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Identificacion y analisis de la diversidad genotipica de rizobios de leguminosas que

nodulan en tallo. Caracterizacion de rizobios fotosintéticos nativos

Resumen

Los rizobios fijan N, en asociacién simbidtica con plantas leguminosas. En esta
simbiosis, existen grupos con propiedades inusuales: las leguminosas que nodulan en tallo y
los rizobios fotosintéticos.

En este trabajo se identificé y caracterizé a los rizobios de especies nativas de
Aeschynomene y Sesbania que nodulan en tallo. Se analizé la diversidad genotipica entre las
cepas, y en particular, las propiedades fotosintéticas de los rizobios de Aeschynomene. Las
cepas aisladas se caracterizaron mediante rep-PCR (repetive sequence based-PCR), analisis
de restriccion del gen ribosomal 16S y de la region intergénica ribosomal 16S-23S (ARDRA y
16S-23S rDNA IGS-RFLP, respectivamente) y analisis de secuencia del gen 16S rRNA.

Los rizobios de Aeschynomene rudis y A. denticulata son fotosintéticos y todos pueden
clasificarse como Bradyrhizobium sp.. Los datos de rep-PCR revelaron una alta diversidad
entre los aislamientos, con un grupo genotipicamente diferente correspondiente a las cepas
que producen cantaxantina. El analisis de secuencia del 16S rDNA de una cepa representativa
confirmd la posicion de los rizobios fotosintéticos en un grupo filogenético diferente dentro del
grupo Bradyrhizobium. La expresion del aparato fotosintético es regulada por oxigeno y luz en
forma diferente a lo descripto en otras cepas de bradyrizobios fotosintéticos: la acumulacion de
bacterioclorofila (BChl) es mayor en condiciones microaerdbicas y producen pigmentos
fotosintéticos en oscuridad. Sin embargo, bajo luz continua, condicién en la que no se observa
acumulacién de BChl, la expresion de los polipéptidos de la antena del aparato fotosintético es

alta, lo que sugiere una regulacion a nivel postranscripcional.

Los rizobios aislados de Sesbania spp. son taxonémicamente diversos. Segun el analisis
de secuencia del 16S rDNA, los microsimbiontes de Sesbania virgata pueden clasificarse como
Azorhizobium doebereinerae, una especie nueva recientemente descripta, y los de S.
exasperata como Rhizobium sp., relacionados a Rhizobium giardinii. Entre los aislamientos de
cada una de las especies también existe una gran diversidad detectada por rep-PCR pero con
una alta proporcién de cepas hermanas. Las cepas de Rhizobium sp. probablemente
representen una especie nueva entre los rizobios, ya que poseen solo un 97% de identidad de
secuencia del 16S rDNA con las especies mas relacionadas, ademas de diferencias fenotipicas

en la utilizacién de sustratos carbonados y las condiciones de crecimiento.

Palabras clave: diversidad, simbiosis, nodulos de tallo, rizobios fotosintéticos,

Aeschynomene, Bradyrhizobium, Sesbania, Azorhizobium, Rhizobium.




Identification and analysis of genomic diversity of rhizobia from stem-nodulating

legumes. Characterization of indigenous photosyntethic rhizobia

Abstract

Rhizobia fix N, in symbiosis with leguminous plants. In this symbiosis there are groups

with unusual properties: stem-nodulating legumes and photosynthetic rhizobia.

In this work the rhizobia from stem-nodulating native legumes species of the genera
Aeschynomene and Sesbania were characterized and identified. The genomic diversity among
the isolates and the photosynthetic properties of Aeschynomene rhizobia were analyzed. The
isolates were characterized by rep-PCR (repetitive sequence based-PCR) genomic
fingerprinting, amplified 16S rDNA restriction analysis (ARDRA), 16S-23S intergenic spacer—
restriction fragment length polymorphism (IGS-RFLP) analysis and 16S rDNA sequencing.

Rhizobia found in Aeschynomene rudis and A. denticulata are photosynthetic, and all of
them could be classified as Bradyrhizobium sp.. The rep-PCR data uncovered a high diversity
existing among the isolates including a genotypically different group of strains synthesizing
canthaxanthin. The 16S rRNA gene sequence analysis of one representative isolate confirmed
the position of photosynthetic rhizobia in a distinct phylogenetic group within the
Bradyrhizobium cluster. The expression of their photosynthetic apparatus was regulated by
oxygen and light in a manner which did not agree with earlier results in other photosynthetic
bradyrhizobia: bacteriochlorophyll (BChl) accumulation is higher under microaerobic conditions
and they produce photosynthetic pigments in the dark. However, under continuous light,
condition in which no BChl was accumulated, the expression of the photosynthetic genes of the

antenna is strong, suggesting a posttranscriptional regulation.

The rhizobia isolated from Sesbania spp. are taxonomically diverse. Based on 16S rDNA
sequence analysis, the microsymbionts of S. virgata could be classified as Azorhizobium
doebereinerae, a new species recently described, and those from S. exasperata could be
classified as Rhizobium sp. related to Rhizobium giardinii. Among the isolates of those species
there is a remarkable genetic diversity as evidenced by rep-PCR but including a high number of
clonemates. The Rhizobium sp. strains nodulating S. exasperata probably represent a novel
rhizobial species since they show a 16S rDNA sequence similarity with the most closely related
species of as low as 97%. Additionally, they show phenotypic differences concerning the

utilization of carbon sources and also growth conditions.

Key words: diversity, symbiosis, stem nodules, photosynthetic rhizobia, Aeschynomene,

Bradyrhizobium, Sesbania, Azorhizobium, Rhizobium.
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Simbiosis entre plantas y bacterias

Las bacterias diazotréficas tienen la capacidad bioldgica de reducir el nitrégeno
atmosférico a amonio para utilizarlo como nutriente para su crecimiento. Algunas
establecen una asociacion simbiodtica con hospedadores especificos, y fijan nitrégeno
formando estructuras especiales en el hospedador o en las bacterias mismas. Dos
asociaciones simbidticas de gran importancia ambiental y agronémica, son aquellas
entre las bacterias denominadas rizobios y las plantas leguminosas (Fabaceae), y
entre los actinomycetes y las plantas actinorricicas. Dentro del ciclo bioldgico del
nitrégeno, en términos cuantitativos, la asociacion simbiética entre plantas y bacterias
diazotréficas es el enlace biocatalitico mas importante para el flujo de nitrégeno desde
la atmésfera. Estas plantas son utilizadas como abonos verdes para restablecer o
aumentar la fertilidad de suelos degradados, siendo una alternativa al uso de

fertilizantes quimicos nitrogenados.

Los rizobios son bacterias del suelo capaces de inducir la formacién de nuevos
6érganos en las plantas, denominados nédulos, en los cuales reducen el nitrégeno
atmosférico a amonio para el beneficio de la planta hospedante. En ausencia de las
plantas leguminosas, las poblaciones de rizobios se encuentran comunmente en los
suelos, donde pueden sobrevivir saprofiticamente. Ademas, se ha encontrado que su
habitat natural se ha extendido a un tercer nicho: las raices de las gramineas, en las
cuales no forman ninguna estructura similar al ndédulo. El habitat dentro de las raices
de estas plantas, es un reservorio importante para varias bacterias endofiticas
fiiadoras de nitrégeno, conocidas como rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal o PGPR. De la misma manera que lo hacen la mayoria de estas PGPR en sus
plantas gramineas hospedantes, estos rizobios promueven eficientemente el

crecimiento del arroz (Yanni et al, 1997; Chaintreuil et al, 2000).

Hay mas de 44 especies reconocidas de bacterias que nodulan leguminosas. La
filogenia basada en el analisis comparativo de las secuencias del gen ribosomal 16S
las clasifica dentro de distintos géneros pertenecientes a las clases
Alphaproteobacteria (Azorhizobium, Bradyrhizobium, Devosia, Mesorhizobium,
Methylobacterium, Rhizobium y Sinorhizobium) y Betaproteobacteria (Burkholderia y
Ralstonia) (Sawada et al, 2003). La sistematica de los rizobios se encuentra en

revision, en los ultimos afios fueron descriptas nuevas especies y algunas especies




han sido reclasificadas, aunque no todas validadas. La taxonomia actualizada de los

rizobios puede encontrarse en http://www.rhizobia.co.nz/Rhizobia_Taxonomy.html.

El nédulo es una estructura que se establece luego de un complejo intercambio
de sefiales quimicas entre la bacteria y la planta. Su funcién es permitir a los rizobios
residentes fijar N, para exportarlo a la planta a cambio de carbono fijado. Los rizobios
invaden las raices, y finalmente entran a las células vegetales donde se diferencian en
bacteroides, que es la forma endosimbidtica de los rizobios. Generalmente, la
sacarosa formada fotosintéticamente en las hojas, es translocada a los nédulos donde
se convierte en acidos dicarboxilicos. Los bacteroides usan los acidos dicarboxilicos
como sustrato para la fosforilacion oxidativa y como fuente de electrones necesaria
para la reduccion del N, en amonio. El nitrogeno del amonio es incorporado en
moléculas organicas como amidas y ureidos, los cuales son transportados por la
planta via xilema. La fijacion de N, es energéticamente costosa, requiere al menos 8
moles de ATP por mol de NH,* formado y 4 equivalentes de electrones de donantes de
bajo potencial. Tanto como la mitad de los fotosintatos producidos por las plantas
puede ser asignado a la fijacion de N, y debido al alto costo energético de este
proceso, hay mecanismos de regulacion que lo inhiben si hay nitrégeno disponible en

las raices (van Rhijn et al, 1995).

Leguminosas que nodulan en tallo: su importancia agronémica y

ambiental

La simbiosis entre rizobios y leguminosas lleva a la formacion de ndodulos
fiiadores de N. que, por lo general, aparecen exclusivamente en las raices. Sin
embargo, algunas especies de leguminosas forman ndédulos no solo en la raiz sino
también en primordios de raiz ubicados en el tallo. El primer ejemplo de este
fenédmeno fue divulgado en 1928 en Aeschynomene afraspera y posteriormente en
otras especies de Aeschynomene y en Neptunia oleracea (Eaglesham y Szalay, 1983;
Alazard, 1985; Ladha et al, 1992). El interés en las leguminosas que nodulan en tallo y
sus rizobios se renové cuando se informd el descubrimiento de la nodulacién profusa
en tallo de Sesbania rostrata, una leguminosa anual de rapido crecimiento originaria
de Africa (Dreyfus y Dommergues, 1981). Desde entonces, la nodulacion aérea
espontanea ha sido descripta en otras cuatro especies de Sesbania, en especies de
Aeschynomene, y también se han encontrado nodulos fijadores de N; en los tallos de

Discolobium pulchellum.



http://www.rhizobia.co.nz/Rhizobia_Taxonomy.html

Todas las leguminosas conocidas que nodulan en tallo pertenecen solo a 4
géneros: Aeschynomene (22 especies), Sesbania (5 especies), Discolobium (1
especie) y Neptunia (1 especie) (Boivin et al, 1997b). Estas leguminosas son
generalmente hierbas o arbustos anuales o perennes, que crecen en riberas,
pantanales y suelos anegadizos de regiones tropicales y subtropicales de Africa,

América del Sur y Central y Asia.

Sesbania y Aeschynomene son utilizadas como abonos verdes en campos con
cultivos de arroz, ya que son plantas de rapido crecimiento que fijan gran cantidad de
nitrogeno atmosférico aun en presencia de nitrdgeno combinado en el suelo y
condiciones de anegamiento (Eaglesham y Szalay, 1983; Becker et al, 1988; Ladha et
al, 1992). También son utilizadas como forrajeras debido a su alto contenido proteico,
y para la recuperacion de suelos degradados o disturbados, ya que existen especies
tolerantes a condiciones de estrés como salinidad, inundacion, deficiencia de

nutrientes, metales pesados, acidez y sequia.

La simbiosis entre S. rostrata y su microsimbionte Azorhizobium caulinodans se
ha convertido en uno de los modelos mas estudiados de las interacciones planta-
microorganismo (de Bruijn, 1989; Dénarié et al, 1996), donde los mecanismos
moleculares que llevan a la formacion del nédulo han sido estudiados en detalle.
Ademas, el uso agrondmico potencial de estas plantas como abono verde en campos
de arroz, uno de los cultivos mas importantes en paises en desarrollo, las convierte en

la Unica alternativa al uso de fertilizantes nitrogenados.

Clasificaciéon de las leguminosas que nodulan en tallo

La caracteristica que distingue a las leguminosas que nodulan en tallo es la
presencia de sitios de nodulaciéon predeterminados en el tallo. La formacién de estos
sitios es totalmente independiente de la infeccion por parte de los rizobios. Los sitios
de nodulacién corresponden a primordios de raices en dormicion localizados en el tallo
(Tsien et al, 1983). Estudios anatdmicos mostraron que estos primordios poseen una
estructura tipica de raiz, que se confirma por la capacidad de los mismos de
desarrollar raices adventicias cuando los tallos estan sumergidos en agua (Eaglesham
y Szalay, 1983).

