son
Senna (con 350 especies), Chamaescrista (265) y Caesalpinia (100 especies). En
Uruguay se han contabilizado diez géneros con 28 entidades taxonémicas, al igual que
se observa a nivel mundial, los géneros predominantes en nuestro pais son Senna,
Caesalpinia y Chamaescrista (Izaguirre, 2003; Polhill, 1981).

En cuanto a la subfamilia Mimosoideae, se subdivide en mas de 50 géneros, pero la
mayoria de las especies pertenecen a tres géneros que son: Acacieae (1200 especies,
aproximadamente), Mimoseae (450 especies aprox.) e Ingeae (mas de 400 especies).
Esta subfamilia se distribuye desde regiones tropicales a templadas y excepcionalmente
a regiones frias. Al igual que Caesalpinoideae, contiene especimenes arboreos o
arbustos, trepadoras lefiosas y pocos elementos herbaceos. Respecto a nuestro pais,
los tres géneros que acumulan el mayor numero de especies dentro de la subfamilia
Mimosoideae son los que se encuentran mas representados. Excepto que el género
Mimoseae es el mas abundante en Uruguay, con 50 entidades descritas (Izaguirre,
2003; Izaguirre et al., 2009).

Finalmente, la subfamilia Papillionoidea (Faboideae), es la mas diversa dentro de las
leguminosas, con unos 450 géneros, aproximadamente, y mas de 12000 especies. Esta
diversidad también se muestra en su distribucion y morfologia, ya que comprende la



distribucibn mas amplia dentro de la familia, aunque se concentran principalmente en
regiones calidas, y tienen una gran diversidad de formas y tamafios, abarcados todos
los nombrados anteriormente. En nuestro territorio se han descrito 56 géneros con 201
especies, de las cuales 130 son nativas y 71 son adventicias. Los géneros mas
representados en Uruguay son Adesmia, Vicia, Lathyrus, entre otros (Izaguirre, 2003).

Género Mimosa

Mimosa es el género mas antiguo dentro de la subfamilia Mimosoideae y el segundo
género mas diverso, con 450 especies aproximadamente, solo superado por el género
Acacieae. Es un género principalmente americano, ya que el 90% de sus especies se
encuentran en este continente, con el 10 % restante distribuido en Africa, Asia y
Australia. Tiene una distribucion principalmente tropical y subtropical, donde posee
centros de diversificacion en México y el Planalto de Brasil, aunque penetra regiones
templadas llegando al sur de Estados Unidos y a nuestro territorio (Camargo-Ricalde et
al., 2015).

La mayoria de las especies de este género presentan hojas bipinnadas y ramas con
cerdas o espinas. Las inflorescencias esta formadas por pequefias flores bisexuales,
globosas, de diferentes colores (rosadas, blancas, etc.), normalmente axilares o en
racimos. Se pueden encontrar diferentes morfologias dentro de este género, desde
arboles pequefios (3 a 10 metros de altura) como M. aculeaticarpa, distintos tipos de
arbustos (decumbente, erguido y trepadores) a hierbas anuales como M. ursina (Grether
et al., 2015). Con su gran diversidad de morfologias, se han usado con mudltiples
funciones, como forrajeras, medicinales, combustibles, meliferas, en la construccion,
ornamentales, entre otras utilidades (Camargo-Ricalde et al., 2015).

Este género siempre ha llamado la atencién de las personas y la comunidad cientifica,
por la caracteristica de algunas de sus especies de poder reaccionar ante ciertos
estimulos, cerrando rapidamente sus hojas al ser tocadas, o levantar sus hojas durante
el diay bajarlas por la noche. Recientemente han vuelto al ser el foco de atencion debido
a que, en muchos casos, se ha reportado que bacterias pertenecientes a los géneros
Paraburkholderia y Cupriavidus son capaces de formar asociaciones simbi6ticas con
dichas plantas, registrandose esta relacion en mimosas en todos los continentes
(Grether et al., 2015; Franche et al. 2009; Garabato, 2018; Sandes, 2015; Rios Mendaro,
2014).

Rizobios

El filo Proteobacteria, del dominio Bacteria, es uno de los mas abundante y diverso
dentro de este dominio, y es el filo al que pertenecen mayoritariamente los rizobios. Se
divide en seis subfilos denominados con las letras griegas a, B, y, 6, € y {, de los cuales
los rizobios pertenecen al grupo de las a y 3 Proteobacteria.

Los rizobios son organismos diazétrofos del suelo, esto quiere decir que son capaces
de transformar el nitrdgeno atmosférico (N2) en amonio (NH4*) (diazo = dos nitrégenos,
trofo = alimentacion), en un proceso conocido como FBN. Lo que distingue a los rizobios
del resto de los organismos diaz6trofos y por lo que son los mas estudiados entre ellos,
es que realizan este proceso principalmente en asociacion con leguminosas,
estableciendo una relacion simbiética con estas.



Los rizobios son bacterias del suelo, bacilos, Gram negativas, que no forman esporas y
sus colonias generalmente tienen un aspecto mucilaginoso. Mayoritariamente presentan
metabolismo aerobio heterétrofo y son capaces de utilizar gran variedad de azUcares
como fuente de carbono (Azcon-Bieto et al., 2003). Al interaccionar con la planta, ésta
genera como respuesta una estructura caracteristica denominada nédulo, el cual se
desarrolla en el cortex radicular y excepcionalmente en el tallo de muchas leguminosas
y singularmente con no leguminosas, como Parasponia, miembro de la familia Uimaceae
(Franche et al. 2009). En esta estructura se da el ambiente propicio para la FBN, se dan
los intercambios de nutrientes y amonio entre la planta y el rizobio (Azcon-Bieto et al.,
2003). Los rizobios se caracterizan por tener dos formas de vida que difieren en su
morfologia y metabolismo. En el suelo y en las etapas iniciales de la colonizacion e
infeccion de la raiz, se los encuentra en vida libre, son moéviles ya que presentan un
flagelo polar o subpolar, o de dos a seis flagelos peritricos. Ademas, pueden usar una
gran variedad de fuentes de carbono y en su mayoria son incapaces de fijar N.. Mientras
gue, en el interior de los nodulos, se diferencian a bacteroides, donde tienen
generalmente una forma irregular, son inmoviles, capaces de fijar N2 y s6lo pueden
utilizar acidos dicarboxilicos como succinato y malato como fuente de carbono
(Fernandez-Pascual et al. 2002).

Al principio, los investigadores comenzaron a clasificar a los rizobios por sus
caracteristicas morfolégicas y por la especie de leguminosa con la que nodulaban.
Répidamente se vio que ésto era insuficiente, debido a la promiscuidad simbiética que
presentan muchos de los rizobios, esto significa que una misma especie de rizobio
puede establecer relaciones simbibticas con mas de una especie de leguminosa. Se
observé gue la promiscuidad simbidtica estd ampliamente distribuida en la naturaleza,
y no estd asociada a bacterias particulares 0 a grupos taxonémicos de plantas en
especifico, aunque si se puede afirmar que las bacterias y plantas promiscuas se
encuentran mayormente en zonas calidas o tropicales del mundo (Perret et al., 2000).
Més recientemente, mediante los andlisis filogenéticos basados en la secuencia del gen
rrs (subunidad ribosomal menor [ARNr 16S]), se generd un analisis mucho mas robusto,
profundizando el conocimiento de las relaciones filogenéticas de los rizobios.

La interaccion entre rizobios y leguminosas fue descrita principalmente en las bacterias
pertenecientes a las a-Proteobacterias, en la cual se identificaron siete géneros:
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium,  Azorhizobium,
Methylobacterium y Devosia (Lloret et al., 2005, Franche et al. 2009). Pero
recientemente se ha identificado que los géneros Paraburkholderia y Cupriavidus,
pertenecientes a las [B-Proteobacteria, son capaces de nodular a leguminosas,
especialmente al género Mimosa (Angeles, 2010, Moulin et al., 2001, Chen et al., 2001).
Estos dos géneros no se conocian por esta capacidad, el género Cupriavidus, por
ejemplo C. necator, era conocido como un predador no obligado de bacterias y hongos
del suelo, mientras que la familia Burkholderiaceae era estudiada por tener
representantes patdégenos (Bontemps, et al., 2010). Ademas, recientemente se cred un
nuevo género dentro de la familia Burkholderiaceae, llamado Trinickia, el cual agrupa
especies simbiontes de leguminosas, las que antes pertenecian todas al género
Paraburkholderia (Estrada-de los Santos, et al.,, 2018). Por lo tanto, actualmente se
reconocen tres géneros dentro de las B-Proteobacterias que tienen especies de rizobios;
Paraburkholderia, Cupriavidus y Trinickia.



Fijacion Biologica de Nitrogeno
Generalidades

El nitrégeno es uno de los elementos mas abundantes en la naturaleza, se encuentra
en la biomasa y el suelo, es esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas, en
las cuales es el cuarto elemento mas abundante. Este elemento forma parte de
moléculas imprescindibles para la vida, como son los aminoacidos, proteinas, acidos
nucleicos, hormonas y clorofilas (Azcon-Bieto et al., 2003). En la atmdsfera es donde se
encuentra en mayor abundancia, encontrdndose como N: Yy representando
aproximadamente el 78% de ésta. Este nitrbgeno molecular atmosférico es una
molécula muy estable y poco reactiva, debido al triple enlace que une a los &tomos de
nitrégeno, de una manera muy rigida y planar.

Este elemento se encuentra disponible en el suelo en diferentes estados de oxidacion,
el nitrato (NOs) y el amonio (NH4*) son las principales formas en que las plantas lo
pueden absorber y asimilar. Se estima que la cantidad de nitrégeno incorporado al suelo
por afio es de unas 275 millones de toneladas a nivel mundial. De éstas, 30 millones
son producto de la oxidacién del N, a &cido nitrico, provocada por las descargas
eléctricas de las tormentas. Una gran cantidad de nitrégeno se fija mediante el proceso
industrial de Harber-Bosch, este proceso consiste en la reduccion de N> a amonio, bajo
condiciones de alta temperatura y presion, en presencia de un catalizador a base de
hierro; amonio que posteriormente va a ser oxidado para formar fertilizantes como el
nitrato de amonio. Sin embargo, la mayor fijacién del nitrégeno atmosférico se debe a
organismos diazétrofos mediante la FBN, que incorporan unas 50-465 kg/ha/afio lo que
eqguivale a un 80% de la fijacion total (Fernandez-Pascual et al. 2002, Miller et al., 2005).

Las leguminosas tienen una importancia ecoldgica y agronémica muy grande, debido a
que son responsables de una parte sustancial del flujo global de nitrégeno, ya que una
gran proporcion de éste es fijada por los rizobios asociadas a ellas (Crews et al., 2004).
Ademas, la fijacién de nitrégeno por hectarea producida por leguminosas asociadas
simbidticamente con rizobios, es mucho mayor que para cualquier otro organismo del
suelo en vida libre (Sprent, 1979). Es importante destacar que nos referimos a
organismos del suelo, ya que la fijacion que ocurre en los océanos y mares es muy
grande y tiene igual o mayor importancia en el ciclo de este elemento (Wang et al.,
2019).

La incorporacion de leguminosas a sistemas de rotacién con otros cultivos, ofrece una
practica sustentable y amigable con el medio ambiente. En contrapartida, la utilizacién
de fertilizantes se ha asociado a numerosos problemas ambientales, no solo debido al
alto costo energético para su produccion (con un alto consumo de combustibles fésiles),
sino también por causar eutrofizacion de rios y mares, contaminacion de aguas
subterraneas y el adelgazamiento de la capa de ozono (contribuyendo al calentamiento
global) (Sprent, 1979).

La FBN es un proceso exclusivo de bacterias y arqueas (Figura 1), los organismos que
realizan este proceso no son exclusivamente rizobios, hay una gran cantidad de
organismos que lo realizan en vida libre. Ademas, existen organismos que no son
rizobios pero que pueden generar una relacion simbidtica similar. Un ejemplo de esto
son las cianobacterias, que pueden formar una relacion simbiética con tejidos de plantas
hepaticas, helechos, cicadas y dicotiledéneas. O como Frankia, perteneciente al filo
Actinobacteria, que forma nddulos con muchas plantas no leguminosas de varias



familias, que incluyen a los géneros Alnus y Prusia (Azcon-Bieto et al., 2003; Meeks, et

al., 2017)
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Si bien es probable que el complejo enzimatico responsable de la FBN, complejo de la
nitrogenasa, se origind durante un periodo con una atmosfera primitiva reductora, hubo
que esperar hasta la aparicion de las plantas hace 400 millones de afios para que se
comenzara a establecer esta interaccidn entre organismos diazétrofos y plantas. Desde
ese momento hasta la actualidad, los linajes de organismos diaz6trofos se diversificaron
y lograron establecer relaciones simbidticas con algunos linajes especificos de plantas
(Lloret et al., 2005).

