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I. INTRODUCCION

1. Fijacién biolégica del nitrégeno. Repercusiones

econdmicas y ecolédgicas.

El nitr6geno es un importante constituyente de la materia orgénica, formando
parte de moléculas tan importantes para la vida como las proteinas o los 4cidos
nucleicos.

En la mayoria de los ecosistemas, el crecimiento de las plantas y su desarrollo
viene limitado por el nitrégeno disponible, por lo que se recurre a la adicién de
fertilizantes a los suelos, para asi aumentar el rendimiento de las cosechas, ya que, a
pesar de ser el gas més abundante en la atmésfera (79% de la misma) no puede ser
asimilado como tal por los vegetales superiores, sino que debe ser previamente
transformado a compuestos inorgénicos del tipo de los nitratos y el amonio. El proceso
mediante el cual el nitr6geno molecular atmosférico pasa a su forma combinada es

conocido como fijaci6n bioldgica del nitrégeno.



Con la intensificacién de la agricultura, las exigencias de nitrégeno por parte
de las plantas son cada vez mayores. Para mantener fértiles las tierras de cultivo, son
necesarios 200 millones de toneladas de nitr6geno por afio, las cuales son
suministradas principalmente mediante la fijacién bioldgica y fertilizantes quimicos
aunque también puede proceder de la descomposici6én de la materia orgénica; ademds
existe también una pequefia contribucién como consecuencia de la reaccién de
descargas eléctricas sobre el nitrégeno, que implica la sintesis de nitrato; esto
representa tan solo un 4% de la entrada positiva del balance de nitrégeno en la tierra.

La utilizacién y pérdida de nitrégeno forman un ciclo complejo denominado "
ciclo del nitrégeno ".

La fijacién biolégica del nitrégeno es de gran importancia porque es un
suministro directo de nitr6geno atmosférico a la planta, evitindose el uso de
fertilizantes nitrogenados. Para cada tonelada de amonio (fertilizante) fabricada, son
necesarios seis barriles de petréleo; ademds de las ventajas econémicas que conlleva la
fijacién biolégica de nitrégeno, y de la disminucién de la dependencia de nitrégeno
mineral del suelo total o parcialmente, también hay ventajas ecolgicas, porque se
ahorra petréleo y gas natural, que son fuentes energéticas no renovables. Por otra parte
se evita el riesgo de contaminacidn, con nitratos, de los rios y las aguas subterraneas,
causada por la lixiviacién de los fertilizantes, dada su alta solubilidad en agua. Todo
esto favorece un desarrollo econémico sostenido y no contaminante.

El mayor potencial biolégico de reserva de nitrégeno se encuentra en la
atmosfera. Este potencial es un 1,2% del nitrégeno total de la Tierra, aunque el
nitrégeno gaseoso equivale al 79% de la atmésfera. Ninguna especie vegetal o animal
puede por ella misma utilizar el nitrégeno atmosférico como fuente de N,, debido al
triple enlace existente entre los dos dtomos que forman la molécula; dicho enlace es
uno de los m4s fuertes que se conocen en la naturaleza. Por otro lado, los vegetales
solo usan el 40% del nitrégeno mineral asequible en el suelo, lo que viene a ser un 3%
del nitrégeno total del suelo.

La fijaci6n simbidtica de nitrégeno es mas baja que la cantidad de nitrégeno
asimilado de los minerales del suelo, pero representa el 8.5% del consumo total de
nitrégeno de la planta, debido a la alta eficacia de la transferencia de este nitrégeno
fijado a 1a misma.

Los fertilizantes aportan una cantidad de nitr6geno equivalente al 50% del que
aporta la fijacién biolégica del nitrégeno, pero debido a la eficacia de la transferencia,
la planta solo consume un 2%.

El nitrégeno atmosférico puede ser fijado por una gran diversidad de
microorganismos, pero solo si éstos establecen una relacién intima con las plantas,



pueden fijar cantidades de nitrégeno lo suficientemente grandes como para mejorar de

forma apreciable el crecimiento de éstas.

La interaccién microbio-planta puede presentarse de tres formas:
1) relacién directa planta (o célula vegetal)-parasito obligado, lo cual origina
enfermedades tales como las royas,...
2) interaccién que produce tumores (agallas).
3) asociacién mutualista Rhizobium-leguminosa, para la fijacién de nitrégeno mediante

la formacién de nédulos en las raices de las legiminosas.

2. Las leguminosas.

Las leguminosas abarcan 700 géneros distintos de plantas, con 14000 especies,
pero la formacién de nédulos y la fijacién de nitrégeno no se han detectado todavia en
la mayor parte de ellas.

Actualmente en el mundo, la mayoria de los cultivos de leguminosas reciben
nitrégeno mediante fertilizantes.

En el guisante, judia, soja, y otras leguminosas grano, la fijacién de nitrégeno
es mucho menor que en otras leguminosas forrajeras, tales como alfalfa y trébol.

Laleguminosa grano suele depender del nitr6geno del suelo, pero la cantidad a
la que tienen acceso es menor al 50% del total requerido. Es importante indicar que en
suelos con nitratos se inhiben la formacién de nédulos.

En Brasil, el cultivo de la soja es importante, porque parte de su economia est4
sustentada por la exportacién de semillas y productos industriales, y por el papel

creciente que la soja viene ocupando como suplemento proteico de su poblacién.



3. Interacciéon microbio-planta.

La obtencién de mutaciones puntuales, proceso facilitado por la disponibilidad
de transposones, asi como la posibilidad de complementacién entre mutantes, ha
facilitado el curso de las investigaciones, permitido la identificacién de los genes
responsables de la interaccién y su expresion en relacién con el hospedador.

Se conocen modelos donde 1a enfermedad o simbiosis mutualista (beneficiosa)
aparece por un intercambio de sefiales establecido entre los dos miembros de la
asociacion.

El caricter de resistencia a la infeccién del hospedador, y el caricter de
infectividad del simbionte, son controlados por la combinacién de los genotipos de
ambos.

Las interacciones planta-microbio estdn determinadas por la produccién por el
parasito de factores de compatibilidad o de sensibilidad del hospedador a ellos y
factores de incompatibilidad. Los factores que determinan la compatibilidad causan
cambios en la fisiologia del hospedador, que hacen que sea susceptible a la infecci6n.

La resistencia que previene la accién de los factores de compatibilidad requiere
la ganancia de una funcién (un nuevo factor) para que se establezca. La
incompatibilidad o interaccién gen a gen, se da cuando un gen concreto del pardsito
interacciona con un gen particular del hospedador, determinando la resistencia a la
infeccién. Puede parecer que la susceptibilidad a la infeccién o compatibilidad, es una
actitud activa del pardsito frente a la pasiva del hospedador, pero se ha descrito la
interaccién compatible, en la que los genes del parésito controlan la produccién de
factores de compatibilidad en el hospedador, que alteran su fisiologia, para permitir la
colonizacién por tal pardsito. La interaccién entre sus genes puede conducir a la
interaccién incompatible o incompatibilidad.

Mucho de estos factores han sido caracterizados, como por ejemplo los de la
situacién beneficiosa Rhizobium-leguminosa; en este caso se dan ambos sistemas,
interaccién compatible, e incompatible o nodulacién especifica de genotipo.

Es interesante el significado que tiene el concepto de avirulencia en la
interaccién incompatible planta-patégeno, porque aqui, la expresién de los
correspondientes genes es perjudicial para el parésito, ya que impide el establecimiento
de un sistema compatible, beneficioso para el mismo.

Para que un organismo sapréfito se convierta en parésito, debe ser capaz de
penetrar, crecer y multiplicarse en el hospedador; esta adaptaciéon podrd ser més o



menos complicada.

Primero existe un intercambio de sefiales que determina la compatibilidad o
incompatibilidad del sistema, si se da simbiosis mutualista, este intercambio de seiiales
sirve para un reconocimiento mutuo, y permite una infeccién controlada, gracias a la
expresién de gran cantidad de genes, tanto de la planta como del microorganismo, que
al final conlleva a una mejor nutricién de la misma; este es un caso de compatibilidad
controlada.

Las leguminosas controlan la produccién de fitoalexinas. Las fitoalexinas son
compuestos de accién antimicrobiana exudados por la planta para impedir el desarrollo
de los rizobios cuando, por mutacién, no puede expresar adecuadamente los genes
implicados en la nodulacién. Las fitoalexinas son de bajo peso molecular y de
naturaleza fenilpropanoidea; se derivan de la desaminaci6én de la fenilalanina por la
PAL (fenilalanina amonioliasa ); también interviene la chalcona sintasa, que es activada
por la presencia de microorganismos patégenos. Cuando la intercomunicacién planta-
microorganismo no es la adecuada, la actividad metabélica de la planta se reconducird
hacia la sintesis de fitoalexinas, para controlar la infeccién. El hospedador puede
hacerse resistente a la infeccibn porque cambie o se inactive el factor de
compatibilidad.

Cuando la planta es sensible al factor de compatibilidad, la resistencia puede
deberse a una reaccién de hipersensibilidad a los factores de incompatibilidad del
patégeno. La reaccién de hipersensibilidad es una respuesta defensiva de la planta
frente a patégenos (virus, bacterias, hongos o nematodos). Consiste en la muerte
celular rdpida alrededor del lugar donde estd el patgeno, limitindose asf la
multiplicacién del mismo; ademds, se acumularin compuestos antimicrobianos,
dep6sitos de callosa, lignina, glicoproteinas ricas en hidroxiprolina y depdsitos de

proteinas PR (proteinas relacionadas con la patogénesis).

4. Secuencia temporal del proceso de nodulacion.

El mecanismo mediante el cual los rizobios entran en contacto con las células
meristemdticas de la planta hospedadora y las infectan se conoce como proceso de
infeccion, el cual se caracteriza por un intercambio reciproco de seiiales especificas
entre ambos simbiontes. Las etapas de que consta dicho proceso se esquematizan en la

Figura 1y son las siguientes:



1. RECONOCIMIENTO

PELO RADICAL
NODULO

8. FIJACION
nit/fix nod /nol .

§.FORMACION
CORDON DE INFECCION

Z0NA FIJADORA

6. LIBERACION DE
BACTERIAS

5.INICIACION DEL
-~ NODULO

Figura 1: Etapas del proceso de infeccién en la simbiosis Rhizobiaceae-leguminosas.



4.1. Recopocimiento bacteria-planta

Los rizobios presentes en la rizosfera de la leguminosa son atraidos
quimiotdcticamente hacia las raices de la planta hospedadora por diversos compuestos
de los exudados radicales, principalmente hidrato de carbono, aminoacidos y 4cidos
dicarboxilicos, aunque en el caso de Rhizobium leguminosarum 'y Sinorhizobium
meliloti, también han sido identificados como quimioatrayentes algunos flavonoides
(Aguilar y col., 1988; Dharmatilake y Bauer, 1992).

4.2. Adhesién bacteriana

Una vez que los rizobios han tomado contacto con la raiz de la planta pueden
darse varias alternativas para la infeccién. El método més difundido es a través de la
unién de las bacterias a las puntas de los pelos radicales en fase de elongacién, como
ocurre en alfalfa, arveja o frijol, aunque en otro grupo minoritario de leguminosas la
iniciacién del nédulo puede ocurrir mediante fisuras, penetrando las bacterias a través
de espacios intercelulares en la epidermis o en la l4mina media, caso del cacahuete.

Bajo condiciones limitadas de carbono, la unién de los rizobios a los pelos
radicales se puede dividir en dos etapas: la primera etapa estd mediada por el calcio, a
través de una pequeiia proteina de la superficie bacteriana que se une a dicho ion,
denominada richadhesina. L.a segunda etapa es la formacién de los agregados
bacterianos, que estd mediada por fibrillas extracelulares de celulosa, también
producidas por los rizobios, y no esenciales para la nodulacién (Smit y col., 1987).
Otro elemento que puede intervenir son unas proteinas, denominadas lectinas,
localizadas en las fimbrias o en la superficie celular. Cuando el carbono no constituye
un factor limitante, estin implicadas otras lectinas, en esta ocasién producidas por la
leguminosa, que se unen a hidratos de carbono, habiendo sido propuestas como
determinantes de la especificidad de hospedador en la simbiosis R. leguminosarum

bv. trifolii - trébol y B. japonicum - soja.

4.3. Deformacién y curvatura de los pelos radicales.

Seguidamente, una sefial difusible de la bacteria, la molécula sefial, causa la
deformacién del pelo radical y su posterior curvatura, adquiriendo éste la forma

caracteristica de "cayado de pastor".

una disolucién parcial muy localizada de la pared celular vegetal. En el punto de



contacto con los rizobios, la pared del pelo radical se invagina para formar una
estructura tubular, conocida como "cordén de infeccién"”, que crece a través de la
célula del pelo radical, en direccién al cértex, en un proceso coordinado por el
citoesqueleto de dicha célula en asociacién con el niicleo. Mis tarde las bacterias se
multiplican a lo largo del cordén de infeccién en crecimiento.

4.5. Iniciacién del nédulo,

Antes y durante el crecimiento del cordén de infeccidn, los rizobios inducen la
divisién de las células del cértex de la raiz para formar el primordio nodular, el cual se
desarrolla hasta meristemo nodular, donde posteriormente se formard el nédulo
maduro.

La punta del cordén de infeccién, precedida por el niicleo de la célula del pelo
radical, emigra hacia el meristemo recién desarrollado, donde comienza a ramificarse y
extenderse, penetrando en las células de dicho tejido e introduciendo a los rizobios en

el interior de la planta.

4.6. Liberacidn de las bacterias.

En el extremo del cord6n de infeccidn, las bacterias son liberadas al citoplasma
de las células vegetales del cértex de la raiz, por un proceso similar al de la

endocitosis.

4.7. Desarrollo del bacteroide,

Tras esta liberacién las bacterias se diferencian hasta bacteroides, que son
bacterias modificadas, de mayor volumen y sin pared celular, siendo el proceso el
siguiente:

a) comienza con la endocitosis de las bacterias, que quedan englobadas en sacos
membranosos ("membrana peribacteroidal") derivados del complejo de Golgi y del
reticulo endopldsmico de la célula meristemadtica. Es la etapa de méds intimo contacto
entre bacteria y planta, separadas s6lo por esta membrana, que constituye una
interfase esencial para el intercambio de metabolitos y nutrientes entre bacteria y planta.
b) los bacteroides se multiplican. Normalmente, la divisién de los bacteroides va
inmediatamente seguida de la divisién de la membrana peribacteroidal, con lo cual no
suelen encontrarse mas de dos bacteroides por membrana.

c) se detiene la divisién celular

d) se elimina la pared celular de los bacteroides

€) comienza la sintesis de leghemoglobina por ambos simbiontes. La leghemoglobina
proporcionard un ambiente microaerébico (aunque los rizobios son aerobios
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obligados); tal proteina proporcionard el oxigeno necesario al bacteroide, evitando
derroches de energia y el posterior funcionamiento desmesurado de la nitrogenasa,
enzima altamente sensible a este elemento. Controla el metabolismo del bacteroide.

f) puesta en marcha de la maquinaria metabdlica necesaria para la reduccién de
dinitrégeno a amonio, es decir, activacién de la transcripcién de los genes nif y fix,
que codifican a la enzima nitrogenasa, su regulacién y una serie de proteinas
implicadas en el aporte electrénico requerido para su funcionamiento.

4.8. Fjacién del nitrégeno.

Es llevada a cabo por los bacteroides maduros. El bacteroide estd funcionando
en una situacién de estrés, por lo que a este nivel todavia puede darse incompatibilidad
en la asociacién, y formarse bacteroides no fijadores de nitrégeno, en cuyo caso el
nédulo ya formado senescerd ripidamente.

5. Genes bacterianos involucrados en el proceso de

infeccion.

La endocitosis y la formaci6én de bacteroides es un punto de no retorno en la
asociacidn, y una vez en él, ninguno de los asociados puede detener el proceso de
infeccién. En todo este proceso existe un continuo intercambio de sefiales por los dos
organismos a modo de conversacién inteligente, ya que la formacién de nédulos
requiere la expresién de genes tanto de la bacteria como de la planta.

Aunque siguen sin estar claros los mecanismos que permiten a la bacteria
invadir las células de la planta sin inducir sus sistemas de defensa, se han identificado
dos grandes grupos de genes en el rizobio de gran importancia en los procesos de
infeccién y formacién de nédulos (Martinez y col., 1990), conocidos como genes

tempranos y tardios:

5.1. Genes tempranos. Se expresan durante las primeras etapas de la nodulacién.
Por una parte encontramos los llamados genes nod, nol y noe o de nodulacién,
que no se transcriben en ausencia de la planta hospedadora
Por otra parte aparecen los genes que determinan las estructuras superficiales
del los rizobios y que pertenecen a tres tipos diferentes (Kannenberg y Brewin,
1994):
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a) genes exo responsables de la sintesis de exopolisacdridos (EPS), que
forman parte de la matriz del cordén de infeccién, donde actian como secuestrantes de
iones Ca, modificando el patrén de ensamblaje de la pared celular vegetal. También
podria ser una sefial difusible que inicie el desarrollo del cordén de infeccién. En
asociaciones patogénicas los EPS son fundamentales para el movimiento de la bacteria
por los tejidos vegetales, su crecimiento entre la células, la evasién frente a las
defensas de la planta y el desarrollo de la enfermedad.

b) genes Ips, cuya expresién permitird la produccién del lipopolisacérido
(LPS) de la membrana externa. Este compuesto puede impedir la liberacién de
metabolitos bacterianos que provoquen la reaccién de defensa de la leguminosa, o bien
puede actuar como molécula sefial de bajo peso molecular, o como oligosacérido, que
estimule la reaccién simbiética o inhiba la respuesta patogénica.

c) genes ndv, causantes de la formacién de glucanos ciclicos, que se acumulan
preferentemente en el espacio peripldsmico, donde puede que actiien como protectores

osméticos, manteniendo la presién apropiada durante el proceso de infeccién.