Dependiendo de la planta hospedante, estos primordios pueden estar

distribuidos a lo largo de todo el tallo o solo en la parte inferior de éste. Permanecen




ocultos bajo la corteza del tallo, frecuentemente formando un domo epidermal, o
atraviesan ligeramente esta estructura mostrando un apice saliente que forma una
cavidad circular en la epidermis del tallo. Solo los primordios salientes o apenas
penetrantes son accesibles a la infeccion por los rizobios, que entran al primordio por
invasion intercelular. La naturaleza y la localizaciéon de los sitos de nodulaciéon son
utilizadas para clasificar las leguminosas que nodulan en tallo en tres grupos (Alazard
y Duhoux, 1988; Ladha et al, 1992). El grupo | comprende a las leguminosas acuaticas
que facilmente nodulan a lo largo de todo el tallo. En este grupo los primordios de raiz
siempre sobresalen a través de la corteza, permitiendo una facil infeccion bacteriana
aérea. En el grupo Il, considerado intermedio, los primordios son menos desarrollados
que aquellos del grupo I, y frecuentemente estadn localizados cerca de lenticelas
penetrando apenas la epidermis, siendo aun accesibles a la infeccién por rizobios. En
el grupo lll, los primordios de raiz permanecen embutidos en el tejido cortical del tallo,
siempre y cuando la dormicién de los primordios no sea interrumpida por anegamiento.
Los nédulos nunca se encuentran en tallos aéreos, sino que estan restringidos a la
parte baja y sumergida del tallo. El anegamiento es un prerrequisito para la induccion
de los primordios en raices adventicias tipicas, susceptibles de formar nédulos en su

base.

En resumen, la presencia de primordios de raiz localizados en el tallo y
accesibles a la infeccion, es clave en la clasificacion de las leguminosas que nodulan
en tallo. Ademas, solo los nédulos que tienen una conexion vascular con el tallo

(sumergido o no), son considerados verdaderos nddulos de tallo.

Bajo estas condiciones, las leguminosas pertenecientes a los grupos | y Il de los
géneros Sesbania y Aeschynomene, son las Unicas especies clasificadas

inequivocamente como verdaderas leguminosas que nodulan en tallo.

Propiedades inusuales de los rizobios que nodulan en tallo

Comparados con otros rizobios, las bacterias que nodulan en tallo tienen que
enfrentar una amplia variedad de condiciones bajo las cuales tienen que ser capaces
de sobrevivir y crecer, tanto fuera como dentro del nddulo en el tallo en las plantas.
Existen tres factores importantes que difieren notablemente de los que se encuentran
en la rizésfera o en los nédulos de raiz: la concentracion de oxigeno ambiental, la casi
ausencia de nitrogeno combinado para sobrevivir en el tallo o en las hojas, y la

presencia de luz y fotosintesis vegetal en la corteza del nédulo.




Estas condiciones ambientales diferentes pueden explicar porqué las cepas de
Azorhizobium caulinodans de Sesbania rostrata y las cepas de Bradyrhizobium sp. de
Aeschynomene, tienen la capacidad de fijar N, en vida libre, una propiedad inusual

entre los rizobios.

Capacidad de fijacion de nitrogeno en vida libre y crecimiento en N,

La mayoria de los rizobios reduce el nitrégeno atmosférico a amonio solamente
durante la simbiosis, cuando se diferencian en bacteroides dentro del nodulo. Sin
embargo, un numero limitado de cepas de rizobios, en su mayoria pertenecientes al
género Bradyrhizobium, expresan la actividad nitrogenasa ex planta cuando crecen en
cultivos puros en baja tension de oxigeno. Pero a pesar de su actividad nitrogenasa en
cultivos puros, ninguna de estas cepas es capaz de utilizar el nitrégeno fijado para su
metabolismo y aun requieren el agregado de nitrdgeno combinado en el medio de

cultivo para su crecimiento.

Sin embargo, la cepa ORS571 de Azorhizobium caulinodans no solo fija N, ex
planta, sino que es capaz de crecer en vida libre con N, como uUnica fuente de
nitrégeno. Los requisitos para la fijacion de N, son: una baja tensién de oxigeno (3%
O; en la fase gaseosa), la ausencia de nitrégeno combinado en el medio, y ademas,
es esencial el agregado de biotina, pantotenato y acido nicotinico al medio definido
(Dreyfus et al, 1983). La cepa ORS571 ha sido utilizada como modelo para estudios

de fisiologia, genética y regulacién del proceso de fijacion de nitrégeno en los rizobios.

Con pocas excepciones, todas las demas cepas de rizobios capaces de crecer
con N2 como unica fuente de nitrégeno, pertenecen a bradyrizobios aislados de
nodulos de tallo de diferentes especies de Aeschynomene. Esta propiedad es una
caracteristica extendida en los bradyrizobios que nodulan en tallo, pero la actividad
nitrogenasa en vida libre requiere de una concentracion de oxigeno mas baja (0,5% O

en la fase gaseosa) que en A. caulinodans (Alazard, 1990).

Por lo tanto, la capacidad de crecer a expensas de N, en cultivo puede

considerarse una caracteristica general de los rizobios que nodulan en tallo.




Clasificacion y caracteristicas de los rizobios de especies de

Aeschynomene que nodulan en tallo

Algunos de los aislamientos que nodulan determinadas especies de
Aeschynomene, tienen la capacidad de producir pigmentos fotosintéticos, una
caracteristica Unica entre los rizobios. La primera cepa descripta fue aislada de un
nédulo de tallo de A. indica, y se denomind BTAi1 (Eaglesham y Szalay, 1983;
Eaglesham et al, 1990). La presencia inusual de un sistema fotosintético en la cepa
BTAI1 hizo que se le asignara el nombre tentativo de Photorhizobium thompsonianum,
pero el analisis de secuencia del gen ribosomal 16S mostrd que estaba estrechamente
relacionada con Bradyrhizobium japonicum y Rhodopseudomonas palustris (Young et
al, 1991).

Analisis de homologia DNA-DNA de BTAi1 y B. japonicum USDA 110 con
aislamientos de suelo de rizobios capaces de nodular A. indica, indicaron que la
mayoria de los aislamientos estan estrechamente relacionados unos con otros pero no
con B. japonicum. También se observo que el DNA de todos los rizobios productores
de pigmentos fotosintéticos, e incluso el de algunos no productores, hibridiza con DNA
que contiene los genes del aparato fotosintético de Rhodobacter capsulatus (van
Berkum et al, 1995).

De estudios de taxonomia numérica que determinaron una relacion basada en el
fenotipo, surgidé que los rizobios fotosintéticos forman un grupo separado de
Bradyrhizobium, Rhizobium y Azorhizobium (Ladha y So, 1994). Sin embargo, un
nuevo estudio de esos aislamientos, basado en el analisis de secuencia del 16S rDNA,
mostré que pertenecen al mismo grupo que Bradyrhizobium (So et al, 1994; Wong et
al, 1994).

Posteriormente, un estudio de hibridizacion DNA-DNA entre cepas de
Bradyrhizobium, determiné que los bradyrizobios fotosintéticos son heterogéneos y
pertenecen, al menos, a dos genoespecies entre las once descriptas para este género
(Willems et al, 2001c). Las genoespecies 0 especies gendmicas, son grupos de
microorganismos cultivables para los cuales los datos comparativos de hibridizacion
DNA-DNA indican que constituyen una nueva especie pero no se han encontrado

propiedades fenotipicas que los distingan.

Si bien los estudios realizados en diferentes colecciones de cepas aisladas de

Aeschynomene llevan al consenso de la clasificacion de los rizobios fotosintéticos




como Bradyrhizobium, su posicion taxondmica no es del todo clara. Puede aceptarse
que pertenecen al género Bradyrhizobium, pero el numero de especies que representa
este grupo aun es impreciso. Ademas, el descubrimiento reciente de que Blastobacter
denitrificans, una especie relacionada a los bradyrizobios fotosintéticos, puede también
establecer una simbiosis fijadora de nitrégeno con Aeschynomene, y que ademas
tiene en su genoma el gen que codifica para una de las subunidades del centro de
reaccion fotosintético, suma una complejidad adicional (van Berkum y Eardly, 2002;
van Berkum et al, 2006).

En la simbiosis rizobio-leguminosa se define el concepto de grupos de
inoculacion cruzada, que refleja la especificidad de nodulacién. Estos grupos de
inoculacion son grupos de leguminosas, cualquiera de las cuales desarrolla nédulos

cuando es inoculada con rizobios aislados de otra leguminosa perteneciente al grupo.

Entre las especies de Aeschynomene se han descripto 3 grupos de inoculacion
cruzada (Alazard, 1985). Las especies de Aeschynomene que no nodulan en tallo o
solo lo hacen en la parte baja y sumergida del mismo, pertenecen al grupo 1. Las
especies de este grupo son noduladas por bradyrizobios no especificos, que también
forman ndédulos efectivos en la raices de Macroptillum atropurpureum 'y Acacia albida,
que son plantas hospedadoras de ensayo para Bradyrhizobium spp. del grupo
miscelaneo del caupi. Ninguna de estas cepas es fotosintética y pocas forman nédulos

en especies que pertenecen al grupo 2 de inoculacién cruzada.

El grupo 2 es mas especifico y los bradyrizobios incluyen cepas fotosintéticas y
no fotosintéticas. Solo las cepas fotosintéticas, incapaces de nodular plantas del grupo

1, pueden formar nédulos en especies de los grupos 2 y 3.

El grupo 3 es nodulado por bradyrizobios altamente especificos, la mayoria de

ellos son fotosintéticos e incapaces de nodular plantas del grupo 1.

Los bradyrizobios fotosintéticos se encuentran exclusivamente en los grupos 2 y
3, los cuales corresponden a las especies de Aechynomene clasificadas como
verdaderas leguminosas que nodulan en tallo (grupos | y Il). A diferencia de los
aislamientos no fotosintéticos, las cepas fotosintéticas poseen una alta especificidad

de nodulacion.

No se ha encontrado inoculacion cruzada entre Sesbania rostrata y especies de

Aeschynomene (Alazard, 1985).




En la interaccion rizobio-leguminosa, la especificidad de nodulacién es
controlada principalmente por moléculas senal bacterianas, extracelulares,
denominadas factores Nod (Dénairé et al, 1996; Perret et al, 2000). Todos los factores
Nod son quitinoligdmeros mono N-acetilados en el extremo no reductor y diversamente
sustituidos en ambos extremos de la molécula. Los genes comunes de nodulacion,
nod ABC, presentes en todos los rizobios descriptos hasta ahora, determinan la
sintesis del esqueleto del lipooligosacarido. El gen nodA, involucrado en la
transferencia de la cadena acilo al esqueleto del factor Nod, mostré ser un buen
marcador de nodulacién (Roche et al, 1996). El analisis filogenético de secuencias
nodA de cepas de Bradyrhizobium, mostré que la secuencia de este gen en los
bradyrizobios fotosintéticos del grupo de inoculacion 2 constituye una nueva rama,
relacionada a los genes nodA de otros bradyrizobios. Sin embargo, aun no ha sido
posible obtener la secuencia del gen nodA, como tampoco de nodB o nodC, para los
bradyrizobios fotosintéticos del grupo 3, lo que sugiere que existe divergencia entre los
genes nod comunes de los bradyrizobios fotosintéticos de los grupos 2 y 3 (Chaintreuil
et al, 2001).

Propiedades fotosintéticas de los rizobios de Aeschynomene

La cepa BTAI1, aislada de un nédulo de tallo de A. indica, fue el primer rizobio
fotosintético descripto. Esta cepa produce bacterioclorofila a (BChl a) y carotenos solo
cuando crece en condiciones aerdbicas y bajo ciclos de luz-oscuridad (Evans et al,
1990). Debido a la expresion de un aparato fotosintético funcional, a la cepa BTAIi1 se
la considera fotosintética, al igual que a todos los rizobios que producen BChl
(Fleischman y Kramer, 1998). Sin embargo, a diferencia de las bacterias fotosintéticas
purpuras que crecen en forma fotoautétrofa en anaerobiosis, la cepa BTAi1, como
todos los rizobios, es estrictamente aeroébica, realiza una fotosintesis heterotréfica y es
incapaz de crecer sin una fuente de carbono organica aun en presencia de luz. Por
esto, pertenece al grupo de las bacterias aerdbicas que sintetizan bacterioclorofila,
también conocidas como bacterias fotdtrofas aerébicas, una categoria fisiolégica
distinta de las clasicas bacterias fotétrofas purpuras anoxigénicas (Yurkov y Beatty,
1998).

A diferencia de las bacterias purpuras que forman su sistema fotosintético bajo
condiciones de iluminacion continua u oscuridad, la mayoria de los bradyrizobios

fotosintéticos requieren de determinadas condiciones de luz para iniciar la sintesis de




su aparato fotosintético. La cepa BTAi1 produce pigmentos solo cuando crece bajo

ciclos de luz-oscuridad, y no bajo luz u oscuridad continua (Evans et al, 1990).

El efecto de la intensidad de luz y la tensiéon de oxigeno sobre la acumulacién de
BChl han sido estudiados inicialmente en la cepa BTAi1 (Wettlaufer y Hardy, 1995).
Los resultados de estos estudios indican que esta cepa produce la maxima cantidad
de BChl a la concentracion de oxigeno atmosférica (21%) y requiere de fotoperiodo
(16 horas luz-8 horas oscuridad), con un flujo de fotones de aproximadamente 35
umol/m?s. La acumulacion de BChl ocurre predominantemente en la oscuridad,
siempre y cuando haya habido exposicion a un minimo umbral de luz. Mientras que la
acumulacion de BChl es estimulada por la luz, ésta también inhibe su acumulacion
durante la exposicién a los sucesivos ciclos luz-oscuridad. Utilizando una serie de
filtros se determind que la acumulacion de BChl se inicia por luz de longitud de onda
menor a 750 nm, y se inhibe por luz de longitud de onda menor a 650 nm. Esto sugiere
que la luz ejerce su efecto regulador mediante la conversion de un posible
fotorreceptor, y que el fotorreceptor responsable de esta regulacién involucraria un

tetrapirrol que podria ser un fitocromo (Fleischman et al, 1995).