Nitrogenasa

La nitrogenasa es un complejo enzimatico que lleva a cabo uno de los procesos
metabdlicos mas importantes y costosos de la naturaleza; la reduccion de una
molécula de N> a amonio (Raymond et al., 2004, Rubio et al., 2005).

Estructura

Esta enzima esta codificada en tres genes, nifK/H/D, los cuales codifican para los
mondémeros de las distintas subunidades. Respecto a nifH, codifica para los dos v
mondmeros de la Fe proteina (dinitrogenasa reductasa o componente Il). Esta proteina
de aproximadamente 64 kDa, es un homodimero compuesto ademas por cuatro atomos
de hierro arreglados en un grupo Fe4S4. Por otra parte, nifD y nifK codifican para las
subunidades a y B respectivamente de la MoFe proteina (dinitrogenasa o componente
). Esta es un heterotetramero compuesto por dos subunidades a y dos 8, que pesa
aproximadamente 240 kDa en total, y que contiene ademas cuatro grupos metalicos,
dos cofactores hierro-molibdeno (abreviado FeMo-co por los metales que incluye [Fe y
Mo] y su caracter de cofactor [co]) y dos grupos P. Los grupos P se encuentran en la
interfase de las subunidades, mientras que los FeMo-co se encuentran al interior de las
subunidades a. Estas estructuras estan esquematizadas en las Figuras 2y 3 (Peters et
al., 1995, Hoffman et al., 2013).

Para el ensamblaje completo de nitrogenasa se requiere productos de otros genes nif,
involucrados en la sintesis del FeMo-co (nifB, nifQ, nifE, nifN, nifX, nifU, nifS, nifV, nifY
y también nifH), el ensamblaje de grupos Fe4S4 (nifS y nifU) y la maduracién de los
componentes de nitrogenasa (nifW y nifZ) (Franche et al. 2009).
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Figura 2. Esquema de las subunidades de la Mo- Nitrogenasa. Se muestran por separado la Fe
proteina con sus dos subunidades Y, unidas por el grupo Fe4S4, y la MoFe proteina con sus dos
subunidades a (blancas) y B (rayadas), y sus cofactores (grupo P y FeMo-co). Imagen extraida y
modificada Peters et al., 1995

Ao
Fe-S S—F Fe—S
S/Fe\S\Fe F/ j/ :: s/: SS\F F/S/Fz\g/":\s\”‘ O:( CHoCH,COO0
SN st
NeLs” R R L F< /Fe/ Y O Neiooo
S

Figura 3. Representacion de los cofactores de la Mo-Nitrogenasa. “A” representa al grupo Fe4S4
(perteneciente al componente 1), “B” al grupo P y “C” representa el cofactor hierro-molibdeno (FeMo-co),
ambos presentes en el componente I. Los atomos coloreados de rojo representan al hierro (en “C”
también representa al oxigeno), los amarillos al azufre, el gris al carbono y el violeta al molibdeno. Imagen
extraida y modificada de Taiz et al., 2010.

Existen tres variantes de nitrogenasas, segun los metales que presentan en sus
cofactores, siendo la mas estudiada, eficiente energéticamente y distribuida entre los
rizobios, la molibdeno (Mo) nitrogenasa y la cual describimos anteriormente. Pero
existen nitrogenasas alternativas, como la vanadio (V) nitrogenasa y hierro (Fe)
nitrogenasa (Rubio et al.,, 2005). Todas estas enzimas presentan una secuencia
aminoacidica muy conservada entre los distintos filos procariotas. No se han encontrado
microorganismos que expresan Unicamente nitrogenasas alternativas, siempre
coexpresan con la Mo-nitrogenasa, por lo que se supone que las nitrogenasas
alternativas se expresan cuando es baja la disponibilidad de molibdeno en el medio,
para complementar su funcién (Darnajoux et al., 2019).



Funciéon

Esta enzima esta encargada del proceso endergénico mas costoso en la naturaleza,
con un requerimiento minimo de energia de 960 kJ, que se obtienen de 16 moléculas
de ATP formadas mediante fosforilacién oxidativa por la bacteria (Fernandez-Pascual et
al. 2002). La ecuacién general de esta reaccion involucra la reduccién de protones (H"),
la hidrolisis de ATP y requiere tanto transferencia de protones como de electrones, esto
se visualiza en la Ecuacién 1. Pero cuando analizamos paso a paso la reaccién, vemos
que es de mayor complejidad (Peters et al., 1995, Hoffman et al., 2013).

N2+8H"+8e +16 ATP -> 2 NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi

Ecuacion 1. Estequiometria de la reaccion catalizada por la enzima nitrogenasa. Aqui se muestra la
ecuacion balanceada del proceso realizado por la nitrogenasa, en el cual se fija el nitrégeno atmosférico
en amonio, extraido de Burgess et al. 1996.

Este proceso comienza con la Fe proteina, ésta media el pasaje de electrones de un
agente reductor como la ferredoxina o la flavodoxina a la MoFe proteina; para realizar
este proceso acopla la hidrolisis de dos moléculas de ATP. La unién de ATP genera un
cambio conformacional que acerca a los cofactores de ambas proteinas, disminuyendo
su potencial redox y favoreciendo asi esta reaccion, al mismo tiempo que la hace mas
susceptible a la inactivacién por oxigeno. Una vez que ocurri6 el pasaje de electrones
desde el complejo Il al complejo I, la Fe proteina oxidada se desacopla, permitiendo que
entre otro complejo Il reducido para repetir el ciclo. Este proceso debe ocurrir ocho veces
para reducir una molécula de N> a amonio (Peters et al., 1995, Hoffman et al., 2013).

Respecto a la MoFe proteina, une al N2 mediante el cofactor FeMo-co, quedando el N
unido especificamente al atomo de molibdeno. Luego, mediante el grupo P se
transfieren los electrones de la Fe proteina al N2, el cual se comienza a reducir
incorporando protones (H*) (Peters et al., 1995, Hoffman et al., 2013).

El modelo cinético de Lowe-Thorneley para la funcion de nitrogenasa, describe la
cinética de transformaciones entre intermediarios cataliticos de la enzima. Durante
mucho tiempo, dos propuestas (la via alternativa y la via distal) se debatieron para
explicar el proceso por el cual se reduce el N, invocando diferentes productos
intermediarios en este proceso. Recientemente, se ha determinado «la via alternativa»
como la mas probable, ganandole la pulseada a la via distal para explicar este proceso
(Taiz et al., 2010). Estos modelos todavia no logran dilucidar todos los aspectos
funcionales de esta enzima, una muestra de ésto es la formacion de hidrégeno
molecular (H2) en esta reaccion. Esto se debe a las dificultades de estudiar a los
intermediarios de esta enzima mediante cristalografia (Peters et al., 1995, Hoffman et
al., 2013, Hoffman et al., 2014).

Evolucién

El surgimiento y la evolucion de este complejo enzimatico ha sido una fuente de debate
en este Ultimo tiempo. Los estudios paleontolégicos marcan el origen de la FBN hace
unos 3.2 giga afios (Ga). Sin embargo, los enfoques de datacion filogenética sugieren
gue este evento no ocurrié hasta aproximadamente 2.1 Ga, dejando un espacio de 1.1
Ga entre las diferentes dataciones. Esta diferencia se puede deber a que el complejo
enzimatico como lo conocemos pudo surgir a partir de un predecesor que ya tenia una
cierta capacidad de realizar este proceso (Mus et al., 2019).
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La reconstruccion filogenética de los genes estructurales de la nitrogenasa (nifHDK),
indica que los primeros organismos capaces de fijacion de N fueron ancestros de
bacterias termdfilas hidrogenotréficas metanogénicas. Este resultado es apoyado por la
observacion de que la nitrogenasa esta evolutivamente relacionada (como paralogo)
con enzimas que funcionan en la biosintesis del cofactor F430, cofactor clave en el
metabolismo del metano (Mus et al., 2019). Este resultado no era el esperado, ya que
estas bacterias tienen un metabolismo con bajo rendimiento energético, y se esperaba
gue un proceso tan costoso energéticamente como este, haya surgido en una bacteria
con un metabolismo mas eficiente, como seria una bacteria fotosintética o heterétrofa.

Finalmente, se consideraba que la Mo-nitrogenasa se origind a partir de las nitrogenasas
alternativas, ya que el molibdeno se encontraba en baja concentracion en el ambiente
en ese momento. Sin embargo, las reconstrucciones filogenéticas indican que las
nitrogenasas alternativas se derivan de la Mo-nitrogenasa. Este hallazgo es consistente
con la observacién de gque todos los genomas que codifican para nitrogenasas
alternativas también lo hacen para la Mo-nitrogenasa. Ademas, la biosintesis de los
cofactores metdlicos de las nitrogenasas alternativas depende de la maquinaria
biosintética de la Mo-nitrogenasa (Mus et al., 2018).

Interaccion Rizobio-Leguminosa

Flavonoides y factores Nod

La simbiosis entre leguminosas y rizobios no es obligatoria, aunque en condiciones
limitantes de nitrégeno se favorece esta relacion mutuamente fructifera. Ambos
simbiontes interaccionan mediante un elaborado intercambio de sefales, las cuales
producen un cambio de la expresion génica tanto en el hospedero como en el
microsimbionte, generando en ambos los cambios necesarios para producir la infeccion
(Caetano-Anollés et al.,, 1991). Para que el proceso de infeccion pueda darse, los
rizobios deben colonizar la rizésfera (zona del suelo que rodea a la raiz y se ve afectada
por ella) y posteriormente unirse a la raiz. Este proceso de adsorcion depende de
multiples factores tanto de la bacteria (polisacaridos, proteinas superficiales,
microfibrillas de celulosa y fimbrias), la planta (exudados radiculares, estructura de la
superficie radicular) como del ambiente (pH, temperatura, cationes divalentes,
humedad, presencia de otros microorganismos competidores) (Lodeiro et al., 2003).
Dentro de las principales sefales secretadas por las plantas, se encuentran los
compuestos exudados por las raices. Estos incluyen aminoacidos, proteinas, azlcares,
carbohidratos complejos, flavonoides, alcoholes, vitaminas y acidos organicos, que
producen cambios en la composicion quimica del suelo. Las nuevas condiciones del
suelo, con un ambiente enriquecido en nutrientes, puede promover el crecimiento de
poblaciones microbianas especificas y su quimiotaxis hacia esta zona (Gage, 2004).
Dentro de los exudados radiculares, los flavonoides y betainas son las moléculas
identificadas con capacidad de inducir en el rizobio tanto la quimiotaxis como la
expresion de los genes responsables de la nodulacion (Mckhann et al. 1994, Streng et
al., 2011).

Todos los flavonoides consisten en dos anillos de benceno unidos mediante un anillo
heterociclico de pirano o pirona y las diferentes sustituciones sobre estos anillos
producen flavonoides, flavonas, flavononas, asi como isoflavonoides. Se han
identificado mas de 9000 flavonoides diferentes sintetizados por plantas vasculares
(Valavanidis et al., 2013), pero solamente un conjunto de éstos esta involucrado en

11



mediar las interacciones simbidticas rizobio-leguminosa. Es més, la capacidad de
distinguir a su hospedero particular por parte del rizobio est4d dada en parte por el
reconocimiento especifico de cada flavonoide por la bacteria (Mckhann et al. 1994,
Gage, 2004, Hirsch et al., 2001).

Los flavonoides inducen la expresién de los genes nod bacterianos, activando al operén
de igual nombre. Esto se debe a la interaccion entre esta molécula y el producto del gen
nodD, un factor de transcripcion de la familia LysR. Esta interaccion causa un cambio
conformacional en la proteina NodD, la cual se une a una secuencia altamente
conservada, conocida como caja nod, presente en las regiones promotoras de los genes
nod, induciendo la transcripcion de dicho operén (Streng et al., 2011).

Los genes nod codifican para aproximadamente 25 proteinas requeridas para la sintesis
y exportacion de los factores Nod por la bacteria. Los factores Nod (Figura 4) son lipo-
quito-oligosacaridos, consisten en un oligdbmero de quitina acilada (tri o pentasacarido
de N-acetil-D-glucosamina), sustituido en el carbono 2 de su extremo no reductor por
una cadena de acido graso insaturado de dieciséis a veinte carbonos. Ademas, pueden
sufrir modificaciones en el residuo terminal del oligdbmero de quitina, desde
glicosilaciones, sulfataciones, acetilaciones hasta metilaciones en dicho residuo. Estas
moléculas cumplen un rol central en la interaccién entre rizobios y leguminosas,
modificando muchos aspectos de la raiz y la planta, como por ejemplo: desencadena la
deformacion del pelo radicular, la formacion de hilos de pre infeccion, la division celular
cortical, generan la despolarizaciéon de la membrana y la oscilaciones del calcio
intracelular, la induccion y secrecion de flavonoides, la inducciéon de nodulina y genes
del ciclo celular; varios estudios sugieren que pueden afectar la regulacion de
fitohormonas (Gage, 2004, Streng et al., 2011, Mathesius et al., 2002, Roche et al.,
1991).