5.2. Genes tardfos. Son los genes nif y fix , responsables de la fijacién de

nitrégeno.

6. La molécula sefial.

Para los cinco géneros de la familia Rhizobiaceae fijadores de nitrégeno, ha
podido constatarse la existencia de pequefias moléculas de naturaleza
lipooligosacaridica capaces de provocar en la planta hospedadora, en pequeiiisimas
concentraciones, muchas de las respuestas biolégicas previamente atribuidas a la
bacteria en si. Dichas moléculas se denominan factores de nodulacién o molécula sefial
y tienen un importante papel en las primeras etapas de la formacién del nédulo.

El proceso seria como sigue:

a) laplanta segrega una serie de flavonoides que activan a la proteina NodD.

b) la proteina NodD activa la transcripci6n de los genes nod implicados en la

sintesis de factores de nodulacién reconocidos por la planta.

Los genes nod pueden dividirse en comunes , que son iguales en todas las
especies de rizobios, y en especificos, que como su nombre indica son caracteristicos

de cada especie, e incluso, de cepas.
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Los factores de nodulacién son oligémeros de N-acetil-D-glucosamina, N-
acilados en su extremo no reductor por un 4cido graso de diferente longitud y grado de
insaturaciéon. Dependiendo del tipo de simbiosis, este oligbmero tendrd unas u otras
sustituciones, tanto en su extremo reductor como en el no reductor. Tanto estas
sustituciones como el tipo de 4cido graso de la molécula son los responsables de la
especificidad de los factores de nodulacién. (Figura 2, Tabla 1).

En la sintesis de estos compuestos con estructura lipo-oligosacaridica, los
genes nod comunes son los responsables de la sintesis del oligémero de quitina
acilado, que es comiin en todos los factores, mientras, los genes nod especificos serdn
los que introduzcan la incorporacién de los distintos residuos en los extremos reductor
y no reductor, los cuales hacen que la planta hopedadora reconozca a "su" bacteria
especifica.

Cantidades del orden de picomoles de estos factores son suficientes para el
reconocimiento, dando lugar a la deformacién y curvatura de los pelos radicales,
induccién de los focos meristeméticos y comienzo de la formacién de los canales de
infeccién. Tales compuestos tienen la categoria de fitohormonas, y pueden ser
sintetizados por la planta, de aqui que los factores Nod producidos por la bacteria se
consideran imitaciones de compuestos vegetales naturales que pueden ser reguladores
del crecimiento del propio vegetal, dando lugar a nédulos en ausencia del simbionte,
aunque se desconoce el papel de los mismos.

La produccién de distintos factores de nodulacién es también el mecanismo
responsable de las interacciones incompatibles; se habla de nodulacién especifica de
genotipos, en la cual un dnico gen vegetal es el responsable de que un cultivar no
pueda ser nodulado por su rizobio en principio, especifico, y en la que en la bacteria la
incompatibilidad es también debida a un solo gen.

Hay genes nod que actiian impidiendo la transcripcién de otros genes nod,
responsables de la interaccién incompatible. De esto se deduce que cada cepa
bacteriana tiene una determinada carga de genes nod, en base a la cuél se producird un
perfil especifico de factores, los cuales pueden ser inhibidores (y no habri
nodulacién, lo cual conlleva a la incompatibilidad), o estimuladores.

La produccidén de factores nod inhibidores da lugar a lo que se conoce como
restriccién de la nodulacién especifica de genotipos (GSN), y es un ejemplo del
sistema gen a gen que opera en la interaccién planta-patégeno.

Ademas de los genes nod, son muy importantes los genes que determinan las
estructuras supeficiales del microsimbionte, ya que, durante la formacién del nédulo,
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Figura 2: Estructura basica de la molécula seiial.



Tabla 1: Sustituyentes de los factores de nodulacién producidos por diversos rizobios.

Especie productora n R, R; R; X Y Referencia
A. caulinodans 2,3 C18:06 C18:1 -H 0 -CO-NH, D-arabinosa o -H -H -CH, Mergaert y col., 1993
B. japonicum 3 C18:1,C16:0 6 -H 0 -CO-CH;, 2-O-metilfucosa o -H -H Sanjuany col., 1993
Cl6:1 -H
R fredii 1,2,3 Cl18:1 -H fucosa o -H -H Bec-Ferté y col., 1993
2-O-metilfucosa
R. leguminosarum 23 Cl1846Cl8:1 -CO-CH; -H -H -H Spaink y col., 1991
bv. viciae
R. loti 3 Ci8:16Cl18:0 -H 4-O-acetilfucosa -CO-NI{; -CH, Loépez-Laray col., 1994
R. meliloti 1,23 C1626C163 -H 0 -CO-CH,4 -SO;H -H -H Lerouge y col.,1990
Schultze y col., 1992
R. tropici 2,3 C18:1,C18:2, -H -SO3;H o -H -H -CH, Poupot y col., 1993
C16:0,C16:1 6 Folch, 1994
Cl16:2
Rhizobium sp. 3 C18:16C18.0 -CO-CH;,3 2-O-metilfucosa -CO-NH, -CH, Price y col., 1992
NGR234 3-O-sulfatada o

4-O-acctilada

n: n’ deunidades de N-acetilglucosamina centrales: R,: ddcido graso; R, hidrégeno, carbamoilo o acetilo; R s hidrogeno, sulfato o azicar; X: hidrégeno o carbamofo;

Y: hidrégeno o N-metilo.
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el contacto fisico entre la bacteria y las células vegetales es cada vez mds intimo; esto
hace que en el desarrollo del proceso de nodulacién, la bacteria tenga que adaptarse
para poder sobrevivir en el interior de la planta, lo que incluye la evasién de las
posibles respuestas de defensa del huésped. Cualquier fallo de la bacteria en su
adaptacién a los sucesivos nichos ecolégicos ofrecidos por la planta, desencadenard la
respuesta defensiva de ésta, y la bacteria serd tratada como patégeno en vez de como
simbionte.

De esto se deduce que los genes proporcionan las estructuras superficiales al
microorganismo, son un grupo bien definido y esenciales para la simbiosis, ya que sin
dichas estructuras, el resultado final seria la obtencién de ndédulos carentes de
bacterias. Se ha de tener en cuenta que a veces hay nédulos que contienen bacterias
mutantes, que han perdido algunos polisacéridos, lo que hace pensar que estos no son
los tinicos que determinan la especificidad del hospedador.

7. Tipos de nédulos.

Los nédulos que se forman en las raices de las leguminosas pueden ser de dos
tipos:
A. Noédulos indeterminados: cilindricos, de elongacién continua, con meristemo
celular, y sin interconexién de los haces vasculares en el extremo apical del mismo.
Este tipo de nédulo es formado, por ejemplo, en alfalfa y guisante.
B. Noédulos determinados: esféricos, con actividad meristemdtica transitoria, sin
meristemo nodular, y con los haces vasculares fusionados en el extremo apical del

nédulo. Es el caso de soja y judia.

Aunque la formacién de un tipo u otro de nédulo depende de la planta (una
bacteria puede formar ndédulos determinados en una leguminosa concreta e
indeterminados en otras), parece ser que la presencia del LPS es esencial en el caso de
la infeccién que da lugar a n6dulos de tipo determinado, mientras que no es importante
si son de tipo indeterminado. La ausencia o alteracién del polisacarido o del LPS no
permite una formacidn correcta de canales de infeccién, y, aunque ésta llegara a darse,
no seria posible la endocitosis de las bacterias por las células vegetales, ni la formacién
de bacteroides.
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Igualmente, la sintesis de un EPS 4cido es esencial para la formacién de canales
de infeccidn.

Los glucanos ciclicos son elaborados por todos los miembros de la familia
Rhizobiaceae. Segiin la bacteria, estos glucanos serdn necesarios para la virulencia o
para la infeccién y correcto desarrollo del n6dulo; su ausencia conlleva la pérdida de

motilidad y de adhesién a las células vegetales.

8. Lasoja y sus microsimbiontes.

La soja (Glycine max (L) Merrill) es considerada uno de los cultivos mds
antiguos del mundo, los informes de su cultivo en la Repiiblica Popular China son de
alrededor del 2500 aC. El origen primario genético de G. sgja Sieb. y Zucc., el
ancestro de G. max, estd en el valle del rio Yangtze, en el norte y noreste de las
provincias de China, cerca de Rusia, Corea y Japén; con la emigracion a Manchuria ,
esta regién llegd a ser el centro secundario de origen (Morse, 1950; Hymowitz,
1970).

En Brasil, el cultivo fue introducido probablemente hacia 1882, en el Estado de
Bahia, como Soja hispida (D'utra, 1882). Durante las siguientes décadas se hicieron
algunas pruebas en algunas zonas experimentales agronémicas brasilefias, pero fue
s6lo en la década de los 40 cuando los cultivos comerciales de G. max fueron
establecidos en la regi6n sur del pais, con una considerable expansién de las 4reas de
soja después de los 60. Hoy el cultivo se esta extendiendo por todo el pais, ocupando
alrededor de 12 millones de hectireas y produciendo méas de 23 millones de toneladas
de granos, haciendo del pais el segundo mayor productor de soja del mundo (Hungria
y col., 1994; Vargas y Hungria, 1997). Los suelos brasilefios estaban originalmente
libres de variedades de bradirrizobios de soja (Freire, 1977; Vargas y Suhet, 1980),
por lo tanto, cuando los cultivos comerciales a gran escala comenzaron, en los afios
60, los inoculantes fueron exportados de Estados Unidos. Hoy, més del 90% de la
soja crece en dreas previamente inoculadas que contienen una poblacién adaptada en la
que predominan las cepas mds competitivas traidas en los inoculantes usados en las
décadas pasadas (Hugria y col., 1994; Vargas y Hungria, 1997).

Las bacterias capaces de nodular de forma eficiente con soja fueron
clasificadas, desde 1932 a 1980, como Rhizobium japonicum (Fred y col., 1932;
Buchanan, 1980). En 1882 fueron reclasificadas en un nuevo género, como
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Bradyrhizobium japonicum ("bradus”, del griego, significa "lento"), aludiendo a las
caracteristicas de una baja velocidad de crecimiento y reaccién alcalina en medio
conteniendo manitol y extracto de levadura (medio YM) (Jordan, 1982).

En los afios siguientes, varios estudios han mostrado diferencias entre
variedades dentro de esta especie, llevando a una subdivisién en una segunda especie,
Bradyrhizobium elkanii (Kuykendall y col., 1992).

Mientras tanto, en 1982, algunas variedades de rizobios de soja, caracterizadas
por un crecimiento rdpido y reaccién dcida en medio YM, fueron aisladas de nédulos
de suelos en la Repiiblica Popular China (Keyser y col., 1982). Més tarde, otras
especies de crecimiento rapido fueron aisladas de centros de origen genético primario y
secundario, por ejemplo, en la Repiblica Popular China, Malasia y Vietnam (Xu y Ge,
1984; Dowdle y Bolhlool, 1985; Young y col., 1988; Rodriguez-Navarro y col.,
1996).

Las bacterias de crecimiento ripido fueron inicialmente clasificadas como
Rhizobium fredii (Scholla y Elkan, 1984) y més tarde reclasificados como
Sinorhizobium fredii (Chen y col., 1988; La Judie y col.. 1994). Estudios iniciales
han mostrado que estirpes de S. fredii fueron capaces de establecer una simbiosis
efectiva, con nédulos fijadores de nitrégeno, exclusivamente con el genotipo ancestral
de soja, G. soja, y con los cultivos primitivos 0 no mejorados, tales como Pekin y
varios genotipos asidticos, siendo inefectivas e incapaces de nodular en cultivos
comerciales de Norteamérica (Keyser y col., 1982; Stowers y Eaglesham, 1984;
Devine, 1985 ).

Sin embargo, posteriormente se ha visto que varios genotipos norteamericanos
también fueron capaces de formar nédulos efectivos con §. fredii estirpe USDA257
(Balatti y Pueppke, 1992).

En los dltimos cinco afios, se ha realizado el aislamiento de bacterias de
nédulos de soja recogidos en distintas 4reas brasileiias, y se ha identificado variedades
de crecimiento rapido y reaccién 4cida en medio YM. Un andlisis de 80 cultivos de
soja utilizados u obtenidos mediante programas de mejora de cultivos de soja
brasilefios, mostraron que el 67% podia formar nédulos efectivos con S. fredii estirpe
USDA205 y CCBAU114 y con S. xinjiagensis CCBAU105 (Clueire y Hungria,
1997).
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9. Taxonomia de los rizobios.

Al mismo tiempo que Hellriegel demostraba la importancia fisiolégica de los
nédulos de las raices, los microbidlogos estudiaron el organismo causante. Frank
(1879) examind los ndédulos y, como otros, pensé que el simbionte era un hongo, al
que dio el nombre de Schinzia leguminosarum. Cuando Beijerinck (1888) aislé la
bacteria del nédulo de la leguminosa, la llamé Bacillus radiciola, pero en 1889 Frank
cambié el nombre por Rhizobium leguminosarum, siendo esta denominacién la que
actualmente se utiliza.

En 1932 Fred, Baldwin y McCoy reconocieron seis especies de Rhizobium::
-Rhizobium leguminosarum, que nodula en las raices de Lathyrus, Pisum, Vicia y
Lens.

-Rhizobium trifolii que nodula en las raices de Trifolium.

-Rhizobium phaseoli que nodula en las raices de Phaseolus.

-Rhizobium meliloti que nodula en las raices de Melilotus, Medicago, Trigonella.
-Rhizobium japonicum que nodula en las raices de Glycine max.

-Rhizobium lupis que nodula en las raices de Lupinus.

Esta clasificacién se mantuvo hasta 1982. El rango de hospedadores fue un
factor importante en la definicién de estas especies, por lo que Fred y col. (1932)
también describieron diferencias morfol6gicas y fisioldgicas.

Laidea de que los rizobios pudieran separarse en especies claramente definidas
seglin sus rangos de hospedadores y, a la inversa, que las leguminosas pudieran ser
agrupadas en base a simbiontes mutuamente intercambiables, llegé a ser conocida
como "inoculacién cruzada", concepto que fue puesto en duda repetidamente en
décadas posteriores por cientificos que encontraron rangos de hospedador que se
superponian.

De todas formas, estuvo claro que los rizobios eran muy diversos, tanto en
rango de hospedador como en propiedades fisioldgicas, y que existia alguna
correlacién entre ambos pardmetros.

Gradualmente fueron acumuldndose evidencias para clasificacién nueva que no
estaba basada explicitamente en el rango de hospedadores. En particular, habia una
serie de estirpe de crecimiento lento en medios de laboratorio que mostraron toda una
serie de propiedades distintas. Eventualmente, Jordan en 1982 propuso que estas
estirpes fueran agrupadas en un nuevo género llamado Bradyrhizobium. Esto abrié la

era moderna, que ha visto como los cambios en la nomenclatura siguen avanzando
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hasta hoy en dia. El impulso para las investigaciones ha venido de la mano de la
introduccién de nuevas técnicas dignas de confianza para la evaluacién de similitudes y
diferencias entre bacterias.

Primero, la introduccién de la taxonomia numérica suministré la pauta para la
combinacién de datos fisiolGgicos, morfol6gicos, seroldgicos, etc., y una forma
menos rigurosa y subjetiva que dio medidas cuantitativas de similitud. Luego las
técnicas moleculares introdujeron nuevas y abundantes fuentes de datos, primero con
hibridaciones de ADN y electroforesis de proteinas, y luego con otros métodos de
ADN, que culminaron en la secuenciacién.

. seni

La fuente de datos m4s abundante para la clasificacién de los rizobios, asi como
para otros grupos de bacterias, ha sido la secuenciacién de los genes que codifican la
subunidad pequefia del ARN ribos6mico (ARNr 16s).

En un tiempo relativamente corto desde la primera secuenciacién parcial del
ARN de los rizobios por Young, Downer y Eardly (1991), se han publicado datos mas
extensos de secuenciacién de esta subunidad para las estirpes tipo de cada una de las
especies aisladas.

Sin duda, los datos de secuenciacion de la subunidad 16s del ARNr han
llegado a ser una parte importante en la descripcién de cualquier nueva especie
bacteriana y de su estudio filogenético, por lo que al menos 3000 especies bacterianas
han sido objeto de estas técnicas, lo que permite que las nuevas secuencias puedan ser
inmediatamente situadas en un rico contexto. Para el estudio de la taxonomia
bacteriana, el impacto de los datos de secuenciacién molecular ha sido revolucionario
porque existen pocos caracteres seguros previos para la reconstruccién filogenética. En
contraste, las relaciones evolutivas de muchos eucariotas fueron razonablemente bien
conocidas a partir de evidencias morfolégicas antes de la llegada de las técnicas
moleculares.