La mayoria de los rizobios fotosintéticos producen pigmentos solo cuando
crecen bajo ciclos luz-oscuridad, una condicién similar a la que encuentran dentro de
los nddulos en el tallo de las plantas, y no bajo luz u oscuridad continua. Sin embargo,
algunos también lo hacen en oscuridad o producen otros pigmentos que no tienen una
funcién conocida en el aparato fotosintético bacteriano (van Berkum et al, 1995;
Lorquin et al, 1997; Molouba et al, 1999). Entre los bradyrizobios fotosintéticos pueden
diferenciarse dos grupos de pigmentacion. La mayoria, como BTAi1, produce
espiriloxantina como unico caroteno, mientras que otros producen cantaxantina como
pigmento principal. La cantaxantina es un caroteno de gran importancia en las
industrias agroalimentaria, farmacéutica y cosmética, debido a su uso como colorante

y a sus propiedades fotoprotectoras.

El rizobio fotosintético Bradyrhizobium sp. ORS278, aislado de Aeschynomene
sensitiva en Senegal, es la cepa en la que se caracterizaron los genes de biosintesis
de cantaxantina y la que se utilizé en estudios recientes de fisiologia y genética de los
rizobios que producen BChl (Lorquin et al, 1997; Hannibal et al, 2000; Giraud et al,
2000, 2002, 2004a; Jaubert et al, 2004). Con la obtenciéon de la cepa mutante no
fotosintética, se determind que la fotosintesis bacteriana tiene un rol importante en la

eficiencia de la nodulacion en tallo en Aeschynomene (Figura 1).
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Inoculacion en raiz

Control =3 278ApufIM ORS278

Inoculacion en tallo

Reproducido de Giraud et al (2000).

FIGURA 1. Comparacion del crecimiento de plantas de Aeschynomene sensitiva
inoculadas en tallo o en raiz, con la cepa ORS278 y la cepa mutante no
fotosintética 278ApufLM.

Esta cepa es una de las bacterias elegidas para la secuenciacién de genomas
completos bacterianos que actualmente se encuentra en realizacion

(http://www.genoscope.cns.fr/externe/English/Projects/Project MA/MA.html).

El genoma de la cepa Bradyrhizobium sp. BTAi1 también esta siendo

secuenciado (http://genome.jgi-psf.org/draft_microbes/bra_b/bra_b.home.html)

Caracterizacion de los genes fotosintéticos

Los genes necesarios para la formacion del aparato fotosintético han sido
caracterizados en varias bacterias purpuras (Rhodobacter capsulatus, Rhodobacter
sphaeroides, Rhodospirillum centenum y Rubrivivax gelatinosus). Estos siempre se
encuentran en una region de 45 kb del cromosoma, denominada PGC (Photosynthetic
gene cluster). EI PGC incluye varios operones de genes involucrados en la biosintesis
de bacterioclorofila (bchl), carotenos (crt), polipéptidos de las antenas (pufBA y

pucBAC), centros de reaccion (pufLM, puhA) y sus reguladores (ppsR, tspO y ppaA).
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Entre los bradyrizobios fotosintéticos, el PGC de la cepa Bradyrhizobium sp.
ORS278 ha sido recientemente aislado (Giraud et al, 2002). Su secuenciacion parcial
revelé un arreglo de genes similar al de las bacterias fotosintéticas purpuras, con una

estructura de superoperén conservada: bchCXYZpufBALM (Figura 2)

Bradyrhizobium ORS278
beh  enB el ortF behX bohd BA L M hmuO|Brbp 1 bohF
B S R K
crif eiC  orfE  bohC behY  [pUf operon| ORFdds cycA bohP  bohG aerR

Rhodopseudomonas palustris

boho crtB ORF27E cntD cnF bohX bohZ BAL M ppsRY boh2 ontK ppsR2 hmuQ

DEAPCEKTL O AEOL NI K=

el hamF e ol behs  bohY mtﬂ'ﬂ? b::.'"F' .':_rz:.-l aerR

Reproducido de Jaubert et al (2004).

FIGURA 2. Arreglo de los genes localizados en el PGC en Bradyrhizobium sp.
ORS278 y Rhodopseudomonas palustris.

El operdn puf de la cepa ORS278 incluye solo a los genes pufB, pufA, pufL y
pufM, siendo una de las organizaciones mas simples de las que hasta ahora se han
descripto para una bacteria fotosintética. El analisis filogenético de las secuencias de
pufM y pufL mostrdé una relacién cercana con Rhodopseudomonas palustris, al igual

que lo establecido por el analisis de secuencias del 16S rDNA (Giraud et al, 2000).

La congruencia del analisis filogenético basado en las secuencias del gen
ribosomal 16S y los genes pufL y pufM sugiere que el caracter fotosintético de la cepa
ORS278 no es resultado de transferencia lateral de genes fotosintéticos como en otras
bacterias (Nagashima et al, 1997; |Igarashi et al, 2001), sino que evolucioné de un
antecesor comun con Rps. palustris. Esto indicaria que Bradyrhizobium pudo haber
evolucionado de ser una bacteria fotosintética de vida libre a una simbiodtica, por la
adquisicion de genes de nodulacién por transferencia lateral. Hay varios ejemplos de
este tipo de transferencia lateral de genes: genes de nodulacion entre rizobios, y
también entre rizobios y betaproteobacterias (Suominen et al, 2001; Chen et al 2003;
Moulin et al, 2003).
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Complejos fotosintéticos y regulacion de los genes fotosintéticos

bacterianos

En las bacterias fotosintéticas anoxigénicas, la conversion de energia luminica
en energia quimica requiere de varios complejos membranosos especializados
denominados complejos antena (LH), del centro de reaccion fotosintético (RC) y del
complejo citocromo bcs. Luego de la absorcion de luz por las moléculas de
bacterioclorofila y de carotenos asociados con los complejos antena, la energia es
transferida al centro de reaccion. En éste ocurre una separacion de cargas, que inicia
asi una transferencia de electrones que genera una fuerza protén motriz a través de la

membrana, utilizada finalmente para la sintesis de ATP.

La mayoria de las bacterias purpuras anaerdbicas tienen, ademas de la
membrana citoplasmatica (CM), un sistema de membranas intracitoplasmaticas (ICM),
de morfologia especie-especifica, en el cual se localiza el aparato fotosintético. Las
ICM se forman por invaginacién de la CM y permanecen conectadas a la misma, no
son un compartimiento independiente en las células fotosintéticas sino una porcion
especializada del sistema de membranas. Ambos tipos de membranas presentan
claras diferencias en estructura, composicién quimica, propiedades fisicas y funcion, y
pueden separarse por sedimentacion diferencial, luego de desintegrar las células por
ultrasonido o presion. Las ICM pueden tener forma de vesiculas, tubulos, lamelas
planas semejantes a los tilacoides, o ser membranas irregulares. La intensidad de luz
y la tensién de oxigeno regulan la formacién de las ICM, de manera tal que su sintesis
se induce cuando la tension de oxigeno disminuye y su desarrollo es maximo durante

el crecimiento anaerdbico.

La sintesis del aparato fotosintético es altamente regulada en respuesta a la
tension de oxigeno y la intensidad de la luz (Klug 1993; Oh y Kaplan 2001; Bauer et al,
2003). Bajo condiciones aerdbicas la expresion de los genes fotosintéticos es baja y
las bacterias fotosintéticas se desarrollan a partir de la energia derivada de la
respiracién aerdbica, mientras que bajo condiciones semiaerdbicas o anaerébicas en
la luz, se sintetiza el aparato fotosintético, permitiendo asi el crecimiento a través de la
utilizacion de la energia de la luz. El control fino de la sintesis del fotosistema por
oxigeno recae en la accidon combinada de varios factores de transcripcion, los cuales
activan o reprimen la expresion de los genes de fotosintesis en respuesta a las
condiciones redox (Gregor y Klug, 1999; Bauer et al, 2003). Un regulador bien
caracterizado es el represor aerébico PpsR en Rhodobacter sphaeroides o su

homodlogo CrtJ en Rhodobacter capsulatus (Penfold y Pemberton, 1994;
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Ponnampalam et al, 1995). Ambas proteinas comparten el mismo modo de accion:
bajo condiciones oxidantes, PpsR/CrtJ bloquean la transcripcidon uniéndose a las
regiones promotoras de los genes bch, crty puc. Su actividad puede ser modulada por
las condiciones redox gracias a su percepcion mediante la formacion de puentes
disulfuro intramoleculares promovidas por el oxigeno, lo cual estimula su unién a los
promotores blanco. Ademas, puede interactuar con otros reguladores especificos
involucrados en diferentes circuitos regulatorios. Las propiedades de PpsR como
regulador multifacético de la expresién de genes fotosintéticos y la diversidad en sus
mecanismos de accion en distintas especies de bacterias fotosintéticas han sido
recientemente revisadas (Akos et al, 2005; Elsen et al, 2005). La figura 3 muestra un
diagrama de los circuitos regulatorios que involucran a PpsR en el control de la
expresion de genes de fotosintesis, caracterizados en Rhodobacter capsulatus,

Rhodobacter sphaeroides, Bradyrhizobium sp. ORS 278 y Rubrivivax gelatinosus.
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. J—- .
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Reproducido de Elsen et al (2005)

FIGURA 3. Control de la expresidon de genes de fotosintesis mediada por PpsR. Las
lineas rojas y verdes indican, respectivamente, control negativo y positivo ejercido

directamente por PpsR.




La intensidad de la luz también controla la expresion de los genes fotosintéticos
con un efecto represivo menos drastico que el oxigeno. El mecanismo molecular de
esta regulacion, descripto en Rhodobacter sphaeroides, involucra las acciones
antagonistas del represor PpsR y de la flavoproteina AppA. AppA es un fotorreceptor
de luz azul que modula la actividad de union al DNA de PpsR en respuesta a sefiales
mediadas por oxigeno y luz, utilizando dos mecanismos diferentes: puede romper el
puente disulfuro de la forma oxidada de PpsR o formar un complejo inactivo AppA-
PpsR; (Braatsch et al, 2002; Masuda y Bauer, 2002).

Un tipo nuevo de regulacion por luz ha sido descripto en Bradyrhizobium sp.
ORS278 y también en Rhodopseudomonas palustris (Giraud et al 2002; Giraud et al,
2004b). En estas dos bacterias, dependiendo de la tension de oxigeno, la luz rojo
lejano es necesaria para desencadenar la expresion de genes de fotosintesis. El
mecanismo de esta regulacion por luz ha sido parcialmente dilucidado en la cepa
ORS278 e involucra un bacteriofitocromo (denominado BrBphP por Bradyrhizobium
bacteriophytochrome photoreceptor). Esta cromoproteina ejerce su actividad
regulatoria por medio de la interconversién de las formas Pr y Pfr que absorben luz
roja y rojo lejano, respectivamente. El espectro de accién de la luz sobre la sintesis del
aparato fotosintético es caracteristico de la absorcién de la forma Pfr, e indica que Pr

es la forma activa del BrBphP.
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FIGURA 4. Espectro de accion de la luz en la sintesis de fotosistema en Bradyrhizobium sp.
ORS278. a, Imagen de fluorescencia de bacterioclorofila de las células crecidas en placas de Petri
bajo luz de diferentes longitudes de onda. b, Dependencia de la longitud de onda de la sintesis del

aparato fotosintético y de la expresion de proteinas de fusion en genes fotosintéticos.
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En base al analisis del fenotipo de distintas mutantes y al espectro de accion de
la luz en la sintesis del fotosistema, se propuso que la forma activa Pr del

bacteriofitocromo antagoniza el efecto represivo de PpsR2.

Tanto en Bradyrhizobium sp. ORS278 como en Rps. palustris, se han
encontrado dos genes ppsR, denominados ppsR1 y ppsR2 (Jaubert et al, 2004). En
Bradyrhizobium, ambas proteinas PpsR ejercen efectos antagénicos en la regulacion
de la formacién del fotosistema, con un rol represor clasico de PpsR2, y un rol
activador de PpsR1. La regulacién de la sintesis del fotosistema involucra a los dos
PpsR, que compiten por la unién a los mismos genes fotosintéticos. Esta competencia
estaria modulada por dos factores: la luz por medio de la accién antagénica del BphP
sobre PpsR2, y el potencial redox por medio de cambios en el estado de
oligomerizacion de PpsR1. Sin embargo, el conocimiento actual sobre la regulacién del
fotosistema en los bradyrizobios fotosintéticos, no explica la ausencia de fotosistema

en condiciones de iluminacién continua.

La secuenciacion del genoma completo de Rps. palustris (Larimer et al, 2003)
revel6 la presencia de 6 genes que codifican para BphP, 4 de ellos localizados cerca
de genes fotosintéticos. Sus propiedades y su relacion con la expresion del aparato
fotosintético en esta bacteria estan siendo estudiadas (Evans et al, 2005; Giraud et al,
2005).

