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1. Resumen

Los rizobios son bacterias del suelo que se encuentran en asociacién simbidtica con las
leguminosas. Estos juegan un rol importante a nivel ambiental ya que se encargan de un
proceso de gran impacto como es la fijacion biolégica de nitrégeno (FBN), mecanismo
mediante el cual las plantas, gracias a la ayuda de las bacterias, adquieren el N,
atmosférico. Su empleo en practicas agricolas, permite una disminucién del uso de
fertilizantes quimicos nitrogenados con la consiguiente disminucién de gases de efecto
invernadero y eutrofizacién de cursos de agua.

Este trabajo tuvo como objetivo caracterizar un grupo de rizobios simbiontes de Mimosas
nativas. Se eligié este género vegetal debido al poco conocimiento que existe acerca de
los rizobios asociados a estas plantas y que Uruguay es un sitio biogeografico de sumo
interés para su estudio ya que se piensa que es limite de distribucion de muchas especies
pertenecientes a este género.

Se identificd el género de once bacterias seleccionadas para este estudio mediante la
amplificacién, secuenciacién y analisis de una regién del gen que codifica para la
subunidad menor del ribosoma (ADNr 16S). Se analizé también la filogenia del gen que
codifica para la subunidad estructural de la enzima nitrogenasa (nifH) y se comparé con la
del ADNr 16S. Se determind que todos los aislamientos pertenecen al grupo de los beta-
rizobios y diez de los once pertenecen al género Cupriavidus, lo cual afirma observaciones
previas de nuestro laboratorio que indicarian que las Mimosas en nuestro pais son
preferentemente noduladas por Cupriavidus. Se observd que los once aislamientos
presentan una buena adaptacion a crecer en diferentes pHs y que algunos presentaron
caracteristicas de interés biotecnolégico como la tolerancia a metales y la produccién de
guaiacol oxidasas; de interés para la biorremediacidon de suelos (resistencia a metales,
crecimiento en derivados fendlicos, solubilizacién de fosfatos). Los ensayos realizados en
plantas mostraron que todos los microsimbiontes nodularon Mimosa pudica, M.
uraguensis y M. polycarpa pero sélo algunas cepas fueron capaces de promover el
crecimiento significativamente. El fenotipo simbidtico no fue el mismo con los diferentes
hospederos, indicando especificidad en la interaccion.

Las leguminosas tienen un gran valor a nivel nacional ya que pueden utilizarse como
alimento, forrajeras o para la repoblacién de arboles en montes nativos, por lo que es
interesante investigar los microorganismos asociados a sus raices, en busca de inoculantes
capaces de promover el crecimiento vegetal de esta familia.



2. Introduccion

2.1. Fijacidn Biolagica de Nitrogeno

Los microorganismos del suelo juegan un papel esencial en la sustentabilidad del
ecosistema ya que son responsables de actividades tales como la descomposicién de la
materia organica, degradacién de xenobidticos, agregado de particulas, ciclado de
nutrientes como N, S, P donde participan en procesos de gran impacto como el de la
fijacion biolégica de nitrégeno (FBN) [1].

A pesar que el N, constituye mas del 70% de la atmdsfera, las plantas no pueden hacer
uso de este recurso y estan obligadas a utilizar las formas combinadas que se encuentran
en el suelo o a asociarse a microorganismos que si puedan convertir el N, gaseoso a otras
formas quimicas. La capacidad de reducir el N, se limita a organismos procariotas,
bacterias y arqueas, y no se ha encontrado hasta la fecha ninglin organismo eucariota que
posea esta habilidad. Los procariontes fijadores de nitrégeno se denominan diazétrofos y
se encuentran ampliamente distribuidos en grupos con diferentes estilos de vida vy
metabolismos que incluyen organismos aerobios, anaerobios, autétrofos, heterétrofos,
metanotrofos, como células individuales o en filamentos, que se encuentran en vida libre
o en simbiosis con otros organismos. Esto sugiere que la habilidad de fijar nitrégeno,
surgié mas de una vez desde el punto de vista evolutivo [2, 3].

En bacterias la FBN se da en seis de los phyla descritos hasta el momento y son: bacterias
verdes del azufre, cianobacterias, Gram positivas de bajo y alto contenido de G+C,
Spirochaetes, Firmicutes y Proteobacteria, siendo esta ultima la divisidn que contiene mas
diazotrofos [4].

Los microorganismos que fijan nitrégeno en asociacién con otro organismo son menos
abundantes que los que lo hacen en vida libre. Este tipo de asociacién se observa en: 1)
los heterocistos de las cianobacterias que ocupan tejidos de plantas hepaticas, helechos,
cicadas y dicotileddneas; 2) algunos actinomicetos representados por el género Frankia,
capaces de formar nédulos con muchas plantas no leguminosas de varias familias que
incluyen a los géneros Alnus y Prusia; 3) Las proteobacterias denominadas genéricamente
como rizobios (ver mas adelante) que forman ndédulos en muchas leguminosas, y
excepcionalmente con una no leguminosa, Parasponia, miembro de la familia UlImaceae
[4-6].

Ademas de la importancia econdmica de la FBN, este proceso posee gran relevancia
ambiental ya que permite disminuir el uso de fertilizantes quimicos nitrogenados con la
consiguiente disminucidn de los efectos nocivos asociados como por ejemplo la formacién
de gases de efecto invernadero y la eutrofizacidn de cursos de agua [1].



2.1.1. Nitrogenasa

La FBN es llevada a cabo mediante un sistema enzimatico particular denominado
complejo enzimdtico de la nitrogenasa. Este consta de dos componentes metaloproteicos,
una ferroproteina (componente Il) y una ferro-molibdenoproteina (componente 1)
responsables de catalizar la reduccidon de una molécula de dinitrégeno y convertirlo en dos
de amonio. Este proceso es dependiente de Mg-ATP y genera un gran gasto energético
debido a la estabilidad que posee el nitrogeno gaseoso gracias a su triple enlace (Figura 1)
[7]. La transferencia de cada electron consume 2 ATP, y se requieren 6 electrones para la
reduccion del N, a 2 NH3 y 2 electrones para la reduccién de 2 H" a H,, por lo tanto el
costo energético minimo es de 16 moles de ATP para la reduccién de un mol de N,. Este
valor se da en condiciones dptimas y el costo energético real es mayor, y varia segun las
condiciones y estado del sistema fijador. Entre los factores que afectan el costo energético
de la reduccion de N, por la nitrogenasa se encuentra la produccidon de H,, que ocurre
inevitablemente durante la reacciéon. De esta forma, como la reduccidn de H* a H, tiene los
mismos requerimientos de ATP y poder reductor que la reduccion de N, a NHs, la
produccién de H, es una fuente de ineficiencia para la fijacién de N, [8].

Ademas de N, y protones, la nitrogenasa puede reducir a sustratos no fisiolégicos como el
acetileno a etileno, el cianuro a metano y amoniaco, el éxido nitroso a N, y agua, entre
otros. La reduccién del acetileno a etileno por la nitrogenasa ha permitido desarrollar un
método rapido y sencillo usado en la determinacién de la actividad de la enzima mediante
cromatografia de gases. Otra metodologia que se utiliza es la basada en la cuantificacién
de la concentracion de N en el nitrégeno fijado a partir de concentraciones conocidas de
>N en el suelo o en la atmdsfera. Esta técnica es precisa, pero dificultosa porque requiere
el empleo de un espectrometro de masas y, generalmente, de °N, o fertilizantes
enriquecidos con BN [8].

Nitrogenasa

—— \» 2NH;, + H,

16-MgATP 16-MgADP + P;

N, + 8H* + 8e-

Figura 1. Estequiometria de la reaccién catalizada por el complejo de la nitrogenasa.

La ferro-proteina es un homodimero codificado por el gen nifH, y contiene 4 atomos de
Fe organizados en un grupo Fe;S;, mientras que la ferro-molibdeno proteina es un
heterodimero codificado por los genes nifD (que codifica para la subunidad a) y nifK (que
codifica para la subunidad B) y contiene 30 4tomos de Fe y 2 dtomos de Mo organizados
en 2 pares de grupos metalicos , llamados grupos P (FegS;.5) y cofactore FeMo (Fe;S9 Mo-
homocitrato) (Figura 2) [7].



componente |l componente |

Acetil-CoA + CO, ATP

simbioticos
HADPH.H

Proteina 4Fe-S FeMo
l red oxidada reducido
Fd ¢
reducida # FeMo
\ oxidado

FPiruvato + CoA

ADP A 2NH3 +Ho

nifd mifH nifDK

Figura 2. Estructura del complejo enzimatico nitrogenasa. Tomado de [8].

Debido a que dicha enzima se inactiva en presencia de O,, se postula que las primeras
nitrogenasas debieron de haberse originado antes de que la condicién reductora de la
atmdsfera primitiva se transformara en oxigénica, por la acumulacién de O, como
producto final de la fotosintesis bacteriana. Es asi que los diazdtrofos antiguos recorrieron
un largo camino evolutivo desde la aparicién de las primeras plantas terrestres, hace
aproximadamente 400 millones de afios, conviviendo en la rizésfera como epifitos o en el
interior de las plantas como enddfitos. Durante este largo periodo, las lineas diazdtrofas
de procariontes se diversificaron y establecieron relaciones simbidticas con algunos linajes
de plantas [4, 5, 9].

2.2. Rizobios

Los rizobios son un grupo polifilético de bacterias diazétrofas, Gram negativas, presentan
un metabolismo aerobio y heterétrofo en su mayoria, y tienen la particularidad de
asociarse a las raices de las leguminosas. También se han encontrado asociados a los tallos
de algunas leguminosas o a plantas del género Parasponia, aunque estos casos son poco
frecuentes. Como parte de esta asociacion se forman estructuras caracteristicas
denominadas nédulos, las cuales se desarrollan principalmente en el cértex radicular y
excepcionalmente en el tallo [10]. Estimaciones recientes sugieren que en particular, las
bacterias fijadoras de nitrégeno simbiontes de leguminosas contribuyen con unos 55
millones de toneladas de N fijado a los suelos por afo [1].
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2.2.1. “Beta-rizobios”

La taxonomia de los rizobios se basa en un enfoque polifasico que incluye caracterizacién
de la morfologia, bioquimica, fisiologia, genética y filogenia, entre otros aspectos.
Primeramente, se intentd clasificar a los rizobios segun su huésped ya que se habia
observado una cierta especificidad con la leguminosa que se encontraba asociada [11].
Posteriormente esto fue refutado ya que se reportaron estudios mostrando la hoy
conocida promiscuidad simbidtica entre estos organismos. De todas maneras, si se puede
afirmar que las bacterias y plantas promiscuas, se encuentran mayormente en zonas
calidas o tropicales del mundo [12].

Una herramienta muy utilizada para clasificar las bacterias actualmente es la secuencia del
gen que codifica para el ARN de la subunidad ribosomal menor (ARNr 16S). Su secuencia
nucleotidica presenta una estructura de mosaico en donde existen regiones muy
conservadas y otras variables, haciendo que sea un buen marcador para establecer
relaciones filogenéticas. Mediante el analisis de esta subunidad, las Proteobacterias se
agruparon en seis linajes designados como subdivisiones y nombrados por las letras del
alfabeto griego a, B,vy, 6, e y T [12, 13].

En la actualidad se considera que la division Proteobacteria es la mds amplia y diversa
dentro del dominio Bacteria. La interaccién simbidtica entre diazétrofos y leguminosas, se
ha estudiado principalmente en las bacterias del suelo perteneciente a las a-
Proteobacterias y sobre todo en los géneros Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Sinorhizobium y Rhizobium, los cuales son llamados genéricamente
rizobios [15].

Mas recientemente se ha encontrado que las leguminosas (particularmente aquellas
pertenecientes al género Mimosa), son noduladas por B-Proteobacterias, denominadas
beta-rizobios donde los dos géneros nodulantes reconocidos actualmente son
Burkholderia y Cupriavidus. Estos fueron descriptos en 2001 en dos estudios paralelos. En
uno se aislaron cepas de Burkholderia sp. de nddulos de Aspalathus carnosa
(Papilonoideae) en Sudafrica y de Machaerium lunatum (Papilionoideae) en la Guyana
Francesa. Estas cepas fueron posteriormente denominadas como Burkholderia tuberumy
Burkholderia phymatum [5], [14-16].

En el otro trabajo, también publicado en el afo 2001, se obtuvo el aislamiento de
Ralstonia taiwanensis a partir de dos especies de Mimosa, Mimosa pudica y Mimosa
diplotricha (Mimosoideae) en Taiwan, el cual fue renombrado como Cupriavidus
taiwanensis [17, 18].