No obstante, la secuenciacién de ADN estd proporcionando cada vez mis
nuevas ideas en la evolucién eucariota, y son especialmente importantes para grupos
en los que la evidencia morfoldgica es pobre.

Los datos de ARN apoyan la existencia de una subdivisién bien establecida de
los rizobios en tres géneros: Rhizobium, Bradyrhizobium 'y Azorhizobium (Young y
col., 1991; Willems y Collins, 1993; Yanagi y Yamasato, 1993), todos dentro de la
subdivision alfa de las Proteobacterias, pero distribuidas en ramas bastante distintas,
cada una de las cuales incluye un nidmero considerable de especies bacterianas que no

son rizobios.



Actualmente son reconocidas 17 especies, en cuatro géneros (Tabla 2), pero de
hecho son probables 6rdenes de magnitud atin menores que el nimero real de especies
de rizobios (utilizando criterios bacteriolégicos convencionales basados en el grado de
relacién del ADN). El nimero de especies de Rhizobium podria ser incluso similar al
niimero de especies de leguminosas, actualmente estimado en unas 18000. Aunque la
mayoria de las bacterias aisladas pueden nodular en hospedadores de distintas
especies, es cierto que varias especies bacterianas son a menudo aisladas de una tnica
especie de leguminosa, y que solo unas pocas leguminosas han sido investigadas a
fondo.

-género Azorhizobium

Azorhizobium caulinodans nodula tanto en el tallo como en la raiz de Sesbania
rostrata, y es la tlnica especie mencionada de este género (Dreyfus, Garcia y Gillis,
1988), aunque una segunda especie ha sido reconocida por ensayos de hibridacién
ADN-ADN (Rinaudo y col., 1991). Azorhizobium tiene muchas propiedades distintas
a otros géneros, incluyendo la secuencia de ARNr 16s, lo que le confiere su estatus de
género separado, con una {inica especie.

-género Bradyrhizobium

Su taxonomia actualmente es confusa. Todas las estirpes de Bradyrhizobium
que nodulan eficazmente en soja eran hasta hace poco conocidas como
Bradyrhizobium japonicum (Jordan, 1982), aunque se ha reconocido que son
demasiado variadas como para encajarlas dentro de una vnica especie. Kuykendall y
col. (1992) propusieron el nombre de Bradyrhizobium elkanii para un segundo grupo
de estirpes noduladoras en soja, pero las estirpes de Bradyrhizobium japonicum son
ain muy diversas y es necesario reconocer entre ellas especies muy alejadas. Otra
especie, Bradyrhizobium liaoningense, ha sido propuesta recientemente, ya que es
distinta segiin el criterio de hibridacién de ADN-ADN, teniendo adem4s una tasa de
crecimiento excepcionalmente lento. De todas formas sélo estd disponible una
secuenciacion parcial del ARNr 16s. También existen algunas estirpes que claramente
pertenecen a Bradyrhizobium, pero que no nodulan en soja, y para las cuales no se ha
definido especie, por lo que son conocidas como Bradyrhizobium sp., seguidas por el
nombre del género de leguminosa hospedadora. Eventualmente estas estirpes necesitan
ser asignadas a Bradyrhizobium japonicum o Bradyrhizobium elkanii o a otras
especies, en base a la similitud del conjunto de sus caracteristicas genéticas, ya que no
resulta satisfactorio excluirlas sélo en base a su rango de hospedadores.

-género Rhizobium

Ha estado claro durante varios afios que Rhizobium, si incluye todos los

rizobios que no son Bradyrhizobium o Azorhizobium, es demasiado amplio para ser



Tabla 2. Clasificacién actual de las especies de rizobios.

Rhizobium Mesorhizobium
-Rhizobium leguminosarum -[Rhizobium] loti

bv. viciae -[Rhizobium] huakuii

bv. trifolii -[Rhizobium) tianshanense

bv. phaseoli -[Rhizobium] mediterraneum
-Rhizobium tropici Bradyrhizobium
-Rhizobium etli -Bradyrhizobium japonicum
Sinorhizobium -Bradyrhizobium elkanii
-Sinorhizobium meliloti -Bradyrhizobium liaoningense
-Sinorhizobium fredii Azorhizobium
-Sinorhizobium saheli -Azorhizobium caulinodans

-Sinorhizobium teranga

otro género

-[Rhizobium galegae)
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un Unico género. Los datos de ARNr 16s sugieren que este género podria ser
subdividido en otros cuatro, basados en las actuales especies de Rhizobium
leguminosarum (la especie tipo), Rhizobium meliloti, Rhizobium loti y Rhizobium
galeage; son grupos claramente separados, con similitudes y diferencias en
determinadas propiedades. Las estirpes de Rhizobium leguminosarum, Rhizobium
tropici 'y Rhizobium etli estan relacionadas, y deberfan recordar al género Rhizobium.
Agrobacterium biovariedad 2 (ahora llamado Agrobacterium rhizogenes) también
pertenece a este grupo filogenéticamente, por lo que puede que en un futuro sea
transferido al género Rhizobium.

-género Sinorhizobium

De LaJudie y col. (1994) han propuesto que la rama que incluye a Rhizobium
meliloti y a Rhizobium fredii fuera transferida al género Sinorhizobium. Este género
fue inicialmente propuesto por Chen, Yan y Li (1988) para enfatizar la diferencias
entre Rhizobium fredii y otros rizobios (incluyendo Rhizobium meliloti), pero trabajos
posteriores han demostrado que Rhizobium meliloti y Rhizobium fredii son bastante
similares (Jarvis, Downer y Young, 1992), y las nuevas definiciones de
Sinorhizobium los incluyen a ambos, asi como a dos nuevas especies, Sinorhizobium
terangay Sinorhizobium saheli.

-género Mesorhizobium

Se ha reconocido desde hace mucho tiempo que Rhizobium loti es bastante
distinto de las otras especies de crecimiento rapido, tales como Rhizobium
leguminosarum 'y Rhizobium meliloti, lo cual es evidente por su secuencia de ARNr
16s; hay algunas especies cercanas en la secuencia del ARNr 16s a Rhizobium loti,
conocidas como Rhizobium huakuii, Rhizobium ciceri, Rhizobium tianshanense y
Rhizobium mediterraneum. Esta extendido el acuerdo de que este grupo merece ser
reconocido como un nuevo género, pero ain no se han publicado propuestas
formales. Los taxonomistas sugirieron el nombre de "Mesorhizobium" aludiendo a la
lenta velocidad de crecimiento, intermedia entre las tipicas tasas de Rhizobium y
Bradyrhizobium. Este nombre no ha sido seriamente reconocido aun.

-un cuarto género para los rizobios de crecimiento rapido.

La secuencia de ARN 16s de Rhizobium galegae no encaja en ninguno de los
grupos genéricos nombrados. Es el mds cercano a las secuencias de algunas especies
de Agrobacterium, pero no lo suficiente como para ser transferido a dicho género. Por
el momento, esta es la nica especie rizobia de esta rama, y es preciso identificar otras
especies relacionadas antes de transferirlo a un género diferente; de momento se ha

encajado como Rhizobium.



En general, los resultados obtenidos con esta técnica son correctos (Olsen,
Woese y Overbeek, 1994), pero este método tiene sus limitaciones. La secuenciacién

es muy util para asignar especies a géneros o para definir relaciones entre géneros,

pero generalmente no es efectiva cuando se trata de especies cercanas.

-recombinaci6n entre secuencias de ARNr 16s.

Usualmente se asume que los genes que codifican el ARNr 16s no son
transferidos entre especies, y que su evolucién en los distintos linajes es
independiente. Esto es una condici6n necesaria para construir filogenias validas. Sin
embargo, Sneath (1993) presenté un andlisis detallado de una serie de secuencias que
mostraron claras evidencias de recombinacién entre los genes que codifican el ARNr
16s de distintos linajes del género Aeromonas, y fenémenos similares aparecen entre
los rizobios.

-recombinacién entre los genes que codifican el ARN 16s y otros genes
distintos.

Hay un nimero sustancial de diferencias entre las secuencias de las estirpes
tipo de Rhizobium leguminosarum y la de Rhizobium etli. Early y col. (1995)
utilizaron enzimas de restriccién para diferenciar estas dos estirpes tipo, en una gran
muestra de rizobios de judfa, que también fueron caracterizados mediante la
electroforesis de otros genes cromosémicos. Encontraron que algunas estirpes que
tenfan una enzima tipo que las agrupaba con Rhizobium etli tenian su patrén de
secuenciacién de ARNr 16s como Rhizobium leguminosarum, y viceversa. Por esto,
diferencias en estas secuencias no necesariamente indican una divergencia en el
genoma.

-identidad entre especies.

El ARNr 16s es una molécula bastante conservada, y no puede ser usada para
la discriminacién de especies cercanas, ya que el nimero de secuencias idénticas entre
dichas especies suele ser bastante alto.

-heterogeneidad en especies.

En un principio las filogenias basadas en el ARNr 16s estuvieron basadas en su
mayoria en las estirpes tipo de cada especie. Conforme se acumulan datos sobre
secuencias, se detectan diferencias que no superan el 1% entre estirpes de la misma
especie, pero diferencias de igual magnitud son detectadas entre especies muy
cercanas.

-heterogeneidad en los genomas.

Aunque la mayoria de las bacterias tienen varias copias de los genes que



codifican el ARNr 16s, y estas copias tienen idénticas secuencias entre si,
ocasionalmente pueden encontrarse variaciones en las secuencias del ARNr 16s dentro
de un tinico aislado .

-fenotipos bacterianos, familias y filogenia.

Los rizobios han sido clasificados durante afios junto con las agrobacterias y
las filobacterias en la familia Rhizobiaceae, aunque est4 claro que esta familia, definida
por la interacci6n de estas bacterias con las plantas, no es natural. Las comparaciones
entre las secuencias de ADN indican que cada uno de los géneros de rizobios
reconocidos tiene una cercania relativa hacia familias tales como Rhodospirillaceae
(que es fotosintética) y Rickettsiaceae (patdgena). Todos estos organismos pertenecen
al subgrupo alfa de las Proteobacterias, pero las familias tradicionales basadas en
propiedades fenotipicas no estdn bien correlacionadas con las relaciones evolutivas
indicadas por las evidencias moleculares. Propiedades como la fotosintesis y la fijacién

de nitrégeno se han perdido, repetido o transferido entre linajes.
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II. OBJETIVOS
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II. OBJETIVOS

El cultivo de la soja es de gran importancia para Brasil, no solo por la
obtencidon de divisas relacionadas con la exportacién de semillas y derivados
industriales, sino también por el papel creciente que la soja viene ocupando como
suplementacién proteica del brasilefio.

Con una productividad media nacional de 2200 kilos por hectirea, la soja
acumula cerca de 180 kilos de nitrégeno por hectdrea; aproximadamente el 70%, son
localizados en las semillas, siendo retirados de la zona con la recoleccién.

En ausencia del proceso bioldgico, serian necesarios para conseguir estos
niveles de productividad cerca de 300 kilos de nitrégeno por hectdrea en forma de
fertilizantes nitrogenados, lo cual supone un coste prohibitivo para el agricultor.

Entre tanto, con el incremento de los niveles de productividad de la soja en el
pais, y con el establecimiento de una poblacién de estirpes de rizobto que no es la mds
eficiente de que se dispone hoy, pero que fue introducida con las primeras
inoculaciones, se vuelve necesario conducir nuevas lineas de investigacién, buscando
la manutencién, y, principalmente, la elevacién de los niveles de nitrégeno de las
plantas mediante la fijacién biolGgica .

Utilizdndose datos calculados por el sector EMBRAPA-Soja, con un 4rea
recolectada de 11.350.000 hectireas en la cosecha de 1993/94, y con una
productividad media de 2156 kilos por hectirea, y considerdindose que la
recomendacién actual para ese cultivo es el uso de inoculacién sin suplementacién de
cualquier fuente de fertilizante nitrogenado, se calcula que el pais economiza, hoy, mil
millones de ddlares con la inoculacién de a soja.

Consecuentemente es necesario desarrollar investigaciones basadas y aplicadas

tanto en el microsimbionte como en la planta hospedadora.

EL OBJETIVO PRINCIPAL de este trabajo consiste en:
1) Estudiar la biodiversidad de sinorrizobios de diferentes origenes de Brasil.
2) Clasificar los aislados en base a sus caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas

y moleculares.
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III. MATERIAL Y METODOS

A. Manipulaciones bacterianas

1. Bacterias utilizadas.

Las cepas de rizobios utilizadas en los diferentes experimentos se muestran en
la Tabla 3.

2. Medios, condiciones de cultivo y conservacion de las

estirpes.

2.1. Medio de TY (Beringer, 1974).

Triptona 58
Extracto de levadura 3g
Agua destilada cs.p. 11

Agitar hasta que los solutos se hayan disuelto. Ajustar el pH a 6,8 usando una
solucién de CIH (35%) o NaOH (2M). Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20
min. Afiadir 9 ml de CaCly 1M estéril por litro de medio.



Tabla 3. -Estirpes de bacterias utilizadas

Estirpe Otras denominaciones ~ Fuente o referencia

Sinorhizobium fredii

CCBAU TR15
USDA205 ATCC35423, LMG6217,
PRC205

Sinorhizobium meliloti

USDA 1002 ATCC9930, LMG6133,
3D0a2

Sinorhizobium saheli

ORS609 USDA4893

Sinorhizobium teranga

ORS1009 USDA48%4

Rhizobium leguminosarum bv. trifolii

USDA2145 ATCC14480, LMG8820,
3DIK22a

Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli

USDA2671 RCR3644

Bradyrhizobium japonicum

USDA6 ATCC10324,311b6,
RCR3425

Bradyrhizobium elkanii

USDA9%4

Bradyrhizobium spp. (Aeschynomene indica)

BTAIL USDA4362

Mesorhizobium huakuii

CCBAU2609 USDA4779

Mesorhizobium loti

NZP2213 ATCC33669, LMG6125,
USDA3471

Azorhizobium caulonodans
ORS571 USDA4892
Rhizobium tropici

ITACFN299 USDAS039, LMG9517

E. T. Wang
P. van Berkum

P. van Berkum

P. van Berkum

P. van Berkum

P. van Berkum

P. van Berkum

P. van Berkum

P. van Berkum

P. van Berkum

P. van Berkum

P. van Berkum

P. van Berkum

E. Martinez
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2.2. Medio de LB (Luria-Bertani) (Maniatis y col., 1982).

Trptona 10g
Extracto de levadura 5g
NaCl 10g
Agua destilada cs.p. 11

Agitar hasta que los soluto se hayan disuelto. Ajustar el pH a 6,8 usando una
solucién de CIH (35%) o NaOH (2M). Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20
min.

2.3. Medio de YM (Somaseragan y Hoben , 1994).

Manitol 10g
Extracto de levadura 04¢g
K7HPO4 05¢g
MgS0O4 02¢g
NaCl 01g
Agua destilada cs.p. 11l

Agitar hasta que los solutos se hayan disuelto. Ajustar el pH a 6,8 usando una
solucién de CIH (35%) o NaOH (2M). Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20
min.

2.4. Medio de TY tamponado (pH=8,9) (Costilow, 1981).

Trizma® base 0,05M 500 ml
CIH 0,1M 70 ml
Triptona S5g
Extracto de levadura 3g
Agua destilada csp. 11

Agitar hasta que los solutos se hayan disuelto. Ajustar el pH a 8,9 usando una
solucién de CIH (35%) o NaOH (2M). Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20
min. Afiadir 9 ml CaCly 1M estéril por litro de medio.
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2.5. Medio de TY tamponado (pH=4,0) (Costilow, 1981).

Aado cftrico 0. 1M 300 ml
Nap;HPO4 0.2M 192 ml
Tnptona 5g
Extracto de levadura 3g
Agua destilada csp. 1l

Agitar hasta que los solutos se hayan disuelto. Ajustar el pH a 4,0 usando una
solucién de CIH (35%) o NaOH (2M). Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20
min. Afiadir 9 ml de CaCly 1M estéril por litro de medio.

2.6. Medio de YM a una concentracién de 0,5M en CINa.

Manitol 10g
Extracto de levadura 04g
KoHPO4 05¢g
MgSO4 02¢g
NaCl 292¢g
Agua destilada csp. 11

Agitar hasta que los solutos se hayan disuelto. Ajustar el pH a 6,8 usando una solucién
de CIH (35%) o NaOH (2M). Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 min.

2.7. Medio de YM con una concentracién de 0,3M en NaCl.

Manitol 10g
Extracto de levadura 04g
KoHPO4 05¢g
MgSOy4 02¢g
NaCl 176¢g
Agua destilada cs.p. 11

Agitar hasta que los solutos se hayan disuelto. Ajustar el pH a 6,8 usando una
solucién de CIH (35%) o NaOH (2M). Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20

min.
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2.8. Medio de YM con una concentracién de 0,1M en CINa.

Manitol 10g
Extracto de levadura 04¢g
KoHPO4 05¢g
MgSO4 02¢g
NaCli 584 ¢
Agua destilada cs.p. 11

Agitar hasta que los solutos estén disueltos. Ajustar el pH a 6,8 usando una solucién
de CIH (35%) o NaOH (2M). Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 min.