En los bradyrizobios fotosintéticos, la acumulacion de BChl también es
influenciada por la fuente de carbono presente en el medio de cultivo (Wetlauffer y
Hardy, 1992; Hungria et al, 1993). Las células forman el aparato fotosintético cuando
la fuente de carbono estd agotandose o no hay una buena fuente disponible, y la
fotosintesis puede, entonces, proveer una fuente de energia alternativa. Este tipo de
induccién del sistema fotosintético por limitacion de carbono ha sido observado en al
menos otras dos bacterias fotosintéticas aerdbicas (Kolber et al, 2001; Suyama et al,
2002).

Clasificacion y caracteristicas de los rizobios de especies de Sesbania que

nodulan en tallo

De las 5 especies descriptas, todas originarias de Africa o Asia, Sesbania
rostrata es practicamente la unica y la mas estudiada. Los rizobios aislados de nodulos

de tallo pertenecen en su mayoria a Azorhizobium caulinodans (Dreyfus et al, 1988).
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Sin embargo, debido a la diversidad genética entre aislamientos de S. rostrata tanto de
tallo como de raiz, se han descripto dos genoespecies dentro del género (Rinaudo et
al, 1991).

Las cepas de A. caulinodans tienen una alta especificidad de nodulacion,
estableciendo una simbiosis efectiva solo con S. rostrata 'y S. punctata. Sin embargo,
las distintas especies de Sesbania que nodulan o no en tallo, establecen relaciones
simbidticas con rizobios de distintos géneros: Azorhizobium, Sinorhizobium,
Rhizobium y Mesorhizobium. La mayoria de los aislamientos de Sinorhizobium que
nodulan S. rostrata (S. saheli y S. terangae bv. sesbaniae) poseen un rango de
hospedador reducido limitado a especies de Sesbania, aunque también forman
nédulos efectivos otras especies de Acacia, Leucaena y Neptunia (Boivin et al, 1997a).
Entre los microsimbiontes de Sesbania, solo las cepas de Azorhizobium poseen como

caracteristica distintiva la capacidad de fijar nitrdgeno en vida libre.

En base al analisis de secuencia del gen 16S rRNA, las cepas aisladas de
distintas especies de Sesbania han sido clasificadas como: A. caulinodans,
Azorhizobium sp., M. plurifarium, M. amorphae, Rhizobium sp., R. huautlense, R.
gallicum, R. tropici, R. lequminosarum, Sinorhizobium sp., S. saheli, S. terangae, S.
meliloti y S. fredii (de Lajudie et al, 1994, 1998; Debashis y Krishnan, 1995; Boivin et
al, 1997a; Moreira et al, 1998; Wang et al, 1998, Bala et al, 2002; Odee et al, 2002;
Zurdo-Pifieiro et al, 2004; Sharma et al, 2005; Vinuesa et al, 2005a; Wolde-meskel et
al, 2005). Si bien se considera que los rizobios que nodulan Sesbania tienen un rango
de hospedador restringido y son especificos del género, éstos estan distribuidos en la

mayoria de los grupos filogenéticos de Rhizobiales.

Muy recientemente se ha propuesto una nueva especie de Azorhizobium, A.
doebereinerae, para los microsimbiontes de S. virgata (Moreira et al, 2006) pero aun

no es una especie validamente publicada.

La habilidad de las distintas especies de Sesbania para colonizar diversos
ambientes con distintos tipos de estreses bidticos y abidticos, y el hecho de establecer
una simbiosis efectiva con diferentes especies de rizobios, hace posible su uso como
abono verde y en la recuperacion de suelos degradados o disturbados. Sin embargo,
para que su uso sea exitoso, es necesario utilizar como inoculante a los rizobios

apropiados para cada una de las especies de Sesbania y para los distintos ambientes.
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Clasificacion e identificacion de bacterias

La identificacién y clasificacion de bacterias es de crucial importancia en
microbiologia ambiental, industrial, médica y agrondémica, asi como en ecologia

microbiana.

Tradicionalmente se emplearon diversos métodos fenotipicos, bioquimicos y
serolégicos para la clasificaciéon e identificacion de rizobios y en estudios de
diversidad: ELISA, electroforesis mono o bidimensional de proteinas totales, patrones
de utilizacion de sustratos, electroforesis de enzimas multilocus (MLEE), perfiles de
acidos grasos (FAME), resistencia a antibiodticos, sensibilidad a bacteriéfagos y la

compatibilidad simbidtica con plantas hospedantes (rango de hospedador).

Actualmente, la sistematica bacteriana se basa en la taxonomia polifacética
(Vandamme et al, 1996), y la clasificacion de los rizobios también incluye métodos
genotipicos como la determinacion de las secuencias del DNA ribosomal, estudios de
hibridizacion DNA-DNA, determinacién del porcentaje de bases del DNA (% mol G+C)

y técnicas de fingerprinting genémico.

Las técnicas de fingerprinting genémico son muy utilizadas ya que son métodos
confiables, rapidos, simples, y algunos de ellos muy utiles para determinar relaciones
filogenéticas entre los microorganismos y clasificarlos en grupos coherentes. Algunas
de estas técnicas estan basadas en la amplificacion de fragmentos de DNA
especificos mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Cada uno de
estos métodos tiene ventajas y desventajas con respecto a la facilidad de aplicacién,

reproducibilidad, requerimiento de equipos y nivel de resolucion.

Basicamente hay dos clases de protocolos que usan PCR para la clasificacion e
identificacion de bacterias. La primera clase se basa en la amplificacion de uno o
pocos fragmentos de DNA especificos seguido de analisis de restriccion, y en la
segunda clase se utilizan primers arbitrarios o especificos para amplificar numerosos
fragmentos distintos, que luego se separan por tamafo para dar un patrén de bandas
especifico o fingerprint. Dentro de la primera clase se encuentran las técnicas ARDRA
(Amplified ribosomal DNA restriction analysis) y 16S-23S rDNA IGS-RFLP (intergenic
spacer restriction fragment length polymorphism) (Laguerre et al, 1994, 1996;
Heyndrickx et al, 1996), y en la segunda clase las técnicas AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) y rep-PCR (repetitive sequence based-PCR) (Versalovic et al,
1994; Vos et al, 1995).
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El fingerprinting gendmico mediante rep-PCR hace uso de primers
complementarios a secuencias de DNA repetitivas, altamente conservadas, presentes
en copias multiples en la mayoria de las bacterias Gram negativas y en varias Gram
positivas (Versalovic et al, 1991, 1994; Koeuth et al, 1995). Varias familias de
secuencias repetitivas han sido descriptas y caracterizadas (Lupsky y Weinstock,
1992), entre las cuales se encuentran las secuencias REP (Repetitive Extragenic
Palindromes) (Stern et al, 1984; Versalovic et al, 1991), ERIC (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus) (Hulton et al, 1991; Versalovic et al, 1991), y los
elementos BOX (Martin et al, 1992). Estas tres familias no estan relacionadas a nivel
de secuencia del DNA. Las secuencias REP (38 pb) son unidades palindrémicas, al
igual que la estructura central de las secuencias ERIC (126 pb). El consenso de los
elementos BOX (154 pb) posee una estructura modular compuesta por tres
subunidades: boxA (59 pb), boxB (45 pb) y boxC (50 pb). Este tipo de secuencias
repetitivas son transcriptas pero no traducidas y estan presentes en ambas
orientaciones y bien distribuidas en todo el genoma bacteriano. Todas tienen el
potencial de formar estructuras secundarias del tipo horquilla y podrian tener un rol
importante en la organizacién del genoma bacteriano. Debido a que se piensa que la
organizacion genémica es moldeada por la seleccion, la distribucion de las secuencias
REP, ERIC y BOX podria ser un indicador de la estructura y evolucién del genoma

bacteriano.

Los elementos REP y la secuencia central conservada de ERIC, contienen
repeticiones invertidas altamente conservadas. La técnica de rep-PCR se basa en el
hecho de que las regiones conservadas dentro de estas secuencias y la de la
subunidad boxA de los elementos BOX, sirven como sitios de unién para primers
especificos disenados de modo tal que permiten la amplificacion de fragmentos de
DNA localizados entre dos de estos elementos. Luego esos fragmentos de DNA de
distinto tamano se separan mediante electroforesis generando un patrén de bandas
especifico. Estos fingerprints permiten distinguir bacterias no relacionadas ya que cada
una varia con respecto a la distribucién, niumero de copias y distancia entre las
distintas secuencias repetitivas. Sus posiciones relativas en el genoma o las de
secuencias muy similares (ej. "REP like") parecen estar conservadas en cepas
estrechamente relacionadas y ser distintas en especies diferentes (Versalovic et al,
1991; Lupski y Weinstock, 1992).

La técnica de rep-PCR demostré ser un método util para identificar, caracterizar
e inferir relaciones filogenéticas entre rizobios, y para distinguir cepas no

diferenciables por otros métodos (Judd et al, 1993; Laguerre et al, 1996, 1997,
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Schneider y de Bruijn, 1996; Rademaker y de Bruijn, 1997; Nick et al, 1999; Vinuesa et
al, 1998, 2005b; Aguilar et al, 2001; Ferreira y Hungria 2002). EIl nivel de resolucion
taxondmica de esta técnica es mayor que el alcanzado por otros métodos de
fingerprinting genémico y es particularmente util para identificar y diferenciar bacterias
a nivel de subespecie o cepa. Esta es una caracteristica importante para su aplicacion
en el analisis de diversidad genotipica de rizobios orientado a estudios ecoldgicos. En
esta area, se requiere un nivel de resolucion mas alto que el alcanzado por el analisis
de secuencia del 16S rDNA, ya que aislamientos de la misma especie y aun del mismo
serotipo pueden diferir significativamente en la eficiencia de fijacion de N. y en su

habilidad competitiva en la ocupacién de nédulos.

Varios estudios de diversidad, caracterizacion genotipica y filogenia de rizobios,
en los cuales se utilizé rep-PCR como método de fingerprinting genémico junto a otras
técnicas como el analisis de secuencia del 16S rDNA, ARDRA, IGS-RFLP, MLEE o
RAPD, mostraron que los resultados obtenidos con las distintas técnicas son en la
mayoria de los casos acordes entre si, y que los obtenidos mediante rep-PCR son
mas informativos y discriminativos para las cepas analizadas (de Bruijn, 1992; Leung
et al, 1994; Selenska-Pobell et al, 1996; Vinuesa et al, 1998; Santos et al, 1999).

Para la clasificacion de las bacterias la tendencia actual es considerar varias
caracteristicas genéticas junto con caracteristicas fenotipicas, pero en el caso de los
rizobios, los resultados obtenidos por métodos basados en caracteristicas genotipicas
no siempre concuerdan con los obtenidos con métodos fenotipicos (So et al, 1994; van
Rossum et al, 1995; Vinuesa et al, 1998).

En estudios que involucran el analisis de un gran numero de aislamientos, el uso
de distintos métodos de fingerprinting génomico como rep-PCR, AFLP, ARDRA y 16S-
23S rDNA IGS-RFLP, permiten la identificaciéon de las cepas con un grado de
clasificacion taxonémica desde el nivel de cepa al de género (Laguerre et al, 1996,
1997; Doignon Boucier et al, 1999, 2000; Vinuesa et al, 1998; Willems et al, 2000;
Zakhia et al, 2004; Gomes Germano et al, 2005; Wolde-meskel et al, 2004, 2005;
Romdhane et al, 2006). Por esta razén, son generalmente los métodos elegidos para

una rapida y confiable caracterizacién de aislamientos bacterianos.

Ademas, utilizando Xanthomonas como sistema modelo, se determindé que las
técnicas de fingerprinting genémico como rep-PCR y AFLP revelan correctamente la
relacién genotipica y filogenética entre los organismos. Se observdé una alta

correlacion entre las relaciones derivadas de las técnicas de fingerprinting y los valores
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de homologia DNA-DNA (Rademaker et al, 2000). Actualmente, la similitud DNA-DNA
sigue siendo el criterio principal para el delineamiento de especies en bacteriologia
(Wayne et al, 1987; Stackebrandt et al, 2002).

21




OBJETIVOS

El presente trabajo de tesis se centra en el estudio de la diversidad y las
caracteristicas de los rizobios asociados simbi6ticamente con leguminosas nativas que

nodulan en tallo, y en particular, de los rizobios fotosintéticos.

Varias especies nativas de los géneros conocidos de leguminosas que nodulan
en tallo, Aeschynomene y Sesbania, estan presentes en la Argentina, pero los rizobios

asociados a estas plantas no han sido estudiados.

Los objetivos son:

* |dentificar las especies de rizobios asociados a especies nativas de

Aeschynomene y Sesbania.

e Analizar la diversidad de los rizobios aislados mediante Ila

caracterizacién genotipica y fenotipica de cepas representativas.

e Dentro de las caracteristicas fenotipicas de los rizobios de
Aeschynomene, evaluar la capacidad de producir bacterioclorofila y carotenos
bajo distintas condiciones de crecimiento, principalmente en relacion a la luz y

a la tension de oxigeno.

* Determinar el efecto de la tension de oxigeno en la expresion del

aparato fotosintético.
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MATERIALES Y METODOS
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Obtencion de los aislamientos

Se realizaron muestreos de plantas de Aeschynomene spp. y Sesbania spp. en
distintas regiones del pais entre los anos 2000 y 2005, de acuerdo a la distribucién
geografica de estas leguminosas (Zuloaga y Morrone, 1999). Ejemplares de plantas
completas se procesaron como material de herbario para la confirmacién de su

especie.