NodP
(ATP-sulphurylase)

NodQ
NodC (APS Kkinase)
NodL ; e ?
N-acetylglucosamine transfera
(() I(Ltyltr‘]nsflrlse) ( acetylglucosamine transier: I&EJ N()dH
/ (sulfotransferase)
0503H
NON-REDUCING S REDUCING
END END
qm NH
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(N-acyltransferase) 2 7 oo CH3 CH;,
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(de-N-acetylase) H‘l:
(GH2)g
NodF " T
(acyl carrier protein) ?H
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NodE
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Figura 4. Estructura de factores Nod. En esta imagen se muestra la estructura del factor Nod producido
por S. meliloti, en la cual se marcan el extremo reductor (reducing end) y no reductor (non-reducing end) y
las proteinas encargadas de sintetizar cada parte del factor. Imagen extraida de Wais et al., 2002.

La estrategia por la cual se establece esta interaccién no es Unica de rizobios, ya que
otros organismos simbiontes de plantas como son las micorrizas sintetizan moléculas
muy similares a los factores Nod para mediar su interaccion con la planta hospedera
(Mathesius et al., 2002).

Las distintas especies de rizobios producen diferentes factores Nod, que se distinguen
por: el largo y grado de saturaciéon de la cadena de acido graso, el largo del oligémero
de quitina y los sustituyentes que presentan en sus extremos. Por lo tanto, se supone
gue la produccion y captacion de factores Nod especificos, por el simbionte y el huésped
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respectivamente, ha co-evolucionado generando un cierto grado de especificidad en
esta relacion. Sin embargo, algunas especies de rizobios producen una mezcla diversa
de factores Nod que a menudo dan como resultado su capacidad de formar simbiosis
con diferentes especies de plantas hospederas (Streng et al., 2011, Mathesius et al.,
2002).

Los genes nod pueden ser clasificados en tres categorias, las cuales cada una da un
grado de especificidad en la relacidn simbionte. La primera y mas general, son los genes
nod mas conservados (nodA, nodB y nodC), los cuales son esenciales para generar
esta relacion simbidtica. Se encuentran en todos los rizobios y su funcién es la
biosintesis y el ensamblaje de las unidades de N-acetil-D-glucosamina y la unién de la
cadena de acido graso. El segundo grupo, son los genes nod reguladores (nodD) los
cuales estdn encargados de regular al operén e interaccionar especificamente con
flavonoides determinados. Finalmente, el tercer grupo son los genes nod especificos,
difieren entre las distintas especies de rizobios y codifican para enzimas que catalizan
el agregado de los diferentes sustituyentes en los extremos del factor Nod (Figura 4)
(Roche et al., 1991).

Por parte de la planta, se han identificado una serie de genes conocidos como nodulinas,
gue se expresan solamente en respuesta a los factores Nod. Reciben este nhombre
debido a que su expresién se da preferentemente en el nédulo, ademas se discriminan
por su aparecer en diferentes momentos en la diferenciacién del nédulo: como nodulinas
tempranas o tardias. La funcion de muchas de estas proteinas se sigue estudiando y es
un campo muy activo de investigacion (Franche et al. 2009, Roche et al., 1991).

Proceso de infeccioén

El proceso de infeccion es desencadenado por la induccion de la bacteria por parte de
los flavonoides secretados naturalmente en los exudados radiculares, que cambian su
perfil de expresion génica, y comenzan a sintetizar los factores Nod. Estas bacterias van
a colonizar la rizosfera y comenzar el proceso de infeccién, proceso que se puede dar
de dos maneras, extracelular o intracelular.

Resumidamente, el mecanismo de infeccidn extracelular se caracteriza por no presentar
un hilo de infeccién y por ser independiente de la produccion de factores Nod. Se han
descrito dos mecanismos para esto; en el primero, los rizobios ingresan a través de las
micro-grietas provocadas en los sitios donde emergen las raices laterales, mientras que
el segundo, los rizobios ingresando directamente por las células epidérmicas o entre
estas y el pelo radicular (Andrews et al., 2017), este ultimo proceso de infeccion fue
descrito para Mimosa scabrella (Sprent et al., 1989).

El proceso de infeccion intracelular es el predominante en la interaccion entre rizobios y
leguminosas, comienza con la unidn de las bacterias a los pelos radiculares de las
raices, por lo que la planta va a recibir la estimulacion de los factores Nod presentes en
la bacteria (Figura 5). Estos pelos radiculares, se desarrollan cerca del apice de la raiz,
son extensiones unicelulares de las células epidérmicas. En la rizosfera, los pelos
jévenes en crecimiento juegan un papel importante en el reconocimiento simbiético. Una
de las respuestas tempranas de las plantas a la estimulacién por los factores Nod, es el
aumento en los niveles intracelulares de calcio en los pelos radiculares, seguido de
fuertes oscilaciones y alteraciones en el citoesqueleto de dicha célula.
Simultaneamente, se estimulan las células de la corteza de la raiz, induciendo su
proliferacion, células que posteriormente formarén el primordio nodular y alojaran a los
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rizobios (Jonas et al., 2007). Los cambios en el citoesqueleto producen el enrollamiento
del pelo radicular, las bacterias que estaban unidas a esta estructura quedan atrapadas
en su curvatura interior. Estas bacterias van a ser las que degradan la pared celular y
penetraran, lo que resulta en la invasion bacteriana al tejido vegetal, formando asi el hilo
de infeccion (Figura 5, A). La punta del hilo de infeccién en desarrollo es un sitio de
continua sintesis de membrana celular, estimulada por la presencia de bacterias.
Ademas, hay una constante proliferacion de bacterias en este sitio, esto parece hacer
progresar la infeccién (Figura 5, B) y la induccién de la sintesis de la membrana (Jones
et al., 2007).

b Infection thread extension ¢ Infection thread penetration
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Figura 5. Esquema del proceso de infeccion de los rizobios. En “A” se ve el enrollamiento del pelo
radicular y el inicio del hilo de infeccién, en “B” se muestra la extension del hilo de infeccion, finalmente en
“C” se esquematiza la penetracion del hilo de infeccion para la formacién del nédulo. Imagen extraida y
modificada de Jones et al., 2007.

Este proceso culmina con la liberacién de las bacterias en el citoplasma de las células
corticales de laraiz (Figura 5, C). Las bacterias permanecen rodeadas por la membrana
de la célula hospedera producida en el hilo de infeccidbn (membrana peribacteroidal),
originando un nuevo organelo llamado simbiosoma, donde las bacterias se diferencian
hacia su forma capaz de realizar la FBN, conocida como bacteroides. El nivel de
diferenciacion y viabilidad de los bacteroides depende tanto del tipo de rizobio como del
hospedador (Sprent et al., 2013).

Como resultado de este proceso se originan los nddulos en las raices de las
leguminosas, estos poseen dos morfologias: determinado o indeterminado. Los ndédulos
indeterminados, los que se ven en plantas del género Mimosa, como M. uraglensis u
otras mimosas nativas (Platero et al., 2016, Pereira-Gomez et al., 2020), presentan
actividad meristematica persistente. Esto genera nuevas células que son infectadas por
los rizobios residentes del nddulo, por lo que adquieren una forma alargada cuando
estan maduros. En cambio, los nédulos determinados como los de la soja, poroto y lotus,
entre otros, no presentan un meristema persistente y usualmente son redondeados,
ademas, no parece que haya divisibn de las bacterias una vez envueltas por la
membrana peribacteroidal, los cual si ocurre en los nddulos indeterminados (Gage,
2004, Jones, 2007).

Sin embargo, todas las especies examinadas en las Caesalpinioideae, excepto las

herbaceas Chamaecrista spp. y unas pocas especies en Papilionoideae, retienen su
rizobios dentro de los hilos de infeccion (Andrews et al., 2017).
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Competencia entre Rizobios

Como ya fuimos dilucidando, la relacion simbi6tica entre rizobios y leguminosas esta
determinada por muchos factores. Entre los mas importantes se encuentra la especie
de leguminosa y, por lo tanto, los flavonoides que secreta. Ademas, el tipo de rizobio y
los factores Nod que sintetizan, incluyendo sus modificaciones y el acido graso
correspondiente, son importantes en mediar este reconocimiento. Estos factores
(flavonoides y factores Nod) también determinan el grado de promiscuidad de esta
interaccion, ya que la variedad que sintetizan como el multiple reconocimiento, por parte
de ambos simbiontes, le proporciona este caracter.

Una vez que se establece en primera instancia esta interaccion, la planta desarrolla una
especificidad en la nodulacion por ese rizobio especifico, ésto quiere decir que las
bacterias nodulantes del primer nédulo van a verse favorecidas para la formacién de los
nédulos siguientes (van Rhijn et al.,, 1995). Aunque existen excepciones y se han
encontrado casos de plantas noduladas por mas de un tipo de rizobio, incluso
colonizando el mismo nédulo. A pesar de ésto, es importante identificar a la primera
cepa nodulante porque generalmente produce una preferencia o ventaja para el resto
del proceso, esto se hace identificando al primer nédulo y a la cepa simbionte dentro de
éste (Safronova, et al., 2019).

Ademas de estos factores, hay otros aspectos que caracterizan y modulan el
establecimiento de esta interaccion, como la temperatura, la salinidad y el pH, entre
otros. Una baja temperatura en la raiz inhibe la sintesis y secrecion de flavonoides y
otros compuestos de los exudados radiculares. Ademas, las bajas temperaturas
también reducen la sintesis y/o excrecion de factores Nod bacterianos. Estas dos
consecuencias provocan el retraso del inicio de la nodulaciéon y reduccion de la tasa de
crecimiento de los nodulos, lo que conduce a nddulos mas pequefios.

Respecto a la salinidad, se ve que puede tener tanto efectos positivos como negativos
en el establecimiento de esta interaccion. Hay indicios de que las altas concentraciones
de sal pueden inducir la expresion de genes nod incluso en ausencia de inductores como
flavonoides, como se describié en Rhizobium tropici (Guasch-Vidal et al., 2012, Estévez
et al., 2009). Sin embargo, el aumento de la salinidad reduce la produccion de factor
Nod por Sinorhizobium arboris, que nodulan Acacia y Prosopis (Penttinen et al., 2013).

El pH es uno de los parametro fisicoquimicas del suelo que afectan a este proceso ya
gue puede afectar a las sefiales secretadas, por ejemplo, reducir la secrecion de los
exudados radiculares, como isoflavonoides. Ademas, la modificacion del pH puede
reducir la expresion de los genes nod como nodA, generando la disminucién de la
produccion y excrecion de los factores Nod (Richardson et al., 1988). Otra modificacién
que pueden sufrir los simbiontes al reducir el pH, es modificar el patrén de expresion de
factores nod, por uno mas tolerante a las condiciones ambientales. Finalmente, algunos
simbiontes al ver reducido el pH del medio, puede activar un mecanismo sistémico que
regula negativamente el desarrollo de la nodulacion (Lira et al., 2015). Por esta razon
hay rizobios mas adaptados a suelos acidos, como es Paraburkholderia, haciéndolo mas
competente en esta situacion (Garau et al., 2009).

Otro factor que es muy importante, es la disponibilidad de algunos compuestos en el
sustrato, como el hierro o el fosfato, que son fundamentales para la funcion y la
competencia del ndédulo. Ya que la nitrogenasa necesita cofactores que presentan hierro
y un alto requerimiento energético que utiliza como base fosfato (ATP), con una baja
disponibilidad de estos compuestos se ve afectado el proceso y la funcion de los
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nédulos. Ademds, la obtencion de estos elementos es una gran ventaja para la
competencia de las cepas por la hodulacion de la planta (Lira et al., 2015).

Por otro lado, la presencia de metales pesados puede afectar fuertemente la nodulacion,
ya que se ha visto que, en presencia de éstos, algunos rizobios retrasan éste proceso,
reducen la fijacion de nitrégeno y se ve afectada la funcion del regulador nodD. También
se han visto adaptaciones a estos ambientes, como la formacién de biopeliculas o la
modificacion del metabolismo bacteriano, lo que reduce los efectos antes descritos
(Schue et al., 2011). Existen ciertas especies de Cupriavidus, como Cupriavidus
metallidurans, que, aunque no es un rizobio se caracterizan por su gran resistencia a
estos metales (von Rozycki et al., 2009).

Finalmente, otro factor que afecta mucho la competencia entre rizobios, es la presencia
de nitr6geno en el sustrato. Se ha visto que cuando se aumenta la concentracion de
nitrdgeno en el sustrato, Cupriavidus taiwanensis aumenta su competitividad sobre
Paraburkholderia phymatum (Elliott et al., 2015).