2.9. Medio de TY a una concentracién de 0,5M en CiNa.

Trptona S5g
Extracto de levadura 3g
NacCl 292 ¢
Agua destilada csp 11

Agitar hasta que los solutos estén disueltos. Ajustar el pH a 6,8 usando una solucién
de CIH (35%) o NaOH (2M). Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 min. Adadir
9 ml de CaCl 1M estéril por litro de medio.

2.10. Mediode TY a una concentracion de 0,3M en CINa.

Triptona 5g
Extracto de levadura 3g
NaCl 176¢g
Agua destilada csp. 11

Agitar hasta que los solutos estén disueltos. Ajustar el pH a 6,8 usando una solucién
de CIH (35%) o NaOH (2M). Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 min. Aiiadir
9 ml de CaCL, 1M estéril por litro de medio.



2.11. Medio de TY a una concentracién de 0,1M en CINa.

Triptona

Extracto de levadura
NaCl

Agua destilada

58

3g
584 g

cs.p. 11
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Agitar hasta que los solutos estén disueltos. Ajustar el pH a 6,8 usando una solucién
de CIH (35%) o NaOH (2M). Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 min. Adadir

9 ml CaCly 1M estéril por litro de medio.

2.12. Medio de TY especial para el estudio de la produccién de

melanina.

Triptona

Extracto de levadura
Tirosina

CuSOy4

Agua destilada

5g

3g
12¢g

40 mg
csp. 11

Agitar hasta que los solutos estén disueltos. Ajustar el pH a 6,8 usando una solucién
de CIH (35%) o NaOH (2M). Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 min. Afiadir

9 ml de CaCl, IM estéril por litro de medio.

2.13. Medio definido de Brown y Dilwoth (Bergersen, 1980).

KHyPO4

KoHPO4

MgS0,4.7TH,0

CaCl,.2H,0

NaCl

Azul de bromotimol al 0,5%

Concentrado de micronutrientes
NH4Cl
Agua destilada

036¢g
1,40 g
0,25¢g
0,02g
0,20 g

Sml

1 ml
0,70 g

csp. 11
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Agitar hasta que los solutos estén disueltos. Ajustar el pH a 6,8 usando una solucién
de CIH (35%) o NaOH (2M). Repartir en matraces (120 ml c.u.) y afiadir agar a una
concentracién del 1,5%. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 min. Dejar enfriar
hasta temperatura de sobrefusién y afiadir el sustrato que se vaya a estudiar (fuente de
carbono a las concentraciones que se indican posteriormente) y 0,5 ml de una
"solucidn de vitaminas" (ver apartado 2.14).

Si la adicién del sustrato en estudio, acidifica o alcaliniza el medio, cambiari el
color verde del azul de bromotimol a amarillo (medio 4cido) o azul (medio basico), y
entonces sera necesario corregir el pH del medio afiadiendo CIH (35%), o NaOH (2M)
estéril.

Si el sustrato a estudiar fuesen las diferentes fuentes de nitr6geno, se utilizar4 el
mismo medio, pero sustituyendo el NH4Cl por glucosa (2,5 g/l).

Cuando se procedi a estudiar si los aminoécidos se utilizaron como fuentes de
carbono y nitr6geno, el medio no fue adicionado ni con glucosa ni con NH4Cl.

Si el sustrato en estudio es un metal pesado, el medio ird provisto de glucosa y
NH4ClL.

Tanto los azicares como los aminodcidos y metales pesados ensayados fueron
previamente disueltos en agua, y esterilizados por filtracién con membrana de nitrato
de celulosa de 0.22 um de didmetro de poro.

Las soluciones stocks u originales de las diferentes fuentes de carbono y

nitrégeno se prepararon como se indica a continuacién:

aziicares 375 mg/1,5ml H20 destilada
aminoacidos 75 mg/1,5ml H2O destilada

La concentracién final de las fuentes de carbono en placa fue de 3,125 mg/ml
de medio (0.31%), y de las fuentes de nitrégeno fue de 0,625 mg/ml de medio
(0,06%).

2.14. Solucién de vitaminas.

Tiamina 100 mg
Pantotenato célcico 200 mg
Biotina 0.1 mg
Agua destilada csp. 11

Agitar hasta que los solutos se hayan disuelto. Esterilizar por filtracién con membrana
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de nitrato de celulosa de 0.22 u de didmetro de poro. Guardar a 4°C y protegido de la

luz.

2.15. Solucién de micronutrientes.

FeCl3 6,60 mg
EDTA 0,15 mg
ZnS04.7H,0 0,16 mg
NapxMo04.7THpO 0,20 mg
BO3Hj3 0,25 mg
MnSO4.4H,0 0,20 mg
CuSo4.5H,0 0,02 mg
CoCly.6H;0 1 mg
Agua destilada cs.p. 11

La solucién se prepara a una concentracién 50x. Agitar hasta que los solutos se hayan

disuelto. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 min. Guardar a4°C.

2.16. Medios sé6lidos.

Para trabajar con medios sélidos, se preparard medio liquido de acuerdo con las
recetas dadas anteriormente, y antes de autoclavar se afiade agar a una concentracién de
15220 g/l, segiin tipo de agar utilizado.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 min. y verter en placas cuando el
medio esté a la temperatura de sobrefusién, agitando suavemente para conseguir una
buena distribucidn del agar en el medio.

Si se debe afiadir alguna solucién termosensible, hacerlo justamente cuando el
medio alcance la temperatura de sobrefusi6n.

Las placas deberian sacarse de la cdmara de 4°C de 1 a 2 horas antes de ser
usadas. Si las placas estdn frias, se humedecerdn al ser incubadas a 37°C, lo que
permitird a las colonias bacterianas extenderse a través de la superficie de la placa,
aumentando el riesgo de contaminacién cruzada. Este problema puede evitarse
limpiando cualquier condensacién de las tapaderas de las placas, y entonces incubando
las placas durante varias horas a 37°C, antes de usarlas, en posicién invertida.
Alternativamente, el liquido puede quitarse por agitacién de la tapadera en un idnico y
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enérgico movimiento. Para minimizar la posibilidad de contaminacién, mantener la
placa abierta en posicidén invertida mientras se elimina el liquido de la tapa. (Maniatis y
col., 1982).

3. Congelacidén de cepas.

Para congelar cepas crecidas en medio liquido, se afiaden a 900 pl de cultivo
bacteriano 100 pl de glicerol estéril. Agitar el cultivo para asegurar que el glicerol estd
convenientemente mezclado. Transferir el cultivo a un tubo etiquetado provisto de
tapon de rosca y junta hermética, y almacenar.

Congelar el cultivo en una solucién de etanol, hielo seco, o nitrégeno, y luego
poner el tubo a -80°C, para su conservacién.

Para recuperar la bacteria, tomar un inéculo de la superficie del cultivo con un
asa de platino estéril, e inmediatamente hacer una siembra en estrias en medio sélido
adecuado. Volver a guardar el congelado a -80°C (Maniatis y col., 1982).

Para congelar bacterias crecidas en medio sélido, recoger las bacterias crecidas
sobre la superficie de la placa de agar y ponerlas en un tubo estéril con 2 ml de medio
liquido; afiadir un volumen igual de glicerol al 30%. Agitar la mezcla para asegurar que
el glicerol esté completamente mezclado. Repartirlo en tubos con tapén de rosca y junta
hermética. Congelar a -80°C como se indica en el parrafo anterior.
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4. Antimicrobianos y productos quimicos afadidos a los

medios de cultivo.

4.1. Antibidticos.

Antimicrobianos Concentracién Concentraciones de
final (pg/ml) la solucién usada

cloranfenicol 10 34 mg/ml en etanol
20
40

eritromicina 50 50 mg/ml en H,O dest.
75
100

sulfato de gentamicina 10 25 mg/ml en H,O dest.
20
40

kanamicina 10 50 mg/ml en H,O dest.
20

rifampicina 5 15 mg/ml en metanol
10
20 _

sulfato de estreptomicina 50 200 mg/ml en H,O dest.
75
100

tetraciclina 10 20 mg/ml en etanol al 50%
20
40

Los antimicrobianos preparados en agua destilada, fueron esterilizados por

filtracién en membrana de nitrocelulosa con un didmetro de poro de 0,22 um. Todas

las soluciones de reserva se conservaron a -20°C hasta su uso.
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4.2. Metales pesados.

Se utilizaron los siguientes metales pesados a las concentraciones indicadas:

Metalespesados ~~ Concentracién final (mM)
cloruro de cadmio 0,5
1,0
2,0
cloruro de cobalto 0,5
1,0
2,0
cromato potasico 0,25
0,5
1,0
sulfato de niquel 0,5
1,0
2,0
acetato de plomo 2,5
5,0
10,0
sulfuro de selenio 5,0
10,0
20,0 .

Los metales pesados fueron esterilizados por filtracién en membrana de
nitrocelulosa con un didmetro de poro de 0,22 um. Las soluciones fueron conservadas

a 4°C hasta su utilizacién.

4.3. Indicadores.

El azul de bromotimol (3', 3"-dibromotimolsulfonftaleina) fue utilizado para
detectar cambios en el pH del medio, los cuales fueron corregidos con CIH (35%) o
NaOH (2M) estéril. Este indicador tiene un intervalo de viraje de pH de 5,8 a 7,6,
siendo de color azul si el pH es bisico, verde a pH neutro, y amarillo si el medio es
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4cido. Se prepara a una concentracién del 5%, afiadiéndose 5 ml de dicha solucién

por cada litro de medio.

El rojo congo es un indicador de absorcién, azul a pH=3, rojo a pH=5,2, que
se utilizé para detectar posibles contaminaciones, ya que las bacterias en estudio no lo
fijan, careciendo por tanto las colonias de este color. Se usé a una concentracién de
0,0025¢/1.

El bromuro de etidio (2,7-diamino-10-etil-9-fenil-bromuro fenantridinico) es
un  colorante fluorescente para la observacién de dcidos nucleicos usando

electroforesis en gel de agarosa.

4.4. Fuentes de carbono.
Se utilizaron los siguientes sustratos como fuentes de carbono:

caseina D-lactosa
D-celobiosa malato

citrato maltosa
dulcitol D-manitol

D (+) fucosa D (+) manosa
D (-) fructosa mioinositol

D (+) galactosa piruvato
gluconato D (+) rafinosa
D (+) glucosa a-ramnosa

D (+) glucosamina D (-) ribosa
L (-) glutdmico D-sorbitol
L-glutérico succinato
glicerol sacarosa

Todas las sustancias se solubilizan perfectamente en agua, salvo la caseina,

para la cual se utilizard una solucién de élcalis diluido.



4.5. Fuentes de nitrégeno.

Fuentes de nitrégeno
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. (sticas de solubilidad

adenina

L-alanina

alantoina
L-arginina
L-asparragina
L-cisteina
L-cistina

citosina

L-fenilalanina

L-glutamina
glicina

guanina

L-histidina

L isoleucina

L-leucina

L-lisina

dificil solubilidad en agua
soluble en hipoclorito sédico
soluble en icidos minerales
soluble en agua.

soluble en 4cidos minerales
insoluble en disolventes organicos

soluble en agua
soluble en agua
soluble en agua
soluble en agua
soluble en 4cidos minerales
soluble en agua alcalina

soluble en agua caliente

insoluble en disolventes organicos
soluble en 4cidos minerales
insoluble en disolventes organicos
soluble en agua

soluble en agua

soluble en lejia

dificil solubilidad en agua caliente
insoluble en disolventes organicos
soluble en 4cidos minerales
soluble en agua

soluble en 4cidos minerales
insoluble disolventes orgénicos
soluble en agua

soluble en dcidos minerales
insoluble en disolventes organicos
soluble en agua caliente

soluble en 4cidos minerales
insoluble en etanol y éter

soluble en agua

soluble en 4cidos minerales



Fuentes de nitrégeno

c isticas de solubilidad

L-metionina
L-prolina
L-serina

I-treonina

timina

L-tript6fano
L-tirosina

uracilo

D-valina

poco soluble en agua

soluble en agua

soluble en agua

soluble en 4cidos minerales
insoluble en disolventes organicos
soluble en agua

soluble en 4cidos minerales
insoluble en disolventes organicos
soluble en 4cidos minerales
soluble en 4lcalis

dificil solubilidad en agua

soluble en agua

soluble en agua

soluble en dcidos minerales
soluble en 4lcalis

dificil solubilidad en agua

soluble en agua

soluble en 4cidos minerales

insoluble en disolventes orgénicos

4.6. Fuentes de carbono y nitrégeno.

.

Como fuentes Gnicas de carbono y nitrégeno se utilizaron las que se relacionan

a continuacion:
alantoina
L-arginina
L-cisteina
L-glutamina

L-histidina
I-metionina

L-fenilalanina

L-serina
L-triptéfano
L-valina

Las caracteristicas de solubilidad han sido descritas en el apartado anterior.
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B. Ensayos y procedimientos realizados

1. Aislamiento de microorganismos de crecimiento rapido a

partir de nédulos de soja obtenidos de suelos brasilefios.

Las localizaciones de los 22 campos usados en este estudio se muestran en las
Figuras 4y 5.

Los sitios incluyen zonas inalteradas cubiertas con vegetacion nativa y campos
tradicionalmente cultivados con soja, como se describe en la Tabla 4.

Las muestras de suelo fueron recogidas a la profundidad de 0 a 20 cm, segiin
métodos estandarizados (Andrade y Hahakawa, 1994) y las caracteristicas quimicas se
muestran en la Tabla 5.

Como plantas trampa se utilizaron las semillas de los siguientes genotipos de

soja:
pickett 71 PI8B788
peking P190763
PI 245331 BR-16
PI 437654

Todos los genotipos son capaces de nodular con S. fredii (Chueire y Hungria,
1997), y todas, excepto la ultima, que es un cultivo moderno (mejorado), son
genotipos no cultivados (que no se utilizaron para la siembra).

Las semillas suministradas por el banco de germoplasma de Embrapa-Soja
fueron esterilizadas (Andrade y Hamakawa, 1994) y pregerminadas durante dos dias.

Cada planta del semillero fue inoculada con 500 pl de suelo diluido (10 g de
suelo mezclado con 95 ml de NaCl al 0.85%, agitado en tarros de cristal durante 30
min.), por triplicado, y se permitié que crecieran en tarros de cristal conteniendo un
papel de filtro y una solucidn nutritiva estéril para plantas, libre de nitrégcno (Andrade
y Hamakawa, 1994).
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TABLA 4. Localizacién y tipos de cultivo en los suelos utilizados para el aislamiento de

sinorrizobios.

Suelo Regién Estado Tipo de suelo

1 Ponta Grossa  Parani (PR) Cultivo convencional y soja como cultivo de
verano durante mas de cinco afios.

2 Ponta Grossa PR Previamente - cultivado con soja, pero ahora
cultivado con judias (Phaseolus vulgaris) bajo
métodos no tradicionales durante los dltimos tres
afios.

3 Ponta Grossa PR Suclos inaltcrados con bosqucs subtropicales
nativos.

4 Castro PR Sistema no convencional y soja como cultivo
dc verano durante mds de cinco afios.

5 Castro PR igual que el suelo 1.

6 Londrina PR igual que el suelo 4.

7 Londrina PR igual que el suelo 1. ,

8 Passo Fundo  Rio Grande do Sul Suelo inalterado cubierto con boques

(RS) subtropicales nativos.
9 Passo Fundo RS Suelos inalterados cubiertos con hierbas nativas.
10 Planaltina Distrito Federal Suelos inalterados cubiertos con vegetacién de
(DF) Cerrado (un tipo de suelo de sabana ).

11 Planaltina DF Suelos inalterados cubiertos con vegetacion de
Cerrago (mayor densidad de drboles que el

12 Planaltina DF Tgual que el suelo 10.

13 Manaus Amazonas (AM) Suelos inalterados cubiertos con  bosques
tropicales nativos.

14 Manaus AM Tgual que el suelo 13.

15 Campinarama AM Igual que el suelo 13.

16 Campinarama AM Igual que el suelo 13.

17 Itutinga Minas Gerais (MG) Suelos inalterados cubiertos con vegetacién
nativa.

18 Itutinga MG Igual que el suelo 17.

19 Lavras MG Igual que el suelo 17

20 Goifnia Goias (GO) Igual que el suelo 10.

21 Goiania GO Igual que el suelo 10.

22 Londrina PR Igual que el suelo 4.




TABLA 5. Propiedades quimicas de los suelos

Suelo pH N Al K Ca Mg H+Al A BS’ C P
en
CaCl,
(%) —————— (cmol, dm™) % (%) (mgdm™)

1 4,52 0,10 030 030 529 243 6,29 3,60 56,04 224 7,0
2 460 0,12 0,08 0,28 237 1,65 6,39 1,83 40,22 1,22 3,6
3 447 0,26 0,23 020 1,81 1,35 6,78 6,40 56,04 2,75 20,3
4 50 0,15 0,00 038 339 1,72 450 0,00 5495 345 144
5 492 0,15 0,00 0,25 839 338 555 0,00 6841 1,94 3,4
6 4,70 0,15 0,01 0,32 4,09 1,50 5,03 _ 0,17 54,02 2,46 7.5
7 464 0,14 0,00 0,85 571 1,79 464 0,00 68,28 1,67 12,8
8 4,15 0,54 055 050 7,05 2,17 11,0 535 46,91 487 239
9 452 0,14 0,28 0,13 327 2,09 668 485 4511 2,64 2,7
10 400 0,13 087 008 0,07 0,08 799 79,09 2,80 1,95 0,6
11 385 0,18 09 0,16 0,22 032 11,25 56,25 5,86 2,62 1,1
12 3,87 0,16 083 0,08 002 0,08 835 83,01 2,1 2,42 0,6
13 3,61 0,69 1,18 0,05 0,00 0,04 625 9291 142 1,29 2,0
14 3,58 0,07 1,34 0,03 0,00 0,04 6,11 95,03 1,13 1,40 1,1
15 393 0,08 088 0,02 000 000 471 97,77 0.42 0.69 0,6
16 3,04 0,04 1,53 0,01 0,02 0,00 644 98,07 046 0,73 1,3
17 455 037 0,15 033 437 1,60 6,68 232 4854 440 2,1
18 432 0,18 0,28 0,16 0,05 0,00 6,83 57,14 2,96 2,59 0,8
19 3,72 0,27 095 0,17 0,05 0,00 10,29 81,19 2,09 3,05 1,7
20 4,07 0,13 041 0,11 032 0,28 567 36,60 11,13 1,46 0,6
21 436 026 0,22 0,28 232 1,06 6,63 5,67 3557 274 0,9
22 475 0,18 0,08 0,60 474 205 6,22 1,08 54,30 1,52 30,3

* Al (%) = (Al/ Al + K + Ca + Mg).100.