2.3. Leguminosas
La familia Leguminosae surgié hace aproximadamente 120 millones de afios como una
gran familia de arboles, arbustos o hierbas, se pueden encontrar desde plantas acuaticas
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hasta xerdfitas, desde rastreras a trepadoras, desde arboles de gran porte hasta hierbas
pequefias. Desde el punto de vista evolutivo se encuentra Africa como el primer sitio de
diversificacién, luego se dispersan hacia Sudamérica y Asia y comprenden 700 géneros y
17.000 especies con una distribucién cosmopolita en regiones templadas, tropicales y
subtropicales [20]. Esta familia se encuentra subdividida en tres subfamilias:
Caesalpinioideae, Mimosoideae y Papilionoideae. Se cree que las Caesalpinioideae son las
mas primitivas dentro de la familia y que de ellas derivan las dos subfamilias restantes en
lineas divergentes, predominan especies arbdéreas o arbustos, trepadoras lefiosas y
algunas herbdceas en regiones tropicales y subtropicales. Poseen distintos usos, desde
laxantes comerciales hasta madera. Es dificultoso determinar el nimero de especies que
constituyen a esta subfamilia ya que aun se estan haciendo estudios con esa finalidad,
particularmente en Uruguay, se han encontrado 10 géneros y 28 entidades taxondmicas
[20]. La subfamilia Mimosoideae se encuentra mds emparentada a las Caesalpinioideae
qgue a las Papilionoideae, se cree que se debe a que su origen es muy poco posterior a
éstas. Se distribuye en regiones tropicales, subtropicales y templadas calidas
principalmente, aunque ha penetrado en zonas templadas y excepcionalmente en las
frias, la mayoria tienen uso forestal u ornamental y son muy pocas las de uso forrajero o
como alimento para el hombre. Contiene mas de 50 géneros, aunque la mayoria de
especies conocidas integran los tres géneros mayores: Acacia (1200 especies
aproximadamente), Mimosa (con mas de 400) e Inga (con mas de 350) [20].

La subfamilia Papilionoidea (Faboideae) es la mdas extensa de todas, posee una amplia
distribucién y gran diversidad debido a que son mas de 12.000 las especies encontradas
hasta el momento. Se concentran mayormente en las zonas calidas y son de suma
importancia ya que algunas especies pueden utilizarse como forrajeras asi como en otros
casos se utilizan las semillas y legumbres de otras como alimentos para el hombre vy el
ganado. En Uruguay, 56 géneros de leguminosas corresponden a esta subfamilia, con 201
especies, de las cuales 130 son nativas y 71 adventicias y cultivadas. Considerando
especies y variedades, 232 son las entidades taxondmicas encontradas [21].

2.3.1. Mimosa

Mimosa es un género monofilético que incluye plantas herbaceas, arbustos, y arboles,
dentro de la subfamilia Mimosoideae de las Leguminosas. Actualmente consta de mas de
500 especies en todo el mundo y son capaces de crecer en habitats ampliamente diversos,
desde bosques tropicales, sabanas, bosques seco tropicales y subtropicales, matorrales,
desiertos, praderas, hasta humedales; asi como también viven en distintos tipos de suelos,
ya sea con una baja concentracion de nutrientes, con un pH bajo (acido) o suelos
contaminados con metales pesados [20-22].

El principal centro de diversificaciéon es en la region del Cerrado/Caatinga en Brasil,
habiéndose descrito mas de 300 especies, donde la mayoria son endémicas, que abarca la
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zona subtropical de Sudamérica (Paraguay, Argentina, Uruguay y el sur de Brasil) y
México. De las 536 especies descriptas hasta el momento, 496 se encuentran distribuidas
entre Estados Unidos y Argentina, 34 en Madagascar y el resto en el este de Africay el sur
de Asia. Algunas de estas especies son consideradas malezas invasivas ya que abarcan un
amplio rango geografico. De todos modos, muchas de estas especies poseen un fin socio-
econdmico de sumo interés ya que pueden ser utilizadas para la reforestacién, la
produccién de madera, para la biorremediaciéon de suelos o como plantas medicinales
[23].

2.4. Interaccion rizobio-leguminosa

La formacién del nddulo se origina con lo que se conoce como “didlogo molecular”, y es
cuando los rizobios establecen contacto con la rizésfera de las leguminosas. Sin embargo,
este fendmeno denominado quimiotaxis no es suficiente para que se dé la interaccidn,
razon por la cual la planta aumenta la secrecion de flavonoides. Las bacterias responden a
estas sefiales expresando los genes nod, los cuales son necesarios para la formacién de
este érgano [12]

Los flavonoides son compuestos aromaticos que consisten en dos anillos bencénicos
unidos a través de un pirano (Figura 3). Sustituciones especificas en estos anillos producen
derivados como flavinas, flavonas, flavononas e isoflavonoides. Hasta el momento se han
identificado 4000 tipos de flavonoides diferentes en plantas vasculares, de los cuales un
conjunto particular esta involucrado en mediar la especificidad de las leguminosas por sus
bacterias huéspedes. La especificidad en el reconocimiento de cada flavonoide por la
bacteria, es lo que le permite distinguir a su hospedero particular. El flavonoide especifico
es responsable de inducir la expresion de los genes bacterianos nod que codifican para la
expresion de los Factores Nod y la quimiotaxis entre rizobios [24].

CH,OH CHoH
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Figura 3. Estructura general de los flavonoides (izquierda) y de los Factores Nod (derecha). En
recuadro se indican los nombres de las enzimas responsables de sintetizar las distintas partes de la
molécula. Tomado de [24].

Los Factores Nod consisten en un esqueleto de residuos B-1,4-N-acetil-Dglucosamina, los
cuales pueden diferir en nimero entre especies bacterianas e incluso dentro de la misma
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especie. Los genes del operdn nodABC codifican las proteinas necesarias para formar la
estructura del nucleo de los factores Nod (Figura 3). Durante las distintas etapas del
establecimiento de la simbiosis, los rizobios producen los factores Nod, los cuales afectan
a la planta hospedera en diferentes formas: el doblamiento del pelo radicular, formacion
del primordio nodular y expresién de los genes tempranos de la nodulacién [6, 11, 25].
Para que se lleve a cabo la formacidon del nédulo, los rizobios deben ingresar al tejido de la
raiz de la leguminosa. El proceso comienza cuando las bacterias se adhieren a los pelos
radiculares, éstos se enrollan atrapando a la bacteria. Luego se hidroliza localmente la
pared celular, lo que permite la invaginacion de la membrana formando el tubo de
infeccidn. Las bacterias ingresan a la planta a través del tubo de infeccién, llegando a las
células corticales (Figura 4).
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b Lolelelkel

<
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Figura 4. Establecimiento de la simbiosis rizobio-leguminosa. A) Inicio del didlogo molecular
rizobio—leguminosa, unién del rizobio al pelo radicular. B) Inicio del hilo de infeccion. C)
Penetracion del hilo de infeccidon. Tomado de [26].

Como se observa en la Figura 5, las células corticales endocitan las bacterias formando los
simbiosomas. Dentro de los simbiosomas, las bacterias maduran a bacteroides, los cuales
se encuentran rodeados por la membrana peribacteroidea y constituyen la forma
simbidtica donde se lleva a cabo el proceso de FBN [26].

infection Symbicsome

thread
Bacteroid Bacteroid

Endocytosis differentiation Nitrogen fixation

=
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Figura 5. Establecimiento de la simbiosis rizobio-leguminosa. Endocitosis y diferenciacion del
bacteroide. Tomado de [26].
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2.5. Evolucidn de la interaccidn planta-microorganismo

La transicidn evolutiva para bacterias patédgenas y simbiontes es variada, pero la mayoria
implican la transferencia y pérdida de genes que ocurren dentro de los linajes bacterianos.
En los genomas, parte de la informacién genética es indispensable, esta informacién es la
considerada imprescindible para la vida, o sea los genes implicados en la traduccién,
transcripcién, regulacidon y metabolismo primario [27].

Por otro lado, existe un pool de genes flexibles que codifican para funciones adicionales
que no son consideradas esenciales para la vida de la bacteria pero que si son capaces de
otorgarles ventajas bajo determinadas condiciones como pueden ser un cambio en el
ambiente o un nuevo hospedero. Dentro de este conjunto de genes se encuentran las islas
gendmicas, bloques de ADN que por lo general se insertan en genes de ARNt y se
encuentran flanqueados por secuencias repetidas (IS) [28].

En rizobios este concepto puede ser aplicado al conjunto de genes que le permite
establecer su relacion simbidtica con las leguminosa, muchas de las funciones simbidticas
son codificadas por genes localizados en el plasmido Sym o simbidtico. Dentro del mismo,
se encuentran los genes nif (fijacion biolégica de nitrégeno) y los nod (nodulacién). Por
este motivo, la transferencia horizontal de genes simbidticos es un evento que le confiere
una ventaja ecoldgica a aquellas que lo han adquirido, para establecer una simbiosis
efectiva con especies de leguminosas introducidas o exdticas [29].

La existencia de un plasmido simbiodtico fortalece la hipdtesis de la transferencia
horizontal de genes pero aun no es posible evidenciar la direccion de esta transferencia o
la identidad del organismo donador.

La evolucidon de las plantas puede estar relacionada con restricciones reproductivas,
geograficas y ambientales, y puede haber una fuerte presidn selectiva por patdogenos y
otros factores ademas de rizobios, que la estén determinando. Ademas, se debe tener en
cuenta que las bacterias no son simbiontes obligados, son capaces de sobrevivir y crecer
en los suelos como un organismo independiente [30].

La diversidad de rizobios provee de un pool de bacterias para ser seleccionadas por la
planta, y aquellas que cumplen con las propiedades de ajustarse a la variabilidad
individual de la planta, sobrevivir a fluctuaciones en las condiciones ambientales y
prevalecer a través del tiempo; seran las mas adecuadas para el hospedero [31, 32].

Si la bacteria contribuye con suficiente nitrégeno a la planta, luego habrd suficientes
semillas con buena afinidad a esas bacterias. Con ese proceso selectivo en curso, se podria
esperar como resultado un incremento en la especificidad en la interaccién leguminosa-
rizobio, lo que explicaria también por qué se encuentra localmente a una bacteria
especifica nodulando a una leguminosa. En muchos casos, puede que no haya una
coevolucién entre leguminosas y rizobios pero si una constante seleccidn, por parte de la
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planta, de microsimbiontes que tengan la capacidad de cambiar y/o adquirir genes
simbidticos [33].

Otra hipdtesis que ha surgido es que la transferencia horizontal de genes simbidticos
puede ocurrir entre rizobios y otras bacterias filogenéticamente relacionadas no
simbidticas [34].

Como por ejemplo cuando se analizé el genoma del beta-rizobio Cupriavidus taiwanensis
LMG19424 se observd que contiene genes plasmidicos involucrados en la nodulacion,
pudiendo de esta forma reforzar la hipdtesis de que los genes necesarios para la
nodulacién han sido transferidos horizontalmente de bacteria a bacteria convirtiendo a los
diazotrofos de vida libre en simbiontes [24].

2.6. Leguminosas nativas en Uruguay

Interesantemente, nuestro pais es un limite de distribucion para muchas de estas especies
lo que lo convierte en un sitio biogeografico de sumo interés para el estudio de sistemas
adaptativos ya sea de la especie vegetal como de los microsimbiontes asociados. Muchas
de las especies que componen la flora arbdérea y arbustiva del Uruguay viven
exclusivamente en la region noreste, regién considerada como uno de los hotspot a nivel
nacional desde el punto de vista de las prioridades de conservacién. Son alrededor del
10% del total, donde la familia de las Fabaceae es la tercera, éste se considera un nimero
elevado en comparacién con otras regiones de pastizales como las pampas argentinas. De
todos modos la cantidad de especies por género es baja, esta es la razén por la cual se
menciona que el territorio uruguayo forma parte de los extremos de las areas de
distribucién de la regién [35].

Dentro de las Fabaceae, Mimosa es el género con mayor abundancia de la subfamilia
Mimosoideae, posee 48 entidades distribuidas en dos habitats distintos: el serrano, donde
las especies forman matorrales densos en el bosque y sus bordes, se presentan de habito
erecto o pueden formar colchones rastreros; y el habitat riberefio, tipico de las costas de
rios y arroyos donde se desarrollan con forma de arbustos o arbolitos erectos a
semierectos, con follaje mas delicado y legumbres y/o semillas adaptadas al traslado por
las corrientes de agua. [20].
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2.7. Antecedentes

Una de las principales lineas de investigaciéon del Departamento de Bioquimica vy
Gendmica Microbianas (BIOGEM) del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente
Estable (IIBCE) esta centrada en el estudio de bacterias del suelo de uso potencial para el
mejoramiento de plantas. Consideramos que el relevamiento y la conservacion del
germoplasma de las leguminosas nativas y de sus rizobios asociados permitirdn mantener
un acervo genético de una parte de la diversidad de nuestros bosques y pasturas. Los
datos que se generen podran contribuir al disefio de estrategias que permitan un
aprovechamiento sustentable de los recursos naturales y de su conservaciéon. Dentro de
esta linea se han realizado estudios sobre una leguminosa arbérea nativa (Parapiptadenia
rigida o angico) y los rizobios asociados a esta especie, donde se aislaron, identificaron y
caracterizaron microsimbiontes provenientes de los nédulos de este arbol. Se observé que
angico puede ser nodulado por cepas bacterianas que fueron aisladas de otras
leguminosas y que la mayoria de sus aislamientos pertenecen al género Burkholderia,
aunque también se encontraron microsimbiontes del género Cupriavidus y Rhizobium. De
hecho, ese fue el primer estudio reportado en que angico puede ser eficientemente
nodulado por cepas pertenecientes al género Cupriavidus [36]. Se ha caracterizado la
diversidad botdnica de leguminosas presentes en los Esteros de Farrapos e islas del rio
Uruguay, se encontré que al menos 30 de los 51 géneros nativos citados para el Uruguay
se encuentran en esta region del pais, concentrandose en los ambientes de arenal donde
predominan plantas herbaceas de porte pequefio, tapizantes o rastreras. Sin embargo el
numero de poblaciones de algunas de estas especies es bajo. Ademas la presencia de las
poblaciones en el tiempo no es constante, se presume que se debe a adaptaciones finas a
condiciones abidticas que las hacen desaparecer transitoriamente como el nivel de
precipitaciones invernales previos al desarrollo primaveral de los individuos. También se
observaron las caracteristicas germinativas de las semillas de las leguminosas colectadas y
se cred una base de datos que contiene informacién sobre las especies de leguminosas,
sus semillas y cepas bacterianas asociadas, permitiendo el intercambio y la actualizacién
de la informacién entre pares, ya que cuanto mayor sea el conocimiento de las especies
mejores serdn los resultados en materia de conservacion [37]. Y mas recientemente se ha
comenzado un relevamiento de los rizobios asociados a Mimosas. Se cuenta con una
coleccién de microsimbiontes obtenidos a partir de Mimosa uraguensis, M. adpressa, M.
pilulifera, M. ramulosa, M. reptans, M. chelata, M. magentea y M. schleidenii.
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3. Objetivos

3.1.