Se colectaron las plantas con nédulos en tallo y/o raiz, se transportaron al

laboratorio, y los nédulos se almacenaron en glicerol 30% a -20°C.

Los aislamientos se realizaron a partir de los ndédulos por los métodos
convencionales (Somasegaran y Hoben, 1994). Los nddulos se desinfectaron
superficialmente sumergiéndolos en etanol 70° durante 3 minutos, en hipoclorito de
sodio al 3% durante 3 a 5 minutos, y luego se enjuagaron 10 veces con agua destilada
estéril. Cada nodulo se aplastdé sobre una gota de agua estéril y la suspension

resultante se estrié sobre medio de cultivo agarizado en placas de Petri.

Los aislamientos de Aeschynomene spp. se realizaron en placas con medio
YMA y los de Sesbania spp. en medio YLA. Las placas se incubaron a 30°C hasta la
aparicion de colonias. Se obtuvieron cultivos puros de los aislamientos por al menos
dos pasajes sucesivos de una colonia aislada en el mismo medio. Las cepas aisladas
se crecieron en medios liquidos (YMB y TY para las cepas de Aeschynomene e YLB
para las de Sesbania) y se almacenaron en medio de cultivo suplementado con 30%

de glicerol a -80°C. (ver apéndice para la composicion de los medios de cultivo).

Ensayos de nodulaciéon

Con todos los aislamientos se realizaron ensayos de nodulacion en las especies
hospedadoras originales. Ademas, para los ensayos de especificidad de hospedador,
los aislamientos de Aeschynomene spp. se inocularon en plantas de A. indica, A.
americana, A. rudis y A. denticulata, los de Sesbania virgata en S. rostrata, S. sesban,
S. speciosa, S. punicea y A. rudis, y los de S. exasperata en S. virgata, S. rostrata,
Phaseolus vulgaris y Macroptillum lathyroides. Las semillas de Aeschynomene spp. y
Sesbania spp. se escarificaron y esterilizaron superficialmente sumergiéndolas en
H.SO. 98% durante 30 minutos, y se lavaron 10 veces con agua destilada estéril. Las

semillas de P. vulgaris se desinfectaron superficialmente de igual forma que los
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nodulos. En forma aséptica se pusieron en camara humeda por 2 0 3 dias y luego de
inocularlas, se transfirieron a tubos con medio Jensen sin nitrégeno modificado (ver
apéndice). El indculo provino de cultivos liquidos en YMB o YLB en fase exponencial.
Las semillas germinadas se sumergieron unos minutos en el cultivo del inéculo y se

transfirié una semilla a cada tubo para su desarrollo.

Las plantas crecieron en cadmara de cultivo con condiciones ambientales
controladas: ciclos de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, a 30°C. Para los
ensayos de nodulacion en tallo, las plantas se cultivaron en macetas con vermiculita
estéril, regandolas segun lo requirieran, con solucion de Fahraeus con nitrégeno
diluida al cuarto (ver apéndice). Luego de 10 dias se inocularon pincelando los cultivos
in6culo sobre el tallo, y se cultivaron en camara por 20 dias adicionales, cambiando el
riego por solucidon de Fahraeus sin nitrégeno. En el caso de Sesbania virgata, parte de

las plantas se mantuvieron inundadas antes y después de la inoculacién.

A los 30 dias se determiné la aparicién de nédulos y se estimo la efectividad de
la nodulacion mediante observacioén visual del color del follaje y el vigor de las plantas
con respecto a los controles sin inocular. Se cosecharon los ndédulos de las raices
primarias y secundarias y de los tallos, y se almacenaron a -20°C en glicerol 30%. De
algunos de los nédulos se realizaron aislamientos para confirmar que la cepa presente
en los nédulos correspondia a la cepa inoculada. La identificacion se realizé por BOX-
PCR.

Caracterizacion genotipica de las cepas
Preparacion de DNA

La extraccion de DNA gendmico total se realizé a partir de cultivos liquidos puros
en medio TY (cepas de Aeschynomene spp.) o YLB (cepas de Sesbania spp.),
originados de colonias aisladas en placas de YMA o YLA. Cada aislamiento se inocul6
en 5 ml de medio liquido y se incubo6 a 28°C con agitacion (300 rpm) por 3-6 dias. La

pureza de los cultivos se comprobo por crecimiento en placa y tincion de Gram.

Para la preparacion de DNA se utilizd el protocolo estandar de CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide) (Ausubel et al, 1994) o el kit comercial Wizard

genomic DNA (Promega), en ambos casos se partié del pellet de 1,5 ml de cultivo.
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La concentracion y pureza del DNA obtenido se estimé midiendo absorbancia a
260 nm y 280 nm en un cuantificador RNA/DNA (Genequant, Pharmacia Biotech), y se
ajusto la concentracion a 50 ng/ul haciendo diluciones apropiadas. También se analizé
la integridad del DNA aislado mediante corridas electroforéticas en gel de agarosa al
1% en buffer TBE (ver apéndice). Las preparaciones de DNA se conservaron a 4°C

hasta su uso.

rep-PCR

Los aislamientos se caracterizaron mediante rep-PCR con los primers BOXA1R,
REP1R-I/REP2-I y ERIC1R/ERIC2 (ver apéndice).

El protocolo de rep-PCR utilizado es basicamente el descripto por Versalovic et
al (1994), pero con algunas modificaciones surgidas de ensayos de optimizacion
(detalladas en los parrafos que siguen). En la mezcla de reaccion se disminuyo la
concentracion de MgCl;, se aumentd la de primers, se agrego glicerol en lugar de
seroalbumina bovina (BSA), y se redujo la cantidad de DNA molde utilizado. En las
condiciones de amplificacién se aumenté el tiempo de annealing para dos de los

primers utilizados y se disminuyé el niumero de ciclos de amplificacion.

Los primers utilizados fueron sintetizados por DNAgency (Malvern, Pa) o
Invitrogen. Las reacciones de PCR se hicieron en un volumen final de 25 pl
conteniendo: 2,5 uM de cada primer, 1,25 mM de cada dNTP (dATP, dGTP, dTTP y
dCTP), 50 ng de DNA, 2,5 U de Tag DNA polimerasa, DMSO 10% v/v, glicerol 5% v/v,
Tris-HCI 67 mM pH 8,8, (NH4).SO, 16,6 mM, EDTA 6,7 uM, 3-mercaptoetanol 30 mM y
MgCl; 6,7 mM (REP-PCR y ERIC-PCR) 0 5 mM (BOX-PCR).

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador automatico (MJ Research
PTC-100) con un ciclo de desnaturalizacién inicial de 5 minutos a 95°C, seguido por 30
ciclos de desnaturalizacion (94°C, 1 min), annealing (REP 40°C, 2 min; ERIC 52°C 2
min; BOX 52°C, 1 min) y extension (65°C, 8 min), y una extension final a 65°C por 8

minutos.

Los microtubos con los productos de reaccion se almacenaron a -20°C hasta su

posterior analisis.

Los productos de reaccion se separaron mediante electroforesis horizontal en

geles de agarosa al 1,5% en buffer TBE. Se utilizaron geles de 20 x 24 cm en los
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cuales se sembraron 6 ul de muestra con 2 ul de buffer de siembra (Ficoll®400 15%,
azul de bromofenol 0,03%, Tris-HCI 10 mM pH 7,5, EDTA 50 mM). La corrida
electroforética se realizé6 a 5 V/cm (constante) a temperatura ambiente durante 4,6
horas. En cada gel, en la calle central y en las de los extremos, se incluyeron los
marcadores de peso molecular 100bp DNA Ladder (Promega) y Lambda DNA/Hindlll

Markers (Promega), o 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen), como referencias.

Las bandas se revelaron sumergiendo los geles en una solucidon acuosa de
bromuro de etidio (0,6 ug/ml) por 30 minutos y luego se los lavé con agua milliQ por

otros 30 minutos.

Los geles tefiidos se observaron con un transiluminador de luz UV (Spectroline)
y se fotografiaron usando una camara Polaroid DS 34 y pelicula Polaroid 667, o el

sistema de documentacion Kodak EDAS120.

Analisis de restriccion del gen ribosomal 16S amplificado por PCR
(ARDRA)

Para amplificar los genes 16S rRNA se utilizaron los primers fD1 y rD1
universales para eubacterias (Weisburg et al, 1991). Las reacciones de PCR se
realizaron en un volumen final de 50 ul conteniendo: 50 ng de DNA, 5% de DMSO, 0,2
mM de cada dNTP, 0,3 uM de cada primer, 1,25U de Tag DNA polimerasa y el buffer
provisto con la enzima. El programa de amplificacion utilizado consistié en un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion
(94°C 1 min), annealing (57°C, 40 seg) y extension (72 °C, 2 min), y una extension final

a 72°C por 8 min.

Los productos de PCR se purificaron con un kit comercial (QlAquick PCR
purification columns, Quiagen), y alicuotas de 10 pl se incubaron a 37°C por 2 horas
con 5U de la enzima de restriccion (Ddel, Hhal, Hinfl y Mspl o Sau3A1, Promega),

siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Los productos de las digestiones se analizaron en geles de agarosa de alta
resolucion al 2% (agarosa MetaPhor®) de 10 cm de largo en buffer TBE. Se corrieron a
5V/cm durante 2,5 horas, incluyendo en la calle central y en las de ambos extremos de

cada gel, el marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (Promega).
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Andlisis de restriccion de la region intergénica 16S-23S rDNA (IGS-RFLP)

Para amplificar la region intergénica 16S-23S rDNA se utilizaron los primers
FGPS1490 y FGPS132' (Laguerre et al, 1996). Las condiciones de PCR fueron las
mismas que las utilizadas para la amplificacion del gen 16S rRNA, excepto la
temperatura de annealing que fue de 55°C. Los productos de PCR obtenidos se
digirieron con las enzimas de restriccion Ddel, Haelll, Hinfl y Mspl (Promega) y se

analizaron del mismo modo que lo descripto para ARDRA.

Analisis de los fingerprints

Las imagenes digitales de los fingerprints se normalizaron con los marcadores
de peso molecular utilizados como referencias, y se analizaron con el programa

GelComparll (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica), segun lo descripto por el fabricante.

Los fingerprints obtenidos por BOX-, ERIC- y REP-PCR se analizaron por
separado y combinados en forma lineal como un Unico conjunto de datos. El grado de
similitud entre los fingerprints se determiné utilizando el coeficiente de correlacién de
Pearson (r) y los dendrogramas se construyeron utilizando el método de pares de
grupos con media aritmética (UPGMA) (Sneath y Sokal, 1973; Hane et al, 1993).

Los patrones de restriccion del 16S rDNA obtenidos con las distintas enzimas,
asi como aquellos de la region intergénica 16S-23S rDNA, se combinaron linealmente
para su comparacion. Se utilizé el coeficiente de similitud de Dice (Sp) para la
construccion de la matriz de similitud, y UPGMA para la obtencion de los

dendrogramas.

Para integrar la informacion filogenética provista por los fingerprints de rep-PCR
y el analisis de restriccion del 16S rDNA, éstos se combinaron en forma lineal y se

analizaron utilizando ry UPGMA.

Analisis de secuencias del 16S rDNA

La determinacién de la secuencia del gen ribosomal 16S de aislamientos
representativos se realizé en MIDI Labs (Newark, USA). Para determinar las

secuencias mas relacionadas a las obtenidas se realizé una busqueda en la base de
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datos GeneBank, utilizando el programa BLASTN 2.2.13 (Altschul et al, 1990) del

NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Las secuencias determinadas y las de bacterias relacionadas obtenidas del
GeneBank se alinearon utilizando el programa ClustalX (Thompson et al, 1997). Para
el analisis filogenético de los aislamientos de Aeschynomene y Sesbania spp. se
utilizaron 1388 o6 1370 posiciones de bases alineadas incluyendo gaps,
respectivamente. Los arboles filogenéticos se construyeron utilizando el método
neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987), a partir de una matriz de distancia obtenida
utilizando el modelo de 2 parametros de Kimura, y el andlisis de confidencia se realizé
por analisis de bootstrap (1000 réplicas), utilizando los programas SEQBOOT,
DNADIST, NEIGHBOR y CONSENSE del paquete de inferencia filogenética (PHYLIP,
version 3.57c) (Felsenstein, 1995). Para la visualizacion de los arboles se utilizo el

programa NJplot (Perriére y Gouy, 1996).