Se han desarrollados varios estudios de competencia entre cepas de Cupriavidus,
Paraburkholderia y Rhizobium, en los cuales se encontr6 que en condiciones
controladas Paraburkholderia era ampliamente la mas competente. Pero ciertas
condiciones especificas como un pH més béasico, mayor concentracién de nitrégeno en
el medio y una concentracién mayor de metales pesados, favorecen la nodulacion por
rizobios pertenecientes al género Cupriavidus. La mayor capacidad competitiva que
muestra Paraburkholderia phymatum puede deberse a que tiene una mayor y mas
rapida expresiéon de los genes nod que Cupriavidus taiwanensis y Rhizobium
mesoamericanum (Klonowska et al., 2018).

Métodos para la identificacion de cepas

La identificacion de los endosimbiontes fue un tema de discusién durante mucho tiempo,
ya que morfolégicamente no son discriminables y como ya se ha dicho antes, no hay
una relacion Unica, uno a uno, entre rizobios y leguminosas. Ademas, es de gran
importancia su identificacion para estudios de competitividad y efectividad en el
establecimiento de esta interaccion.

Una solucién a este problema es la amplificacion de secuencias repetidas dentro del
genoma bacteriano, que son lo suficientemente polimérficas como para identificar cepas
dentro de una misma especie. Estas secuencias pueden ser las secuencias REP
(Repetitive Extragenic Palindromic), ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus) y BOX (Enterobacterial Repetitive Sequences), de las cuales nos
concentramos en las secuencias BOX ya que son las que utilizamos para identificarlos
en este trabajo (Pallas et al., 2008, Louws et al., 1994, de Bruijn, 1992).

Las secuencias BOX, como ya adelantamos, son secuencias intergénicas repetidas en
el genoma bacteriano, posee este nombre por la subunidad BOX A de los elementos
BOX de Streptococcus pneumoniae (Pallds et al., 2008, Louws et al., 1994). La
amplificacion de estas regiones por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
genera de diez a treinta fragmentos de 200 a 6000 pb, lo que permite un buen poder de
discriminacion entre cepas. Es una técnica muy utilizada, ya que es muy reproducible,
con juegos de cebadores y protocolos especificos para cada grupo de bacteria a
analizar. Es un proceso muy robusto, capaz de adaptarse a diferentes concentraciones
de ADN y que se puede realizar directamente a partir de colonias bacterianas aisladas
(Pallas et al., 2008, Louws et al., 1994). La desventaja de esta técnica es que no se
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puede identificar de novo géneros o0 especies, ya que la identificacion es mediante la
comparacion con cepas conocidas. Para esto se utilizan otras técnicas como la
secuenciacion de genes housekeeping o el rrs, que permite realizar estudios
filogenéticos y la correcta identificacién de estas cepas.
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Antecedentes

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio mostraron que diferentes Mimosa
spp. presentes en la zona del Abra de Zabaleta (departamento de Lavalleja) se
encuentran noduladas por rizobios del género Cupriavidus (Platero et al., 2016).
Mientras que las plantas de Mimosa pilulifera analizadas, presentes en la playa El
Calabrés (departamento de Colonia) y en Puerto Viejo (departamento de Rio Negro), se
hallan noduladas por Paraburkholderia sp. (Pereira-Gomez et al., 2020). Por otro lado,
se ha demostrado que la mayoria de Mimosa spp. nativas de Brasil estan noduladas por
rizobios pertenecientes al género Paraburkholderia (Bontemps et al., 2010).

Con la finalidad de estudiar la influencia del tipo de sustrato en la nodulacién de distintas
especies de mimosas, se realizdé un ensayo de plantas trampa utilizando como sustrato
tierra del Abra de Zabaleta y arena de El Calabrés.

En ese ensayo se vio que todas las mimosas sembradas en la tierra del Abra de
Zabaleta fueron noduladas por Cupriavidus spp., con excepcion de Mimosa pilulifera, en
la cual no se encontraron nddulos aln luego de 10 meses de crecimiento en ese
sustrato. En cambio, todas las especies de mimosas sembradas en la arena de El
Calabrés fueron noduladas por rizobios del género Paraburkholderia o Rhizobium. Las
bacterias aisladas a partir de estos nédulos, fueron almacenadas a -80°C en la coleccion
del laboratorio para su posterior caracterizacion. Para ese trabajo se utilizaron tanto
especies nativas de mimosas (M. uragiiensis, M. adpressa, M. pilulifera) como especies
nativas de Brasil (M. somnians, M. serossa, M. foliolosa, M. claussenii).
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Objetivos

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en el presente trabajo nos planteamos como
objetivo general, profundizar el estudio del efecto del tipo de sustrato en la interaccion
entre rizobios y mimosas nativas.

Ademas, como objetivos especificos nos planteamos,

1. Confirmar que las cepas aisladas del ensayo de plantas trampa son rizobios
2. Evaluar la capacidad de promocién de crecimiento de dichas cepas.
3. Estudiar la capacidad de competencia de cepas seleccionadas.
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Materiales y Métodos

Cepas bacterianas

Las cepas empleadas en este trabajo (Tabla 1) estaban almacenadas en la coleccion
del laboratorio, a -80°C en una suspension de partes iguales de un cultivo celular
bacteriano con bacterias y glicerol (al 25% v/v) cémo crioconservante.

Estas fueron transferidas a placas de Petri conteniendo medio Yeast Manitol Agar (YMA)
(Vincent, 1970) cuya composicion estd detallada en el Anexo 1, las cuales fueron
incubadas de 24 a 48 hs a 30°C (estufa Memmert). Posteriormente se tomo una colonia
aislada de estas placas y se sembré en tubos de ensayo conteniendo 5mL de medio
Yeast Manitol Broth (YMB), los cuales se incubaron durante 24 hs a 30°C con agitacion
(200 rpm) en Incubator Shaker Series (Innova43, Labimed).

Se determind el nidmero aproximado de bacterias en suspension por turbidimetria
(estimando que una DO600nm de 1, equivale a una suspension de 10° bacterias por ml)
utilizando un espectrofotometro de doble haz, UV Spectrophotometer, UV-1800
(Shimadzu), empleando medio sin cultivo como referencia.

Tabla 1. Cepas estudiadas en el ensayo de confirmacion de rizobios. En esta tabla se muestran las
cepas utilizadas en este trabajo, separadas por su respectivo género. En la primera columna se muestra
la etiqueta con la cual se nombré, en la segunda, el nombre de la cepay en la Ultima, la especie mas
cercana de acuerdo a la secuencia del gen rrs. El nombre de las cepas esta compuesto por PT (planta
trampa), seguido por sustrato utilizado (PCa [playa El Calabrés] o AZ [Abra de Zabaleta]), luego el nombre
de la planta de la cual fueron aisladas (M. somnians [MSo], M. serossa [MSe], M. foliolosa [MFo], M.
claussenii [MCI], M. uragiiensis [MUr], M. adpressa [MAd] y M. pilulifera [PI]) y por ultimo, el aislamiento
que fue caracterizado (01A, 01B, etc.).

Etiqueta Cepa Especie Etiqueta Cepa Especie Etiqueta Cepa Especie
co PTAZMFo01A C. necator B2  PTPCaMCI01a Paraburkholderia spp. R1 PTPCaMFo01C R. caliandrae
C1 PTAZMUr01A C. necator B3 PTPCaMSo02B P. Hospita R2 PTPCaMCI01C R. indigosfera
c2 PTAZMUr02A C. necator B4  PTPCaMUrD1A P. terrae R3 PTPCaMCID1B R. mayensis
C3 PTAZMSo01A C. necator Bs  PTPCaMFo01A P. terrae R4 PTPCaMSa01A R. caliandrae
C4 PTAZMSo03A C. necator B6  PTPCaMFo02A P. terrae R8A  PTPCaMAdO3Aa R. mesoamericanum
Cs PTAZMSe01A C. necator B7 PTPCaMSo01C P. terrae R6B  PTPCaMAd03Ab R. mesoamericanum
Ck PTAZMCIO1A C. necator B8 PTPCaMSo01B P. terrae
c7 PTAZMCIO1B C. necator B9 PTPCaPI01A P. terrae
Cs PTAZMS002C  C. numazuensis B10 PTPCaPI02A P. terrae
C3 PTAZMS001B C. necator B11 PTPCaFI03B P. terrae
C10  PTAZMSo02D C. necator B12 PTPCaMUr01B Paraburkholderia spp.

Cc11 PTAZMAdO4A  C. numazuensis
C12 PTAZMAdO3B C. necator

Procesamiento de semillas
El procesamiento de la semilla consté de los siguientes tres pasos:

Escarificacion: Aproximadamente 50 semillas de Mimosa spp. (M. pudica, M.
uragiensis, M. pilulifera) fueron tratadas con etanol 100% (v/v) durante 2 minutos y
secadas a temperatura ambiente. Seguidamente se les adicioné H.SO. concentrado
(95-98%) durante 10 minutos y se realizaron seis lavados con agua destilada estéril. El
objetivo de este tratamiento es de ablandar su cubierta y facilitar su germinacion.

Esterilizacion de la superficie: La superficie de las semillas escarificadas fue esterilizada
sumergiéndolas en una solucion de hipoclorito al 4% (p/v) durante 5 minutos, seguido
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de seis lavados con agua destilada estéril. Se verifico la ausencia de bacterias en la
superficie de las semillas esterilizadas incubando dos de ellas en medio sélido LB
(Anexo 1) a 30°C durante 3 dias.

Germinacion: Las semillas tratadas se colocaron en placas de Petri conteniendo agar-
agua 0,8% (p/v) y se incubaron en oscuridad a 30°C en la estufa, hasta su germinacion.
Las plantulas se transfirieron individualmente a tubos de vidrio conteniendo 15 ml de
medio Jensen-agar 0,8% (Vincent et al., 1970) (sin nitrdgeno, Anexo 1) y se colocaron
en el cuarto de cultivo vegetal a una temperatura de 24°C y fotoperiodo de 16hs de luz,
8hs de oscuridad.

Ensayos de nodulaciéon y promocion del
crecimiento vegetal

Cinco dias después de la germinacién, se inocularon tres plantulas con cada cepa,
agregando a los tubos 1 ml de una suspension bacteriana en agua destilada estéril,
conteniendo el equivalente a 1x107 células bacterianas. Se realizaron cinco plantulas
control con igual procedimiento sustituyendo el inéculo por 1 ml de agua destilada estéril.
Las plantas se cultivaron en iguales condiciones, revisandolas diariamente para detectar
la presencia de nddulos en la raiz.

Se consideré que las cepas eran simbiontes (nod+) cuando fueron capaces de inducir
nédulos en las plantas inoculadas, mientras que se considerd que las cepas eran
simbiontes efectivos, fijadoras de nitrdgeno (nod+ fix+), cuando los noédulos formados
tenian una coloracion rojiza. Las cepas que indujeron nédulos blancos se consideraron
(nod+, fix-), mientras que las cepas que no produjeron nodulos se consideraron (nod-)
de acuerdo a Somasegaran et al. (2012).

Para evaluar la capacidad promotora del crecimiento vegetal de las cepas empleadas,
se registré 2-3 meses después de la inoculacién, la altura y el peso seco de la parte
aérea (del 4pice a la base del tallo) de las plantas individualmente. Este Ultimo, pesando
la planta previamente secada durante 3 dias en estufa a 60°C (estufa P. Selecta). Se
compararon los datos obtenidos del peso y el tamafio promovido por cada género
bacteriano respecto a las plantulas control.

Ensayo de competencia en tubo

Se eligieron dos cepas de las confirmadas en el ensayo anterior, una perteneciente al
género Cupriavidus (C2, PTAZMUr02A, C. necator) y otra al género Paraburkholderia
(B4, PTPCaMUr01A, B. terrae) para evaluar su capacidad de competir por la nodulacion
en las plantas nativas M. uragiiensis y M. pilulifera. Para esto, se realizaron ensayos de
nodulacion tal como los descritos en el punto anterior, en los que se incluyeron plantulas
gue se inocularon con cada cepa por separado (5 réplicas por in6culo) y plantulas que
se inocularon con una suspension bacteriana conteniendo cantidades iguales de ambas
cepas (8 réplicas). En todos los casos se emple6 un volumen de inéculo de 1 ml
equivalente a 1x10’ bacterias totales, se realizaron cinco controles con igual
procedimiento, sustituyendo el indculo por 1 ml de agua destilada estéril.

Las plantas fueron revisadas periddicamente para observar y marcar la aparicion del
primer nddulo, considerando que el rizobio aislado de este nddulo es el mas competente.
Las plantulas fueron cosechadas a los dos meses de haber comenzado el ensayo, para
la extraccion del primer nédulo y la caracterizacion de los rizobios dentro de éste.