Objetivo general

Contribuir a la sustentabilidad ambiental mediante la generacidn del conocimiento,

preservacion y uso de un recurso natural de nuestros suelos como son las bacterias

simbidticas fijadoras de nitréogeno asociadas a plantas nativas. En particular proponemos
centrarnos en el estudio de bacterias asociadas a Mimosas en Uruguay.

3.2. Objetivos especificos

Incrementar la coleccion disponible en el laboratorio, de microsimbiontes
naturalmente presentes en nddulos de diferentes especies de Mimosas de Uruguay.
Identificar el género al que pertenecen los microsimbiontes y determinar su
filogenia.

Seleccionar un grupo de microsimbiontes conformado por representantes de cada
una de las diferentes especies de Mimosas prospectadas y caracterizarlos
fisioldgicamente segln parametros de interés ambiental.

Determinar su capacidad de promover el crecimiento de la planta.

Caracterizar la interaccion simbidtica establecida entre algunas cepas y las
leguminosas hospederas.
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4. Materiales y métodos

4.1. Aislamiento de microsimbiontes

Una vez colectados, los nddulos se lavaron con agua para retirar la tierra adherida. Para
esterilizar su superficie se trataron primero con etanol 95% durante 5 minutos y luego con
una solucién de hipoclorito de sodio 2% durante 5-10 minutos. Por ultimo se realizaron 5
lavados con agua destilada estéril. Se efectuaron controles del proceso de desinfeccién
frotando un nddulo, sin dafiarlo, por la superficie de medio YMAG sdlido (Yeast Extract
Mannitol Glutamate) [38] (su composicion se detalla en el Anexo 1), y se incubd a 30°C
durante 48hs. Los nédulos desinfectados, se maceraron en forma individual entre dos
portaobjetos estériles. La suspensiéon obtenida se sembrd en medio YMAG sélido y los
cultivos se incubaron a 30°C. Las colonias obtenidas fueron repicadas sucesivamente un
par de veces, para asegurarse la obtencién de cultivos puros. Finalmente, los aislamientos
se crecieron en medio YMAG liquido y se guardaron en una solucién de glicerol estéril 25%
(v/v) a -80°C.

4.2. Caracterizacidn genotipica

4.2.1. Criterio para la denominacion de los aislamientos de la coleccion

Los aislamientos de la coleccion se nombraron con las letras en mayuscula “UY”, haciendo
referencia al pais; seguido de la primera letra del género y la primera letra del epiteto de
la especie vegetal de la cual fueron aislados (también en mayuscula); y el numero de
referencia de la colecta. Por ejemplo el aislamiento de Mimosa uragiiensis, con nimero
de colecta 48, fue nombrado “UYMU48”.

4.2.2. Amplificacion por PCR de una region del gen del ADNr 16S

Para el caso de los aislamientos Cupriavidus sp. UYPR2.512, UYMPO9A, UYMRO5A y
UYMEO1A ya se contaba en el laboratorio con su ADN genédmico purificado y se realizo la
amplificacién empleando ese ADN como molde. Para el resto de las cepas se colocd
directamente las células bacterianas en la mezcla de reaccidn. Para ellos se tocd con la
punta de un palillo estéril la colonia bacteriana crecida en medio sélido y las colonias
adheridas al palillo se dispersaron en la solucién de reaccidn. Se realizé la amplificacion
por PCR de un fragmento de aproximadamente 1500 pares de bases (pb), utilizando los
cebadores 27f y 1492r cuyas secuencias se adjuntan en la Tabla 1. La reaccién se llevd a
cabo en un volumen total de 25 pl conteniendo 2,5 ul de Dream Taq Buffer 10X (Thermo
Scientific #865) que incluia MgCl, 20 mM; 1 ul de deoxi-nucledtidos trifosfato (dANTPs) 10
mM, 1 pl de cada cebador 10 uM y 0,25 ul de ADN polimerasa (5 U/ul, Dream Taq
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Polymerase, Thermo Scientific #). Como molde se utilizaron 1,0 ul de ADN gendmico o
directamente las células bacterianas. Para la reaccion de amplificacion se utilizd un
termociclador con el siguiente programa: un ciclo de desnaturalizacién inicial de 5 minutos
a 95°C, seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 59°C y 90 segundos a
72°C, estos tres ultimos pasos corresponden a la desnaturalizaciéon del ADN, hibridacién
de los cebadores al molde de ADN y a la extensidn de la cadena de ADN, respectivamente.
Para finalizar se realizé un paso de elongacidn final de las cadenas de ADN de 7 minutos a
72°C [39].

4.2.3. Amplificacion por PCR del gen nifH

La amplificacion por PCR el gen nifH, gen que codifica para la subunidad estructural de la
enzima nitrégeno reductasa, se realizé en forma similar al procedimiento seguido para la
amplificacién del ADNr 16S empleando dos juegos de cebadores diferentes: primero se
emplearon los cebadores universales PolR y PolF obteniendo un fragmento conservado de
327 pb, para las cepas que no se obtuvo producto de amplificacion se repitid el
procedimiento pero con cebadores mas especificos, disefiados especificamente a partir
del gen nifH del género Cupriavidus lograndose un fragmento de aproximadamente 600
pb . La reaccidn se llevd a cabo en un volumen total de 25 ul conteniendo 2,5 pl de Dream
Taqg Buffer 10X (Thermo Scientific #B65) que incluia MgCl, 20 mM; 1 pl de deoxi-
nucledtidos trifosfato (dNTPs) 10mM, 1 pl de cada cebador 10uM y 0,25 ul de ADN
polimerasa (5 U/ul, Dream Taq Polymerase, Thermo Scientific #). Como molde se
utilizaron directamente las células bacterianas crecidas en YMAG. Para la reaccién de
amplificacién se utilizd un termociclador con el siguiente programa: un ciclo de
desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos de 30 segundos a 95°C,
45 segundos a 58°C y 45 segundos a 72°C, con un ciclo de extensién final de 5 minutos a
72°C.

Tabla 1. Secuencias nucleotidicas de los cebadores utilizados en la amplificacién de los genes que
codifican para los genes ADNr 16S y nifH y sus respectivas temperaturas de fusion.

Gen amplificado Cebador Secuencia de acidos Nucleicos Temp. de fusidn
(°C)
ADNr 165 27F 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ Tm 53°C
1492R 5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’ Tm 55°C
nifH PolF 5’-TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3’ Tm 55°C
PolR 5-ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3’ Tm 56°C
CupriaF 5-CCTTTTATGGTAAAGGCGGCATCGG-3’ Tm 55°C
CupriaR 5 -CCATCAGCAGATCTTCCAACTGGTCC-3 Tm 56°C
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4.2.4. Visualizacién y secuenciacion de los productos de PCR

Los productos amplificados se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8%
(p/v) en buffer Tris-Acético-EDTA (TAE 1X) sometido a 90 V y tefiido con el intercalante
molecular Syber Safe siguiendo las indicaciones del proveedor de 1 pl cada 50 ml de gel y
se visualizaron mediante exposicidon al UV. Se incluydé el marcador de peso molecular
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas #SM1332).

La purificaciéon del ADN y la secuenciacién de los amplicones correspondientes a los 11
aislamientos fueron llevadas a cabo por Macrogen Inc. (Corea). Las secuencias
nucleotidicas resultantes se compararon con las disponibles en la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando el algoritmo BLASTn
(Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool) en el sitio http://www.ncbi.nih.gov/BLAST.

4.2.5. Analisis filogenético

Para llevar a cabo el alineamiento de secuencias y la construccién filogenética se utilizo el
programa Mega 6.0 [40] utilizando los métodos Neighbour joining [41] y Maximum
Likelihood [42]. Para este ultimo, el apoyo estadistico a los nodos se evalué mediante la
técnica de boostrap de 100 réplicas [43]. Fue elegido el modelo de sustitucién Tamura 3
pardmetros + distribucién Gamma, considerando 5 categorias discretas de Gamma vy sitios
invariantes (TN91+G+l). Ademas de las cepas a analizar se sumaron cepas ya reportadas
como referencia, las cuales fueron tomadas de la base de datos del NCBI.

4.3. Caracterizacion fisioldgica

4.3.1. Tolerancia y crecimiento de las cepas a distintos pH

Se determind la tolerancia de las cepas en el medio sdélido nutritivo YMAG, y su
crecimiento en el mismo medio de cultivo pero liquido utilizando un rango de pHs de 5 a
9.

Para el primero, se modificé el pH del medio antes de colocarle el agar, se sembraron las
11 cepas y se incubaron por 48 horas a 30°C. Para los ensayos realizados en medio liquido,
se seleccionaron tres cepas de la coleccidén (Cupriavidus sp. UYPR2.512, Cupriavidus sp.
UYMUA48A, y Cupriavidus sp. UYMSc13B) teniendo en cuenta que procedan de distintas
regiones del pais. Se realizd un indculo primario resuspendiendo en 5 ml de medio liquido
una ansada de células provenientes de un cultivo fresco en medio sélido. Se incubd con
agitacion a 10000 rpm y a 30°C hasta alcanzar una densidad optica (DO) a 620 nm de
aproximadamente 1 (luego de dos dias). Se tomd una alicuota de 100 ul la cual se empled
para inocular 1 ml de medio YMAG liquido y los cultivos se mantuvieron a 30°C con
agitacién constante. Periddicamente, se tomaron alicuotas sucesivas para determinar la
DOg>0nm @ lo largo del tiempo.
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4.3.2. Solubilizacion de fosfatos inorganicos

Para evaluar la capacidad de los aislamientos de solubilizar fosfato se utilizé el medio
NBrip sélido. Su composicién se encuentra detallada en el Anexo 1. Entre sus
componentes, se encuentra el fosfato tricalcico, de modo que aquellas cepas capaces de
solubilizar el precipitado de fosfato tricdlcico (generalmente mediante la produccion de
acidos organicos con la consecuente disminucién de pH del medio) generaran un halo
translucido alrededor de la colonia. Los aislamientos se incubaron en este medio durante
dos semanas a 30°C [44].

4.3.3. Actividad guaiacol oxidasa

Para detectar la actividad de la enzima guaiacol oxidasa se evalué el crecimiento de las
cepas bacterianas en medio sélido YMAG suplementado con 0,3 g/L de guaiacol y 40 mg/L
de sulfato cuprico. El sulfato cuprico se agrega con la finalidad de suplementar el medio
con cobre, el cual es necesario para la funcién de la lacasa ya que es su cofactor y el
guaiacol es el sustrato que serd oxidado por la enzima. Se considera un resultado positivo
cuando se observa la formacidon de un compuesto amarronado debido a la oxidacién del
guaiacol. Los aislamientos se incubaron en este medio durante 72 horas a 30°C [45].

4.3.4. Produccion de sideréforos

Se utilizd6 el ensayo de cromo azurol-S (CAS) para identificar los productores de
siderdforos, ya que esta técnica permite detectar la presencia de compuestos quelantes
de hierro. La composicidén del medio se encuentra detallada en el Anexo 1. El método esta
basado en que el CAS se une al ion férrico formando un complejo que le otorga al medio
de cultivo una coloracién azul mientras que el complejo sin hierro es de color naranja.
Aquellos aislamientos que sinteticen y secreten compuestos quelantes con mayor afinidad
hacia el hierro que el CAS, provocaran un viraje de color en el medio formando un halo
anaranjado entorno a la colonia. Es necesario destacar que este medio de cultivo no se
prepard suplementando con CAS al medio YMAG, ya que las cantidades de hierro
presentes en el medio deben estar en una relacidn estequiométrica con el complejo vy el
pH rigurosamente ajustado. El complejo contiene también un detergente (hexadecil
trimetil amonio o HDTMA) que puede resultar téxico para algunas bacterias. Los cultivos
en medio CAS se incubaron a 30°C durante una semana [46].

4.3.5. Crecimiento con distintas fuentes de carbono

Para evaluar la capacidad de las cepas para crecer con distintas fuentes de carbono:
succinato, citrato, glicerol, fenol, tolueno o n-butanol se modificé el medio YMAG sélido
quitando el manitol y el glutamato y disminuyendo la concentracién de extracto de
levadura a 0,05 g/L, ademas se adicioné como fuente de nitrogeno 5 g/L de NH,4CI. El
succinato, el citrato y el glicerol se agregaron como suplemento al medio YMAG sélido
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modificado con una concentracion de 100 g/L. En el caso del fenol, del tolueno y del n-
butanol se procedid de manera distinta, se utilizé6 el mismo medio pero en estos caso
como se trata de compuestos volatiles, la incorporacién de las fuentes carbonadas se hizo
por evaporacién colocando 10 uL en la tapa de la placa de Petri (las placas deben de ser de
vidrio para que los reactivos no perjudiquen la placa) y luego se cierran herméticamente
con Parafilm. Se utilizé como control negativo el crecimiento de las cepas en el medio
YMAG modificado sin fuente de carbono.

Los cultivos se incubaron a 30°C durante 10 dias.