Determinacion de actividad nitrogenasa en vida libre y crecimiento en

medio de cultivo en N,

En cepas representativas aisladas de nddulos de Aeschynomene spp. y
Sesbania spp. se determind la capacidad de crecer en medios de cultivo con N, como
unica fuente de nitrogeno. Para la determinacién de la actividad nitrogenasa ex planta
se utilizé6 medio de cultivo semisdlido en viales, en los que se sembrd, por puncion, la
cepa a evaluar. Para las cepas de Sesbania se utilizé el medio LO (Dreyfus et al,
1983) y en el caso de las cepas de Aeschynomene, los medios SA y SAG (Alazard,
1985) y el medio LO modificado descripto por Hungria et al (1993). Luego de 3 a 7
dias de incubacion a 28°C se evalud el crecimiento bacteriano en los viales y se
determino la actividad nitrogenasa mediante el ensayo de reduccion de acetileno por
cromatografia gaseosa. Para ello se reemplazé el 10% del volumen de la atmdsfera de
los viales por acetileno, y luego de 24 h de incubacion a 28°C en oscuridad se
determind produccién de etileno con un cromatografo gaseoso Hewlett Packard 5890
serie I, con una columna Porapack 80/100 en el laboratorio de servicios analiticos
especiales de la FAUBA. Para el aislamiento fotosintético de Aeschynomene, la
actividad nitrogenasa se determind en cultivos crecidos en oscuridad e incubados en
oscuridad luego de la inyeccion de acetileno y en cultivos crecidos bajo ciclos

luz/oscuridad e incubados en luz luego del agregado del acetileno.
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Las cepas que mostraron actvidad nitrogenasa ex planta, se cultivaron en
medios liquidos en fermentador con N, como unica fuente de nitrégeno, segun las
condiciones descriptas para el crecimiento en cada género bacteriano (Dreyfus et al
1983; Alazard, 1985). En ambos casosla cepa se cultivd en aerobiosis en su medio
respectivo con nitrégeno, y las células se lavaron 2 veces con medio sin nitrdgeno
antes de su inoculacién en el fermentador. Se utilizaron diferentes mezclas de gases
en los cultivos en fermentador: 3% O, para el rizobio de S. virgata y 0,5% O, para el de
Aeschynomene, ambos en balance de N; 5.0 (mezclas preparadas por AGA S.A.). El
crecimiento bacteriano se siguié mediante la lectura de la absorbancia del cultivo, a
570 nm en el caso de la cepa de S. virgata, y a 680 nm para la cepa de
Aeschynomene. En esta ultima también se determind la acumulacion de BChl en

células y membranas.

Determinacion de la produccion de pigmentos fotosintéticos y

preparacion de membranas

Se determiné la produccidon de pigmentos en todos los aislamientos de
Aeschynomene spp.. Las cepas se crecieron en medio liquido MAG modificado (van
Berkum et al, 1995) con agitacion, a 28°C, durante 7 dias, bajo ciclos luz/oscuridad

(16h/8h) o en oscuridad o luz continua.

Se extrajeron los pigmentos de células enteras con una mezcla de
acetona:metanol (7:2 v/v), y se determinaron las caracteristicas de absorcion de los
pigmentos extraidos, en el rango de 350 nm a 900 nm en un espectrofotometro
(Schimadzu UV-VIS 1601 PC).

Alternativamente, las células se cosecharon por centrifugacion, se lavaron con
buffer Tris-HCI 5 mM pH 8, y se rompieron por sonicacion en frio, con 4 ciclos de 15
segundos cada uno. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacion a 2000 g por
10 minutos, el sobrenadante se colocé sobre sacarosa 50% en buffer Tris-HCI 10 mM
pH 8, y se centrifugd a 100000 g durante 2 horas a 4°C. Se recuperaron las fracciones
coloreadas producidas correspondientes a dos fracciones de membrana diferentes,
denominadas H (pellet) y L (36-38% sacarosa), y se registrd su espectro de absorcion

en el rango de 350 nm a 900 nm.
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Cultivos bajo distintas condiciones de oxigenacién

Para los estudios de crecimiento y expresion del aparato fotosintético bajo
distintas tensiones de oxigeno, la cepa se cultivo por lote en un fermentador de 5L Bio
Flo Il (New Brunswick Scientific Co. Inc.) en medio MAG modificado. El cultivo se
burbujed continuamente con aire o con diferentes mezclas de N,y O, para alcanzar la
concentracion de oxigeno deseada. Las mezclas utilizadas fueron: O, 3% * 0,06% en
balance N, 5.0, y O, 0,5% + 0,008%, balance N, 5.0 (mezclas AGA S.A.). La
concentracion de oxigeno disuelto (DO,) se monitore6 continuamente con un electrodo
de O (Ingold, Mettler), que se calibré a 0% DO, en el medio de cultivo saturado con N;

y a 100% DO; en el medio saturado con aire.

Los cultivos crecieron durante 4 dias bajo ciclos de luz-oscuridad (16/8 horas)
con una irradiancia de aproximadamente 35 pmol/m?s (1750 lux, medida en la

superficie de la vasija).

De cada cultivo en fermentador se tomaron muestras para la determinacién del
contenido de BChl en las células y en las membranas, y para los experimentos de
transferencia Northern. Ademas, durante el cultivo se evalud el crecimiento mediante
lecturas de absorbancia y se determind el titulo final alcanzado por medio de recuento

en placa de unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml).

El contenido de BChl y proteinas en las células se determinaron en 10 ml del
cultivo (por cuatriplicado). La preparacion de membranas se realiz6 de igual modo que

lo descripto anteriormente, y se determiné su contenido de BChl y proteinas.

Los experimentos para cada una las condiciones de oxigenacion se realizaron

por lo menos dos veces.

Purificacion de los complejos fotosintéticos

Para la purificacibn de los complejos fotosintéticos, las membranas
resuspendidas en buffer Tris-HCI 10 mM pH 8 se incubaron a temperatura ambiente
en oscuridad durante 1 hora con LDAO 1% (lauryl dimethylamine N-oxide), a una
concentracion final de 1 mg de LDAO por mg de proteina. La suspensién se centrifugd
a 4500 g, y una capa del sobrenadante se centrifugd sobre un gradiente discontinuo
de sacarosa (10-40% sacarosa en buffer Tris-HCI 10 mM pH 8, conteniendo 0,04% de

LDAOQO) durante 16 horas a 100000 g a 4°C. Se recuperaron las fracciones coloreadas,
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se lavaron en buffer Tris-HCI 10 mM pH 8, y se registrd su espectro de absorcién. El
perfil proteico de las fracciones obtenidas se analiz6 mediante Tricina-SDS-PAGE (ver

apéndice).

Determinacién de bacterioclorofila y proteinas

Los pigmentos se extrajeron de células enteras o de membranas con una mezcla
de acetona:metanol 7:2 (v/v), y la cantidad de bacterioclorofila total se determino
segun lo descripto por Clayton (1966). La concentracion de proteinas en el pellet
extraido o en las membranas se determiné por el método de Lowry et al (1951),

utilizando BSA como estandar.

Purificacion de los polipéptidos antena

La purificacion de estas proteinas se realizé segun la metodologia descripta por
Tadros et al (1982). Las membranas liofilizadas se extrajeron 2 veces con una mezcla
de cloroformo:metanol (1:1 v/v) conteniendo 0,1 M de acetato de amonio. Se
centrifugaron por 5 minutos a 9000 g y el sobrenadante se sembré en una columna de
Sephadex LH-60 equilibrada en el mismo sistema de solventes. La siembra y la corrida
cromatografica se realizaron a un flujo de 1 ml/min. Se recolectaron fracciones de 2 ml
y todas fueron analizadas para determinar el contenido de proteinas midiendo su
absorbancia a 280 nm. El patréon proteico de las fracciones se analizé mediante
Tricina-SDS-PAGE (ver apéndice).

Electroforesis de proteinas en geles mono y bidimensionales

Los perfiles proteicos de las membranas y las fracciones purificadas a partir de
éstas se analizaron por electroforesis en geles disociantes (Tricina-SDS-PAGE)
(Schagger y von Jagow, 1987). Las muestras se prepararon diluyéndolas con buffer de
siembra (ver apéndice) y se sembraron en geles de poliacrilamida de 20 cm de largo y
1 mm de espesor. La corrida electroforética se hizo en un equipo Protean Il (BIO RAD)

a 22 mA constante durante 17 horas.
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Las proteinas se revelaron por métodos estandar de tincién con nitrato de plata o

con azul de Coomassie (ver apéndice).

Parar determinar la pureza de la fracciéon conteniendo los polipéptidos antena se
realizaron corridas electroforéticas en geles con gradiente de pH en condiciones de no
equilibrio (NEPHGE: nonequilibrium pH gradient electrophoresis) (O’Farrell et al,
1977). Fue necesario realizar modificaciones en los protocolos descriptos debido a la
naturaleza de las proteinas analizadas (bajo peso molecular, hidroféficas, alto punto
isoeléctrico para una de ellas). A las muestras resuspendidas en buffer de siembra se
les agregd el doble de su volumen de buffer Cuanf (ver apéndice) y se corrieron en la
primera dimensién en tubos capilares con un rango de pH de 3 a 10, durante 1,5 h a
400 V. La electroforesis de la segunda dimensién se hizo en geles de 10 cm de largo
(Tricina-SDS-PAGE, equipo Mini Protean I, BIO RAD), corridos a 150 V durante 1,5
horas. Para revelar las proteinas los geles se tifieron alternativamente con nitrato de

plata o con azul de Coomassie.

Para el andlisis de la secuencia de los polipéptidos antena purificados, éstos se
separaron mediante Tricina-SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana de PVDF
(Inmobilon P*¢, Millipore) con buffer de transferencia (ver apéndice) a 2 mA/cm?. Luego
de revelar los polipéptidos en la membrana con AmidoBlack 10B, se recortaron la
bandas correspondientes y se enviaron a un laboratorio de secuenciacién (TopLab

Proteomics-Division, Alemania) para la determinacion de su secuencia aminoacidica.

Ensayos de fotofosforilacion en cromatéforos

Se determiné la velocidad de sintesis de ATP inducida por la luz mediante la
medicion de la incorporacion de fosforo radiactivo (*2Pi) a ADP para formar ATP (y3*?P-
ATP) en una suspension de cromatéforos (membranas L) bajo iluminaciéon continua a
30°C. Para iluminar se utilizaron 3 lamparas reflectoras de 150W ubicadas a 15 cm de
los tubos con las mezclas de reaccién. La velocidad de fotofosforilacion se determiné a
partir de una curva de tiempo con 6 puntos experimentales. La incorporacion de *P se
midi6é luego de detener la reaccidn con una solucién acida de molibdato de amonio y

trietilamina (Sugino y Miyoshi, 1964).

La composicion de la mezcla de reaccion fue la siguiente: tricina 29 mM, acetato
de magnesio 3,6 mM, fosfato de potasio 2 mM, ADP 0,2 mM, glucosa 18 mM,

hexoquinasa 0,1 mg/ml, y *P; 1x10° cpm (pH 8). Un mililitro de la mezcla de reaccién
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se incubd con membrana equivalente a 1 mg de proteina, por distintos tiempos en
presencia de luz y con el agregado o no del mediador redox artificial metasulfato de
fenazina (PMS). La reaccion se detuvo por el agregado de reactivo de trietilamina (ver
apéndice) para precipitar cuantitativamente el fosfato y separarlo del fosfato organico
que permanecido en solucién. Luego de centrifugar, se determind la cantidad de
radiactividad incorporada en un contador de centelleo liquido Pharmacia Wallac 1214
Rackbeta (Gould et al, 1972).

Para estudiar la dependencia de la fotofosforilacion al oxigeno, se realizé el
mismo ensayo pero en condiciones de anaerobiosis. Para alcanzar esta condicién se
agrego succinato 20mM a la suspensién de cromatéforos en la mezcla de reaccion sin
%2Pj, se cubrid la superficie de la mezcla en el tubo con parafina liquida y se incubd en
oscuridad por 30 minutos antes del agregado del *Pi a la mezcla de reaccién. Esta
mezcla se vuelve facilmente anaerébica debido al consumo de oxigeno por respiracion
de las membranas. Luego se agregd el *Pi y se procedié de igual forma que lo

descripto mas arriba.

Efecto de la iluminaciéon con luz roja o rojo lejano en la expresion del

aparato fotosintético

La cepa se inoculd en forma homogénea en 4 placas de Petri conteniendo medio
MAG agarizado (40% de su volumen) y se cerraron con Parafilm. Cada placa se
incubd a 30°C durante 7 dias bajo diferentes condiciones de iluminacién: iluminacién
continua con luz monocromatica de 660 nm o de 760 nm (irradiancia: 6,6 ymol/m?s
medida en la superficie de las placas de Petri), oscuridad o ciclos luz/oscuridad (1750

lux).

Para la iluminacién con luz monocromatica se utilizaron LEDs (Ligth emmiting
diodes, LED750 y LEDG660, Roithner Lasertechnik, Viena, Austria). Se determiné el
espectro de emision, la longitud de onda de maxima emision y la irradiancia de ambos
LEDs con un espectrorradiometro. El maximo de emisién no correpondié exactamente
al informado en las especificaciones técnicas del producto. EI maximo de emision para
el LED660 fue 665 nm y para el LED750, 760 nm. El ancho de banda con respecto al

maximo de emision fue menor a 25 nm en ambos casos.
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Se recolectaron las células de la zona iluminada, se extrajeron los pigmentos
con acetona:metanol (7:2 v/v), y se determiné el espectro de absorcion del extracto, la

cantidad de bacterioclorofila y la de proteinas en las células extraidas.