® Saturacién base = [K + Ca + Mg/ T__1.100, donde T, = K + Ca + Mg + acidez total a

pH 7,0 (H + Al).
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Después de cuatro semanas, todos los nédulos fueron recogidos y se aislaron
las estirpes de rizobios utilizando métodos microbiol6gicos estdndares (Somasegaran y
Hoben, 1994). Se aseguré la pureza de los cultivos mediante siembras en estrias
repetitivas de la bacteria en medio YM analizdndose la morfologfa tinica de las
colonias, absorcién de rojo congo, y el comportamiento frente a la tincién de Gram.

Las bacterias, mostrando un crecimiento répido (crecen tras dos o tres dias
después de la inoculacién) y una reaccién 4cida en medio YM conteniendo 25 pg/ml de
azul de bromotimol, fueron reinoculadas en cultivos de soja del genotipo BR-16 y en
los genotipos de los huéspedes no cultivados, para confirmar que nodulan en soja y
que lo hacen eficazmente. Las estirpes aisladas de los nédulos de BR-16 fueron
reinoculadas en el genotipo Peking. Las bacterias seleccionadas se mantuvieron en
cultivos congelados, y en placas a 4°C para su uso rutinario.

1.1. Estudio de la morfologia de las colonias.

Para la evaluacién de éste y otros pardmetros, se preparé un inéculo en medio
YM, con pH inicial ajustado a 6,8 y se permiti6 el crecimiento durante cuatro dias, a
28°C, con oscuridad y agitacién (190 r.p.m.). La morfologia de las colonias (color,
mucosidad, transparencia, didmetro, forma, bordes, elevacién) fue evaluada mediante
una siembra en estrias del inéculo inicial en medio YMA, incubando en la oscuridad a
28°C durante 3, 5y 7 dias.

1.2. Estudio del tiempo de replicacién.

100 pl del inéeulo inicial fueron transferidos a tubos conteniendo 5 ml de
medio YM o medio TY por triplicado.

Se dejaron crecer las bacterias a 28°C, con agitacién (190 r.p.m.), en la
oscuridad, durante siete dfas. El crecimiento fue evaluado mediante la lectura de la
densidad 6ptica en espectrofotémetro (Milton Roy Company, Spectronic 20 D), a una
longitud de onda de 600 nm, para lo cual se utilizaron valores de absorbancias. El
mimero de células viables fue comprobado mediante la siembra de alicuotas de 100 ul



de diluciones seriadas (diluciones desde 0,1 a 0,0001) en placas conteniendo medio
YMA o TYA. Las diluciones se hicieron de las siguiente forma: 100 ul del inéculo
inicial fueron mezclados con 900 pl de solucién salina, obteniéndose asi la primera
dilucién (0.1); para la segunda dilucién se tomaron 100 pl de la primera y se
adicionaron con 900 ul de solucién salina; las dema4s diluciones se hicieron de forma

andloga.

1.3. Estudio de la acidificacion del medio YM.

100 pl del inéculo inicial fueron transferidos a tubos conteniendo 5 ml de
medio YM con un pH inicial ajustado a 7,0. El pH final fue medido con ayuda del pH-
metro  (micropH 2001 de Crison), tras cuatro dias de crecimiento en oscuridad a
28°C.

Igualmente, 100 ul del inéculo inicial fueron extendidos en placas de medio
YMA, que contenian 25 pg/ml de azul de bromotimol y pH inicial de 7,0. La reaccién

4cida fue verificada de acuerdo al color amarillo producido.

1.4. Estudio de la tolerancia a la acidez y alcalinidad.

Para la tolerancia a la acidez y/o alcalinidad se realizé el estudio mediante dos

procedimientos diferentes:

a) 100 pl del in6culo inicial fueron transferidos a tubos con 5 ml de medio TY, y tubos
con 5 ml de YM, con el pH previamente ajustado a 4,0; 5,0; 6,5 y 9,5. Los cultivos se
mantuvieron con agitacién (190 r.p.m.) a 28°C durante 7 dias.

b) 100 pl del inéculo inicial fueron transferidos a tubos con 5 ml de medio TY
tamponado a pH 4,0 o0 8,9, incub4ndose a 28°C, con agitacién (190 r.p.m.) durante 7
dias.

Se realiz6 una medida del pH final del cultivo después de los siete dias de
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incubacién.
Los controles se realizaron sembrando las bacterias en medio TY, a pH 6,8, e
incubando en las condiciones citadas. Todos los experimentos se realizaron por

triplicado.

1.5. Tolerancia a la salinidad y a temperaturas altas.

La tolerancia a la salinidad fue verificada en tubos con 5 ml de medio TY y en
tubos con 5 ml de medio YM, estando el pH inicialmente ajustado a 6,8, y
concentraciones finales de NaCl de 0,1M, 0,3M y 0,5M. Como control se utiliz6 el
crecimiento de las bacterias en medio YM o medio TY a pH 6,8. Los experimentos se
realizaron por triplicado.

Para estudiar la tolerancia a temperaturas altas se realizé una siembra en estrias
de cada estirpe, por triplicado, en placas de medio TYA ¢ YMA, y se dejaron crecer a
28°C (control), 37°C y 40°C durante siete dias.

1.6. Estudio del crecimiento en LB y sintesis de melanina.

Al ensayar el crecimiento en LB, se utiliz6 dicho medio para la siembra en
estrias de cada estirpe. La siembra se realizé por triplicado, y la incubacién fue
realizada a 28°C durante siete dias.

La sintesis de melanina fue evaluada segin el método de Rodriguez-Navarro y
col., (1996), sembrando por triplicado en placas de medio TYA para melanina con el
pH ajustado a 6,8. Se afiadi6 un suplemento de tirosina ya que ésta induce la sintesis
de melanina.

Tras cinco dias de incubacién a 28°C, se leyeron los resultados, y las placas

fueron entonces lisadas tal como describe Cubo y col., (1988).



1.7. Estudio de la utilizacion de fuentes de carbono y

nitrégeno.

Para estos ensayos fue utilizado el medio definido de Brown y Dilworth, con
pH ajustado a 6,8. El azul de bromotimol permitié detectar reacciones 4cidas o bésicas
debidas al metabolismo de la bacteria.

Se afiadieron 500 pl del inéculo inicial a cada pocillo de una placa microtiter,
y se procedié a la inoculacién con un replicador.

Como controles se usaron tres medios : YMA, TYA y medio definido provisto
de 10 g/l de manitol y 0,7 g/l de cloruro aménico.

El crecimiento fue leido tras 5 y 7 dias de incubacién en oscuridad a 28°C.

1.8. Estudio de la resistencia intrinseca a antibidticos y

metales pesados.

La resistecia intrinseca a los antibidticos fue evaluada en medio YM, con pH
6,8 y los antibidticos nombrados en la seccién correspondiente, los cuales fueron
afladidos al medio YM esterilizado. |

Las placas contenfan 20 ml de medio, y la inoculacién y condiciones de
crecimiento se describieron en el apartado 8 de métodos.

El control consistié en la inoculacién de la bacteria en el medio sin antibiéticos,
siendo considerada una estirpe como tolerante cuando el crecimiento fue al menos del
50% con respecto al control.

La resistencia intrinseca a los metales pesados fue evaluada utilizando el medio
definido de Brown y Dilwoth; la inoculacién, condiciones de crecimiento, controles

para crecimiento positivo y evaluaciones, se hicieron como se describe anteriormente.
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1.9. Anadlisis genético con los cebadores especificos ERIC y
REP utilizando la técnica de PCR.

El ADN de las bacterias fue extraido de acuerdo con métodos microbiolégicos
estandares. Para la huella de ADN con cebadores ERIC y REP (a la concentracién de
50 pm/ pl) se siguié la metodologia de de Bruijn (1992 ). Los cebadores utilizados

fueron:

REP IR-1 [3' -CGGICTACIGCIGCHII- 5']

REP 2-1 [5' -ICGICTTATCIGGCCTAC- 3']

ERICIR [3' -CACTTAGGGGTCCTCGAATGTA- 5']
ERIC2 [5' -AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG- 3']

Los ciclos se modificaron de acuerdo con el protocolo del laboratorio del Dr.
de Bruijn, y el andlisis fue realizado en un termociclador MJ Research Inc. 100.

Para REP 1R-1 y REP2-1, los ciclos fueron como sigue:
* 1 ciclo a 95°C durante 6 min.
* 35 ciclos a 94°C durante 1 min, 45°C durante | min. y 65°C durante 8 min.
* 1 ciclo a 65°C durante 16 min.
* varios minutos a 4°C
Para ERIC 1R y ERIC 2, los ciclos fueron como sigue:
* 1 ciclo a 95°C durante 7 min.
* 35 ciclos a 94°C durante 1 min, 52°C durante 1 min. y 65°C durante 8 min.
*1 ciclo a 68°C durante 16 min.
* varios minutos a 4°C
Después de la separacién de los fragmentos amplificados por electroforesis en
gel de agarosa al 1.5%, la presencia o ausencia de bandas fue utilizada para el anilisis

de grupos utilizando el coeficiente Jaccard, como se describié en el apartado anterior.



2. Grupos de andlisis para taxonomia numérica.

Para la primera matriz fenotipica, fueron considerados 19 pardmetros:
1. Tipo de cultivo previo en el 4rea de aislamiento.
no cultivada antes con soja (0)
cultivada (1)
2. Planta huésped
cultivo moderno (0)
genotipo no mejorado (1)
3. Color de la colonia
blanco (0)
crema o ligeramente crema (1)
4. Mucosidad de la colonia
baja (1a2)(0)
moderada y alta (3 a5) (1)
5. Tipo de mucosidad de la colonia
suave (hasta 1) (0)
gomosa (2a3)(1)
6. Transparencia de la colonia
transparente o transhicida (0)
opaca (1)
7. Didmetro de las colonias
?<1.0 mm (0)
@>1 mm (1)
8. Tiempo de generacién del cultivo
rapido (205-225 min.) (0)
mads rdpido (130-165 min.) (1)
muy rdpido (85-115 min.) (1)
9. Crecimiento en medio TY e YM con pH=4,0
no (0)
si(1)
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10. Crecimiento en medio TY e YM con pH=9,5

no (0)

si(1)

11. Crecimiento en medio YM tamponado con pH=4,0

no (0)

si (1)

12. Crecimiento en medio YM tamponado con pH=8,9

no (0)

si (1)

13. Acidificacién de medio YM
pH final>6,1 (0)
pH final<6,1 (1)

14. Acidificacién de medio YM
pH final>5,0 (0)
pH final<5,0 (1)

15. Acidificacién de medio YMA
nivelesOy 1 (0)
nveles2a4 (1)

16. Tolerancia a la presencia de NaCl 0,5M
no (0)
si (1)

17. Crecimiento a 40°C
no (0)
si (1)

18. Crecimiento en medio LB
no (0)
si (1)

19. Sintesis de melanina

no (0)

st (1)

En relacién con las fuentes de carbono y nitrégeno, sélo se consideraron
aquellas a las que las cepas dieron diferentes usos. De las 26 fuentes de carbono
probadas, 17 fueron consideradas como 1 si el crecimiento era mayor o igual a 0,5 (las
fuentes no consideradas fueron: citrato, dulcitol, glucosamina, glucosa, glutamico,
manitol, manosa, succinato y sacarosa).

Todas las fuentes de nitrégeno probadas (25), excepto la glicina, fueron

consideradas como 1 cuando el crecimiento fue mayor que 1, y O cuando era menor o



igual que 1. Ninguno de los 11 componentes probados como fuentes de carbono y
nitrégeno fue computado para los grupos de anlisis. Por ello para la matriz de
carbono y nitrégeno se consideraron 41 pardmetros.

Para la matriz de antibi6ticos se consideraron tres niveles de concentracién de
siete antibiticos excepto para la kanamicina, que sélo se consideré una
concentracién de 10 ug/ml.

Finalmente, para los metales pesados, los datos considerados fueron relativos a
los tres niveles de concentracién de metales pesados para cadmio, cobalto y selenio, y
dos niveles para el cromo, obteniéndose un total de 11 pardmetros.

Los dendogramas fueron construidos utilizando el método de UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean ) y el coeficiente Jaccard (J)
con el programa de estadisticas NTSYS (Numerical Taxonomic and Multivariate
Analysis System, version 1.80, Applied Biostatistics, New York).

3. Extraccion y purificacion de ADN total.

El ADN genémico total de las especies de Rhizobium se obtuvo por lisis con
SDS/pronasa (Sigma), seguida de sucesivas purificaciones con fenol,
fenol/cloroformo y cloroformo, precipitacién con etanol del 96% y lavado con etanol
del 70%, tal y como se describe en Maniatis y col. (1982).

4. Electroforesis en geles de agarosa.

El ADN plasmidico, total o digerido fue analizado en geles horizontales de
agarosa sumergidos en tampén TBE 0,5x (Tris-base 90mM, Acido Bérico 90mM,
Na2-EDTA 2mM) y preparados a una concentracién entre 0,8 y 1% de agarosa, tal
como indican Maniatis y col. (1982), con la salvedad de que el bromuro de etidio se
incorpor6 directamente al gel, a una concentracién de 0,5 pg/ml. Como tampén de
carga se emple6 azul de bromofenol al 0,15% en glicerol 50% y TBE 5x 5%.

Las bandas presentes en los geles se observaron en un transiluminador de luz
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UV a una longitud de onda de 300 nm, fotografidndose con pelicula Kodak TMAX
400 ASA y filtro Wratten N°23 A de la misma marca.

Los pesos moleculares de los fragmentos de restriccién de ADN plasmidico se
estimaron por interpolacién de la recta log (peso molecular) frente a movilidad relativa
de los fragmentos de ADN del fago lambda (Boehringer-Mannheim, Alemania)
digerido con la endonucleasa de restriccién HindlIl (bandas de 23,13; 9,42; 6,56;
436; 2,32; 2,03 y 0,56 kb) o bien con las endonucleasas EcoRI y Hindlll
simultineamente (bandas de 21,23; 5,15; 4,97; 4,27; 3,53; 2,03; 1,90; 1,58; 1,38;
0,95; 0,83 y 0,56 kb).



IV. RESULTADOS

1. Aislamiento de variedades de microorganismos de crecimiento répido aislados
de nédulos de soja obtenidos de suelos brasilefios

1.1. Morfologia de las colonias
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IV. RESULTADOS

1. Aislamiento de microorganismos de crecimiento rapido a

partir de nédulos de soja obtenidos de suelos brasilefios.

Los suelos brasilefios son muy 4cidos, frecuentemente saturados con aluminio
y con bajo contenido en nitrégeno y fésforo como muestra la Tabla 5. Se observé una
alta saturacién de aluminio (superior al 50%) en diez suelos, y un nivel mayor de
nitrégeno en algunos suelos no labrados y cubiertos con vegetacién nativa (por
ejemplo los suelos 8 y 13). Los anilisis de los suelos se llevaron a cabo en el
laboratorio de suelo de EMBRAPA-Brasil.

La inoculacién de seis genotipos de soja no mejorados, y uno mejorado, con
las 22 muestras, permitié el aislamiento de 196 rizobios, siendo 30 de ellos
caracterizados por crecimiento rdpido y una reaccién 4cida en medio YMA (Tabla 6).
Las cepas de crecimiento rdpido se encontraron en 12 de los 22 suelos analizados,
incluyendo zonas desde Amazonia a Rio Grande do Sul. La mayoria de los aislados
(63%) procedian de suelos cultivados, representando el 17% de la poblacién inicial de
rizobios.

Cuando se aisl6 de zonas inalteradas cubiertas con vegetacion nativa, las cepas
de crecimiento rdpido representaron el 24% de la poblacién (Tabla 6). La planta
trampa huésped para cada aislado se muestra en la Tabla 7, siendo el 8% de las cepas
atrapadas por genotipos no mejorados; consecuentemente, estos genotipos fueron tan
efectivos como los cultivos mejorados para atrapar sinorrizobios. De todas formas,
dentro de los genotipos primitivos, Pickett-71 y PI-437654 han atrapado 9 y 5 aislados
respectivamente, y BR-16 atrap6 5 aislados, mas que los otros cuatro genotipos
primitivos usados en este estudio, incluyendo Peking (Tabla 7). La reinoculacién
confirm$ que los 30 aislados fueron capaces de formar nédulos fijadores de nitrégeno

efectivos, tanto con genotipos modernos como con genotipos primitivos.