4.3.6. Resistencia a metales pesados

La tolerancia a metales de las cepas bacterianas se evalué en medio sdlido. El ensayo en
medio sélido consistié en agregarle metales pesados como CdCl, (5 mM, 500 uM y 50
uM), K,TeOs (4 mM, 500 uM y 50 uM), CdCI2 (5 mM) + K,TeO3 (4 mM) CuSO4 (1 mM y 500
uM), MnCl, (5 mM, 1 mM y 500 uM), CoCl, (1 mM, 750 uM y 500 uM), ZnCl, (1 mM y 500
puM), NiCl; (1 mM y 500 uM), AgNOs3 (200 uM, 100 uM y 50 uM) y FeCl3 (1 mM y 500 puM)
al medio YMAG. Se utilizé como referencia el trabajo hecho por Chen et al. [47].

4.3.7. Resistencia a antibioticos

Se evalué la resistencia a los siguientes antibidticos: estreptomicina 50 pg/ul, cloranfenicol
20 pg/ul, ampicilina 20 pg/pl, gentamicina 20 pg/pl, neomicina 10 pg/ul y 5-
hidroxinitrofurantoina 20 ug/ul agregados al medio YMAG sdlido. Cada placa fue
sembrada con rastrillo con 100 pl de indculo a partir de cada una de las 11 cepas. Luego
se colocaron 3 discos de papel de filtro que contenian cada uno un antibidtico distinto y se
evalud la presencia de halo generado por la ausencia de crecimiento alrededor del
antibidtico en el caso de las cepas susceptibles. El ensayo se realizé por duplicado.

En el caso de obtener resultados dudosos se procedié a hacer un ensayo en medio liquido.
En este caso se partiod de un indculo primario obtenido en forma similar a la descripta en
la seccidn anterior. Se tomaron alicuotas de 200 pl de cultivo las que se usaron para
inocular 1 ml de medio fresco suplementado con los distintos antibiéticos. Se utilizdé como
control YMAG sin antibidtico y se considerd como cepa sensible si el crecimiento era igual
o menor a la mitad del crecimiento del control [48]. Las cepas utilizadas en este caso
fueron Cupriavidus sp. UYPR2.512, Cupriavidus sp. UYMA12B, Burkholderia sp. UYMPQ9A y
Cupriavidus sp. UYMSc13B.

4.4. Promocion del crecimiento vegetal

4.4.1. Desinfeccion y germinacion de semillas

Para este ensayo se utilizd Mimosa pudica como hospedero. Se llevd a cabo la
esterilizacién de la superficie sumergiendo las semillas en H2S04 concentrado (10 M)
durante 5 minutos, luego se hicieron 5 lavados con agua estéril y las semillas se
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sumergieron en una solucién de HgCl2 9,2 mM y HCI 0,1 N durante 3 minutos, seguido de
7 lavados con agua estéril. Las semillas desinfectadas, se dejaron hinchando en el agua del
ultimo enjuague a 30°C durante un dia.

Posteriormente se colocaron las semillas en Agar-Agua 0,8% (p/v) y se dejaron germinar a
30 °C.

4.4.2. Ensayo con plantas en condiciones gnotobioticas

Las semillas germinadas se colocaron en tubos de 20 cm de altura y 3 cm de diametro
conteniendo 15 ml de medio Jensen semi-sélido (0,8% de agar) sin nitrégeno agregado
[38] y se crecieron en condiciones controladas a 26°C con un fotoperiodo de 16 horas de
luz y 8 horas de oscuridad.

A los 15 dias las plantulas se inocularon con una suspensién bacteriana de 10°-10% células
por planta. Este inéculo se obtuvo mediante la dilucién 1:100 en H20 destilada estéril a
partir un inéculo primario crecido hasta fase exponencial tardia que poseia una DO a 620
nm cercana a 1, lo cual equivale a unas 10° células/ml. Como control negativo se agregé 1
ml de H20 destilada estéril a las plantas testigo y como control positivo de fertilizacion
nitrogenada se agregd 1ml de KNOs; 0,5% por planta. Se emplearon 5 plantulas por
tratamiento totalizando 65 plantas por ensayo.

4.4.3. Efectividad de nodulacion

Para evaluar la efectividad de los nédulos formados se observé su coloracién ya que en
general los nédulos de color rosado son indicadores de la presencia de leghemoglobina y
de efectividad en la FBN. Se determiné también la capacidad de promover el crecimiento
vegetal en medios sin agregado de fuentes de nitrégeno. Esta ultima condicion se evalud
determinando el peso seco de la parte aérea de cada plantula.

4.5. Analisis de la interaccion planta-microorganismo

Para analizar la especificidad en la interaccidon entre la planta y el microorganismo se llevd
a cabo un ensayo de promiscuidad de hospedero. Este consiste en probar la capacidad
gue tienen las cepas de infectar y formar nddulos en diferentes géneros y especies de
leguminosas. Las leguminosas utilizadas fueron: Medicago sativa (alfalfa), Mimosa pudica,
Mimosa uragliensis, Mimosa polycarpa, Leucaena leucocephala y Chamaecrysta flexuosa.
El ensayo se realizd en condiciones similares a las descriptas en el ensayo anterior,
modificando solamente el tiempo de desinfeccion de las semillas el cual fue de 10 minutos
en el caso de Ch. flexuosa y L. leucocephala y 20 minutos para las semillas de M.
polycarpa.
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5. Resultados

5.1.

Aislamiento de microsimbiontes

A partir de los nédulos adquiridos de M. chelata y de M. exedentis se obtuvieron al menos

tres aislamientos bacterianos de cada especie vegetal, provenientes cada uno de

diferentes nddulos. Los aislamientos obtenidos, se agregaron a la coleccidon ya existente

en el laboratorio. Se selecciond al azar una cepa proveniente de cada una de las diferentes

especie vegetales prospectadas (en total

11 cepas) para analizarlas con mayor

profundidad (Tabla 2). Como se muestra en la tabla, las colectas provenian de diferentes

lugares del pais: dos del norte (uno de Artigas y otro de Rivera), tres del litoral (Rio Negro),

cuatro del este (Lavalleja) y dos del sureste (uno de Maldonado y otro de Rocha).

Tabla 2. Cepas aisladas en este trabajo.

CEPA Hospedero Lugar de colecta C::;:;r;?cizs F:;I:actie Gélnsesrzls;:_\.lgrﬁn
overasia PR e S e 850 300 DS s
UYMUA48A UCZZZZZZIS Rio Negro, Pto Viejo ?N3§8 3:,' ;S:i:: 22/10/2010  Cupriavidus sp
UYMA12B CII\Z;”:::; Rio Negro, Nuevo Berin \SN3§85 2: 2;2:: 08/04/2011  Cupriavidus sp
UYMPO9A :Z’L"Z]?e 5:; Rio Negro, Nuevo Berlin f’N‘?’ggs 2 gsg 08/04/2011 Burkholderia sp.
UYMSpO4A S":ZZ;:ZI Rivera, Bajada de Pena ;3;;0058;,4;.7;,, 11/05/2012  Cupriavidus sp
UYMRO5A r';”,’n'z 7;:’0 Lavallej zlz/r:icnaass' Aguas fN3g53 19332 11/10/2011  Cupriavidus sp
UYMSc13B SQZ;Z;’:ZH La"a"e]ZIxi:aass' Aguas 3\/3:5‘2 fsé 20/04/2013  Cupriavidus sp
UYMMO2A m"Z;’Zi;:a La"a"e]ZIxi:aass' Aguas 3\/3:5‘2 fsé 23/04/2012  Cupriavidus sp
UYMRe04A I)ZZZ;;Z Lavalle] le]i:aass' Aguas 3\/354 5:?;3,, 15525',', 23/04/2012  Cupriavidus sp
uymcos I\Cﬂhi;rlrsts: Maldonado, Punta Ballena 3\/3:;053: 23238’:: 28/09/2013  Cupriavidus sp
UYMEO1A e)’(‘Z;’Z;;‘;’IS Rocha, Parque San Miguel 3\/353;04312',199%96',‘, 30/11/2013  Cupriavidus sp
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5.2. Caracterizacion genotipica

5.2.1. Identificacion de los aislamientos

Con el propésito de identificar los géneros a los que pertenecian las cepas bacterianas
seleccionadas se analizaron las secuencias de los amplicones de una regién del ADNr 16S.
Hubieron distintos puntos de partida para llegar a la amplificacién, en el laboratorio ya se
contaba con el ADN gendmico purificado de cuatro de las cepas (Cupriavidus sp.
UYPR2.512, Burkholderia sp. UYMPO9A, Cupriavidus sp. UYMROSA vy Cupriavidus sp.
UYMEO1A) y por lo tanto se utilizdé como molde para la amplificacion, para las cepas
restantes se amplificé a partir de colonia. En el caso de Cupriavidus sp. UYMUA48A,
Cupriavidus sp. UYMA12B y Cupriavidus sp. UYMSp4A no fue posible la amplificacion a
partir directamente de la colonia, y se se procedid a obtener el lisado de estas colonias,
obteniéndose mediante esta aproximacién los amplicones esperados. Como era de
esperar, los amplicones obtenidos tenian alrededor de 1450 pb, no observandose luego
de la corrida electroforética, productos de amplificacién inespecificos ni producto de
amplificacién en el control negativo.

Se analizaron las secuencias mediante BLASTn empleando la base de datos del NCBI. Los
géneros correspondientes a cada aislamiento se muestran en la Tabla 2, donde se puede
observar que diez de los once aislamientos corresponden al género Cupriavidus y sélo uno
(proveniente del aislamiento obtenido de nédulos de M. pilulifera) al género Burkholderia.

5.2.2. Presencia del gen nifH en los microsimbiontes

Al igual que para el gen que codifica el ADNr 16S se partié de distintos materiales para
obtener la amplificacién; colonia, lisado de colonia o ADN gendmico. Se observaron
productos de amplificacion correspondientes a unos 300 pb como era de esperarse,
indicando la presencia del gen nifH. No se encontraron productos de amplificacién
inespecificos ni se observd banda en el control negativo. Sus secuencias fueron
comparadas mediante el algoritmo BLASTn en las bases de datos y todas correspondieron
a un fragmento del gen nifH de rizobio. Se obtuvieron resultados congruentes entre el
género identificado mediante el analisis de la secuencia de ADNr 16S y el género
correspondiente a la secuencia del gen nifH.

5.2.3. Anadlisis filogenético

Se alinearon las secuencias correspondientes a las cepas de interés, incluyendo en el
analisis secuencias del gen que codifica para el ADNr 16S y del gen nifH de cepas de
referencia, las cuales fueron obtenidas de la base de datos del NCBI. La construccion
filogenética se realizé con el programa Mega 6 utilizando los métodos Neighbour joining y
Maximum Likelihood. Mediante los dos métodos de construccion filogenética utilizados,
se observéd la misma topologia de arbol. Se opté por trabajar con el que fue construido por
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el método Maximum Likelihood ya que presentaba valores mas altos de boostrap en sus
nodos. El arbol filogenético que se muestra en la Figura 6 es el obtenido luego del andlisis
del gen que codifica para el ADNr 16S. Los valores de boostrap no fueron significativos.
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Figura 6. Arbol filogenético construido a partir de las secuencias del gen del ADNr 16S.

55

16

23

25

37

AM260480.1 Cupriavidus necator H16

JX233515.1 Cupriavidus sp.SaCRH15
o AF191737.1 Cupriavidus necator(T)ATCC43291

77 ||AB266612.1 Cupriavidus sp. KU-29

CP002878.1 Cupriavidus necator N-1

Cupriavidus sp. UYMP002A

HQ684034.1 Cupriavidus necator UFLA02-71
HQ684033.1 Cupriavidus necator UFLA01-669
Cupriavidus sp. UYMSc13B

JF683703.1 Cupriavidus sp. UYPR2.512
Cupriavidus sp. UYMCO03

AF155567.1 Cupriavidus oxalaticus(T)DSM1105
HM107373.1 Cupriavidus sp. pp2.3

FN908230.1 Cupriavidus taiwanensis STM6070
AF300325.2 Cupriavidus taiwanensis LMG 19425

g6 || HM107370.1 Cupriavidus sp. ip2.14

69 | HM107371.1 Cupriavidus sp. mip15
77 1 GQ355321.1 Cupriavidus sp.Mp6

44 | | HM107372.1 Cupriavidus sp.ip2.35
51 DQ530649.1 Cupriavidus sp. amp18

EQSSOMB.I Cupriavidus sp. cmp52
7 HQ438078.1 Cupriavidus alkaliphilus(T)ASC-732

82 ’f AB054961.2 Cupriavidus laharis(T)1263a
AB121221.1 Cupriavidus pinatubonensis(T)1245
AB104447.1 Cupriavidus numazuensis TE26
E AF312022.1 Cupriavidus basilensis(T)DSM11853

30|/ AB266610.1 Cupriavidus sp. KU-21

Cupriavidus sp. UYMEO1A
Cupriavidus sp. UYMRAO5A

35

61
Cupriavidus sp.UYMREO4A

Cupriavidus sp.UYMMO02A
Cupriavidus so. UYMP0o01A

96
25

19
64

AF500583.1 Cupriavidus respiraculi(T)AU3313
AF300324.2 Cupriavidus taiwanensis(T)LMG19424

100 'HM107369.1 Cupriavidus sp. pp2.49

97

FN430567.1 Cupriavidus pampae(T)CPDB6 CCUG55948

100 | AF312020.1 Cupriavidus campinensis(T)WS2

AY040349.1 Cupriavidus campinensis LMG20568
D87999.1 Cupriavidus metallidurans(T)DSM2839
AF085226.1 Cupriavidus pauculus(T)LMG3413