21



Procesamiento de nédulos

Los nddulos se extrajeron cuidadosamente de la raiz y se lavaron tres veces con agua
destilada estéril previo a la esterilizacion de su superficie. Esta se realiz6 mediante un
tratamiento con hipoclorito al 4% (p/v) durante 5 minutos, y cinco lavados posteriores
con agua destilada estéril. Estos n6dulos se maceraron individualmente con una varilla
de vidrio estéril y fueron sembrados en placas conteniendo medio sélido YMA con ella.
Las bacterias aisladas fueron caracterizadas fenotipicamente de acuerdo a la forma,
tamafio, consistencia y color de las colonias (Figura 6), y genéticamente mediante rep-
PCR.

Figura 6. Morfologia de las cepas utilizadas. En esta imagen se comparan la morfologia de las colonias
producidas por las cepas C2 y B4 en medio YMA, a distintos tiempos. Se ve en “A” las cepas luego de un
dia de cultivo, en la cual se observa un crecimiento mucho mas répido de la cepa C2. Se observa en “B”
las cepas después de dos dias de cultivo, en la que se puede ver que las colonias producidas por C2 son
mas grandes, mucosas y translucidas que las producidas por B4.

Caracterizacion genética

Lisados bacterianos

Las bacterias se caracterizaron mediante rep-PCR, para la cual se empleé ADN molde
obtenido a partir de lisados bacterianos. Para la obtencién de los lisados, se tomé con
ayuda de un tip estéril, una colonia a partir de un cultivo fresco en medio sélido YMA.
Esta se resuspendio en 100 pl de H.O estéril y se centrifugd a 10000 g durante 2
minutos. El pellet bacteriano se resuspendié en 100 pl de NaOH 0,05 M y se incub6 a
100°C durante 4 minutos, posteriormente se lo coloc6 2 minutos en hielo. Luego se le
agregaron 900 pl de agua destilada estéril, se mezcl6 el contenido y se centrifugd a
13000 rpm durante 2 minutos. Finalmente se pasaron 500 pl del sobrenadante a un tubo
limpio, el cual se conservo a -20°C hasta su uso como molde en las reacciones de PCR.

Técnica de rep-PCR

La reaccion se llevd a cabo utilizando un procedimiento ya puesto a punto en el
laboratorio, en un volumen final de 25 pl: 12,5 pl de Taq 2X Master Mix (BioLabs
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#M0270L); 1 pl de cebador BoxA1R (Tabla 2) y 2 ul de lisado de colonia como molde
completando con agua (9,5 ul). El Master Mix esta compuesto por: 20 mM Tris-HCI, 100
mM KCI, 3,0 mM MgCl2, 0,4 mM dNTPs, 10% (v/v) Glycerol, 0,16% (v/v) IGEPAL, 0,1%
(v/v) Tween y 50 U/ml de Tag polimerasa. Para esta reaccion se utilizo como control
positivo ADN gendmico de la cepa UYMMaO02A de Cupriavidus, mientras que como
controlo positivo se usé el mismo mix pero sin ADN molde.

El programa de amplificacion utilizado fue: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C
durante 7 minutos, seguido de 30 ciclos de: 30 segundos a 90°C, 1 minuto a 95°C, 1
minuto a 52°C y 8 minutos a 65°C. Para finalizar se realiza un ciclo de extensién final
de 16 minutos a 65°C. Se realiz6 en el termociclador Genepro del laboratorio.

Los perfiles de amplificacion se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa
1% (p/v) en buffer Tris-Borato-EDTA 0,5X (TBE). El gel se sometié 150 minutos a 80 V
y fue tefido con el intercalante Good View (Beijing SBS. Genetech Co. Ltd.), 2 pl / 50 ml
de gel, para su visualizacién en el transiluminador, en el cual se determina si el patrén
de banda corresponde al tipo Cupriavidus, tipo Paraburkholderia o indeterminado
(Figura 7). Se utilizé el marcador de peso molecular (MPM) GeneRuler 1 kb DNA Ladder
para la correcta caracterizacion de los aislamientos.

Tabla 2. Tabla de cebadores. En esta tabla se puede ver el cebador utilizado para la reaccién de rep-
PCR y su secuencia.

Cebador Secuencia nuclectidica
BoxA1lR 5 -CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-37

Figura 7. Visualizacién del patrén de bandas obtenido por rep-
PCR de las cepas control (B4 y C2). En esta figura se muestran
en un gel de agarosa 1%, la amplificacion por rep-PCR de las
cepas control correspondientes a Paraburkholderia (B4) y a ——3500pb
Cupriavidus (C2) y como referencia el marcador de peso molecular - .

(MPM), en el cual se sefialan como referencia algunos de los ’

tamarfios de sus bandas. Las bandas sefialadas con una flecha

seran las utilizadas para identificar al tipo Cupriavidus (C2) y ’

Paraburkholderia (B4) en ensayos posteriores.

» . LN 1500pb
-

= - «. — 1000pb
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Ensayo de competencia en maceta

Se prepararon diez macetas por condicion, separandolas en dos bandejas (5 macetas
por bandeja), colocando 300 gramos de sustrato en cada una. El sustrato utilizado se
trajo 3 dias antes en recipientes estériles, de la playa El Calabrés (Departamento de
Colonia) o del Abra de Zabaleta (Departamento de Lavalleja).

Para cada sustrato se realizaron los siguientes tratamientos: sustrato inoculado con
cada cepa por separado (las mismas que se utilizaron en el ensayo anterior) y sustrato
inoculado con una suspensién bacteriana conteniendo cantidades iguales de ambas
cepas. En todos los casos se empled un volumen de in6culo de 10 ml equivalente a
1x107 bacterias por gramo de sustrato. Los controles se realizaron con igual
procedimiento, sustituyendo el indculo por 10 ml de agua destilada estéril (Tabla 3).

Tabla 3. Condiciones estudiadas en el ensayo de competencia en macetas. En esta tabla se
representan las etiquetas utilizadas para identificar cada condicion estudiada en el ensayo de
competencia en maceta, segun el indculo (fila 2) y el sustrato (columna 2) utilizado.

Inoculo
Cc2 B4 Competencia | Sin Inoculo
Arena El
o
E Calabres A B C D
[7s] .
= | Tierra Abra del
@ Zabaleta £ F G H

Dos dias posteriores a la inoculacién del sustrato, fueron sembradas las plantulas (3
plantulas por maceta), preparadas previamente siguiendo el protocolo antes expuesto.
Las plantulas se colocaron en una pequefia cavidad realizada en el sustrato, rellenada
con turba estéril. Las macetas se cultivaron a 26 °C con un fotoperiodo de 16 hs de luz
/ 8 hs de oscuridad, regandolas periédicamente durante 3 meses hasta su cosecha.

Se recolectaron las plantas extrayéndose cuidadosamente y recolectando entre cuatro
a seis noédulos por maceta, los cuales fueron posteriormente procesados y
caracterizadas las bacterias aisladas mediante el protocolo anteriormente desarrollado.

Medicion de pH de los sustratos

Para determinar el pH de los sustratos, estos se secaron durante 2 dias a 40 °C (estufa
Memmert) y posteriormente se tamizaron (tamiz de 2mm). Luego, se colocaron 20 g de
sustrato tamizado en un vaso de bohemia conteniendo agua desionizada (50 ml) y se
agité durante 3 minutos, dejando decantar posteriormente. Se midi6é el pH del liquido
por encima del sustrato decantado utilizando el phmetro (Beretta, et al., 2020). Ademas,
se tom6 una gota del mismo liquido y se coloc6 en una tira indicadora de pH
(MColorHast) para confirmar el resultado. Este procedimiento se realizé por duplicado
para cada sustrato.
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Analisis estadistico

Se utilizd la correlacion de Pearson para determinar correlaciones entre variables
(tamafio, peso, numero de nddulos), se utilizé el analisis de t-student con varianzas
iguales para determinar diferencias significativas entre las muestras (datos obtenidos de
los distintos géneros bacterianos). Los analisis estadisticos se hicieron mediante el
programa Infostat.
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Resultados

Confirmacién de simbiontes

El procesamiento de las semillas para el ensayo de confirmacion de las cepas
simbiontes se realiz6 con éxito, obteniendo plantas sin contaminaciones y que crecieron
normalmente en el medio como se observa en la Figura 8.

Figura 8. Ensayo de nodulacién y promocién de crecimiento. Plantas de Mimosa pudica creciendo en
medio Jensen, correspondiente a tres réplicas de los controles negativos de este ensayo, a los 15 dias de
ser sembradas.

Mediante el ensayo de nodulacion, se confirmaron las cepas que fueron capaces de
formar nodulos en la planta modelo Mimosa pudica, y se observo el fenotipo para cada
una de ellas (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultados del ensayo de nodulacion. Esta tabla ilustra las cepas utilizadas en este ensayo,
identificadas con su respectiva etiqueta, seguida por un subindice que muestra el nimero de réplica a la
cual corresponde. En la columna siguiente, se muestra el fenotipo que genero dicha réplica al momento
de extraer la planta para su medicion (53 a 69 dias post inoculacion).

Etiqueta Fenotipo  Etigqueta Fenotipo  Etiqueta Fenotipo Etigueta Fenotipo  Etiqueta Fenotipo

Coy niod+ Fit Chy Y R1; rod - B2, rod + Fiss + B&, rod + Fiss +
Co: nod+ fist Chz nod+ fist Ri: nod - B2 riod + fiss + B8 niod + fiss +
Co: niod+ Fit Chz riod+ fist Ri: rod - B2: rod + Fiss + B8: nod -
C1y nod+ fist CT nod+ fist RZ, nod - B34 rod + fiss + B nod + fiss +
Cl: nod+ fiut C7: niodH fist R2: nod - B3: riod + fis + B9, riod + fis +
Cls nod+ fist C7z nod+ fist RZ: nod - B3: rod + fiss + B9: nod + fiss +
C2 nod+ fiut C& niodH fist R3, nod - B, riod + fis + Bl rod+fig+
C2: nod+ fist C8: nod+ fist R3: nod - B, riod + fiss + Bl0, nod+fin+
C2: niod+ fist C8: riod+ fiv+ R3: riad - Bd; riod + fis + B10; rod+fint
C3 nod+ fist Ca, nod+ fist Ry nod - BS: riod + fiss + B1l, nod+fig+
C3; nod+ fint Co; nod+ fist Rd; nod - BS; nod + fiss + B11; nod+fit
C3: nod+ fist Co: nod - Rd: nod - BS: riod + fiss + Bli: nod -
Cdy nod+ fint olr? nod+ fist RSA, nod + fiss + BB, nod + fiss + B12, nod+fi+t
Ca; niod+ Fit C10; riod+ fist RSA,  nod+fint Bi&: rod + Fiss + B12; rod+fin+
Cds nod+ fist C10: nod+ fist RSA;  nod+fint BE: riod + fiss + B12; nod+fist
C5 niod+ Fit ci1, riod+ fist RSB, rod + Fiss + B7: rod + Fiss +

C5z nod+ fist C11; nod+ fist RSB,  nod+fiit B7: rod + fiss +

C5: nod - C11;: niodH fist RSB;  nod+fint B7: riod + fis +

12, nod+ fist
C12; niodH fist
C12;: nod+ fist

Como se puede observar en la Tabla 4, todas las cepas identificadas del género
Cupriavidus y Paraburkholderia generaron nédulos funcionales (nod+ fix+), menos
alguna réplica, excepcionalmente. Del mismo modo, se ve que la mayoria del género
Rhizobium no pudo generar una relacién simbidtica efectiva (nod-), a excepcion de R5A
y R5B los cuales generan un fenotipo nod+ fix+ en todas sus réplicas.

Promocion de crecimiento vegetal

Altura de la parte aérea

En el mismo ensayo se estudié la promocién de crecimiento producida por las cepas
(Figura 9), analizandolas en conjunto por su respectivo género. Acerca de la altura, se
observa que las plantas inoculadas con bacterias del género Cupriavidus fueron las
dnicas en mostrar promocion de crecimiento respecto al control, constatandose un
crecimiento mayor en sus plantas. Respecto a las cepas del género Paraburkholderia,
se agrupo junto a los controles sin notar una diferencia significativa en la altura de las
plantas inoculadas con éste género. Finalmente, las plantas inoculadas con cepas del
género Rhizobium, mostré una disminucién significativa de las alturas respecto a las
plantas control (Figura 10).
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Figura 9. Medicion de la parte aérea. En esta figura se ejemplifica el proceso de medicién de la parte
aérea de las plantas, en la medicién de las plantas inoculadas con dos cepas de Cupriavidus. Se visualiza
en el Eje Y, como referencia, 10 y 20 centimetros (cm) y a su derecha la regla utilizada para medir la altura.
Sobre el Eje X estan las etiquetas de las réplicas analizadas, en este caso, CO y C1 (con sus tres réplicas
cada una).
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CONTROL }—-—1 e
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Figura 10. Altura de la parte aérea de las plantulas en funcién del género bacteriano inoculado. En
esta gréafica se muestra la altura en milimetros (mm) de la parte aérea de las plantas, agrupadas por sus
respectivos géneros, Cupriavidus (C, con 39 réplicas), Paraburkholderia (B, con 33 réplicas), Rhizobium
(R, con 18 réplicas) y los controles de referencia (CONTROL, con 5 réplicas). El boxplot se compone de
una caja limitada por los cuartiles uno y tres atravesada por una linea que representa la mediana (cuartil
dos), y dos bigotes que muestran los valores méaximos y minimos obtenidos.