TABLA 6. Niimero de estirpes de rizobios de crecimiento lento y rdpido aisladas de
nédulos de seis genotipos de soja primitivos, y uno mejorado genéticamente, inoculados

con 22 suelos brasilefios.

Suelo” Rapido Lento Suelo’ Rapido Lento
1 7 12 12 0 5
2 1 7 13 0 5
3 2 6 14 0 0
4 3 8 15 3 12
5 1 19 16 0 0
6 2 17 17 0 7
7 0 18 18 0 0
8 3 2 19 0 0
9 1 8 20 0 2
10 1 0 21 0 0
11 1 6 22 5 32

* Equivale a la misma numeracién de los suelos de la Tabla 2.



TABLA 7. Suelos de origen y genotipo de la planta trampa utilizada para el aislamiento

de las 30 estirpes de sinorrizobios empleados en este estudio.

Estirpe Genotipo  Estirpe Suelo” Genotipo
de soja de soja

1 PI90763 16 6 Pickett-71

2 Peking 17 8 P1437654

3 Peking 18 8 PI88788

4 Peking 19 8 BR-16

5 Pickett-71 20 9 P1437654

6 Pickett-71 21 10 BR-16

7 Pickett-71 22 11 P190763

8 PI245331 23 15 P1437654

9 Pickett-71 24 15 P1437654

10 PI88788 25 15 PI90763

11 Peking 26 22 BR-16

12 Pickett-71 27 22 BR-16

13 Pickett-71 28 22 BR-16

14 PI437654 29 22 Pickett-71

15 PI88788 30 22 Pickett-71

“ Equivale a la misma numeracién de suelos de la Tabla 2.



1.1. Morfologia de las colonias.

Las diferencias entre las estirpes de rizobios se establecieron segin los
siguientes pardmetros morfoldgicos:
1) E1 73% de las estirpes de rizobios, presentaron en sus colonias una alta produccién
de mucosidad (nivel 3).
2) E1 67% de las estirpes de rizobios tenian colonias pequeiias con un didmetro menor
oigual a 1 mm.
3) El1 73% de las estirpes de rizobios presentaron sus colonias de color blanco.

4) El 43% de las estirpes de rizobios presentan colonias opacas.

Todos estos datos se sumarizan en la Tabla 8.
De todas formas no existe relacién entre los datos morfolégicos, el método de
agricultura, o el lugar de aislamiento (Tabla 4), o con algunas de las caracteristicas

quimicas del suelo (Tabla 5).

1.2. Tiempo de generacion de las diferentes estirpes.

Las 30 estirpes estudiadas pueden considerarse de crecimiento rdpido, ya que el
tiempo de generacién es menor a seis horas, pero pueden dividirse en tres grupos:
1. Velocidad de crecimiento lenta en medio YM: estirpes 8, 11 y 16. Tiempo de
generacién de 205a 235 min.
2. Velocidad de crecimiento intermedia en medio YM: estirpes 26 a 30. Tiempo de
generacién de 130 a 165 min. Tienen forma pequefia (menos de 1 mm). Colonias
blancas y opacas. Fueron aisladas de 4reas tradicionalmente cultivadas con soja, del
Estado de Parand .
3. Velocidad de crecimiento muy rapida en medio YM: la presentan el 73% de las
estirpes. Tiempo de generacién de 85 a 115 min. Caracteristicas morfoldgicas mixtas.
El tiempo de generacién fue mayor en medio TY (dato no mostrado) que en el
medio YM.



TABLA 8. Caracteristicas morfolégicas y tiempo de generacién de los 30 estirpes de

sinorrizobios brasilefios estudiados.

Estirpe Colorde la Mucosidad’ Transparencia Diametro Tiempo de
colonia de la colonia de la replicacion
colonia
cantidad tipo (mm) (min)

1 blanco 5 1 translucida 2 95
2 blanco 5 1 translucida 2 105
3 blanco 3 2 opaca 1 110
4 blanco 5 1 translucida 1 115
5 blanco 5 2 transparente 2 90
6 Cremoso 3 1 transparente 1 100
7 blanco 5 1 translucida 2 105
8 blanco 3 3 opaca d 205
9 Cremoso 2 2 opaca d 9%
10 crema 2 2 opaca 1 95
11 blanco 2 3 opaca d 240
12 Cremoso 5 1 translucida 1 110
13 cremoso 3 1 transparente 1 85
14 blanco 5 1 translucida 2 85
15 blanco 5 2 opaca 2 85
16 blanco 2 3 opaca <d 225
17 crema 5 1 translucida 1 85
18 blanca 4 1 translucida 1 95
19 Cremoso 4 1 translucida 2 105
20 blanca 5 1 transparente 2 95
21 blanca 4 1 transparente 1 100
22 blanca 3 1 translucida d 100
23 crema 3 2 translucida 1 90
24 blanca 3 2 opaca 2 85
25 blanca 5 1 transparente 2 105
26 blanca 2 1 opaca <1 165
27 blanca 2 1 opaca <1 155
28 blanca 2 1 opaca < 170
29 blanca 2 3 opaca d 160
30 blanca 3 3 opaca <1 130-

® Todas las estirpes muestran colonias con forma circular, margen liso y elevacién

convexa.

? La escala considerada para el estudio de la mucosidad fue: cantidad de 1 (seco) a 5
(muy gomoso) y_tipo de 1 (liquido y suave) a 3 (s6lido y pegajoso).



62

1.3. Acidificacion del medio YM.

Las cepas pudieron ser agrupadas en cuatro clases segin la acidificacién del
medio YM con un pH inicial de 7,0:
1. Cuatro estirpes, todas aisladas de 4reas previamente inoculadas y cultivadas con
soja, acidificaron un poco el medio después de cuatro dias de crecimiento, mostrando
un pH final entre 6,7 y 6,9.
2. Siete estirpes, seis de dreas cultivadas, mostraron un rango de pH final desde 6,1 a
6.,6.
3. Un grupo mayor, de 13 aislados de zonas cultivadas y zonas sin laboreo
acidificaron el medio, con un pH final entre 5,0 y 6,1.
4. Seis estirpes, cinco aisladas de suelos sin laboreo, produjeron una reaccién muy
dcida, con un rango de pH final entre 3,7 y 4,4 (Tabla 9).

Las tres estirpes caracterizadas por un tiempo de generacién més lento (8, 11 y
16) estuvieron dentro del grupo menos acidificante. De todas formas, para las otras
variedades, la reaccién 4cida no estuvo relacionada con el tiempo de generacién,
mucosidad o con algin otro pardmetro morfoldgico evaluado en este estudio.

En general, la reaccién 4cida en medio YMA fue similar a la obtenida en medio
YM (Tabla 9), y las pequeiias diferencias pudieron ser atribuidas a las difusién del
acido en el agar.

En medio YM con rojo congo los acidificadores fuertes pudieron absorber el

colorante después de varios dias.

1.4. Tolerancia a la acidez y alcalinidad.

Todas las bacterias crecieron en medio TY e YM con pH 5,0 y 6,5 (dato no
mostrado), pero se detectaron diferencias a pH 4,0 y 9,5, con respuestas parecidas en
medio TY e YM (Tabla 9).

Aunque las bacterias han sido aisladas de suelos 4cidos, algunos de ellos con
pH de 4,0 o menos (estirpes 21, 22, 23, 24 y 25), el mimero de estirpes capaces de



TABLA 9. Tolerancia de las 30 estirpes de sinorrizobios brasilefios a la acidez y
alcalinidad en los medios TY, YM y TY tamponado. Valoraciones en el pH final tras
cuatro dias de incubacién en los medios YM e YMA, con el pH inicialmente ajustado a
6,8.

Estirpe Medios TY/YM Medio TY Reaccién pH final en
tamponado dcida en medio YM
YMA
4,0 9,5 4,0 8,9
1 K + - + 2P 6,31
2 + + - + 2 6,08
3 - - - + 3 5,55
4 - - + 3 5,66
5 - - + 4 3,97
6 - - + 3 6,17
7 + - + 3 5,79
8 - - - - 0 6,91
9 + - - 3 5,30
10 + + - 3 553
11 - - - - 0 6,73
12 + - - - 2 6,22
13 + - - + 2 6,00
14 + - + 2 6,01
15 - - + 2 5,99
16 - - - - 0 6,72
17 + + + + 4 392
18 - - - + 3 5,74
19 - + - + 4 4,14
20 - + - + 3 6.06
21 + + + + 4 3,73
22 - + - + 3 3,76
23 + + - + 2 438
24 - + - + 2 6,48
25 . + - + 4 5,93
26 - - - - 1 6,59
27 - - - - 0 6,7
28 - + - + 2 5,86
29 - - - - 1 6,50
30 - + - + 1 6,44

* Ausencia de crecimiento (-) y presencia de crecimiento (+).
® Escala desde la ausencia de cambios en el pH (0) a acidificacién fuerte (4).
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crecer a pH 4,0 (11 estirpes) fue menor que aquellas que toleraban el pH 9,5 (18
estirpes), y siete aislados fueron capaces de crecer a ambos pH.

La tolerancia a la acidez no estuvo tampoco relacionada con el pH del suelo del
que las bacterias fueron aisladas, por ejemplo, sélo dos de las cinco estirpes citadas
arriba (21 y 23) fueron tolerantes al 4cido.

Ninguna de las cuatro estirpes pertenecientes al grupo de pH final 6,7-6,9 en
medio YM, fueron capaces de crecer a pH 4,0. En los grupos de acidificacién 2, 3 y 4
se verificé un incremento de la tolerancia a pH 4,0, caracterizdndose el 28%, 46% y
50% de las estirpes respectivamente.

Cinco de las estirpes tolerantes al 4cido se aislaron de zonas de no laboreo,
representando el 45% de los aislados de estas 4reas; en suelos cultivados representan el
32% de las estirpes.

Para confirmar el alto nimero de estirpes tolerantes a la alcalinidad, se realizé
una prueba con medio tamponado. Tras este estudio se observé 23 estirpes pueden
crecer a pH 8,9 mientras que sélo dos cepas, 17 y 21, ambas de lugares nunca
cultivados con soja, mostraron crecimiento en medio tamponado con pH 4,0 (Tabla

9).

1.5. Tolerancia a la salinidad y temperaturas altas.

Dieciocho estirpes fueron tolerantes a NaCl 0.5M y todas mostraron al menos
un débil crecimiento a 37°C (Tabla 10).

Tres estirpes, 11, 15 y 18, no pudieron crecer a 40°C, asi como tampoco
toleraron altos niveles de salinidad.

Esas tres estirpes, y otras cuatro (26, 27, 29 y 30) fueron aisladas de regiones
subtropicales mas frias, en el Estado de Parand y Rio Grande do Sul.

De todas formas, habia variedades aisladas de esos dos estados (como las del 1
al 10, 17, 19y 20) que podian crecer a 40°C, por lo que la tolerancia a la temperatura
no est4 relacionada con el clima que hay en las zonas de procedencia de las bacterias.
La tolerancia a las altas temperaturas tampoco estaba relacionada con la produccién de
mucosidad.

Las siete estirpes identificadas como capaces de crecer en medio TY ¢ YM con
pH=4,0y9,5(2,7, 10, 14, 17, 21 y 23) fueron también tolerantes a la salinidad y a
las altas temperaturas.



TABLA 10. Tolerancia a la salinidad y altas temperaturas, crecimiento en medio LB y

sintesis de melanina por las 30 estirpes de sinorrizobios brasilefios aislados.

Estirpe NaCl (M) Temperatura (°C) Medio Sintesis de
LB melanina
0.1 03 0.5 37 40
1 +° + + + + + i
2 + + + + + + +++
3 + + + + + + ++
4 + + + + + + -
5 + - - + + - +++
6 + + + + + a
7 + + + + + ++
8 + - - + + - -
9 + + + + +
10 + + + + +
11 + - - d - - -
12 + + + + + + a
13 + + + + + + -
14 + + + + + + +4++
15 + + - d - + ++
16 + - - + - -
17 + + + + + a
18 + - - d - - -
19 + - - + + + +
20 + + + + + -
21 + + + + + +
22 + - - + + +
23 + + + + + + ++
24 + + + + + d +
25 + + + + + + ++
26 + - - + d - -
27 + - - + d - +
28 + + + + + + -
29 + - - + d - +
30 + - - + d - +

* Ausencia de crecimiento (-) crecimiento (+) y crecimiento débil (d), correspondiente al
10-20% del crecimiento normal.

® Para la melanina, la escala va desde (+), cuando existe produccién de melanina, hasta
(++++), para una secrecién muy fuerte; la (a) indica la aparicién de un pigmento

amarillo oscuro.
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1.6. Crecimiento en LB y sintesis de melanina.

Veinte estirpes crecieron bien en medio LB (Tabla 10).

La sintesis de melanina, en medio enriquecido con tript6fano, se realizé por 16
estirpes (Tabla 10), y el tratamiento para romper las células (Cubo y col., 1988) no
fue necesario para visualizar el pigmento oscuro producido. Otros cinco aislados
produjeron un pigmento amarillo oscuro desconocido, y no fueron considerados como

positivos para este pardmetro.

1.7. Crecimiento en diferentes fuentes de carbono y

nitrégeno.

Todas las estirpes crecieron bien en glucosamina, glucosa, 4cido glutdmico,
manitol, manosa, succinato y sacarosa. Ninguna pudo usar el citrato, y el crecimiento
en dulcitol fue pobre (Tabla 11).

Se detectaron siempre diferencias entre estirpes en relacién a la capacidad para
usar las otras fuentes de carbono probadas, por ejemplo, el 67% de las estirpes
pudieron crecer con fructosa y galactosa, y el 43% usé ribosa.

 Todas las estirpes utilizaron todos los componentes probados como tnica
fuente de nitrégeno, excepto la glicina, aunque se detectaron diferencias en relacién a
la mayor o menor capacidad de crecimiento con cada fuente. De todas formas, ninguna
de las estirpes logrd crecer satisfactoriamente usando alantoina o alguno de los diez
amino4cidos probados como fuentes tnicas de carbono y nitrégeno .

En general, la degradacién de las fuentes de carbono provocé una fuerte
acidificacién del medio, excepto con malato, piruvato y succinato, en los que se
produjo una reaccién alcalina. No existieron cambios apreciables en el pH con el uso
de glicerol y almidén.

El grupo de anilisis fenotipico, considerando 17 fuentes de carbono y 24 de
nitrégeno creé dos grandes grupos de estirpes con un nivel de similitud relativa de
0,104 (Figura 6). El grupo II incluia siete estirpes con baja capacidad de uso de

fuentes de carbono, y un menor crecimiento con los compuestos de nitrégeno



TABLA 11. Utilizacion de distintos compuestos como fuentes de carbono por las estirpes de sinorri 7obios brasilefios aislados.