U91838.1 Burkholderia thailandensis(T)E264

HM357233.1 Burkholderia symbiotica(T)NKMU-JPY345
AJ302311.1 Burkholderia tuberum(T)STM678
AY752958.1 Burkholderia mimosarum(T)PAS44
AY773189.1 Burkholderia nodosa(T)Br3437
U86373.1 Burkholderia xenovorans(T)LB400
AY497470.1 Burkholderia phytofirmans(T)PsJN
AY435213.1 Burkholderia phenoliruptrix(T)AC1100
AJ302312.1 Burkholderia phymatum(T)STM815

Y17009.1 Burkholderia caribensis(T)MWAP64

AB201285.1 Burkholderia terrae(T)KMY02
93 L Burkholderia sp. UYMP09A
Y10146.1 Herbaspirillum seropedicag(T)DSM6445 ATCC35892

Cupriavidus sp. UYMA12B

28



Cupriavidus sp. UYMREO4A
Cupriavidus sp. UYMSp4A
Cupriavidus sp. UYMS13B
r Cupriavidus sp. UYMS01A
100 [~ Cupriavidus sp. UYMU48A

Cupriavidus sp. UYMMO02A
ﬁ Cupriavidus sp. UYMRAO5A
— JF683707.1 Cupriavidus sp. UYPR2.512
100 Cupriavidss UYMEOLA
89 Cupriavidus sp. UYMA12B

100 — Cupriavidus sp. UYMCO03

EF374078.1 Cupriavidus sp. Tpig.6a
75

FN908238.1 Cupriavidus taiwanensis STM6070
100 | AJ505321.1 Cupriavidus taiwanensis LMG19425
CU633751.1 Cupriavidus taiwanensis LMG19424
34

|:AY883420.1 Burkholderia mimosarum PAS44
100

AY533866.1 Burkholderia nodosa Br3461
Burkholderia sp. UYMPO9A

AY533867.1 Burkholderia sabiae
NC 010627.1 Burkholderia  phymatum

82
37 JF683710.1 Burkholderia sp.
83

100

JF683713. Burkholderia sp. UYPR1.45
97| JF683715.1 Burkholderia sp.
JF683716.1 Burkholderia sp.
91 EF158806.1 Burkholderia caryophylli
EF158804.1 Burkholderia unamae -641
62 E EF158801.1 Burkholderia  tropica
83 EF158799.1 olderia ferrariae FeGI01
EU219869.1 Burkholderia rhynchosiae
HG422554.1 Burkholderia sprentiae
AJ302315.1 Burkholderia tuberum
? HG422559.1 Burkholderia tuberum

98 BA000040.2 Bradyrhizobium diazoefficiens USDA110
AB094963.1 Bradyrhizobium elkanii

67 { AJ563960.1 Azorhizobium caulinodans
87 CuU234118.1 Bradyrhizobium sp.
AJ512205.1 Methylobacterium nodulans

60 AM236084.1 Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841
= I s I

NC 003037.1 Sinorhizobium meliloti 1021

9o JX863573.1 Rhizobium tropici CIAT
—— FN908239.1 Rhizobium mesoamericanum

NC 012560.1 Azotobacter vinelandii
88

V00631.1 Klebsiella pneumoniae genes nifH

——
0.05

Figura 7. Arbol filogenético construido a partir de las secuencias del gen nifH.
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Con respecto al arbol filogenético obtenido para el gen nifH, los valores de boostrap
fueron significativos, en este caso también se observan grupos diferenciales, donde todas
las cepas de interés que pertenecen al género Cupriavidus forman un mismo clado,
mientras que Burkholderia sp. UYMPO9A se integra al clado del género Burkholderia
(Figura 7)

5.3. Caracterizacion fisiolégica

5.3.1. Crecimiento de cepas a distintos pHs

El ensayo de crecimiento de los microsimbiontes a distintos pHs en medio sélido reveld
gue todos son capaces de tolerar un rango entre 5y 8, a un pH de 9 el crecimiento se ve
mas comprometido para algunas cepas como es el caso de Cupriavidus sp. UYPR2.512,
Cupriavidus sp. UYMUA48A y Burkholderia sp. UYMPQO9A ya que se observan pocas colonias y de
tamafio pequefio. Los resultados se muestran en la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3. Tolerancia en medio sélido a distintos pHs.

CEPA Crecimiento en YMAG a distintos pHs °
pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH 9
Cupriavidus sp. UYPR2.512 + ++ + CA
Cupriavidus sp. UYMU48A + + CA
Cupriavidus sp. UYMA12B + + ND
Burkholderia sp. UYMPO9A ++ ++ ++ ++ CA
Cupriavidus sp. UYMSpO4A ++ ++ + ++
Cupriavidus sp. UYMRO5A ++ ++ ++ ++ +
Cupriavidus sp. UYMMO02A ++ ++ ++ ++ ++
Cupriavidus sp. UYMRe04A + ++ ++ ++
Cupriavidus sp. UYMSc13B ++ ++ ++ ++
Cupriavidus sp. UYMCO03 ++ ++ ++ ++ ++
Cupriavidus sp. UYMEO1A + + ++ + +

®+: Crecimiento moderado; ++: Buen crecimiento; CA: Pocas colonias pequefias aisladas; ND: No determinado

Luego se seleccionaron tres cepas (Cupriavidus sp. UYMSc13B, Cupriavidus sp. UYMU48A y
Cupriavidus sp. UYPR2.512), procedentes de distintas regiones del pais y se evalué su
crecimiento en medio liquido a distintos pHs mediante la determinacion de su DOgyg nm @
diferentes tiempos.

El andlisis de las curvas de crecimiento indica que en medio liquido el crecimiento se ve
severamente afectado a pH 5, mientras que no se obtuvieron diferencias significativas en
el crecimiento en el rango de pHs de 6 a 9 (Figura 8). Ademas se pudo observar para este
rango un valor maximo de DO de alrededor de 6 y un comienzo de la fase exponencial del
crecimiento cercano a 2 para las cepas Cupriavidus sp. UYMU48A y Cupriavidus sp.
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UYPR2.512, mientras que para la cepa Cupriavidus sp. UYMSc13B la fase lag fue mas
extensa, pues la fase exponencial comenzd a una DO de 3 aproximadamente. En los cinco
valores de pHs analizados se puede observar que la fase estacionaria comienza a las 20 hs
de incubacién aproximadamente, aunque a pH 5 no se observa con tanta claridad como
en el resto de los casos.

Una vez finalizado el ensayo, se determind el pH del cultivo, no observandose diferencias
significativas con respecto al pH de partida. El ensayo se realizd en dos ocasiones donde se
obtuvo como resultado un perfil similar. Se muestran los graficos de una de las
repeticiones de forma representativa.
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Figura 8. Crecimiento en medio liquido de las cepas Cupriavidus sp. UYMSc13B, Cupriavidus sp.
UYMUA48A y Cupriavidus sp. UYPR2.512 a diferentes pHs.

5.3.2. Solubilizacion de fosfato

Se llevd a cabo el ensayo de los once microsimbiontes en el medio de cultivo NBrip. Todas
las cepas fueron capaces de tolerar este medio de cultivo, sin embargo sélo Burkholderia
sp. UYMPO9A fue capaz de solubilizar el precipitado de fosfato tricdlcico, generando un
halo translicido alrededor de la colonia. Conjuntamente se observd un cambio en la
morfologia de la colonia, lo cual resulté interesante para tener en cuenta en estudios
posteriores, ya que un cambio de este tipo puede deberse a la proliferacion celular. Para
este ensayo se utilizé como control positivo Acinetobacter sp. UYSOO03 [49].
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Figura 9. Solubilizacion de fosfato por parte de la cepa Burkholderia sp. UYMPQ9A.
1: Cupriavidus sp. UYPR2.512; 2: Cupriavidus sp. UYMU48A; 3: Cupriavidus sp. UYMA12B; 4:

Burkholderia sp. UYMPQ9A; 5: Cupriavidus sp. UYMSpO4A; 6: Cupriavidus sp. UYMRO5A; 7:
Cupriavidus sp. UYMMO2A; 8: Cupriavidus sp. UYMSc13B; 9: Cupriavidus sp. UYMRe04A; 10:
Cupriavidus sp. UYMCO03; 11: Cupriavidus sp. UYMEO1A; C+: Acinetobacter sp. UYSO03.

5.3.3. Actividad guaiacol oxidasa

En el medio ensayado para detectar actividad guaiacol oxidasa hubo crecimiento de todos
los aislamientos. Se observaron resultados positivos en Cupriavidus sp. UYPR2.512,
Cupriavidus sp. UYMUA48A, Cupriavidus sp. UYMMO2A y Cupriavidus sp. UYMRe04A, donde
las cepas presentaban la formacién de un compuesto marrén debido a la oxidacidn de
guaiacol.

Figura 10. Oxidacién de guaiacol por parte de las cepas Cupriavidus sp. UYPR2.512, Cupriavidus sp.
UYMUA48A, Cupriavidus sp. UYMMO2A y Cupriavidus sp. UYMReO4A.
1: Cupriavidus sp. UYPR2.512; 2: Cupriavidus sp. UYMU48A; 3: Cupriavidus sp. UYMA12B; 4:

Burkholderia sp. UYMPQ9A; 5: Cupriavidus sp. UYMSpO4A; 6: Cupriavidus sp. UYMRO5A; 7:
Cupriavidus sp. UYMMO2A; 8: Cupriavidus sp. UYMSc13B; 9: Cupriavidus sp. UYMRe04A; 10:
Cupriavidus sp. UYMCO3; 11: Cupriavidus sp. UYMEO1A.

5.3.4. Produccion de sideréforos

La produccién de siderdforos se visualiza como formacién de un halo naranja alrededor de
la colonia sobre el fondo azul del medio CAS. En este caso, fueron cinco las cepas que
mostraron esta caracteristica: Burkholderia sp. UYMPQ9A, Cupriavidus sp. UYMSpO4A,
Cupriavidus sp. UYMRO5A, Cupriavidus sp. UYMSc13B y Cupriavidus sp. UYMCO3.
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Figura 11. Produccion de sideréforos en Burkholderia sp. UYMPQ9A, Cupriavidus sp. UYMSpO4A,
Cupriavidus sp. UYMRO5A, Cupriavidus sp. UYMSc13B y Cupriavidus sp. UYMCO03.
1: Cupriavidus sp. UYMRO5A; 2: Cupriavidus sp. UYMSpO4A; 3: Burkholderia sp. UYMPQ9A; 4:

Cupriavidus sp. UYMA12B; 5: Cupriavidus sp. UYPR2.512; 6: Cupriavidus sp. UYMEOQO1A; 7:
Cupriavidus sp. UYMCO3; 8: Cupriavidus sp. UYMSc13B; C+: Pseudomona fluorescens

5.3.5. Crecimiento de derivados fendlicos

Este ensayo permitié observar la habilidad que tienen los aislamientos de crecer frente a
distintas fuentes de carbono (fenol, tolueno, n-butanol, citrato, succinato y glicerol). Los
datos se muestran en la Tabla 4 donde se pudo observar que todos los aislamientos
fueron capaces de crecer en citrato, succinato y glicerol. Para el caso de n-butanol como
Unica fuente de carbono, se encontrd que nueve de los once aislamientos fueron capaces
de crecer de manera éptima, no hubo crecimiento por parte de las cepas Cupriavidus sp.
UYPR2.512 vy Burkholderia sp. UYMPO9A. En cuanto al fenol siete fueron los
microsimbiontes que crecieron (Burkholderia sp. UYMPQO9A, Cupriavidus sp. UYMSpO4A,
Cupriavidus sp. UYMRO5A, Cupriavidus sp. UYMMO2A, Cupriavidus sp. UYMReO4A,
Cupriavidus sp. UYMCO3 vy Cupriavidus sp. UYMEOQO1A), mientras que con tolueno sélo
cuatro, Burkholderia sp. UYMPO9A, Cupriavidus sp. UYMSc13B, Cupriavidus sp.
UYMReO4A vy Cupriavidus sp. UYMCO03. Los resultados obtenidos se consideran
preliminares debido a que el experimento se realizé una vez.
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Tabla 4. Evaluacién de la capacidad de crecer en distintas fuentes de carbono.

Crecimiento en distintas fuentes de C ®

CEPA Fenol | Tolueno | n-butanol | Citrato | Succinato | Glicerol
Cupriavidus sp. UYPR2.512 - - - ++ + +
Cupriavidus sp. UYMU48A - - ++ ++ + +
Cupriavidus sp. UYMA12B - - ++ + + +
Burkholderia sp. UYMPO9A + + - + ¥ +
Cupriavidus sp. UYMSpO4A + - + + . +
Cupriavidus sp. UYMRO5A + - ++ + + n
Cupriavidus sp. UYMMO2A + - ++ + + +
Cupriavidus sp. UYMSc13B - + + + +
Cupriavidus sp. UYMRe04A + + ++ + + N

Cupriavidus sp. UYMC03 + + ++ ++ + +
Cupriavidus sp. UYMEO1A + - ++ ++ + n

®.: Sin crecimiento; +: Crecimiento moderado; ++:

5.3.6. Tolerancia a metales pesados
Se evalud la capacidad de los microsimbiontes de resistir frente a metales pesados como

Buen crecimiento

Cd, Te, Cu, Mn, Co, Zn, Ni, Ag y Fe en medio sélido. Los resultados se muestran en la

Tablas 5, 6 y 7 donde se puede observar una buena respuesta de las cepas en general,

excepto frente a los metales Cd, Te y Ag. En algunos casos como frente al CuSO4 1 mM,

K,TeO3 50 uM vy para CoCl, 1 mM, se observé la formacién de precipitados (Figura 12). Se

observaron aumentos significativos en el tamafio de la colonia de Burkholderia sp.
UYMPO9A al crecerla en un medio suplementado con FeClz 1 mM (Figura 14) y MnCl, 1
mM, con este Ultimo se observé un cambio de morfologia por parte de Cupriavidus sp.