Peso seco de la parte aérea

Respecto al peso seco de las plantas, en el Unico tratamiento que se vio promocion de
crecimiento en comparacion con las plantas control, fue nuevamente en las plantas
inoculadas con cepas del género Cupriavidus. En el resto no se observé una diferencia
significativa respecto al control (Figura 11). Ademas, se encontré una relacion de
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dependencia entre estas dos variables (tamafio y peso), siendo directamente
proporcionales, con un nivel de dependencia de 0,836.

0 R
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CONTROL 1“

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
PESO (ue)

Figura 11. Peso de la parte aérea de las plantulas en funcion del género bacteriano inoculado.
Determinacién del peso seco en microgramos (ug) de la parte aérea de las plantas de Mimosa pudica
inoculadas, agrupadas por sus respectivos géneros: Cupriavidus (C, con 39 réplicas), Paraburkholderia
(B, con 33 réplicas), Rhizobium (R, con 18 réplicas) y los controles de referencia (CONTROL, con 5
réplicas). El boxplot se compone de una caja limitada por los cuartiles uno y tres atravesada por una linea
gue representa la mediana (cuartil dos), y dos bigotes que muestran los valores maximos y minimos
obtenidos.

NUumero de nddulos

Al analizar el nUmero de nédulos funcionales que produjeron los distintos géneros en el
ensayo, observamos que las plantas de Mimosa pudica inoculadas con bacterias del
género Cupriavidus spp., produjeron una mayor cantidad de ndédulos en comparacion
con las inoculadas con Paraburkholderia spp. o Rhizobium spp. (Tabla 5). A pesar de
esto, no se obtuvo una correlaciéon entre el nimero de nédulos funcionales de las plantas
y su tamafio o0 peso.

Tabla 5. Altura de las plantas y nimero de n6dulos obtenidos en el ensayo de nodulacidn. En esta
tabla se muestran, separadas por su género e identificada por su etiqueta (fila 1), las cepas utilizadas. Se
visualiza en la fila 2 y 3, el promedio de los nédulos observados y el tamafio promedio (cm) de las plantas,
respectivamente.

Etiqueta N Tamafio Etiqueta N Tamafio Etiqueta N Tamafio
nodulos nodulos nodulos

co 11,67 13,27 B2 4,33 5,93 R1 0,00 3,73
c1 15,00 12,70 B3 14,00 6,00 R2 0,00 4,63
c2 11,67 8,63 B4 7,00 6,40 R3 0,00 4,00
c3 11,33 9,57 BS 8,67 5,53 R4 0,00 5,10
c4 10,50 12,45 B6 4,33 6,40 RSA 13,67 3,77
s 8,50 9,90 B7 5,33 6,40 RSB 2,67 4,70
6 7,50 10,50 B8 3,50 7,75

c7 11,67 10,50 B9 5,67 7,07

c8 6,33 8,83 B10 5,00 5,23

c9 4,00 10,60 B11 4,50 8,10

c10 7,00 11,07 B12 2,00 5,57

c11 6,00 11,40

c12 6,67 10,33
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Ensayos de competencia

Ensayo de competencia en tubo

En éste ensayo de competencia se utilizaron dos cepas, elegidas por mostrar un
fenotipo nod+ fix+ en el ensayo anterior y porque fueron aislados de las plantas modelo
utilizadas en este ensayo (trabajo antecedente). Una vez corroborada su identidad como
rizobios, se seleccionaron las cepas PTAZMUr02A (C2) identificada como C. necator, y
PTPCaMUr01A (B4) identificada como P. terrae para los siguientes ensayos. En este
ensayo de competencia en tubo, como se describe en Materiales y Métodos, se
utilizaron dos modelos vegetales (M. uragtiensis y M. pilulifera).

Cuando se us6 el modelo M. pilulifera, éste no desarroll6 nédulos en los tiempos
juzgados (60 dias), con ninguna de las cepas, mientras que utilizando el modelo M.
uraguensis si se obtuvieron nddulos. Ambos modelos presentaron plantas con un
crecimiento normal y sin contaminaciones.

Respecto a la capacidad de establecer una relacién simbioética con Mimosa uraguensis,
ambas cepas fueron capaces de nodular esta planta. En el ensayo se observa que las
plantas inoculadas con la cepa de Cupriavidus mostré su primer nédulo a los 14 dias y
termind de nodular todas las réplicas a los 27 dias. Mientras que las plantas inoculadas
con la cepa de Paraburkholderia desarrollé el primer nédulo a los 27 dias y la dltima
réplica nodulada se observé a los 32 dias, aunque no se vieron nédulos en todas las
réplicas. Este comportamiento también se vio en el ensayo de confirmacién de su
caracter de rizobio en Mimosa pudica, en el cual mostraron los mismos tiempos en
comenzar la nodulacién. Aunque esta diferencia en la velocidad de nodulacién no fue
estadisticamente significativa, hay una tendencia de que la cepa C2 nodula mas
rapidamente que B4.

Cuando observamos el ensayo de competencia propiamente dicho, en el que se
inocularon las plantas con igual numero de bacterias de C2 y B4, todas las réplicas
fueron noduladas. Respecto a los tiempos de nodulacién, se observo el primer nédulo a
los 10 dias y fue nodulada la dltima planta a los 34 dias, aunque a los 21 dias siete de
las ocho réplicas ya habian presentado nédulos. Estos tiempos son muy similares a los
gue mostré por la cepa C2, cuando fue inoculada individualmente en el mismo modelo
vegetal.

Posteriormente, se extrajo el primer ndédulo de cada una de las plantas y se caracterizé
tanto morfolégicamente como genéticamente las bacterias de su interior. De las ocho
réplicas realizadas solo se obtuvieron siete aislamientos, ya que de una de las réplicas
(réplica “F”) no se pudieron aislar satisfactoriamente las bacterias del interior del nédulo.

Se comenzd con una caracterizaciéon morfoldgica de las colonias bacterianas, en la cual
se sembraron en medio YMA, las cepas C2 y B4, y una de las extracciones problema
(Figura 12). Como se puede ver en la Figura 12, la morfologia de colonia obtenida de
dichos aislamientos se asemeja a las colonias blanquecinas, translicidas, mucosas y
de crecimiento lento de B4. Este resultado se observd para todos los aislamientos
realizados del ensayo. Se continu6 con la caracterizacion genética de dichos
aislamientos, caracterizando por duplicado cada aislamiento (Figura 13). Como se
observa en la Figura 13 todos los aislamientos presentan un patron de bandas idéntico
al mostrado por B4.
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Figura 102. Morfologia de las colonias de cepas utilizadas en los ensayos de competencia. En esta
figura se muestran comparativamente los fenotipos de colonia que presentan C2, B4 y un aislamiento
problema del ensayo de competencia en tubo (C/B). Se observa un fenotipo de colonia similar a B4 en la
muestra problema.
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Figura 13. Gel de agarosa 1% del rep-PCR obtenido del ensayo de competencia. En este gel se
muestran los productos de la rep-PCR utilizada para la caracterizacion de las bacterias nodulantes del
ensayo de competencia en tubo. Se muestra de izquierda a derecha, el marcador de peso molecular
(MPM), los siete aislamientos analizados por duplicado (A-H), el control negativo (C-), el control positivo
de la reaccion (C+) y las cepas utilizadas en el ensayo (B4, C2) también por duplicado.

Como los aislamientos de todos los nédulos caracterizados en el ensayo se identificd
tanto morfol6gicamente como genéticamente con B4 (Figura 12 y 13 respectivamente),
vemos que en las condiciones de este ensayo la cepa mas competente es la cepa B4.
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Ensayo de competencia en maceta

En este ensayo de competencia en macetas se utilizaron las cepas C2 y B4, y dos
modelos vegetales (M. uragiensis y M. pilulifera), al igual que en el ensayo anterior.
Esta vez sembrandolas en arena de la playa El Calabrés o tierra del Abra de Zabaleta
(Tabla 3).

En este ensayo no se obtuvieron resultados a partir del modelo M. pilulifera, ya que la
mayoria de las semillas sembradas no lograron germinar correctamente. Mientras que
el modelo Mimosa uraguensis crecio satisfactoriamente en ambos sustratos, por lo cual
se pudieron extraer los nddulos de estas plantas para su posterior caracterizacion
(Figura 14). De las plantas extraidas sélo cinco de éstas no presentaron ndédulos, cuatro
pertenecientes a la condicién B y una a la condicion A.

7R

Figura 14. Visualizacién del ensayo de competencia en macetas. En esta figura se visualiza en “A” las
macetas conteniendo Mimosa uraglensis a las dos semanas de ser sembradas. Mientras que en “B”, es
una imagen tomada a los dos meses de haber comenzado el ensayo, al momento de cosechar las plantas
para la extraccion de sus nodulos.

De los ndédulos extraidos, se aislaron correctamente los rizobios nodulantes y se
caracterizaron entre doce y veinte aislamientos por condicion mediante rep-PCR (Tabla
6, Anexo 9.3), los cuales se tomaron de diferentes bandejas y macetas.

Tabla 6. Resultado del ensayo de competencia en macetas. En esta tabla se visualizan las
condiciones utilizadas: los distintos sustratos y los diferentes indculos, aclarando entre paréntesis las
etiquetas utilizadas para cada condicion (Tabla 3). Ademas, se indican las caracterizaciones en las que
se discriminan segun el patrén de bandas observado en el rep-PCR (Anexo 9.3), las muestras que no
amplificaron correctamente se identifican con N.A. En la Gltima fila se muestran el nimero total de
aislamientos analizados por condicion.

Condiciones
El Calabrés Abra del Zabaleta
C2(A) B4 (B) Competencia (C) Control (D) C2 (E) B4 (F) Competencia (G) Control (H)

f=
:g tipo Cupriavidus 9 0 17 0 14 0 19 2
N
= tipo
‘% Paraburkholderia 2 12 2 2 0 2 0 0
g Indeterminado 2 (N.A) 1 (N.A) 1 10 1 11 1 13

Total 13 13 20 12 15 13 20 15

Las condiciones control, D y H, fueron inoculados con agua estéril en lugar de una
suspension bacteriana. Los aislamientos de dichos tratamientos mostraron patrones de
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bandas diversos, la mayoria de estos indeterminados, aunque se encontraron
aislamientos caracterizados como tipo Cupriavidus y tipo Paraburkholderia. De los
aislamientos identificados como indeterminados, algunos de ellos presentaban patrones
de bandas compartidos (hasta 40% de los aislamientos de estas condiciones).

Finalmente, los aislamientos caracterizados como indeterminados en las condiciones
gue fueron inoculadas con diferentes suspensiones bacterianas (A, B, C, E, Fy G),
presentaron algunos de los patrones de bandas observados de aislamientos de las
condiciones control.

Caracterizacion de los sustratos

Se determiné por duplicado el pH de los sustratos utilizados (Tabla 7), obteniendo
resultados muy similares entre las réplicas. Ademas, la confirmacién mediante tiras
reactivas dio valores muy similares a los obtenidos con el pHimetro.

Tabla 7. pH de los sustratos empleados en el ensayo de competencia. En esta tabla se muestran los
sustratos utilizados (Columna 1) y la medicion de pH de cada réplica (columna 2), con la medida obtenida
mediante las tiras indicadoras de pH entre paréntesis.

Sustratos pH
Arena playa El Calabrés 5,75 (6) 5.8 (6)
Tierra Abra del Zabaleta 4,98 (&) 4 97 (5)
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Discusion

El estudio de las leguminosas y sus rizobios asociados se ha desarrollado desde hace
décadas, ya que muchas especies de leguminosas son una gran fuente de alimento
tanto para humanos como animales. Debido a esto poseen una gran importancia
econdmica, ademas de ser de interés ecoldgico por su potencial como aportadores
naturales de nitrégeno al suelo y como colonizadores de suelos pobres o
sobreexplotados. El estudio de esta interaccion simbiodtica comenz6 en las especies de
leguminosas con mayor importancia productiva, como el poroto, garbanzo, lenteja,
trébol, alfalfa, soja, etc., las cuales pertenecen a la subfamilia Papilionoideae y son
noduladas principalmente por alfarizobios. Por esta razén, el conocimiento sobre esta
interaccion se concentra principalmente en estas especies de leguminosas y sus
rizobios, mientras que el conocimiento de otros modelos, como las Mimosa sp. y sus
rizobios, se vio postergado (Hassen et al., 2020).