Estirpes

Fuente de
Carbono

1 2 3 3 3 13 K 3 9 0 1 713 15 % 17 I8 5 2 21 7D 2 35 36 F4 pi] 25 30
Cascina 35 035 4 95 035 05 @ d 95 4 d 05 03 05 d d 05 d d 05 03 4 T35 d d I | d d d
D(+)oclobiosa 1 1 1 d 1 d 1 o 05 1 d a 05 05 05 © 1 1 o 1 05 05 d 0 1 1 0 1 0 ¢
D(-Nructosa 0s 1 05 95 05 05 d 05 05 d 05 05 1 05 4 05 o5 d 95 05 05 €5 d 05 d d d a d
D(+)fucosa 1 1 d 0 1 d 1 0 0 0 0 [} 0 1 1 b) 0 a 0 d d d s 1 05 O 0 0 0 G
D+ Igelactosa os 08 0% 05 us | q 05 05 d ps 05 1 05 05 05 05 035 05 65 d 05 d d d d d
Gluconato 1 05 4 05 . 05 05 1 05 05 d 1 4 05 1 1 1 05 d 05 95 05 1t 1 05 © 1 d 65 1 1
D(+)glucosaming 2 2 i 05 2 05 2 05 1 ' o5 05 035 2 2 25 1 1 05 1 15 15 e5 1 2 05 05 1 05 05
D(+)glucosa 2 2 1 L 2 L5 2 1 1 1 1 1 1 s 2 ! 2 15 1 LS LS 1S 1 1 2 1 1 1 1 1
Acido L-glugmico 2 2 2 2 2 2 2 15 2 2 15 2 2 2 2 5 2 2 15 2 2 2 2 2 2 s 15 2 1.5 15
Acido glutdrico 05 05 d d 05 d 05 d d d 05 d d 05 05 4 05 05 d 95 05 05 d 65 05 d a 05 05 d
Qlicerol 05 05 05 d 05 05 05 d d 0s d d d 05 05 d d d d d d d d 05 d 05 d d d d
D-lactosa 2 2 1 0s 2 05 2 05 05 d d d 1 2 L5 d 1 1 d 05 d d d 1 1 d d 1 d d
Malato 1 1 d 0 1 d 1 0 d d 0 0 0 1 1 b 1 1 0 1 d t d 1 1 0 0 05 0 [
Maltosa 15 15 1 95 15 0S 1S 05 05 1 d a d 15 L5 d 1 1 a5t 1 1 [T 05 05 05 05 0S5 05
D-manitol 2 2 2 2 2 2 2 L5 2 2 L5 2 2 2 2 15 2 2 15 2 2 2 2 2 2 15 15 2 1.5 ]
D(+)manosa 1 } 1 1 1 1 1 05 1 1 1 i 1 1 1 1 1 1 05 1 1 1 1 1 1 05 05 1 1 1
Mioinositol 2 2 1 4 2 05 2 d 1 d d a d 15 2 b} d 15 0 15 05 15 €S 1 2 0 0 1 0 [
Piruvato 05 05 d o5 05 05 4 4 05 d d p5 05 05 d d 05 d d 05 05 d o5 d d 4 a d d d
D(+»afinosa 1 1 d d 1 d 1 Q 05 d d 0 d 1 1 Q d 1 0 i 1 1 d 1 1 d d d d d
o L-ramnosa 1 1 1 1 05 05 1 d d 05 1 DS 05 1 1 1 1 d 05 4 d 05 ©5 05 1 o5 d 1 d d
D(-yribosa i 1 d b 1 0 1 d d d d 0 0 1 1 0 1 1 d 1 1 i d 1 1 d d d d d
D-sotbitol 05 05 d d 05 d 05 d d d 05 d d 05 05 d 05 05 d 95 05 05 d 05 05 d d 05 05 d
Sucinato 1 t 05 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 t 1 05 1 t 1 1 1 1 1 1 05 1 1 1
Sacarosa 2 2 1 1 2 1 2 1 1 1 65 0s 05 15 15 95 15 15 05 45 15 1 1 1 05 05 1 05 05 1

21 a escala va desde 0 (sin crecimiento), d (crecimiento déhil) y 3 (crecimiento vigoroso), en relacion al control.
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Figura 6. Dendograma en el que se muestran similitudes fenotipicas de estirpes de
sinorrizobios brasilefios. teniendo en cuenta el uso de 41 compuestos como unicas

fuentes de carbono o nitrégeno (método UPGMA y coeficiente Jaccard).




probados (Tabla 12). Seis de esas estirpes venfan de 4reas previamente inoculadas.
Dentro del grupo 1, se relacionaron tres subgrupos en un nivel de 0,320, y una estirpe
separada (27). Las seis primeras estirpes del grupo I fueron aisladas de suelos de
Parand previamente inoculados con soja, cinco de ellas de zonas cultivadas bajo
métodos tradicionales; estas estirpes fueron las mds eficientes en la utilizacién de
carbono y nitrégeno. Ocho de las once estirpes aisladas de suelos inalterados fueron
ubicadas en el subgrupo 1-1. La comparacién de las matrices con el fenotipo y los
datos de utilizacién de C/N resulté con una correlacién de r=0,626 (P menor a 0,01).

1.8. Resistencia intrinseca a antibioticos y a metales pesados.

La mayoria de las estirpes fueron resistentes a bajos niveles de:
eritromicina ( 50 pug/ml ), kanamicina (10 pg/ml ) y rifampicina (S pg/ml) (Tabla
13).

Los mayores niveles de cada antibiético tolerados por la mayoria de las

bacterias fueron:
cloranfenicol (10 pg/ml) 57% de las estirpes
eritromicina (5 pg/ml) 97% de las estirpes
gentamicina (20 pg/ml) 60% de las estirpes
kanamicina (30 pug/ml) 70% de las estirpes
rifampicina (20 pg/ml) 60% de las estirpes
tetraciclina (10 pg/ml) 70% de las estirpes

En general, la resistencia a la estreptomicina fue baja para todas las estirpes.
USDA205 y CCBAU114 fueron susceptibles a 20 pg/ml de kanamicina .

El andlisis fenotipico ha demostrado que las estirpes encajan en dos grupos,
con un nivel de significacién de 0,308. Estos grupos son (Figura 7):
Grupo I: estirpes 1, 2, 10, 7, 15, 14, 23, 28, 19, 20, 26, 30, 27, 25, 5, 17, 18y
21.
Grupo II: estirpes 3, 4, 6, 13,9, 12, 8, 24.

Las estirpes 11, 16, 22 y 9 fueron separadas de los grupos en unos niveles de
similitud relativa de 0,240 y 0,229 respectivamente.

Las correlaciones obtenidas entre la matriz de resistencia intrinseca a los
antibiéticos, y las matrices con el fenotipo y la utilizacién de C/N fueron r=0,333 y
r=0,172, respectivamente (P< 0,01).



TABLA 12. Utilizacién de distintos compuestos como fuentes de nitrégeno por las estirpes de rizobios brasilefios.

Fuente de Estirpes
Nitrégeno

1 2 3 4 5 6 7 8 9 [ 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 xS 25 26 27 28 29 30
Adenima EQ 75 1 T3 23 2 5 1 2 3 i i T 7525 1 151 05 2 1525 1 T T35 065 15 1 o5 03
L-alanina 2 2 1 1.5 2 1 2 1 2 1,5 1 1,5 15 2 2 1 1 L5 05 2 2 2 2.5 1,5 2 05 0.5 1 05 0.5
Alantolna 2 2 1 15 2 i 2 1 2 LS 1 1.5 15 2 2 1 1 1.5 0.5 2 2 2 25 1,5 2 s 05 1 0s 0,5
L-arginina 2 2 2,5 1 2 2 2 1 2 2 1 1 1 2 2 1 2,5 2 05 2 2 2 1 0,5 2 1 1 t 1 1
L-asparragina 2 2 2 1 2 2 2 1 2 2 1 1 1 2 2 1 2 2 1 2 2 2 1 2 2 1 1 1 1 1
L cistefna 2.5 2 2 1 2,5 2 2 1 2 1 1 1 1 2 2 1 2,5 2 1 2 2 2 15 1 2 1 1 1 1 1
L-cistina 25 2 2 1 2,5 2 2 1 2 t 1 1 1 2 2 1 25 2 i 2 2 2 1.5 1 2 1 1 1 1 1
Citosina 2 2 1 1 2 2 2 1 2 2 1 1 1 2 2 1 2 1.5 1 2 2 2 1 2 1 1 1 1 1 1
Lgluamina 25 25 2% 15 25 25 25 1 25 2 1 15152 25 1 25 25 ) 25 25 25 | 25 2 1 15 15 2 25
Cuanin 2 2 1 | 2 ' 2 voos 2 1 1 | 2 2 i 2 2 ! 2 1 1 2 ] 2 15 Lot |
L -histidina 2 2 2 1 2 2 2 1 2 2 1 1 1 2 2 1 2 2 05 2 2 2 1 1,5 2 1 1 15 1 1
L. isoleucina 25 2.5 15 1 2,5 2 2.5 1 2.5 2.5 1 15 1.5 25 2,5 1 2,5 2,5 1 2,5 5 25 2 s 25 i 2.5 1 i 1
{. teucing 2 2 15 1 2 2 2 1 2 2 t 1 1 2 2 1 2 2 1 2 2 2 1 1 2 ] 1 H 1 1
L lisina 2 2 1.5 1 2 2 2 1 2 2 1 1 1 2 2 1 2 2 1 2 2 2 1 1 2 1 1 1 1 1
Lmdionina 2 2 2 ! 2 152 12 2 1 1 1 2 2 1 2 1 1 2 2 2 1515 2 ! 1 15 05 05
L, fenilulaning 25 2 1.5 1 2% 2 2 1 2.5 2 1 s 1.5 2 2 1 23 1 ¥ 2 2 25 2 15 2 t 1 LS 1 ]
L-prolina 2 2 15 15 2 1 2 1 2 L5 ! 15 2 2 1 2 2 1 2 2 2 s 2 1 2 1 1 1
L-gerina 2 2 1 1 2 1,5 2 1 2 1 1 1 1 2 2 1 2,5 1.5 1 2 2 2 1.5 1 2 2 1 1 1 1
L-treenina 2 2 1 1 2 2 2 1 2 1 1 1 1 2 2 1 5 1.5 1 2 15 2 1 1 2 1 1 1 1 1
Timina 2 2 1 1 2 2 2 1 2 1 1 1 1 2 2 1 15 15 1 2 1.5 2 1 1 2 1 1 1 1 1
i. triprof ano 2 2 15 1.5 2 1 2 1 2 2 1 1 1 2 2 1 2 2 1 2 2 2 1 1.5 2 ) 2 [} 1 1
L-tirosina 2 2 1,5 i 2 2 2 1 2 2 1 H 1 2 2 1 2 2 1 2 2 2 i 1 2 1 1 1 1 1
Uracilo 2 2 1 1 2 2 2 1 2 1 1 1 1 2 2 1 15 1,5 1 2 L5 2 1 i 2 1 1 1 1 1
L-valina 2 2 1 1 2 1.5 2 1 2 15 1 1 1 2,5 25 1 1,5 2 ) 2 2 2 2 1,5 2 1 2 1,5 1 1

1 aescala va desde 0 (sin crecimiento) hasta 3 (crecimiento vigoroso), en relacién al control.



TABLA 13. Resistencia intrinseca a los antibiéticos de 30 estirpes de sinorrizobios brasileiios aislados .
Se indican tres concentraciones diferentes (en pg/ml) de siete antibiéticos.

Estirpe Cm Eri Gm Km Rif Str Te

10 20 40 50 75 100 10 20 40 10 20 30 5 10 20 50 75 100 10 20 40

1 44+ + o+ - - I T T S D - - -
2 + + - 4+ - - + + - o+ o+ + + + + - - - + d -
3 + d - + - - + + + + + + + 4 - - - - + 4 -
4 - - -+ o+ - + + d + + + + + + - - - + d -
5 + + + + - - - - - 4+ + + + + + - - - - - -
6 d d - + - - + +d + + + + + + - - - + d -
7 + + + + - - - - -+ 4+ + + + + + 4+ d + - -
8 - - -+ o+ - + d - + + + + + 4 d - - - - -
9 - - - 4+ +d + + d + + + + + d d - - + 4 -
10 + + + + - - + + 4+ + + + + + + - - - + o+ -
11 d - - + - - + + + + + + - - -+ - - + d -
12 - - - + + d + + d + + + + + d - - - + - -
13 - - -+ - - + + d + 4+ + + + + - - - + - -
14 + + + + + o+ + + + + + + + 4+ + + o+ - + d -
15 + + + o+ - - - - -+ o+ o+ o+ o+ o+ - - - + + +
16 d - - + - - + + d + + + - - - - - - d - -
17 T + - - 4+ + o+ o+ + o+ - - - d - -
18 d - - + + d - - -+ + o+ 4+ + d o+ 4+ - - - -
19 + d d + + 4+ + + 4+ + + + + + d 4+ + + + + +
20 + + + + + + + + + + + + + d - + + + - - -
21 + - - 4+ o+ 4+ - - - 4+ o+ 4+ o+ o+ o+ - - - + + d
22 d - - + + + + - -+ + - - - -+ o+ o+ - - -
23 + - - + 4+ 4+ + + + + d - + + + 4+ 4+ +  + + +
24 + + - 4+ 4+ o+ + + - + d - + + + d - - + d -
25 d + + + + d - - -+ d -+ + + + + + + d -
26 + + + + d d + + - + + d + - - + + + + + d
27 + + + + d d + + + + d - + + + + + - + 4+ +
28 + + 4+ 4+ 4+ o+ + + + 4+ d - + + + + + + + + o+
29 - - - d - - + - - + + d + d - - - - - - -
30 + + + + d d + - - 4+ + d + + + 4+ + 4+ + + +

* Ausencia de crecimiento (-) presencia de crecimiento (+) equivalente a m4s del 50% del crecimiento del control sin
antibidticos; la d indica crecimiento débil, correspondiente al 10-20% del crecimiento normal.
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Figura 7. Dendograma en el que se muestran similitudes fenotipicas de estirpes de
sinorrizobios brasilefios, teniendo en cuenta los datos de resistencia a tres niveles de

siete antibiéticos y los de tolerancia a tres niveles de cinco metales pesados.
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Las estirpes no fueron tolerantes a las concentraciones probadas de niquel y
plomo, pero la mayoria de las bacterias mostraron resistencia intrinseca a 0,5mM de
cloruro de cobalto (67% de las estirpes) y 0,25mM de cromato potésico (65% de las
estirpes)

(Tabla 14)

Se formaron cinco grupos genéticos con estos datos (Figura 8).

Cuatro grupos se relacionaron en un nivel de similitud 0,151, y encabezando el
grupo I se encontraban las estirpes 1y 2, tolerantes a seis niveles de metales pesados.
El quinto grupo estuvo a gran distancia, e incluyé a las estirpes sin resistencia
intrinseca a los metales pesados (8,11,24 y 27).

Coeficientes de correlacién bajos y no significativos se obtuvieron entre la
matriz de tolerancia a metales pesados, y las matrices con el fenotipo (r=-0,066), uso
de C/N (r=-0,099) vy resistencia intrinseca a antibidticos (r=-0,069).
Consecuentemente, los resultados obtenidos en la prueba de tolerancia a metales
pesados no fueron considerados en el dendograma fenotipico final.

De todas formas, es importante exponer que los valores cofenéticos obtenidos
para cada una de las cuatro matrices citadas aqui, fueron mayores de 0,91, indicando

un excelente ajuste de las agrupaciones de los bloques de datos.

1.9. Analisis genético con cebadores ERIC y REP mediante
PCR.

La amplificacién por PCR con los cebadores ERIC y REP ha generado mas de
30 productos de PCR por estirpe. De todas formas, algunas estirpes han generado
menos bandas (por ejemplo, la estirpe 10 produjo dos bandas con REP) o ninguna
(por ejemplo, la estirpe 3 con REP y ERIC). Las bandas fueron combinadas para
producir un dendograma, y debido a la ausencia de bandas de la estirpe 3, ésta no se
incluyé en el anlisis.

La mayoria de las variedades brasilefias encajan en uno de los grandes grupos
divididos en cuatro subgrupos en el nivel de similitud 0,78 (Figura 9 ).

En el grupo I se incluyé S. fredii CCBAU114, dos estirpes de suelos
inalterados y cuatro variedades de suelos cultivados con soja, bajo métodos de cultivo

no tradicionales.



TABLA 14. Tolerancia de 30 estirpes de sinorrizobios brasilefios aislados a tres niveles
de metales pesados.

Estirpes Cd Co Cr Se Pb

05102005 102002505 10 5 102025 5 10

1 & d - + + - + d - + - - -
2 d 4 - + + - 4 d - + + + - - -
3 - - -+ + d + + - + d d - - -
4 - -+ o+ o+ 4+ + - + d dd d -
5 + + + + + o+ o+ - - d - - d d -
6 S - + - + + + - - -
7 d d - + + d + - - d - - - - -
8 d - - - - - d - - - - - - - -
9 - - - - - -+ + - d d - - - -
10 + d d - - - 4 - + + o+ - - -
11 - - - - - - - - - - - - - -
12 S T d - d - - - - -
13 S T d - d d - - - -
14 - - -+ - -+ d - d d - - - -
15 + d - + d - + d - - - - d - -
16 + + + d - - - - - d - - - - -
17 + + d + + + - - - - - - - - -
18 + + + + + + d - - - - - - - -
19 + + + + + o+ o+ + - - - - - -
20 + + 4+ o+ o+ o+ #* d - d - - -
21 + + + + d d + d d - - - d d -
22 + + + + d d d d - + + d - - -
23 d - - + + + + + d + + d d - -
24 d - - - - - d - - d d - - - -
25 + d - + + + + - + + + d - -
26 + d - + + - - - - - - d - -
27 - - - d d - - - - - - - d - -
28 - - -+ + d + d - + d - d - -
29 d - - + - - - - d - - d - -
30 d - - + + + - - - d - - d - -

“Concentraciones en mM de cloruro de cadmio, cloruro de cobalto, cromato potasico, sulfuro

de selenio y acetato de plomo. Ninguna bacteria crecio con sulfato de niquel (0,5, 1,0 y 2,0 mM).
* Ausencia de crecimiento (-), y crecimiento (+) equivalente a mas del 50% del crecimiento

del control sin metal pesado; la d indica crecimiento debil, correspondiente al 10-20% del

crecimiento normal.



SIMP.TREE

0.00

0.25

0.50 0.75 1.2

.

Figura 8. Dendograma en el se muestran las similitudes fenotipicas de 30 estirpes de

sinorrizobios brasilefios, teniendo en cuenta los datos de tolerancia a tres niveles de

metales pesados.
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El grupo II pudo ser subdividido en un nivel de similitud relativa de 0,85; el
subgrupo II-1 incluyé cinco estirpes de suelos inalterados, aislados de lugares alejados
(AM, DF, RS) y en el subgrupo II-2 se incluyo una estirpe de suelo inalterado (AM) y
cinco estirpes de suelos cultivados con métodos convencionales.

El grupo III estaba relacionado con el segundo y el primero en unos niveles de
similitud de 0.81 y 0.80, respectivamente, e incluye a §. fredii USDA 205, una
estirpe de suelos inalterados (RS) y dos estirpes aisladas de suelos cultivados segin
métodos no convencionales.

Finalmente, el grupo IV, incluye tres estirpes de 4reas con suelos sometidos a
métodos no tradicionales de cultivo.

Estos cuatro grupos fueron situados entre dos grupos de estirpes
representativas de distintas especies de rizobios.