UYMRO5A y Cupriavidus sp. UYMEO1A (Figura 13) y la presencia de un halo translicido

alrededor de Burkholderia sp. UYMPO9A pero cuando se encontraba suplementada con

una menor concentracién de MnCl;, (500 uM).
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Tabla 5. Ensayo de tolerancia a distintos metales variando su concentracién en medio YMAG

sélido.

Cupriavidus sp. UYPR2.512 - + - - ++ ++
Cupriavidus sp. UYMU48A + ++ - - ++ ++
Cupriavidus sp. UYMA12B - ++ - - ++ ++
Burkholderia sp. UYMPO9A - - - - ++ ++
Cupriavidus sp. UYMSpO4A - + - - ++ ++
Cupriavidus sp. UYMRO5A - ++ - - ++ ++
Cupriavidus sp. UYMMO2A - ++ - - ++ ++
Cupriavidus sp. UYMSc13B - ++ - - ++ ++
Cupriavidus sp. UYMRe04A - ++ - - ++ ++
Cupriavidus sp. UYMCO3 - - - - T+ ++
Cupriavidus sp. UYMEO1A - ++ - - ++ T+

?.: Sin crecimiento; +: Crecimiento moderado; ++:

Buen crecimiento

Tabla 6. Ensayo de tolerancia a distintos metales variando su

solido.

concentracion en medio YMAG

1mM |500pM

MnC|2 COClz ZnC|2
5mM ImM | 500uM | ImM | 750uM | 500uM | 1mM | 500uM
Cupriavidus sp. UYPR2.512 + + + + + + ++ ++
Cupriavidus sp. UYMU48A + + + + + + ++ ++
Cupriavidus sp. UYMA12B + + + - - + ++ ++
Bufkholderia sp. UYMPO9SA + + G—) - - - - +
Cupriavidus sp. UYMSpO4A + + + - - - ++ ++
Cupriavidus sp. UYMRO5A + + + - - + ++ ++
Cupriavidus sp. UYYMMO2A + + + - - + ++ ++
Cupriavidus sp. UYMSc13B + + + + + + ++ ++
Cupriavidus sp. UYMReO4A + + + - - + ++ ++
Cupriavidus sp. UYMCO3 + + + - - + ++ ++
Cupriavidus sp. UYMEO1A + + + - - + ++ T+

?_: Sin crecimiento; +: Crecimiento moderado; ++: Buen crecimiento
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Tabla 7. Ensayo de tolerancia a distintos metales variando su concentracién en medio YMAG

solido.

controf | CdCE | KoTeOs S + Zeldl SAcE:
5mM | 4mM Kﬂjﬁ 500uM | 50uM | 500uM | 50uM
Cupriavidus sp. UYPR2.512 ++ - - - + ++ -
Cupriavidus sp. UYMU48A ++ - - - ++ -
Cupriavidus sp. UYMA12B ++ - - - + ++ -
Burkholderia sp. UYMPO9A ++ - - - - + -
Cupriavidus sp. UYMSpO4A ++ - - - + ++ -
Cupriavidus sp. UYMRO5A ++ - - - + ++ -
Cupriavidus sp. UYMMO2A ++ - - - + ++ -
Cupriavidus sp. UYMSc13B ++ - - - + ++ -
Cupriavidus sp. UYMRe04A ++ - - - + ++ - ++
Cupriavidus sp. UYMCO3 ++ - - + ++ - T+
Cupriavidus sp. UYMEO1A ++ - - H + ++ -

?_: Sin crecimiento; +: Crecimiento moderado; ++: Buen crecimiento

Figura 12. A) Cepas con buen crecimiento en presencia de K,TeO; 50 uM. B) Cepa con buen
crecimiento en presencia de CoCl, 1 mM. Se observa formacion de precipitado lila. C) Cepa con
buen crecimiento en presencia de al CuSO, 1 mM. Formacién de precipitado de color verde.
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Figura 13. Cepas con buen crecimiento en presencia de MnCl, 500 uM.

1: Cupriavidus sp. UYPR2.512; 2: Cupriavidus sp. UYMUA48A; 3: Cupriavidus sp. UYMA12B; 4:
Burkholderia sp. UYMPQ9A; 5: Cupriavidus sp. UYMSpO4A; 6: Cupriavidus sp. UYMRO5A; 7:
Cupriavidus sp. UYMMO2A; 8: Cupriavidus sp. UYMSc13B; 9: Cupriavidus sp. UYMRe04A; 10:
Cupriavidus sp. UYMCO03; 11: Cupriavidus sp. UYMEO1A

Figura 14. Burkholderia sp. UYMPQ9A crecida en medio YMAG suplementado con FeCl; 1 mM.

5.3.7. Resistencia a antibioticos

Se evalué la resistencia a antibidticos que tienen las cepas observandose la presencia o

ausencia de halo alrededor del disco con antibidtico. Los resultados obtenidos se

muestran en la siguiente tabla, donde se denomina sensible (S) a aquellas cepas que

presentan halo y resistente (R) a las que no, para las concentraciones ensayadas.

Tabla 8. Evaluacién de la capacidad de las cepas de resistir a distintos antibidticos en YMAG sdlido.

Cupriavidus sp. UYPR2.512

St (50)

Nm (10)

Ap (20)

Cf (20)

Nf (20)

Gm (20)

S

S

?

?

S

Cupriavidus sp. UYMU48A

Cupriavidus sp. UYMA12B

Burkholderia sp. UYMPQ9A

Cupriavidus sp. UYMSp0O4A

Cupriavidus sp. UYMRO5A

Cupriavidus sp. UYMMO02A

Cupriavidus sp. UYMSc13B

Cupriavidus sp. UYMReO4A

Cupriavidus sp. UYMCO03

OLDWin vunmu nmnm unhi n un

nLDWin numum| M unv nmn un

V(D |V DO N[ Vv WK WV

OVWinivuninunmumu um un

Cupriavidus sp. UYMEO1A

S

S

S

S

N DV | DD | PP [P | P |D|D |

nNin i nunuumuunununlunun oun

% R: cepa resistente a antibiético; S: cepa sensible al antibiético, ?: resultado dudoso, St: estreptomicina, Nm: neomicina, Ap:

ampicilina, Cf: cloranfenicol, Nf: 5-nitrofurantoina, Gm: gentamicina
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Debido a que algunos datos resultaron dudosos se procedié a realizar el ensayo en medio

liquido para las cepas en cuestion, los resultados se encuentran en el Anexo 2.

Se considerd una cepa resistente aquella capaz de tener una DO igual o mayor a la mitad

de la DO que posee sin antibidtico (control). Los resultados obtenidos se muestran en la

Tabla 9.

Como puede observarse, todas las cepas fueron sensibles a St 50 pg/mly a Gm 20 pg/ml, y
resistentes a Nf 20 pg/ml. Las cepas Cupriavidus sp. UYMUA48A, Cupriavidus sp. UYMA12B,

Cupriavidus sp. UYMRO5A y Cupriavidus sp. UYMMO2A fueron sensibles a todos los

antibidticos en las concentraciones ensayadas mientras que la Unica cepa resistente a Nm
10 pg/ml fue Cupriavidus sp. UYMSpO4A.

Tabla 9. Evaluacién final de la capacidad de las cepas de resistir frente a distintos antibidticos.

CEPA

Resistencia a antibioticos

Antibidtico (ug/pl) °

St (50)

Nm (10)

Ap (20)

Cf (20)

Nf (20)

Gm (20)

Cupriavidus sp. UYPR2.512

S

R

S

Cupriavidus sp. UYMU48A

Cupriavidus sp. UYMA12B

Burkholderia sp. UYMPQO9A

Cupriavidus sp. UYMSpO4A

Cupriavidus sp. UYMRO5A

Cupriavidus sp. UYYMMO2A

Cupriavidus sp. UYMSc13B

Cupriavidus sp. UYMRe04A

Cupriavidus sp. UYMCO03

nVDin numum un um un umn

DVinidIununu unun um un umn

D | |V |DV|W| PRI [ || |0

nDin vnuvnumumuvu un umu unl umn

Cupriavidus sp. UYMEO1A

S

OVin vmu nmni T nuiunuinmnl un

NI |ID| LOILILOIDT LIV

S

R

S

® R: cepa resistente a antibidtico; S: cepa sensible al antibidtico, St: estreptomicina, Nm: neomicina, Ap: ampicilina, Cf:

cloranfenicol, Nf: 5-nitrofurantoina, Gm: gentamicina
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5.4. Caracterizacion de la simbiosis

5.4.1. Especificidad de hospedero

Se evalud la habilidad de las cepas de infectar y formar nédulos en diferentes géneros y
especies de leguminosas (M. sativa, L. leucocephala, Ch. flexuosa y diferentes especies de
Mimosa) crecidas en condiciones gnotobidticas. En el caso de las plantas de M. sativa
(alfalfa) y Ch. flexuosa no se observé la formacidon de ndédulos en ninguno de los
tratamientos. Se probaron tres especies distintas de Mimosa, M.pudica y M.uragiiensis y
M. polycarpa, las cuales fueron capaces de formar nddulos con los 11 aislamientos. L.
leucocephala fue capaz de nodular cuando fue inoculada con Cupriavidus sp. UYPR2.512,
Cupriavidus sp. UYMA12B, Burkholderia sp. UYMPQSA, Cupriavidus sp. UYMSpO4A,
Cupriavidus sp. UYMReO4A y Cupriavidus sp. UYMCO03. Interesantemente, no en todos los
casos la nodulacion fue efectiva. Son destacables en este sentido, las cepas Cupriavidus sp.
UYPR2.512, Cupriavidus sp. UYMA12B, Cupriavidus sp. UYMSpO4A y Cupriavidus sp.
UYMRe04A debido a que formaron nédulos eficientes con al menos tres de ellas.

Tabla 10. Leguminosas pertenecientes a la familia Mimosoideae y cepas bacterianas
pertenecientes a las B-Proteobacterias, con las que se llevd a cabo el ensayo de nodulacién y
promiscuidad.

Planta®
CEPA M. pudica M. uruguensis M. polycarpa L. leucocephala
. Tipo de , Tipo de , Tipo de , Tipo de
Noédulo nédulo Nédulo nédulo Nédulo nédulo Noédulo nédulo
Cupriavidus sp. UYPR2.512 + R + B + R + R
Cupriavidus sp. UYMU48A + B + B + B/R - -
Cupriavidus sp. UYMA12B + B/R + B/R + R + B/R
Burkholderia sp. UYMPO9A + B + B + B/R + B/R
Cupriavidus sp. UYMSp0O4A + B/R + B + R + R
Cupriavidus sp. UYMRO5A + B/R + B + R - -
Cupriavidus sp. UYMMO2A + R + B + B/R - -
Cupriavidus sp. UYMSc13B + R + B + R - -
Cupriavidus sp. UYMRe04A + R + B/R + R B/R
Cupriavidus sp. UYMCO3 + B + B + B/R R
Cupriavidus sp. UYMEO1A + B/R + B + R - -

® +: Presencia de nddulos; -: Ausencia de nédulos; R: N6dulos rosados (efectivos); B: Nodulos blancos (inefectivos); B/R: Presencia de nédulos o blancos o rosados
en una réplica
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VA4.A 2:512 FB12B
Figura 15. A) Plantines de Mimosa pudica ya cosechados inoculados con las cepas Cupriavidus sp.
UYMReO04A, Cupriavidus sp. UYPR2.512 y Cupriavidus sp. UYMA12B. B) Nodulos en las raices de
uno de los plantines inoculados con Cupriavidus sp. UYMReO4A. C) Nédulos en las raices de uno
de los plantines inoculados con Cupriavidus sp. UYPR2.512. D) Nodulos en las raices de uno de los

plantines inoculados con Cupriavidus sp. UYMA12B. (Los nombres escritos en las fotos son los
nombres designados luego de la colecta).

Figura 16. A) Plantines de Mimosa uragiiensis ya cosechados inoculados con la cepa Cupriavidus
sp. UYMSc13B. B) Nddulos en las raices de uno de los plantines de A.
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Figura 17. A) Plantines de Mimosa polycarpa ya cosechados inoculados con la cepa Cupriavidus sp.
UYMA12B. B) Nédulos en las raices de uno de los plantines de A.

Figura 18. A) Plantines de Leucaena leucocephala ya cosechados inoculados con la cepa
Cupriavidus sp. UYPR2.512. B) Nédulos en las raices de uno de los plantines de A.

5.4.2. Capacidad de promover el crecimiento vegetal

M. pudica y M. uragiiensis fueron las dos especies de Mimosas elegidas para determinar la
FBN de los once aislamientos. Luego de tres meses se observé la formacidon de nddulos
radiculares en todas las plantas menos en ambos controles como era de esperarse. Para el
caso de M. pudica, las raices que poseian nddulos efectivos, de color rosado, fueron las
inoculadas con Cupriavidus sp. UYPR2.512, Cupriavidus sp. UYMA12B, Cupriavidus sp.
UYMSpO4A, Cupriavidus sp. UYMRO5A, Cupriavidus sp. UYMReO4A vy Cupriavidus sp.
UYMEO1A; el resto contenia nddulos blancos. Para esta especie de Mimosa también se
empled como control adicional Cupriavidus sp. LMG19424, cepa aislada de M. pudica en
Taiwan. En cuanto a M. urugiiensis, las plantulas inoculadas con Cupriavidus sp.
UYMA12B, Cupriavidus sp. UYMMO2A, Cupriavidus sp. UYMSc13B vy Cupriavidus sp.
UYMEO1A desarrollaron al menos un nédulo rosado, mientras que para las restantes
fueron inefectivos.