Cuando se reportaron los betarizobios como organismos diazotrofos se abrioé todo un
nuevo campo de estudio, ya que, aunque algunas especies ya eran estudiadas y solo
cambio su taxonomia, también se descubrieron nuevos rizobios. Los betarizobios tienen
similitudes con los alfarizobios pero también tienen peculiaridades, quedando muchos
aspectos por aclarar sobre cdémo establecen esta relacion simbiotica, promocién de
crecimiento, historia evolutiva, competencia, etc. Ademas, muchos de estos estudios se
desarrollan en organismos modelo de estas bacterias, como son Paraburkholderia
phymatum o Cupriavidus taiwanensis, los cuales, aunque ayudan a su entendimiento,
no dejan de ser un caso particular dentro de los betarizobios (Angus et a., 2010).

Este trabajo tiene como enfoque original el estudiar la competencia de cepas nativas de
Cupriavidus y Paraburkholderia, que se desconoce cémo se comportan respecto a los
organismos modelo. A esto se suma que se analiza tanto en condiciones gnotobidticas
como también en condiciones mas naturales, utilizando suelos de nuestro pais (de los
cuales habian sido aisladas dichas cepas). Esto contribuye a conocer la aptitud de estos
rizobios nativos en diferentes condiciones ambientales, porque como ya se sabe, la
competitividad de los rizobios es fuertemente dependiente de las condiciones en las que
se produce la simbiosis. Ademas, este trabajo se realiza utilizando modelos vegetales
nativos principalmente, como Mimosa uragtiensis y Mimosa pilulifera, de los cuales hay
poca informacion en la bibliografia. Por estas razones creemos que este trabajo
contribuye a un mejor entendimiento de estos organismos y cémo se comportan en las
condiciones analizadas, y aportan al conocimiento de la rizésfera de nuestras plantas
nativas.

La confirmacién como rizobios propiamente dichos se dio para todos los aislamientos
pertenecientes a los géneros Cupriavidus y Paraburkholderia. Esto era esperado, ya
que estas bacterias fueron aisladas del interior de nédulos de Mimosa spp. Aunque el
ensayo se realizé en la planta modelo Mimosa pudica, de la cual no fueron aisladas
estas cepas, esta planta se caracteriza por su promiscuidad para establecer esta
relacion, pudiendo establecerla con rizobios de diferentes géneros (Andrews, et al.,
2017). Ademés, estos géneros bacterianos son los preferidos para el establecimiento
de esta relacion simbidtica con Mimosa sp. (Liu, et al., 2012).

Se vieron solo cuatro réplicas que no pudieron nodular, pertenecientes tanto al género
Cupriavidus (C53, C93) como a Paraburkholderia (B83, B113). Sin embargo, en todos
los casos, el resto de las réplicas de estas cepas nodularon normalmente, por lo cual se
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tomo6 en conjunto como un fenotipo nod+ fix+. La incapacidad de estas réplicas de
establecer esta relacion, pudo deberse a errores experimentales como haber inoculado
con un menor numero de células, o a una varianza fenotipica dentro de las Mimosa
pudica, que las haya vuelto menos susceptible al establecimiento de ésta relacion en
estas condiciones particulares.

Respecto a las cepas utilizadas del género Rhizobium, la mayoria de éstas no pudieron
establecer nédulos (R1 al R4) con Mimosa pudica, solo dos cepas identificadas como
Rhizobium mesoamericanum (R5A y R5B) generaron un fenotipo nod+ fix+. Ya se ha
determinado que ciertas especies de Rhizobium como Rhizobium tropici son incapaces
de nodular este modelo (Elliott, et al., 2009). Aunque por el caracter promiscuo de
Mimosa pudica, ya se ha identificado que establece esta relacion con muchas especies
de a rizobios (Moulin et al., 2001, Taulé et al., 2012, Klonowska et al., 2012). Ademas,
conociendo la procedencia de dichas cepas (aisladas del interior de nédulo de mimosas)
y con su identificacibn como posibles Rhizobium spp. (mediante la secuencia del gen
rrs), suponemos que no se pudo confirmar su caracter como rizobio propiamente dicho
por problemas con el modelo utilizado. Por esta razén, para terminar de confirmar que
estas cepas son rizobios propiamente dicho, se deberia probar nuevamente en otro
modelo vegetal, por ejemplo, de los que fueron aislados (Mimosa adpresa, Mimosa
foliolosa y Mimosa claussenii).

Los resultados del ensayo de promocién de crecimiento deben ser considerados
teniendo en cuenta que se obtuvieron utilizando la planta modelo Mimosa pudica. Ya
gue la planta utilizada es un factor muy importante que afecta a este ensayo, ya que, Si
se utilizara otro modelo se podrian obtener resultados completamente diferentes. Para
evaluar la promocion de crecimiento de las cepas de este ensayo, se analizé el peso
seco Yy la altura de la parte aérea de las plantas inoculadas con ellas, comparandolo con
el control negativo, el cual fueron tratadas con agua destilada estéril inicamente. Ambos
parametros (altura y peso), presentaron una gran dependencia entre si (de 0,84),
dependencia que ya fue encontrada en proporcién similar en la planta del mani (Arachis
hypogaea) (Natera, 2002).

A pesar que la técnica por la cual obtuvimos el peso seco de las plantas estaba muy
cerca y hasta por debajo de la apreciacién del instrumento (1 mg), se obtuvo una
correlacion significativa entre las variables, como esta informado en la bibliografia
(Natera, 2002). lgualmente, esto sirve para futuros ensayos, ya que modificando un poco
el procedimiento, como puede ser medir las réplicas en conjunto, se obtendra un dato
mas certero y confiable.

Las cepas del género Cupriavidus fue el que mostré mayor promocién de crecimiento,
el cual agrup6 a la cepa que promovié el mayor tamafio y peso de la parte aérea de sus
plantulas. Lo siguié el género Paraburkholderia, el que no mostré una promocion de
crecimiento significativo respecto al tamafio ni al peso de las plantas control. Aunque no
hubo promocién de crecimiento significativa, la morfologia de los nédulos era de nédulos
efectivos y poseia un color rojizo, sugiriendo la presencia de leghemoglobina. La
leghemoglobina es una proteina producida por la planta dentro de los nédulos, que
proporciona las condiciones ideales para la fijacion de nitrdgeno. Para que este proceso
suceda, tiene que estar presente la nitrogenasa y debe ser funcional, la ausencia de
esta enzima o un problema con su funcionalidad pueden explicar la ausencia de
promocién observado en dichas cepas.

Para confirmar la presencia de una nitrogenasa funcional se puede desarrollar un
experimento de ARA (actividad reductora de acetileno). La enzima nitrogenasa,
responsable universalmente de la fijacion bioldégica de N, también puede reducir el
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acetileno (C;H.) a etileno (CzH4), los cuales se cuantifican facilmente mediante
cromatografia de gases (Hardy et al. 1968). Este ensayo, proporciona una medida
sensible de la actividad de la nitrogenasa en un momento determinado y aunque se
puede cuantificar la magnitud de la fijaciébn de N en los nédulos radiculares, este es un
proceso tedioso y poco repetitivo.

Finalmente, las cepas pertenecientes al género Rhizobium no solo no mostraron
promocién de crecimiento vegetal respectos al peso, sino que cuando se analizé el
tamafio de las plantas, se vio una disminucion significativa respecto al control.

En cuanto al nUmero de ndédulos que se produjeron, no se obtuvo una correlacion con
el tamafio de dichas plantas, en conjunto ni individualmente por género, correlacion que
esperariamos a priori. Esto también se puede deber a la funcionalidad de los nédulos y
su capacidad de fijar nitrégeno, aspectos que se podrian analizar con un experimento
de ARA, como ya se ha dicho anteriormente. Esto permitiria no solo ver la funcionalidad
o no de dichos nddulos, sino también la eficiencia para la fijacion de nitrégeno que
genera cada cepa. A pesar de que no se encontrd esta correlacion, se observé que las
cepas del género Cupriavidus fueron las que produjeron un mayor numero de nédulos
en el ensayo.

Entrando en los ensayos de competencia, se eligieron dos cepas para dichos ensayos,
una perteneciente al género Cupriavidus (C2, C. necator) y otra al género
Paraburkholderia (B4, P. terrae), teniendo en cuenta que presentaron un fenotipo nod+
fix+ en el ensayo anterior y conociendo que fueron extraidas de las plantas modelo
utilizadas en estos ensayos. Se usaron dos especies de mimosas para los ensayos de
competencia: M. uragliensis, de donde se aislaron las dos cepas a probar y M. pilulifera,
la cual establece relaciones simbidticas preferentemente con Paraburkholderia (Pereira-
Gdmez et al., 2020), observacion que nos parecié interesante poner a prueba.

Lamentablemente, no se pudieron obtener datos concluyentes a partir de los ensayos
con M. pilulifera, tanto en el ensayo en tubo como en macetas. En el primero, no se
observaron nédulos con ninguna de las dos cepas utilizadas a los tiempos evaluados
(individualmente ni en competencia). Mientras que en el ensayo en macetas la mayoria
de las semillas no germinaron correctamente, por lo que se obtuvo un nimero
insuficiente de ejemplares como para realizar el estudio. Respecto a lo observado en el
ensayo de competencia en tubo, esto pudo deberse a que la planta no sea capaz de
establecer relaciones simbidticas con las cepas analizadas en el ensayo. Esto es posible
para la cepa del género Cupriavidus, la cual no se ha descrito que nodule este modelo,
pero no es probable para la cepa del género Paraburkholderia. Para esta Ultima, se vio
gue bacterias del mismo género nodularon este modelo en el trabajo antecedente. Otra
explicacién para este suceso es que pueda deberse a que los tiempos juzgados no
hayan sido los suficientes y mas en las condiciones de estrés hidrico en que se tienen
las plantas. Estrés que puede retrasar el proceso de nodulacion (Vuong, et al., 2017),
aunque en el ensayo se reg6 Unicamente este modelo con agua destilada estéril. Por
estas razones, no sabemos con seguridad si estas cepas son incapaces de nodular este
modelo o es un resultado producido por un error experimental.

Respecto a la planta modelo Mimosa uragiensis, crecid satisfactoriamente en ambos
ensayos y fue nodulada normalmente, por lo que se obtuvieron resultados a partir de
este modelo.

Comenzando con el ensayo de competencia en tubo, ambas cepas fueron capaces de
nodular las plantas en estas condiciones, produciendo un fenotipo nod+ fix+. Respecto
a los tiempos de nodulacion, tanto en Mimosa pudica (en el ensayo de nodulacion
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previo) como en Mimosa uraguensis (en este ensayo) mostrd una tendencia de que la
cepa de Cupriavidus nodula més rapidamente que la cepa de Paraburkholderia, aunque
no fue estadisticamente significativo.

Para analizar la competencia entre cepas, se aislaron y caracterizaron las bacterias
presentes en el primer nédulo funcional producido por la planta, asumiendo que las
bacterias presentes en el primer nédulo son las mas competentes ya que estas bacterias
fueron las primeras en establecer esta relacion simbiotica. Aunque se han visto modelos
en los gque las plantas pueden ser noduladas por mas de una especie bacteriana, son
mas la excepcion que la regla, por lo que es légico suponer que las bacterias de los
siguientes nodulos iban a ser iguales a las aisladas en este ensayo, aunque seria
interesante confirmarlo en un trabajo futuro.

Al ver el resultado de dichos aislamientos, observamos que tanto por el fenotipo de
colonia como por los patrones de bandas producidos por el rep-PCR, concluimos que
para todas las réplicas, las bacterias dentro del primer nédulo pertenecian al género
Paraburkholderia. Esto sigue con la linea de resultados obtenidos por Elliott et al. (2009)
en los que vieron que Paraburkholderia phymatum era ampliamente mas competente
gue Cupriavidus taiwanensis, en condiciones controladas. Aunque modificando ciertos
parametros del ensayo, como la disponibilidad de nitrégeno o el pH del medio, esta
relacibn se podia ver un poco modificada, pero nunca invirtiéndose en la misma
proporcion. Ademas, aunque C2 resulté ser mejor promotor de crecimiento que B4, esto
no implica tener una ventaja sobre su capacidad competidora, ya que este no es un
aspecto que afecte la competencia de las cepas directamente porque son procesos
separados. Porque, como toda relaciéon mutualista, ésta puede permitir una relacién de
“‘engano” entre la planta y la bacteria y, por lo tanto, que la planta sea nodulada por
cepas ineficaces o hasta bacterias que no son rizobios (Le Roux, et al., 2017).