Un grupo separado, unido a los otros con un nivel de similitud de 0.56,
incluye seis estirpes de suelos inalterados o cultivados por sistemas tradicionales, o no
tradicionales, del Estado de Parana.

De todas formas, estas fueron las estirpes que produjeron pocas bandas por la
amplificacién con los cebadores ERIC y REP. La amplificacién realizada utilizando
distintas extracciones de ADN, lisado de células y diferentes termociclos, pero las
huellas de estirpes con pocas bandas fueron reproducibles. Consecuentemente, el
agrupamiento se realiz6 debido a la ausencia de amplificacién con esos cebadores

repetitivos.

2. Dendograma fenético general.

En la Figura10 puede verse el dendograma final obtenido con 81 pardmetros
morfol6gicos y fisioldgicos. El valor cofenético obtenido para la matriz fue de 0,95,
mostrando una buena correspondencia en el agrupamiento de los datos. Hay dos
grandes grupos fenéticos vinculados, con un nivel de similitud relativa de 0,182.

Dentro del grupo I hay cuatro subgrupos relacionados con un nivel de similitud
relativa de 0,388. Las variedades originadas de suelos inalterados cubiertos con
vegetacién nativa, representadas en nimeros marcados, ocupan las posiciones de la
parte central de dendograma, el final del subgrupo I-1, I-2 y I-4. En la cabecera del
subgrupo I-1 hay colocadas seis estirpes de 4reas cultivadas con soja, cinco de ellas
procedentes de suelos que han sido laborados con sistemas tradicionales. El grupo II
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Figura10. Dendograma fenotipico (método UPGMA y coeficiente Jaccard) mostrando las
similitudes entre sinorrizobios brasilefios cuando se tuvieron en cuenta 81 pardmetros
(20 caracteristicas morfolGgicas y fisiolGgicas, 41 compuestos como tUnicas fuentes de

carbono y nitrégeno y 20 resultados de resistencia intrinseca a los antibiéticos).
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abarca dos subgrupos relacionados en un nivel de similitud relativa de 0,308 con siete

estirpes, todas de 4reas cultivadas con sistemas no tradicionales.
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V. DISCUSION



V. DISCUSION

Dado que en Brasil existe la combinacién de una elevada diversidad de
leguminosas nativas, y bajo contenido en nitrégeno en los suelos, implica que se
realizan frecuentes descripciones de nuevos géneros y especies de nodulacién efectiva
(Moreira, 1994) y exista atn, una gran diversidad de estirpes de rizobios sin clasificar
Moreira y col., 1993). La soja es una planta exdtica en Brasil, y los primeros
experimentos realizados en el pais dieron como resultado ausencia de nodulacién o
pocos nédulos en ausencia de inoculantes extranjeros (Freire, 1977; Vargas y Suhet,
1980). Podria suceder que los pocos nédulos observados fueran formados por
rizobios o bradirrizobios nativos, y no por contaminantes de semillas. Experimentos
posteriores evaluaron la ocupacién de los nddulos por reacciones de aglutinacién
serolégica, y, aunque uno de cada tres nédulos no reacciond con ningiin serogrupo de
bradirrizobio conocido (Hungria y col., 1994; Vargas y Hungria, 1997), no se
realizaron estudios mds profundos con los aislados de estos nédulos.
Consecuentemente, tampoco hay estudios de Sinorhizobium fredii que haya sido
aislado de nédulos de soja en Brasil.

§. fredii parece haber coevolucionado con la planta de soja (Devine, 1985),
pero el gran rango de huéspedes de la bacteria (Keyser y col., 1982; Stowers y
Eagleshman, 1984; Chen y col., 1988; Buendia-Claveria y col., 1989; Rodriguez-
Navarro y col., 1996) muestra que las bases para esta coevolucién no han sido
establecidas atin. En el presente estudio las estirpes de rizobios fueron detectadas en 12
de los 22 suelos brasilefios investigados, siendo "atrapadas" por genotipos de soja no
mejorados genéticamente y uno mejorado, representando mas del 24% de las
bacterias aisladas de los nédulos.

Los sinorrizobios brasilefios tuvieron un tiempo de generacién de entre 85 y
225 minutos. Las colonias muestran forma circular y elevacién convexa en YMA,
como describe Scholla y Elkan (1984), pero al contrario de como describen estos
autores, en la mayoria de las estirpes se pudo observar una abundante mucosidad. De
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todas formas, la descripcién enumerada de los géneros de Sinorhizobium por La Judie
y col. (1994) también indican una copiosa produccién extracelular de polisacérido.

Asi como USDA205 y CCBAU114, cinco estirpes fueron susceptibles a 20
pug/ml de kanamicina y en tres de ellas, el pH en medio YM después de cuatro dias,
disminuyé a valores bajo 6,1 (Scholla y Elkan, 1984). Dentro de las 25 estirpes
tolerantes, solo 9 ocasionaron un pH superior a 6,1 (14 estirpes tuvieron un pH mayor
de 5,99), por lo tanto se podrian denominar quimiovariedad sinensis.

Seis variedades fueron acidificadores fuertes, decreciendo el pH a niveles por
debajo de 4,4; las otras estirpes resultaron con un pH final entre 5,0 y 6,1.

La mayoria de las estirpes brasilefias (60%) mostraron una extraordinaria
caracteristica de crecimiento a pH 9,5, contrariamente a los informes previos de
Scholla y Elkan, (1984) y a mas del 95% de las estirpes estudiadas por Chen y col.
(1988). Aunque las estirpes fueron aisladas de suelos acidos (pH=3,04-5,09), la
capacidad de crecer a pH=4,0 fue baja, como se observé para otras variedades de S.
fredii (Chen y col., 1988); de todas formas, la actividad de los protones en un medio
liquido es diferente que en el suelo, donde las cargas de los coloides pueden neutralizar
parcialmente la actividad de los iones.

Aunque la salinidad no suele ser un problema en suelos brasilefios, el 60% de
las estirpes fueron tolerantes a 0,5M en CINa. Otras variedades de S. fredii fueron
inhibidas por una concentracién del 2 al 3 % (0,5M) de NaCl (Scholla y Elkan, 1984 ;
Stowers y Eaglesham, 1984; Buendia- Claveria y col., 1989), sin embargo, la estirpe
vietnamita HH103 también muestra alguna tolerancia a la salinidad (Rodriguez-
Navarro y col., 1996).

La mayorfa de las estirpes (77 %) toleraron las temperaturas altas, creciendo a
40°C.

El crecimiento en medio LB fue positivo en el 67% de las estirpes, y este
pardmetro puede ser usado para distinguir grupos de estirpes, por ejemplo, R. tropici
IIA de R. tropici 1B (Martinez-Romero y col., 1991), aunque las bases para esta
capacidad ain no estén claras.

La mayoria de las estirpes fueron productoras de melanina (53 %), pero esto es
una caracteristica general entre las estirpes de rizobios, con un papel ecoldgico
desconocido (Cubo y col. 1997), asi que no es frecuente usarlo para caracterizar
grupos de rizobios (Martinez-Romero y col., 1991).

En general, las estirpes brasilefias fueron capaces de usar varios componentes
como tunicas fuentes de carbono, como se conocia para otras estirpes de S. fredii
(Scholla y Elkan, 1984; Stowers y Eaglesham, 1984; Chen y col., 1988; Buendia-
Claverfa y col., 1989; La Judie y col., 1994; Novikova y col., 1994; Rodriguez-



Navarro y col., 1996). Todas las estirpes pudieron crecer con glucosamina, glucosa,
4cido glutdmico, manitol, manosa, sacarosa y succinato, aunque se observaron
diferencias entre las estirpes en relacién al uso de las otras 17 fuentes de carbono, por
ejemplo, el 60% y el 43% de las estirpes fueron capaces de usar celobiosa y rafinosa
respectivamente. Los rizobios no pudieron utilizar citrato, y presentaron un bajo
crecimiento en dulcitol, como ya se habia observado, para una o ambas fuentes de
carbono, con otras estirpes de S. fredii (Stowers y Eaglesham, 1984; Buendia-
Claveria y col., 1989; La Judie y col., 1994; Rodriguez-Navarro y col., 1996; van
Berkum y col. 1998).

La maltosa fue utilizada por el 87% de las estirpes, pero no por USDA 205
(van Berkum y col., 1998) y fueron altamente eficientes en el uso de sacarosa, asi
como los descritos por Buendia-Claveria y col., (1989) y contrariamente a los estudios
de sinorrizobios por Chen y col. (1988).

Se produjo una reaccién 4cida por el uso de la mayorfa de las fuentes de
carbono, pero se dio una reaccién alcalina al utilizar malato, piruvato y succinato,
intermediarios del ciclo de Krebs, como se observé por Stowers y Eaglesham (1984).

En un medio definido provisto de glucosa, las distintas estirpes mostraron una
amplia capacidad para utilizar varios componentes como tnicas fuentes de nitrégeno,
contrariamente a USDA205 (van Berkum y col., 1988). De todas formas, aunque
Novikova y col.,, (1994) concluyeron que USDA198 podria utilizar varios
aminodcidos como Unicas fuentes de carbono y nitrégeno, ninguna de las estirpes
brasilefias mostraron esta habilidad.

Los dendogramas obtenidos con pardmetros morfolégicos y fisiolgicos, o con
datos del uso del carbono y nitrégeno, posicionaron a la mayoria de las estirpes
aisladas de zonas inalteradas en los subgrupos centrales. En la zona alta del
dendograma fueron puestas la mayoria de las estirpes de suelos previamente
inoculados bajo métodos de cultivo convencionales, mientras que en al final del
dendograma estaban la mayoria de las cepas aisladas de suelos con cultivo no
tradicional.

En el cultivo convencional, con las pricticas tradicionales de arado de discos
para preparar la tierra, se reduce la materia organica del suelo, y se incrementa la
erosién, especialmente en los trépicos. Como alternativa, los métodos no
convecionales protegen el suelo de la erosién por el agua, mejora la estructura del
suelo, la estabilidad y el contenido en humedad, resultando en un incremento del
contenido en materia orgénica (Hungria y col., 1997).

Los resultados obtenidos en este examen indican que incluso tras unos pocos

aflos de précticas no tradicionales (entre 6 y 7 afios para los suelos usados en este



estudio) el mayor contenido en carbono y la presencia de fuentes de carbono ficilmente
disponibles para la bacteria, disminuirian la habilidad de la poblacién de rizobios de
usar un amplio rango de componentes. Ademads, las condiciones de estrés asociadas al
cultivo convencional, tales como temperaturas altas, humedad baja en el suelo y
contenido bajo en carbono (Hungria y col., 1997), seleccionarian las estirpes
tolerantes a las condiciones estresantes.

La caracterizacién fenotipica basada en la resistencia intrinseca a los
antibiéticos se ha usado tanto con un enfoque de identificacién de estirpes, como para
una clasificacién taxonémica (Scholla y Elkan, 1984; Chen y col. 1988) asi como para
propositos ecoldgicos (por ejemplo, Josey y col., 1979).

Los niveles de antibidticos usados en este estudio se basaron en estudios
previos con S. fredii (Scholla y Elkan, 1984; Stowers y Eaglesham, 1994; Rodriguez-
Navarro y col., 1996) y en varios estudios de resistencia natural de estirpes de rizobios
nativos brasilefios.

En términos ecolégicos, no fue posible establecer un marco concluyente sobre
los resultados obtenidos con los antibiéticos, por ejemplo, dos estirpes (19 y 20) de
suelos inalterados fueron altamente tolerantes, sin embargo, las estirpes 17 y 18
mostraron una baja tolerancia a los antibi6ticos probados.

De todas formas, los sinorrizobios brasilefios en general mostraron resistencia
intrinseca a los antibidticos més alta que otras estirpes de S fredii (Scholla y Elkan,
1984; Stowers y Eaglesham, 1984; Chen y col., 1988; Rodriguez-Navarro y col.,
1996).

Las estirpes de rizobios también fueron tolerantes a los metales pesados, como
cloruro de cobalto (0,5mM) y cromato potésico (0,25mM).

Las secuencias concensuadas REP y ERIC contienen repeticiones invertidas
altamente conservadas, y se encuentran normalmente en regiones intergénicas
transcritas pero no traducidas en proteinas (Vesalovic y col., 1991; de Bruijn, 1992).
El uso de colecciones de cebadores basadas en estas secuencias con las técnicas de
PCR, fue altamente especifico para diversas estirpes de la familia Rhizobiaceae, y ha
sido utilizada para propdsitos ecolégicos, genéticos y taxonémicos (de Bruijn, 1992;
Madrzak y col., 1995; van Rossum y col., 1996).

Las colecciones de cebadores se distinguen entre si en relacién a la deteccién de
diferencias en el genoma (de Bruijn, 1992; Selenska-Pobell y col., 1996).

La mayorfa de las variedades brasileifias fueron agrupadas dentro de un gran
grupo subdividido en cuatro subgrupos relacionados en un nivel de similitud relativa
de 0.78.

Dos de estos grupos incluyeron las estirpes USDA205 y CCBAUL114, y, en



general, la agrupacién genética mostr6 algunas similitudes con la agrupacién
fenotipica.

Uno de los grupos genéticos disefiados incluyd seis estirpes brasileiias, aunque
en este grupo se incluyen aquellas estirpes que dieron una amplificacién pobre o nula
con estos cebadores. Judd y col.(1993) también han observado, en un estudio con
bradirrizobios de soja, que algunas variedades tuvieron un patrén simple en PCR, o no
amplificado con ERIC y REP, indicando que las secuencias no estuvieron bien
conservadas entre estas estirpes y, como en este estudio, no fue significativo para la
clasificacién.

Actualmente se estdn realizando nuevos estudios genéticos para dar mds
informacién sobre las estirpes brasilefias.

En estos estudios, se describe por primera vez, el aislamiento de estirpes de
crecimiento rdpido de nédulos de soja en Brasil. Los andlisis preliminares genotipicos
y fenotipicos realizados con las bacterias, indican que tienen propiedades tnicas, pero
que encajan en las caracteristicas generales de las especies de S. fredii. Las estirpes
aisladas de zonas inalteradas, estdn muy relacionadas incluso cuando se aislaron de
regiones distantes, indicando un antecedente comiin. Con el cultivo de soja, la relacién
entre las estirpes fue menor. El criterio bésico de formacién de nédulos efectivos en
genotipos de soja moderna o no mejorado se puso de manifiesto para las treinta
estirpes estudiadas. La Judie y col. (1994) clasificaron otras variedades brasilefias
aisladas de nédulos de Leucaena leucocephala (BR811, BR817) como S. fredii,
utilizando patrones electroforéticos de proteinas. De todas formas, estas estirpes
también son capaces de establecer una simbiosis efectiva con judias (Phaseolus
vulgaris), pero no con soja (Hungria y col., 1993; Hungria y Eaglesham, dato no
publicado), por lo que su clasificacién como §. fredii esta ain por confirmar.

La soja es una planta introducida en Brasil, pero las variedades aisladas en este
estudio tenian, probablemente, un amplio rango de hospedadores de leguminosas
nativas. Rhizobium sp. NGR234 es otra estirpe promiscua capaz de nodular en un
gran rango de leguminosas, algunas de ellas de evolucién divergente (Stanley y
Cervantes, 1991), y fue clasificada como §. fredii por el anélisis de 4cidos grasos
celulares (Jarvis y Tighe, 1994). Consecuentemente, la coevolucién de especies de S.
Jredii puede haber ocurrido, no sélo con soja, sino también con otras especies de

leguminosas hospedadoras.
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Una vez obtenidas las treinta estirpes en cultivos puros, y habiendo llevado a
término los distintos ensayos para la determinacién de la biodiversidad, podemos concluir

en los siguientes puntos:

1. Todas las estirpes fueron capaces de formar nédulos fijadores de nitrégeno
tanto en huéspedes con genotipo moderno como en aquellos cuyos genotipos son
primitivos; por lo tanto, los genotipos primitivos son tan efectivos para conseguir

sinorrizobios como los mejorados.

2. La morfologia de las estirpes no guarda relacién alguna con el sistema de

culivo, lugar de aislamiento, o caracteristicas quimicas del suelo.
3. Todas las estirpes estudiadas pueden considerarse de crecimiento répido.

4. Todas las estirpes acidifican el medio YM, estando las estirpes 8, 11 y 16, cuyo
tiempo de generacién es el menor de todos, encuadradas dentro del grupo menos
acidificante. S6lo siete aislados (estirpes 2, 7, 10, 14, 17, 21 y 23) fueron capaces de
crecer a pH extremos; es decir, pudieron crecer tanto a pH 4,0 como a pH 9,5; siendo
estas estirpes tolerantes a la salinidad y a las altas temperaturas.

5. Ninguna estirpe es capaz de usar citrato como tnica fuente de carbono, o glicina
como tnica proveedora de nitrGgeno; tampoco se obtuvo crecimiento cuando se utilizaron

distintos amino4cidos como tnicos compuestos para la obtencién de carbono y nitrégeno

6. Los metales pesados niquel y plomo no permiten el crecimiento de las bacterias
estudiadas.

7. El material genético de las estirpe nimero 3 no pudo ser amplificado mediante la
técnica de la PCR usando los cebadores ERIC y REP, en comparacién con el resto de las
estirpes donde en todos los casos se obtuvieron productos de PCR.
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