Complementariamente se determind el peso seco de la parte aérea de las plantas, los
resultados se muestran en la Figura 19 y la Figura 20. La capacidad de promover el
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crecimiento vegetal se correspondid con la presencia de nddulos rosados. En los graficos

se presenta el resultado del analisis de varianza de Tukey, donde se observa para M.

pudica que los valores son significativos a partir de Cupriavidus sp. UYMSc13B, en cambio

no ocurre lo mismo para M. uragiiensis debido a que ningun valor fue capaz de promover

el crecimiento vegetal en comparacién con el control negativo (p > 0,05)

Peso seco de M. pudica
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Figura 19. Analisis de la varianza del peso seco de la parte aérea de plantas de M. pudica

inoculadas con los distintos aislamientos.

Peso seco de M. uragiiensis
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Figura 20. Analisis de la varianza del peso seco de la parte aérea de plantas de M. uragliensis

inoculadas con los distintos aislamientos.
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5.5. Cepas de mayor potencial
Para finalizar esta seccion, se resumen los resultados resaltando las cepas que mostraron

mayor potencial en los distintos ensayos, en donde a su vez se destacan Cupriavidus
sp.UYPR2.512 y Cupriavidus sp.UYMCO3 por su versatilidad fisioldgica.

Tabla 11. Cepas de mayor potencial para los diferentes ensayos

Ensayos realizados Cepa destacada

Cupriavidus sp.UYMMO2A

[CEENERE P Cupriavidus sp.UYMCO03

Solubilizacion de fosfatos inorganicos Burkholderia sp.UYMPO9A

Cupriavidus sp.UYPR2.512
Cupriavidus sp.UYMUA48A
Cupriavidus sp.UYMMO2A
Cupriavidus sp.UYMRe0O4A

Actividad guaiacol oxidasa

Burkholderia sp.UYMPQO9A
Cupriavidus sp.UYMSpO4A
Produccion de sideréforos Cupriavidus sp.UYMRO5A
Cupriavidus sp.UYMSc13B
Cupriavidus sp.UYMC03

Cupriavidus sp.UYMRe0O4A

Crecimiento con distintas Fuentes C Cupriavidus sp.UYMCO3

Cupriavidus sp.UYPR2.512
Cupriavidus sp.UYMUA48A

Cupriavidus sp.UYMSc13B
Cupriavidus sp.UYMC03

Resistencia a metales

Cupriavidus sp.UYPR2.512

Resistencia a antibiéticos Cupriavidus sp.UYMSc13B

Cupriavidus sp.UYPR2.512
Cupriavidus sp.UYMRO5A
Cupriavidus sp.UYMEO1A

Cupriavidus sp.UYMReO4A

Capacidad de PCV
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6. Discusion

Es muy poco lo que se sabe sobre las especies de leguminosas nativas y sus bacterias
asociadas en Uruguay, razon por la cual el objetivo principal del presente trabajo consistid
en el estudio de las bacterias asociadas naturalmente a Mimosas presentes en diferentes
partes del pais. Para ello, se colectaron mimosas con presuntos ndédulos en distintas
salidas de campo, los cuales fueron luego analizados en el laboratorio. De la coleccidn
obtenida se seleccionaron 11 aislamientos para realizar su caracterizacién.

En cuanto a la caracterizacién genotipica se identificéd el género microbiano utilizando el
gen que codifica para el ADNr 16S como marcador taxonémico, ya que las secuencias de
este gen constituyen una parte importante de bases de datos generales como el GenBank
y su porcentaje de similitud ha sido aceptado como linea de corte para la descripcion de
especies nuevas de procariontes. No se obtuvo informacién a nivel de especie, ya que este
gen no se considera suficientemente resolutivo debido al alto grado de conservacién que
existe dentro de algunas especies como es el caso de los rizobios. Una de las desventajas
que mencionan Lloret et al. [4] es que existen inconvenientes en inferencia filogenética
debido a que copias del mismo gen pueden no ser idénticas como resultado de los
eventos de transferencia horizontal de genes ortélogos. Por todo lo mencionado
anteriormente es que se debe utilizar mas de un marcador molecular para lograr
determinar a qué especie pertenecen estos aislamientos. Otros marcadores que se
pudieron haber utilizado son: el gen que codifica para el ADNr 23S, los genes glnA y ginll
gue codifican para las enzimas glutamino sintetasas GSI y GSIl respectivamente, atpD que
codifican para la subunidad B de la ATP sintetasa, recA que codifica para la proteina
esencial del sistema de recombinacion homdloga en bacterias, dnak que codifica para una
proteina chaperona involucrada en varios procesos celulares que incluyen la asistencia en
el plegamiento de polipéptidos nacientes y el ensamblaje de complejos de proteinas, y el
gen rpoB que codifica para la subunidad B de la RNA polimerasa [4, 6].

Al identificar los aislamientos se obtuvo que 10 de los 11 pertenecen al género
Cupriavidus y el restante a Burkholderia, este es un resultado interesante debido a que
estaria indicando que Cupriavidus se encuentra distribuido en distintas zonas en todo el
pais, lo cual no es concordante con lo que ocurre en otros paises como Brasil o México,
donde Burkholderia es el género predominante. En Brasil dos Reis et al. [22] demostraron
gue los simbiontes de 47 especies distintas de Mimosa provenientes de importantes
centros de diversificaciéon para esta subfamilia de leguminosas pertenecen al género
Burkholderia, esto esta respaldado por el estudio de las secuencias de los genes ADNr 16S
y recA de 148 aislamientos. Afirman que es posible que exista competencia entre los

44



géneros y que Burkholderia domine como simbionte de Mimosa spp. en esta region o que
el bajo pH de los suelos de Cerrado y Caatinga juegue a su favor [22]. México posee
simbiontes del género Burkholderia asociados a plantas de caracter agricola en diferentes
regiones del pais, principalmente en el centro, sur y sureste. Al norte el clima es mas arido
y se identificaron bacterias de los géneros Burkholderia y Cupriavidus. Sin embargo, la
presencia de Burkholderia se encuentra limitada, ya que sélo unas pocas cepas fueron
identificadas entre los aislamientos analizados. C. respiraculi, B. gladioli y B. cenocepacia
fueron identificadas entre los aislamientos, pero muchas cepas parecen ser nuevas
especies de Cupriavidus [50].

Con respecto al fenotipo de los aislamientos caracterizados, se observé que fueron
capaces de crecer a diferentes pHs, esto sugiere que las cepas tienen una gran capacidad
metabdlica para adaptarse a pHs extremos, tanto en medio sélido como en medio liquido,
aunque en medio liquido se observd una preferencia por los pHs mas basicos. El
comportamiento fue similar entre ellas. Gopalakrishnan et al. [51], observaron que
algunas cepas de rizobios pertenecientes a los géneros Rhizobium, Azorhizobium y
Bradyrhizobium toleran pHs acidos y que esta tolerancia a pHs bajos se correlaciona con la
produccién de polisacaridos extracelulares o con la concentracion poliaminas/glutamato
en la célula. También destacaron el rol del glutatién, un tripéptido utilizado para el
crecimiento de R. tropici bajo condiciones acidas [51]. El pH es uno de los factores que
puede influenciar en el crecimiento de la planta y el rizobio, asi como también del
establecimiento del nddulo, siendo el responsable de pérdidas significantes en Ia
produccién de leguminosas a nivel global. Puede ser causado por un ciclado pobre de
nutrientes, lixiviaciéon de suelos y la acidificacién debido a los efectos de los fertilizantes
nitrogenados [52].

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV) se destacan por su capacidad de
fijar el nitrégeno del aire y proporcionarselo a la planta para que ésta pueda aumentar su
tamafio, pero existen otras caracteristicas de estos microsimbiontes que colaboran para
beneficiar a dicho organismo como por ejemplo el mejorar el ingreso de macronutrientes
mediante la solubilizacion de fosfato. Después del nitrégeno el fosforo es el otro principal
nutriente limitante para el crecimiento vegetal ya que se encuentra en el suelo de forma
insoluble. Algunas bacterias del suelo logran solubilizarlo mediante la produccién de
acidos organicos y quelantes oxodcidos de los azucares [44, 50]. Algo similar ocurre con el
hierro (Fe), pero en este caso las bacterias proporcionan un sistema de transporte, unos
ligandos Fe3+ especificos de bajo peso molecular denominados sideréforos [46]. Ademas
de estos factores, existen otros como la produccién de fitohormonas, entre ellas el Acido
Indol Acético (AIA) que inciden directamente en la generacién de mayor biomasa vegetal.
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Varias de estas caracteristicas fueron ensayadas y se obtuvo que algunos de nuestros
aislamientos solubilizaron fosfato inorgdnico o produjeron sideréforos.

Sumado a las caracteristicas mencionadas anteriormente, se encuentra la capacidad de
crecer de estos microsimbiontes utilizando distintas fuentes de carbono, de producir
enzimas como lacasas o guaiacol oxidasas o de tolerar la presencia de diferentes metales
pesados. El poseer estas caracteristicas las convierte junto a su hospedero en un potencial
sistema modelo para la biorremediacion de suelos. Entre las fuentes de carbono
ensayadas, se encuentran el fenol y el tolueno, compuestos aromaticos considerados
xenobidticos que algunas de las cepas fueron capaces de utilizar. Ambos convergen a
catecol por la misma via catabdlica, intermediario que luego gracias a la accién de
oxigenasas sufre la ruptura del anillo y se dirige al ciclo de Krebs, razén por la cual existe
gran interés en desarrollar y mejorar procesos de biorremediacidon en los cuales estas vias
participan [53]. Cupriavidus necator JMP134 es considerada cepa referente en la
degradacion de compuestos aromaticos y demuestra la gran versatilidad metabdlica que
posee este género, debido a que posee 11 de las 12 rutas principales de degradacion de
las Proteobacterias. En su genoma se pueden encontrar genes que codifican para mas de
70 oxigenasas implicadas en este metabolismo. Se cree que esto se debe a la exposicién
frente a distintas mezclas naturales de diferentes compuestos aromaticos que pudieron
ser usadas como fuente de carbono, como por ejemplo los implicados en la degradacion
de lignina [54].

En cuanto a la tolerancia de metales pesados, se observé en general una buena respuesta
de las cepas frente a Cu, Mn, Co, Zn, Ni y Fe; mientras que la suplementacién con Cd, Te y
Ag no fue exitosa. Interesantemente, algunas cepas formaron precipitados en presencia
de CuSO4 1 mM, K,TeO3 50 uM o CoCl, 1 mM. Es posible que esta propiedad se deba a uno
de los mecanismos de detoxificacion que tienen estos microsimbiontes, como Ia
precipitacion dentro de las paredes y capas externas, la deposicidn de nanoparticulas
(biomineralizacién y transformacion redox) [55]. Otros de los mecanismos empleados por
las bacterias para tolerar la presencia de metales son la volatilizacién, impermeabilidad,
precipitacion y quelado intracelular, la produccién de enzimas detoxificantes, una
disminucion del transporte en la membrana, mecanismos de eflujo y la liberacién de
metabolitos y quelantes de metales [55]. En este caso Cupriavidus metallidurans, quien
antes se denominaba Ralstonia metallidurans, es la cepa modelo con respecto a esta
caracteristica en particular, posee los genes implicados en la resistencia a metales en dos
megaplasmidos transferibles (pMOL28 y pMOL30) aunque algunos también se encuentran
en el cromosoma. En plasmidos y cromosoma se hallaron genes implicados en la
resistencia a Cd, Co, Zn, Cu y Cr; a nivel de plasmido Hg, Ni y Pb; mientras que a nivel solo
de cromosoma se encontrd para Ag. Esto sugiere que posiblemente la resistencia a
metales de Cupriavidus, a través de la evolucion, fue adquirida para poder adaptarse a
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ambientes inhdspitos creados por situaciones antropogénicas extremas [56]. Estas
funciones, importantes para la adaptacién ambiental de las bacterias, podrian ademas de
tener uso en la biorremediacidon de suelos ser de potencial interés para otros usos
biotecnoldgicos.