Experimentos de transferencia Northern

Para la extraccion de RNA, los cultivos de la cepa crecidos en fermentador bajo
diferentes condiciones de oxigenacion e iluminacion, se cosecharon por centrifugacion
a 4°C, los pellets se congelaron inmediatamente en N liquido y se almacenaron a
-80°C. Las preparaciones de RNA total se realizaron a partir de 50 ml de cultivo, segun
el protocolo de extraccidén con fenol caliente (Ausubel et al, 1994) con las siguientes
modificaciones: se resuspendio el pellet en 2 ml de buffer TE conteniendo lisozima (2
mg/ml), se agitdé con vortex y se dividié en 4 microtubos de 1,5 ml. A cada tubo se le
agrego 50 pl de SDS 10%, se agitdé con vortex y se incubd en bano de agua a 64°C
por 2 min. Luego se agregaron 5,5 pyl de NaAcO 1M pH 5,2 y 500 pl de fenol acido. Se
mezcldé con vortex y se incubd durante 6 min a 64°C con agitacion. Se incubaron los
tubos en hielo por 3 minutos, luego de lo cual se centrifugaron por 10 minutos a 15000
g a 4°C. Se transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo y se repitié la extracciéon con
fenol. Nuevamente la fase acuosa se transfirid a otro tubo y se le agrego igual volumen
de cloroformo. Se centrifugd por 10 min a 15000 g a 4°C y se transfirio la fase acuosa
a un tubo nuevo. Luego se agregaron 1/10 volumenes de NaAcO 3M, 1mM EDTA pH
8, y 2,5 volumenes de etanol 100° para precipitar el RNA a —80°C durante al menos
una noche. Luego se centrifugd la preparacion durante 25 minutos a 15000 g a 4°C y
los 4 pellets correspondientes a cada cultivo se juntaron en 1 tubo y se lavo con 1 ml
de etanol 70° EI pellet obtenido se dejo secar al aire por 10-15 minutos, se

resuspendié en H;O libre de RNasas y se almacené a -80°C.

En todas las muestras se midieron los valores de absorbancia a 260 nm y a 280
nm, para determinar la cantidad y calidad del RNA extraido, mediante los valores de

Ao Y la relacion Azeo/Azeo, respectivamente.

A cada muestra (10 ug) se le agregé igual volumen de buffer de siembra para
RNA (ver apéndice) y sembraron en geles de agarosa-formaldehido de 10 cm de largo
(ver apéndice). La corrida electroforética se hizo a 2 V/cm durante 12 horas. En los

geles se incluyé el estandar 0.24-9.5 Kb RNA Ladder (Invitrogen).
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Luego de la corrida electroforética los geles se lavaron 4 veces con H,O milliQ
durante 15 minutos cada vez, se sumergieron en NaOH 50 mM durante 30 minutos, y
luego en Tris-HCI 0,5 M pH 7,5 durante 20 minutos. Finalmente se sumergieron en
SSC 10X (ver apéndice) por 20-30 minutos y se los transfirid durante una noche a una

membrana de nylon (Hybond-N+, Amersham).

Las membranas con el RNA transferido se incubaron a 80°C durante 2 horas, y

se almacenaron a temperatura ambiente hasta su hibridizacién y revelado.

La sondas se obtuvieron por PCR a partir de DNA gendmico de la cepa C7T1
utilizando los primers pufBf-pufAr (sonda BA), pufLf-pufMr (sonda LM) y Y1/Y2 (sonda
16S rDNA) (ver apéndice). Se purificaron con un kit comercial (QlAquick PCR
purification kit, Quiagen) y 25 ng de cada sonda se marcaron con [0-*P]dCTP

utilizando el kit Random primers DNA Labelling system (Invitrogen).

Las membranas se incubaron en solucion de prehibridizacion/hibridizacion
(NorthernMax™ Prehyb/Hyb Buffer, Ambion) a 42°C por 2 h, luego de lo cual se
agrego la sonda marcada y se incubd en un horno de hibridizaciéon a 42°C durante
toda la noche. Luego las membranas se lavaron 2 veces durante 15 min con SSC 2X
con SDS 0,1% a temperatura ambiente, y 2 veces mas a 55°C. Las membranas se

revelaron a distintos tiempos por autorradiografia (placas AGFA ORTHO CP-G plus).

Deteccion de genes por PCR y analisis de secuencia de los productos

amplificados

Los genes de la antena pufB y pufA de la cepa C7T1 se amplificaron por PCR a

partir de DNA gendmico con los primers pufBf y pufAr.

En los bradyrizobios fotosintéticos, para la deteccion del gen ppsR2 se utilizaron
los primers ppsR2F y ppsR2R, complementarios a las regiones 1011-1029 y 1352-
1371 del gen ppsR2 de Bradyrhizobium sp. ORS278, respectivamente. Para la
deteccién del gen bacteriofitoromo se utilizaron primers complementarios al dominio de

union al cromdéforo del gen bphP de la cepa ORS278 (primers CBDf y CBDr).

En las cepas aisladas de Sesbania se amplificé el gen nifH con los primers nifH1
y nifH2 (Eardly et al, 1992).
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En todos los casos se utilizaron condiciones de amplificacion estandar teniendo
en cuenta el tamafo del producto de amplificacion esperado y las distintas

temperaturas de annealing para cada par de primers.

Los productos de PCR se purificaron con un kit comercial (QlAquick PCR
purification columns, Quiagen) y se secuenciaron ambas cadenas mediante el método
de Sanger en un secuenciador de DNA automatico ABI 373A (servicio de

secuenciacion automatica de ADN-IBBM, Facultad de Ciencias Exactas, UNLP).

Perfil de utilizacion de sustratos carbonados

La caracterizacion metabdlica de los aislamientos de Sesbania se realizé en
cepas representivas de cada grupo de rep-PCR y la cepa de referencia de A.
caulinodans ORS571. Se utilizaron microplacas BIOLOG GN2™, que poseen 95

fuentes de carbono diferentes.

Las cepas se cultivaron en placas con medio YLA durante 2 dias a 30°C. Las
colonias se resuspendieron en NaCl 0,5% y se ajusto la absorbancia (590nm) a 0,19.
Para cada cepa se utilizaron 1 6 2 microplacas en las que se sembraron 150 pl de la
suspension por pocillo, se incubaron a 30°C y se determind la Asq €n un lector de

microplacas (Thermo MultiskanEX) a las 24, 48 y 72horas.

Pruebas bioquimicas y fisiolégicas

La capacidad de crecer en anaerobiosis en presencia de nitratos se determiné

en medio YMB suplementado con 10 mM de KNO;.

Para los ensayos de crecimiento a distintas temperaturas, pH y concentracion
salina se utilizaron los medios YLA e YMA. Se realizaron las distintas combinaciones
posibles entre pH y concentracion salina ajustando el pH del medio a pH 9 o pH 10, y
el agregado de 1% a 4% de NaCl.

La actividad ureasa se determiné utilizando medio base de agar urea
(Christensen). La capacidad de degragar almidon se realiz6 en medio TY con el

agregado de 1% de almidén soluble.
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La resistencia a antibidticos se determind en medio TY (acido nalidixico 40

Mg/ml, kanamicina 10 pg/ml y espectinomicina 5 pg/ml).

Analisis del perfil de plasmidos

Se determiné el perfil de pasmidos de cepas representativas de los rizobios de
S. exasperata mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa segun el método
descripto por Plazinski et al (1985), excepto que la electroforesis se realizdé a 2V/cm

durante 90 min, a 3V/cm durante 60 min y a 6V/cm durante 3,5 horas.
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Apéndice

MEDIOS DE CULTIVO (composicion por litro)

YMB-YMA

Manitol

KoHPO,4.3H,0
MQSO4.7HZO
Extracto de levadura
Agar (solo para YMA)
pH 6,8

YLB-YLA

K>HPO,.3H,0
(NH4),SO,
MQSO4.7H20

NaCl

FeCl;.6H0

Extracto de levadura
Acido nicotinico
Lactato de sodio
Agar (solo para YLA)
pH 6,8

MAG modificado

HEPES

MES

Extracto de levadura
Glutamato de sodio
KH2PO,

Na2804

NH,CI 16%
FeCI3.6H20 0,67%
CaCI2.2H20 1,5%
MgSO,.7H.O 18%
NaMo00O4.2H.0 1%
NiCl; 1,2%

Agar (para medio sélido)
pH 6,6

TY

Triptona

Extracto de levadura
CaCI2.2H20

pH 6,8-7,2

10¢g
0,66 g
0,29
0,5¢
159

0,66 g

0,2g
0,19
0,006 g
19
0,02 g
109
159
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LO

Lactato de sodio 109

KzHPO,4.3H.0 1,67 g

KH2.PO, 0,87g

NaCl 0,059

MgSO0..7H.0 019

CaCl,.2H,0 40 mg

FeCl;.6H.0 4 mg

NaMoO,.2H,0 5mg

Biotina 10 mg

Acido nicotinico 20 mg

Acido pantotético 10 mg

pH 6,8

SA-SAG

D-arabinosa 6g
Succinato de sodio 11g
K2HPO43H20 2 g
KH2PO4 0,8 g
MgSO0..7H.0 019
CaCl..2H0 0,04 ¢
NaCl 0,059
FeCl;.6H.0 4 mg
NaMoO, 10 mg
ZnS0O, 0,22 mg
MnSO, 3 mg
CUSO4.5H20 0,08 mg
Solucién de vitaminas 1 ml
Glutamato de sodio (solo para SAG) 0,5¢

pH 6,8

Solucién de vitaminas (constituyentes por litro)

Colina

Tiamina

Acido nicotinico
Pantotenato de sodio
Biotina

Acido p-amino benzoico
Meso-inositol

Vitamina B12
Riboflavina

550 mg
165 mg
1200 mg
630 mg
600 mg
160 mg
600 mg
40 mg
100 mg

SOLUCIONES NUTRITIVAS PARA PLANTAS

Medio Jensen sin nitrégeno modificado (constituyentes por litro)

CaHPO,
KoHPO,
MgSO4.7H20

19
0,29
0,29
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NaCl
FeCl;.6H,O

Solucién de micronutrientes

Agar

0,29
019
1 mi
7g

Solucién de Fahraeus (constituyentes por litro)

CaCl,.2H.0
MgS0,.7H,0
KH,PO,4
Na;HPO,

Soluciéon de Fe-EDTA

Solucién de micronutrientes

KNO;

Solucion Fe-EDTA
FeS0,.7H.O
EDTA-Na;

H.0 c.s.p.

0,075¢

0,2g

250 ml

0,132 g

0,12 g

0,1g

0,12 g

10 ml

2ml

1 g (solo para solucion con N)

Solucién de micronutrientes (constituyentes por litro)

Hs:BO,
MnSO4.4H20
ZnS0,4.7H,0
CUSO4'5 Hzo
NazMoO4-2H20
Co0S0,4.7H,0O

BUFFER TBE

Tris base

Acido bodrico
EDTAO05MpH 8
H.O milliQ c.s.p.
pH 8,3

EDTA 0,5 M pH 8

EDTA-Na;
NaOH

H,O milliQ c.s.p.
pH 8

BUFFER TE

2,869
2,03 g
0,22 ¢
0,08 g
0,14 g
0,059

Tris-HCI 10 mM, pH 8

EDTA 1 mM

10,8 g
5549

4 ml
1000 ml

18,61¢g
<2g
100 ml
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BUFFER DE SIEMBRA PARA MUESTRAS PROTEICAS (4X)

Tris-HClI pH 8 50 mM
Azul de bromofenol 0,01%
Glicerol 12%
SDS 4%
B mercaptoetanol 2%

TRICINA-SDS-PAGE

Gel 16%  Sobrecapa 10%  Stacking

Solucion B 8,5 ml 1,7 ml 1,2 ml
Buffer gel 8,5 ml 2 ml 3,72 ml
Glicerol 3,5ml - -
H.O 4,5 ml 2,3 ml 10 ml
APS 10% 120 pl 30 pl 120 pl
TEMED 12 pl 3ul 12 pl
Buffer gel

3M Tris-HCI pH 8,45

0,3% SDS

Solucién B (49,5T+6C)

46,5% acrilamida
3% bisacrilamida

Buffer anodo

0,04 M Tris-HCI pH 8,9
Buffer catodo

0,02 M Tris-HCI pH 8,25

0,02 M Tricina
0,02% SDS

TINCION DE PROTEINAS CON NITRATO DE PLATA

Preparar todas las soluciones en el momento de usar con H,O milliQ
Solucién A
Nitrato de plata 1,6 g/8 ml H,O milliQ

Solucién B




NaOH 10 N 378 pl
NH4OH 14,8 M 2,8 ml
H.O milliQ c.s.p. 44,8 ml

Soluciéon C

Agregar gota a gota la solucion A a la solucion B en agitacion constante.
Si se pone turbio agregar NH,OH. Llevar con H,O milliQ a 200 ml

Solucion D
Acido citrico 1% 1,25 ml
Formaldehido 37% 125 pl

Llevar con H.O milliQ a 250 ml

Solucién decolorante

Metanol 50%
Acido acético 10%
Glicerol 5%

Procedimiento:

1) Poner el gel en metanol 50% con agitacion durante 1 hora
2) Tenir 15 minutos con solucién C, con agitacion suave

3) Lavar 3 veces, 5 minutos cada vez, con H.O milliQ

4) Agregar solucion D hasta que aparezcan las bandas

5) Detener la reaccioén con solucion decolorante

AZUL DE COOMASSIE CBB R-250 PARA TINCION DE PROTEINAS

CBB R-250 0,125%
Metanol 50%
Acido acético 0,5%

NEPHGE (ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL)

Buffer Cuanf

2,7 g urea

200 pl anfolitos 5/8 (BIO-RAD)
50 pl anfolitos 3/10 (BIO-RAD)
0,5 g CHAPS

H.O c.s.p. 5 ml

Buffers (electroforesis 1° dimension)