Finalmente, cuando analizamos los tiempos de nodulacion del ensayo de competencia,
los primeros nédulos aparecen a los 10 dias, incluso mas rapido que cuando se inocul6
C2 anicamente, pero pertenecen a la cepa de Paraburkholderia. Este resultado, aunque
no tiene una confirmacion estadistica, quiza por el bajo nimero de réplicas, mostraria
gue la competencia entre bacterias favorece el establecimiento de esta relacion
simbidtica. Ya que, aungue habia el mismo nimero de bacterias por tubo en el ensayo
de competencia que los controles con las cepas individuales, esta relacion se establece
mas rapidamente. Ademas, muestra que la competitividad de las cepas no depende de
su velocidad de nodulacion individualmente, observacién que se sigue debatiendo
(Triplett, et al., 1992). Este resultado abre muchas preguntas de porque se observo un
aumento en la competitividad de la cepa B4 al ser coinoculada con C2, una hipotesis
gue planteamos para responder esto es que la cepa de Paraburkholderia esta
aprobechandoce de la interaccibn C2-Mimosa uragiiensis, como puede ser la
produccion de factores nod de C2, para luego desplazarla y ella nodular la planta.

El ensayo de competencia en maceta tuvo resultados muy distintos a los que acabamos
de analizar, lo cual nos sorprendio, teniendo en cuenta los resultados del ensayo de
competencia previos y lo descrito en la bibliografia. Comenzando con este ensayo,
vemos que al inocular las cepas individualmente en los sustratos, los aislamientos en
estas condiciones son principalmente las cepas inoculadas. Solo la cepa B4 en la tierra
del Abra de Zabaleta se obtuvo minoritariamente (dos de trece aislamientos). Esto ultimo
es muy peculiar, porque, aunque las cepas nativas estan adaptadas a este sustrato, lo
que las hace mas competentes en él (Vuong, et al., 2017), el sustrato es inoculado con
un alto numero de bacterias, por lo que se favorece a la cepa inoculante. Esto es lo que
sucede en el caso de ambos sustratos inoculados con C2, en los que vemos una amplia
mayoria del fenotipo tipo Cupriavidus, y en el caso de B4 en el sustrato de la playa El
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Calabrés. Esto sugiere que en la tierra del Abra de Zabaleta exisitirian factores (bi6ticos
o0 abidticos) que estan limitando fuertemente a dicha cepa en particular.

En la competencia en la tierra del Abra de Zabaleta, luego de ver lo que habia sucedido
con las cepas inoculadas individualmente, era légico esperar que C2 superara
ampliamente a B4, ya que esta Ultima no era competitiva en este sustrato. Respecto a
la competencia en la arena de la playa El Calabrés, en este caso no podiamos inferir
ningun resultado a priori, ya que cuando se inocularon ambas cepas individualmente en
este sustrato, ambas fueron las predominantes en los aislamientos en estas
condiciones. Al ver el resultado de los rep-PCR de estas muestras, se vio una amplia
dominancia de la cepa C2 sobre B4, resultado que nos sorprendid, ya que la cepa B4
fue aislada de nédulos de Mimosa uragiiensis en este sustrato, por lo que ya se vio que
era competente en estas condiciones. Mientras que C2 se enfrentaba por primera vez a
este ambiente, aun asi, la cepa C2 fue la mayoritaria. Viendo estos resultados podemos
concluir que la cepa de Cupriavidus es ampliamente mas competente que la cepa
Paraburkholderia en estas condiciones. En el mismo ensayo, se encontr6 un aislamiento
con una cepa identificada como indeterminada, la que mostro un patrén de bandas el
cual también fue identificado en la condicién control (sin in6culo) en el mismo sustrato.
Esta cepa nativa del suelo mostro ser competente aun cuando al sustrato se inoculo con
una alta concentracion de nuestras bacterias de interés, mostrando que las cepas
potencialmente mas competentes son las que habitan naturalmente estos sustratos y
por lo tanto las que estan mas adaptadas a ellos.

Estos ensayos de competencia (en tubo y en maceta) muestran que la cepa de
Paraburkholderia ve modificada su performance segun las condiciones ambientes en
las cuales se experimenta. Como ya se ha mencionado antes, el pH del medio es un
factor que afecta la competencia de los rizobios. Por esta razon, analizamos el pH tanto
de la tierra como de la arena, ambos resultaron con un pH levemente acidos. Suelos
con pH acidos pueden favorecen la competencia a cepas del género Paraburkholderia,
mientras que pH neutros o alcalinos se ha visto que favorecen a cepas de Cupriavidus
(Garau et al., 2009, Estrada-de los Santos et al., 2012). Aunque en teoria este factor
estaria favoreciendo la nodulacion de la cepa B4, esto no es lo que sucede, por lo que
puede ser que nuestras cepas no se comporten como las estudiadas en la bibliografia
o posiblemente estén afectando por otros factores como la disponibilidad de nutrientes,
la cantidad de materia organica, la concentracion de nitrogeno, fésforo y metales
pesados, entre otros, aspectos que afectan la competitividad de los rizobios (Vuong et
al., 2017, Elliott et al., 2009, Guasch- Vidal et al., 2012, Estévez et al., 2009, dos Reis
etal ., 2010). Teniendo en cuenta las caracteristicas contrastantes que tienen los suelos,
siendo uno un suelo arenoso (playa El Calabrés), mientras que el otro es un suelo
sumamente arcilloso (Abra de Zabaleta) con mayor disponibilidad de nutrientes entre
otras caracteristicas, es suponible que hay mas factores ademas del pH que estarian
alterando la competencia de estas cepas.

Otro aspecto que contribuye a la competencia entre rizobios, es la especie vegetal con la cual
se establecerd esta interaccion. Se ha visto que, pares simbidticos con una historia evolutiva
compartida, es decir que co-evolucionaron juntos, se ven favorecidos a la hora de establecer
esta relaciéon (Rodriguez-Echeverria et al., 2012). Aunque no sea la Unica especie de rizobio
capaz de nodular a esa especie vegetal, ya que se ha visto que la transferencia horizontal de
genes relacionados con el establecimiento de esta interaccién simbidtica es muy comun entre
rizobios, hasta con especies no rizobiales (Le Roux et al., 2017). Este aspecto de la interaccién
no afectaria en este caso, ya que vemos que Mimosa uragiiensis puede ser nodulada por
ambos rizobios. Ademds, observamos que en diferentes ensayos de competencia, en la cual se
inoculan ambas cepas en este modelo, la planta elige a una o otra cepa dependiendo las
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condiciones en el cual se da esta interaccion. Por lo que inferimos que lo que esta afectando
principalmente el establecimiento de esta relacidn simbidtica son las condiciones ambientales
del estudio.

Estos resultados hacen cuestionarse la observacién del trabajo antecedente, en el cual las
cepas aisladas de nddulos de plantas sembradas en la arena de la playa El Calabrés,
pertenecen a especies del género Paraburkholderia o Rhizobium. Esto podria deberse a que en
esta playa se encuentran principalmente Mimosa pilulifera, que como se vio en el mismo
trabajo, se ve nodulada Unicamente por especies de Paraburkholderia. Esta seleccion continua
hacia este género por parte de la planta, puede llevar al aumento y diversificacidon de este
género bacteriano. Sumado a la adaptacién a las condiciones ambientales del medio, pueden
lograr que, en estas condiciones naturales, las cepas de Paraburkholderia sean las mas
competitivas en este sustrato en competencia con otros rizobios. Tampoco se puede descartar
la hipdtesis de que en este sustrato no haya presencia de rizobios mas competitivos, como la
cepa de Cupriavidus analizadas en este trabajo.
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Conclusiones y Perspectivas

Como conclusiones de este trabajo, confirmamos el caracter de rizobio para todos los
aislamientos de los géneros Cupriavidus y Paraburkholderia, pero no asi para los
aislamientos del género Rhizobium (solo se confirmé para dos de ellas). Ademas, el
género Cupriavidus mostré ser el género con mayor promocién de crecimiento.
Respecto a los ensayos de competencia, concluimos que en condiciones gnotobitticas
la cepa de Paraburkholderia, B4, es mas competente que la cepa de Cupriavidus, C2,
para las plantas estudiadas. En cambio, en el ensayo en macetas, en el cual se suman
otros factores, esta relacién se invirti6. Como conclusion general de estos ensayos,
confirmamos que la competitividad de las cepas nativas estudiadas varia dependiendo
del ambiente en que se estudie.

Respecto a las perspectivas hacia futuro de este trabajo, nos planteamos estudiar el
caracter de rizobio de las cepas del género Rhizobium en otro modelo vegetal y estudiar
la funcionalidad de los nédulos producidos por las cepas de este trabajo, mediante
ensayos de ARA. Ademas, podriamos caracterizar la composicién de la rizésfera de los
suelos estudiados y profundizar en los factores que influyen en la competencia, por
ejemplo, modificando las condiciones en las cuales se realiza el ensayo de competencia
en tubo. Finalmente queda pendiente estudiar la competitividad de otras cepas de
rizobios nativos.
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Anexo

Medios de cultivo y soluciones

Medio YMA

Componentes Cantidad por litro

Manitol 10049
KzHPO, 05g
MgS0,4. 7TH-0 02g
MNaCl 019

YE 0,90
Agar 80q
H-0O csp. 1 litro

Se ajusta el pH a 6,8 — 7 y se esteriliza a 121°C por 10 minutos. Si no se le coloca el
agar se produce el YMB (Yeast Manitol Broth)

Medio Jensen

Componentes  Cantidad por litro

CaHPO, 10g
KzHPO,4 02g
MgS0,4. 7TH-0 02g
MNaCl 0249
FeClz 0149
Soluum de 1.0ml
micronutrientes
Agar 86009
H-O csp. 1 litro

Se ajusta el pH a 6,8 — 7 y se esteriliza a 121°C por 20 minutos.

Solucién de micronutrientes
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Componentes  Cantidad por litro

H:BO3 2,860
MnS0,. 3H:0 2034
/nS04. 7H-0 0,229
CuS04. 5H:0 0,089

MoQOs. H0O 0,099
Agar-agua

Componentes Cantidad por litro
Agar 8600
H-O csp. 1 litro

Se esteriliza a 121°C por 20 minutos.

Buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) 5X

Componentes Cantidad por litro

Tris Base 24009
Acido Borico 27549
EDTA 0,5M 20,0 ml
H-O csp. 1 litro

Se trabaj6 con una solucion 0,5X obtenida por dilucién de la solucidon stock 5X.

LB

Componentes Cantidad por litro

Triptona 10040
NaCl 1009
YE 2,0g
Agar 80qg
H-Oc s p. 1 litro

Se ajusta el pH a 6,8 — 7 y se esteriliza a 121°C por 20 minutos.
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Geles de electroforesis

En las siguientes figuras se muestran los geles realizados para visualizar el producto de
los rep-PCR obtenidos del ensayo de competencia en macetas. Se visualizan las
muestras bajo la condicién de la cual fue aislada (A: tierra inoculada con C2, B: tierra
inoculada con B4, C: tierra inoculada con ambas cepas, D: tierra inoculada con agua
estéril, E: arena inoculada con C2, F: arena inoculada con B4, G: arena inoculada con
ambas cepas, H: arena inoculada con agua estéril), la cepas control (C2 y B4) y el
marcador de peso molecular (MPM).

Figura 1. Gel rep-PCR. En este gel se muestran las dos cepas a prueba (C2 y B4) seguidas del marcador
de peso molecular (MPM), ademas se ve el resultado de la rep-PCR de cinco aislamientos de la condicion
Ay diez aislamientos de la condicién H.
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Figura 2. Gel rep-PCR. En este gel se muestran las dos cepas a prueba (C2 y B4) seguidas del marcador
de peso molecular (MPM), ademas se ve el resultado de la rep-PCR de cuatro aislamientos de las
condiciones E, Ay F, y dos aislamientos de las condiciones D y B.

Figura 3. Gel rep-PCR. En este gel se muestran las dos cepas a prueba (C2 y B4), el marcador de peso
molecular (MPM), ademas se ve el resultado de la rep-PCR de cuatro aislamientos de las condiciones A,
H, E y F, dos aislamientos de la condicién B, y tres aislamientos de la condicion D.

Figura 4. Gel rep-PCR. En este gel se muestran las dos cepas a prueba (C2 y B4), el marcador de peso
molecular (MPM), ademas se ve el resultado de la rep-PCR de siete aislamientos de la condicion E, diez
aislamientos de la condicion D y cinco de la condicion F.
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Figura 5. Gel rep-PCR. En este gel se muestran las dos cepas a prueba (C2 y B4), el marcador de peso
molecular (MPM), ademas se ve el resultado de la rep-PCR de veinte aislamientos de la condicion A.

Figura 6. Gel rep-PCR. En este gel se muestran las dos cepas a prueba (C2), el marcador de peso
molecular (MPM), ademas se ve el resultado de la rep-PCR de quince aislamientos de la condicién G.
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Figura 7. Gel rep-PCR. En este gel se muestran las dos cepas a prueba (C2 y B4), el marcador de peso
molecular (MPM), ademas se ve el resultado de la rep-PCR de cinco aislamientos de las condiciones B y
G.
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