En relacién a la caracterizacion de la simbiosis, se evalud la habilidad de las cepas de
infectar y formar nédulos en diferentes géneros y especies de leguminosas (Tabla 10), esta
propiedad se puede analizar tanto desde | punto de vista de la planta como de la bacteria.
Desde el punto de vista de la planta podemos decir que las especies de leguminosas
pueden ser clasificadas segln su capacidad y eficacia de ser noduladas, de las seis especies
ensayadas, las tres pertenecientes al género Mimosa fueron capaces de formar nédulos
en asociacién con los 11 asilamientos pero no en todos los casos la nodulacion fue efectiva
(nédulos rosados) (Figuras 15-17), la otra especie que presenté resultados favorables fue
L. leucocephala, aunque no para todos los aislamientos ya que sélo con seis de ellos se
observo la habilidad de formar nddulos radiculares, de los cuales la mitad tuvieron un
fenotipo efectivo (Figura 18). La interaccién con M. uragiiensis seria mas especifica ya que
s6lo dos de los aislamientos ensayados produjeron nddulos fijadores. Desde el punto de
vista de los microsimbiontes, éstos se pueden clasificar en promiscuos o no dependiendo
del rango de hospedero con que forman nédulos. En este caso fueron destacables las
cepas Cupriavidus sp. UYMA12B y Cupriavidus sp. UYMRe04A ya que al menos una de las
diez réplicas de cada especie de leguminosa inoculada con estas cepas obtuvo nédulos
capaces de fijar nitrogeno. Quizas nos estemos enfrentando a dos casos particulares de
establecimiento de nuevos pares simbiéticos, donde no se han expresado aun los genes
de la fijacién de nitrégeno, pero si han coevolucionado para que se pudiese dar la
infeccion radicular y expresién de los genes de nodulacion. Como ya se menciond
anteriormente esta interaccion planta-microorganismo, es considerada especifica, por lo
tanto hubiera sido interesante agregar en el ensayo las especies de las plantas hospedera
de las cuales se aislaron estos rizobios. Lamentablemente, ésto no fue posible hacerlo
para los 11 aislamientos debido a la falta de semillas. En el caso de Cupriavidus sp.
UYMUA48A, donde se disponia de las semillas de su hospedero (M. uragiiensis) los
resultados no fueron los esperados, ya que si bien se obtuvieron nédulos, éstos no fueron
efectivos. , otro caso fue el LMG19424 con su hospedero (M. pudica) donde se obtuvo una
promociéon de crecimiento vegetal cercano al nivel del control positivo (KNOs), esta cepa
no pertenece al grupo de las seleccionadas para caracterizar pero fue incluida aqui como
un control extra. M. pudica ya ha sido reportada por presentar caracter promiscuo, y se ha
observado su particular preferencia por los beta-rizobios, esto lo demuestra Mishra et al.
[16] utilizando en paralelo plantas trampa de esta especie y de Siratro (hospedero
originario de Brasil, de alto rango de promiscuidad, capaz de asociarse con a y 6-
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Proteobacterias). En los resultados obtenidos se observa que 96% de los aislamientos de
Siratro pertenecian al género Bradyrhizobium (a-Proteobacteria) mientras que el 98% de
los aislamientos de M. pudica pertenecen a las 8-Proteobacterias. Esto permite resaltar la
especificidad que tiene M. pudica hacia las 8-Proteobacterias y no a una especie en
particular, es por esto que se le otorga la caracteristica de promiscua y se la tiene en
cuenta para ser utilizada como plantas trampa para este grupo de bacterias [16, 57, 58].
Por ultimo, vale |la pena destacar la M. polycarpa ya que su comportamiento fue similar al
de M. pudica, con la diferencia que no ha sido reportado nada referente a esta
particularidad hasta el momento.
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7.Conclusiones y perspectivas

Es de destacar el aporte que tuvo este trabajo a la linea de investigacidon que se desarrolla
en el departamento de BIOGEM del IIBCE, permitiendo profundizar en el conocimiento del
sistema Mimosa — beta-rizobio.

En general, cuando se habla de biodiversidad y preservacién de recursos naturales, se
asocia a especies animales, vegetales o0 macro-organismos. Sin embargo la mayor parte de
la biodiversidad del suelo, el agua o el aire esta sustentada por los microorganismos que
alli se encuentran y que son responsables del mantenimiento del ecosistema y de brindar
servicios ambientales de gran impacto. El relevamiento y la conservacién del germoplasma
de las Mimosas nativas y de sus rizobios asociados permiten mantener un acervo genético
de una parte de la diversidad de nuestros bosques y pasturas. Los datos generados
contribuirdn al posterior disefio de estrategias que permitan un aprovechamiento
sustentable de los recursos naturales y de su conservacién con el fin de darle un uso
eficiente a especies nativas de nuestro pais y a su vez generar un beneficio de tipo
agroeconomico. El uso y abuso que ha hecho el hombre en las ultimas décadas del medio
ambiente ha tenido impactos significativos en la estructura, composicién y funcién de los
ecosistemas naturales. Los cambios en la biodiversidad, como consecuencia de dichas
acciones, repercuten directa o indirectamente en el bienestar humano debido a que
comprometen su capacidad de generar servicios ecosistémicos esenciales. A menudo, los
ecosistemas son explotados para obtener prioritariamente uno o varios servicios a
expensas de otro; es asi como muchos de los servicios brindados por los ecosistemas se
han degradado como consecuencia de actuaciones llevadas a cabo para aumentar el
suministro de otros servicios, como los alimentos. Un claro ejemplo de esto es la
agricultura, la cual cubre las demandas locales de produccién de alimentos pero a la vez
puede implicar la destruccién de bosques para sustituirlos por tierra de cultivo,
provocando una reduccidén en el suministro de madera y contaminacién de las aguas de
rios que afectaria a las pesquerias y al abastecimiento de aguas de calidad. Este es un
ejemplo de tantos que ocurren diariamente, por lo tanto es nuestra responsabilidad
intentar disminuir estos inconvenientes para lograr un mejor equilibrio en el medio
ambiente.

Ademas, es considerable destacar que todos los rizobios aislados de nddulos de Mimosas
pertenecieron al grupo de los beta-rizobios, donde 10 de las 11 cepas correspondieron al
género Cupriavidus y sélo una al género Burkholderia sugiriendo la predominancia de
Cupriavidus en Uruguay a diferencia de lo observado en otras regiones geograficas, donde
se encontrd la predominancia de alfa-rizobios o de beta rizobios pertenecientes al género
Burkholderia. Interesantemente se observaron dos grupos diferentes de Cupriavidus y
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quizas se estaria frente a la presencia de una nueva especie de rizobio. Este resultado es
novedoso y corrobora observaciones previas encontradas en el laboratorio.

Algunas cepas presentaron caracteristicas de interés biotecnolégico como la resistencia a
metales y la produccion de guaiacol oxidasas; asi como también caracteristicas que
podrian ser de interés para la mejora de la calidad de los suelos (resistencia a metales,
crecimiento en derivados fendlicos, solubilizaciéon de fosfatos). Obtener los genomas
completos permitiria ahondar en estos estudios y determinar los genes implicados en
estas caracteristicas y cdmo se relacionan. Razén por la cual, en parte se realizaron los
ensayos de resistencia a antibidticos y el crecimiento a distintos pHs, donde se
encontraron cepas capaces de tolerar varias condiciones de las estudiadas.

Todas los microsimbiontes nodularon M. pudica, M. uraguensis y M. polycarpa pero sélo
algunos fueron capaces de promover el crecimiento significativamente. El fenotipo
simbidtico no fue el mismo con los diferentes hospederos, indicando especificidad en la
interaccion. Para comprobar una efectiva FBN se podria ademds analizar la presencia de
los genes involucrados en la nodulacion como los genes nodA, nodC y nodD vy realizar el
ensayo de reduccién de acetileno o emplear isotopos de N. Sumado a esto seria valido
realizar ensayos en invernaculo para poder acercarnos a las condiciones naturales,
haciendo un escalado prudente y no pasar a probar su comportamiento directo a campo.
Para asemejar las condiciones también se podria recolectar tierra de donde fueron
recogidos estos aislamientos y ensayar la promocién del crecimiento en esas condiciones.
Las leguminosas tienen un gran valor a nivel nacional ya que pueden utilizarse como
alimento, forrajeras y arboles en montes nativos, por lo que los microorganismos
asociados a sus raices incitan a abrir el campo de investigacién en busca de inoculantes
capaces de promover el crecimiento vegetal de esta familia.
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8. Anexo

8.1. Anexo 1: Medios de cultivo y soluciones
8.1.1. Medios de cultivo

YMA+G

Pesar y disolver los componentes de la Tabla Al en agua destilada a excepcion del agar.
Ajustar el volumen a un litro con agua destilada y llevar el pH a 6,8 — 7,0 antes de agregar
el agar.

Esterilizar 20 minutos a 121°C. El glutamato se agrega por ultimo previamente

esterilizado.

Tabla Al. Composicién del medio YMAG

YMA+G
Componente Cantidad por litro

K2HPOsanh 05¢g
MgS0a4.7H,0 02¢g
NaCl 01g
Extracto de levadura 10¢g
Manitol 10,0g

Agar 18,0g

Glutamato 10 % (p/v) 10,0 ml

YMA+G+Guaiacol

Agregar 2,0 g de Guaiacol a un litro de medio base de YMA+G (Tabla Al). Esterilizar 20
minutos a 121°C.
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Cromo azurol-S (CAS)

Tabla A2. Composicién del medio CAS

CAS
Componente Cantidad por 250 ml
Medio base
Solucién salina * 25 ml
H,O 187 ml
Agar 3,75g
PIPES 7,56 ¢
Extracto de levadura 5% (p/v) 5ml
MgCl, 1 M 0,25 ml
CaCl 0,1 M 0,25 ml
Manitol 10% (p/v) 2,5 ml
Glucosa 20% (p/v) 2,5 ml
Solucion salina*
KH,PO,4 anh 03g
NaCl 0,58
NH4C| 1,0 g
H20 c.s.p. 100 ml
Solucidn colorante
CAS 15,12 mg
H,O 14,75 ml

La solucién colorante se mezcla con 250 pl de FeCls.6H,0 (135 mg / 50 ml HCI 0,01 N).
Bajo agitacidn se agrega una solucién de 18,22 mg de HDTMA en 10 ml de H,0.

Luego de autoclavar las soluciones base, salina y HDTMA se mezcla primero la solucién
salina con la solucién base, luego a la solucidn colorante se le agrega el cloruro férrico con
HDTMA vy finalmente esta mezcla se une a la mezcla anterior.
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NBrip
Pesar y disolver los componentes de la Tabla A3 a excepcidn del agar. Lleva a volumen

con agua destilada, mezclar hasta disolver los componentes y agregar agar. Esterilizar 20
minutos a 121 °C

Tabla A3. Composicién del medio NBrip

NBrip
Componente Cantidad por litro
Glucosa 10g
Cas(PO4), 58
MgCl, 2,34 ¢
KCl 02¢g
(NH4)2504 0,1 g
Agar 16 g

Ensayo en plantas

Medio Jensen

Pesar y disolver los componentes de la Tabla A4 a excepcidén del agar.

Agregar agua destilada hasta completar el volumen y ajustar el pH a 6,8 antes de agregar
el agar. Esterilizar 10 minutos a 121 °C.

En la Tabla A5 se detalla la composicion de la soluciéon de micronutrientes.

Tabla A4. Composicion del medio Jensen

Medio Jensen

Componente Cantidad por litro
Ca3(POa4)2 10g
K2HPOa4 02¢g
MgS04.7H20 02¢g
NaCl 02g
FeClz 6H20 0,17 g
Solucidon de micronutrientes 1,0 ml
Agar 8,0¢g

Tabla A5. Composicion de la soluciéon de micronutrientes para el medio Jensen

Solucion de Micronutrientes

Componente Cantidad por litro

H3303 2,86 g
MnSO; .4H,0 2,03g
ZnS0, .7 H,0 0,22g
CuS0O,4 .5 H,0 0,08¢g

M003 .Hzo 0,09 g
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8.1.2. Soluciones

Buffer Tris-Acético-EDTA (TAE)

Disolver en agua destilada los componentes de la Tabla A6 en cantidad suficiente para
lograr la concentracién indicada.

Tabla A6. Composicidn del buffer TAE

Composicion del buffer TAE 1X

Componente Concentracion

Tris-acetato 0,04 M
EDTA 0,001 M

Buffer de PCR

Se empled el buffer provisto por la empresa donde se adquirié la enzima Taq polimerasa
(Fermentas). En la Tabla A7 se muestra la composicién del mismo.

Tabla A7. Composicién del buffer de PCR

Buffer de PCR

Componente Concentracion

Tris-HCI, pH 8,4 200 mM
KClI 500 mM
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8.2. Anexo 2: Resultados complementarios

Tabla A8. Evaluacién del crecimiento de las cepas (DOgyonm) frente a distintos antibidticos en
YMAG liquido

St (50) | Nm (10) | Ap (20) | Cf(20) | Nf (20) |Gm (20) | s/Ab
Burkholderia sp. UYMPO9A | 0,257 | 0,241 | 1,898 | 1,383 | 1,865 | 0,110 | 2.345

Cupriavidus sp. UYMCO3 0,184 0,337 1,296 0,187 1,199 0,193 1,405
Cupriavidus sp. UYPR2.512 ND | 0,201 | 1,105 | 0,682 | 0,991 | 0,227 | 1,055
Cupriavidus sp. UYMSc13B 0,596 0,455 1,014 0,719 0,979 0,455 1,074

® Se considera una cepa resistente a la cual posee una DO igual o mayor a la mitad de la DO alcanzada ante la ausencia de

antibidtico
® St: estreptomicina, Nm: neomicina, Ap: ampicilina, Cf: cloranfenicol, Nf: 5-nitrofurantoina, Gm: gentamicina, s/Ab: sin
antibidtico

Tabla A9. Repeticidn de ensayo de resistencia a antibidticos con ampicilina y cloranfenicol

s/Ab Ap (20) Cf (20)
Cupriavidus sp. UYPR2.512 1,052 1,093 0,700
Cupriavidus sp. UYMA12B 1,189 1,265 0,320
Burkholderia sp. UYMPQO9A 1,044 0,563 0,330
Cupriavidus sp. UYMSc13B 1,092 1,026 0,589

® Se considera una cepa resistente a la cual posee una DO igual o mayor a la mitad de la DO alcanzada ante la ausencia de
antibidtico
®s/Ab: sin antibidtico, Ap: ampicilina, Cf: cloranfenicol
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