Anodo: 10 mM Hs;PO,

Catodo: 20 mM NaOH
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BUFFER DE TRANSFERENCIA

192 mM glicina
25 mM Tris
0,1% SDS
20% metanol
pH 8,3

SOLUCION AMIDO BLACK 10B PARA TINCION

0.1% amido black
25% 2-propanol
10% acido acético

Solucién para desteiiir
5% 2-propanol

10% acido acético

REACTIVO DE TRIETILAMINA

(Preparar el reactivo 1 hora antes de utilizarlo)

Molibdato de amonio 1 g

Agua destilada 94 mi
HCI concentrado 4 ml
Trietilamina 1 mil

GEL AGAROSA-FORMALDEHIDO

Agarosa 1% en buffer MOPS 1X
Formaldehido 6,7%

BUFFER DE SIEMBRA 2X PARA MUESTRAS DE RNA

Buffer MOPS 1X
Formaldehido 6,7%
Formamida 50%

Bromuro de etidio 1 mg/ml

SSC 20X

3 M NaCl
0,3 M acetato de sodio
pH 7




BUFFER DE CORRIDA MOPS 10X

0,4 M MOPS, pH 7
0,1 M acetato de sodio

0,01 M EDTA

PRIMERS

Denominacién

Secuencia (5" a 3")

Temperatura
de annealing

BOXA1
REP1R-I
REP2-I
ERIC1R
ERIC2

fD1

rD1
FGPS1490
FGPS132°
pufBf
pufAr

Y1

Y2

ppsR2f
ppsR2r
nifH1
nifH2
CBDf
CBDr

CTACGGCAAGGCGACGCTGACG
[NCGICGICATCIGGC
ICGICTTATCIGGCCTAC
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
AAGGAGGTGATCCAGCC
TGCGGCTGGATCACCTCCTT
CCGGGTTTCCCCATTCGG
TCATGACGAGCTTTGTGGTC
GTGCTGAGCAGGATGAAGTG
TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC
CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
CGAGACGGAGGTCGAGATT
CTAGCTCCCCTTTTCGGTTT
AAGTGCGTGGAGTCCGGTGG
GTTCGGCAAGCATCTGCTCG
TCATGGTCTATCGCTTCGAC
ATGTCGAACGGCACGAAG

52°C
40°C
40°C
52°C
52°C
57°C
57°C
55°C
55°C
60°C
60°C
62°C
62°C
60°C
60°C
65°C
65°C
60°C
60°C
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RESULTADOS
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Obtencion de rizobios simbiontes de especies nativas de Aeschynomene

y Sesbania

Los lugares de muestreo abarcaron principalmente regiones subtropicales del
noreste y noroeste argentino (provincias de Formosa, Chaco, Corrientes y Salta). Las
especies nativas con mayor abundancia encontradas en la regién noreste fueron
Aeschynomene rudis Benth., Aeschynomene denticulata Rudd y Sesbania virgata
(Cav.) Pers, y en la regidén noroeste Sesbania exasperata Kunth. Las especies de
Sesbania se encontraron en varios de los sitios de muestreo pero no siempre con
nddulos. La identificacidon de las especies fue realizada por la Dra. Edith Gomez-Sosa
del Instituto de Botanica Darwinion y por la Ing. Agr. Renné Fortunato del Instituto de
Recursos Filogenéticos del CNIA-INTA.

Se obtuvo una coleccién de rizobios nativos que se caracterizaron fenotipica y
genotipicamente, y se mantienen adecuadamente conservados (49 aislamientos de A.
rudis, 29 aislamientos de A. denticulata, 14 aislamientos de S. virgata y 15
aislamientos de S. exasperata). Con esta coleccion se hicieron ensayos de nodulacién
en el hospedador original y en distintas leguminosas, para determinar el rango de
hospedador y corroborar el tipo de nodulacién y los grupos de inoculacion cruzada

descriptos en Aeschynomene.

FOTO 1. Nodulos en tallo de leguminosas nativas:
Aeschynomene rudis (izquierda) y Sesbania virgata

(derecha)
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Ensayos de nodulaciéon

Todas las cepas nodularon efectivamente la especie vegetal de la cual fueron

aisladas.

Las cepas aisladas de Aeschynomene rudis y A. denticulata nodularon también
A. indica (grupo 2) pero no A. americana (grupo 1), confirmando asi los grupos de
inoculacién cruzada descriptos en Aeschynomene. Independientemente del tipo de
nédulo del cual fueron aisladas (nédulo de tallo o raiz), todas las cepas aisladas de

Aeschynomene fueron capaces de nodular tanto el tallo como la raiz de las plantas.

En las condiciones de ensayo en camara de cultivo, la nodulacion en tallo en
plantas de Sesbania virgata solo ocurrid y en su zona mas baja, si el tallo estuvo
permanente o temporalmente sumergido en agua. En esta especie la inundacién es un
prerrequisito para la nodulaciéon en tallo. Segun los resultados de los ensayos de
nodulacion se deduce que S. virgata pertenece al grupo lll de las leguminosas que
nodulan en tallo. En S. exasperata el tipo de nodulacion fue similar al observado en S.
virgata, por lo cual pertenece al mismo grupo. Esta clasificacion indica el tipo de
nodulacion de la leguminosa, S. virgatay S. exasperata no pertenecen al mismo grupo
de inoculacion cruzada porque los aislamientos de S. exasperata no nodulan S.

virgata y viceversa.

Todas las cepas aisladas de S. virgata nodularon S. punicea, otra especie
nativa, pero no S. sesban, S. speciosa ni A. rudis. La nodulacion de las cepas en S.
rostrata fue intermitente, es decir que para una misma cepa en algunos ensayos se
observd nodulacién y en otros no. En los casos en que la nodulacion fue positiva los
nddulos tenian actividad nitrogenasa. Esto indicaria que la interaccién entre los
rizobios de S. virgata y las plantas de S. rostrata no siempre es efectiva. Por otro lado

la cepa Azorhizobium caulinodans ORS571" no nodulé S. virgata.

Las cepas aisladas de Sesbania exasperata no nodularon S. virgata, S. punicea,

Macroptillum lathyroides ni Phaseolus vulgaris, pero si S. rostrata.
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RIZOBIOS AISLADOS DE NODULOS DE

Aeschynomene

En la Tabla 1 se describe el origen de los aislamientos y las caracteristicas en la

produccién de pigmentos fotosintéticos.

TABLA 1.

Origen de

caracteristicas fenotipicas.

los aislamientos y

resumen de algunas

Sintesis de
Cepa?® Plantal tipo Origen geografico bacterioclorofila Pigmentacion
de nédulo
Luz/oscuridad oscuridad
C1R1 A. rudis/raiz Canada Doce-Formosa + + naranja
C1T1 A. rudisitallo Cafiada Doce-Formosa + + rosa oscuro
C1T2 A. rudisltallo Cafiada Doce-Formosa + - rosa claro
C1T3 A. rudisitallo Cafiada Doce-Formosa + - rosa claro
C1T4 A. rudisitallo Cafiada Doce-Formosa + - rosa claro
C2T1 A. rudis/tallo Cafiada Doce-Formosa + - rosa claro
C2T12 A. rudis/tallo Cafada Doce-Formosa + - rosa claro
C3R1 A. rudis/raiz Cafiada Doce-Formosa + rosa claro
C3T1 A. rudis/tallo Canada Doce-Formosa + - rosa claro
C4T12 A. rudis/tallo Cafiada Doce-Formosa + - rosa claro
C4T3 A. rudis/tallo Cafiada Doce-Formosa + + rosa claro
C5T1 A. rudis/tallo Cafiada Doce-Formosa + - rosa claro
C6T1 A. rudisitallo Canada Doce-Formosa + + naranja
C6T2 A. rudisitallo Canada Doce-Formosa + + naranja
C6T3 A. rudisitallo Cafiada Doce-Formosa + - rosa claro
C6T4 A. rudisitallo Cafiada Doce-Formosa + - rosa claro
C6T5 A. rudisitallo Cafiada Doce-Formosa + - rosa claro
C6T6 A. rudis/tallo Cafiada Doce-Formosa + - rosa claro
CeT7 A. rudis/tallo Cafada Doce-Formosa + - rosa claro
C7R1 A. rudis/raiz Cafiada Doce-Formosa + + rosa claro
C7T1 A. rudis/tallo Canada Doce-Formosa + + naranja
C8T1 A. rudis/tallo Cafiada Doce-Formosa + - rosa claro
C8T3 A. rudisi/tallo Cafiada Doce-Formosa + - rosa claro
C10T3  A. rudisi/tallo Cafiada Doce-Formosa + - rosa claro
C11T2  A. rudisi/tallo Cafiada Doce-Formosa + - rosa claro
C12T2  A. rudis/tallo Canada Doce-Formosa + + naranja
VAT1 A. rudisitallo  Mayor Villafafie-Formosa + - rosa claro
V1T2 A. rudisitallo  Mayor Villafafie-Formosa + - rosa claro
VAT3 A. rudisitallo  Mayor Villafafie-Formosa + - rosa claro
V1T4 A. rudisitallo  Mayor Villafafie-Formosa + - rosa claro
VTS A. rudisitallo  Mayor Villafafie-Formosa + - rosa claro
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TABLA 1. (continuacion)

Sintesis de
Cepa“® Plantaltipo de Origen geografico bacterioclorofila Pigmentacion
noédulo
Luz/oscuridad oscuridad
V2T1 A. rudisftallo Mayor Villafafie-Formosa + - rosa claro
V2T2 A. rudisitallo Mayor Villafafie-Formosa + - rosa claro
V3T1 A. rudisitallo Mayor Villafafie-Formosa + - rosa claro
V3T2 A. rudis/tallo Mayor Villafafie-Formosa + - rosa claro
G1T1 A. rudisi/tallo Guaycolec-Formosa - - blanca
G1T2 A. rudis/tallo Guaycolec-Formosa - - blanca
G2T1 A. rudisf/tallo Guaycolec-Formosa + - rosa claro
G3T1 A. rudis/tallo Guaycolec-Formosa + - rosa claro
GA4T2 A. rudis/tallo Guaycolec-Formosa + - rosa claro
G4T3 A. rudisf/tallo Guaycolec-Formosa + - rosa claro
G5T1 A. rudis/tallo Guaycolec-Formosa + + naranja
G6T1 A. rudis/tallo Guaycolec-Formosa + - rosa claro
G6T2 A. rudisftallo Guaycolec-Formosa + - rosa claro
CV1T1 A. rudis/tallo Colonia Varela/Chaco + - rosa claro
CV1T2 A. rudis/tallo Colonia Varela/Chaco + - rosa claro
1.1Ad  A. denticulataltallo Sapucay-Corrientes + - rosa claro
2.1Ad  A. denticulataltallo La Cambocita-Corrientes + - rosa claro
2.2Ad  A. denticulataltallo La Cambocita-Corrientes + - rosa claro
2.3Ad  A. denticulataltallo La Cambocita-Corrientes + - rosa claro
3.1Ad  A. denticulataltallo Vecindad-Corrientes + - rosa claro
3.2Ad  A. denticulataltallo Vecindad-Corrientes + - rosa claro
3.3Ad A. denticulataltallo Vecindad-Corrientes + - rosa claro
3.4Ad A. denticulataltallo Vecindad-Corrientes + + naranja
3.5Ad A. denticulataltallo Vecindad-Corrientes + + naranja
3.6Ad A. denticulataltallo Vecindad-Corrientes + + naranja
41Ad  A. denticulatal/tallo Herliztka-Corrientes + - rosa claro
4.2Ad A. denticulataltallo Herliztka-Corrientes + + naranja
4.3Ad A. denticulataltallo Herliztka-Corrientes + + naranja
44Ad A. denticulataltallo Herliztka-Corrientes + + naranja
5.1Ad A. denticulataltallo San Isidro-Corrientes + - rosa claro
5.2Ad A. denticulataltallo San Isidro-Corrientes + + rosa oscuro
5.3Ad A. denticulataltallo San Isidro-Corrientes + + naranja
54Ad A. denticulataltallo San Isidro-Corrientes + + naranja
5.5Ad A. denticulataltallo San Isidro-Corrientes + - rosa claro
6.1Ad  A. denticulataltallo  Ea. Nueva Valencia-Corrientes + + naranja
6.2Ad A. denticulataltallo Ea. Nueva Valencia-Corrientes + - rosa claro
6.3Ad  A. denticulataltallo Ea. Nueva Valencia-Corrientes + + naranja
71Ar A. rudis/tallo Ea. Nueva Valencia-Corrientes + - rosa claro
7.2Ar A. rudis/tallo Ea. Nueva Valencia-Corrientes + - rosa claro
7.3Ar A. rudisi/tallo Ea. Nueva Valencia-Corrientes + + naranja
9.1Ad  A. denticulataltallo EEA INTA Corrientes + + naranja
10.1Ad A. denticulataltallo Salados 4 bocas-Corrientes + + naranja
10.2Ad A. denticulataltallo Salados 4 bocas-Corrientes + - rosa claro
11.1Ad A. denticulataltallo Parque nacional Mburucuya + - rosa claro
11.2Ad A. denticulataltallo Parque nacional Mburucuya + - rosa claro
11.3Ad A. denticulataltallo Parque nacional Mburucuya + - rosa claro
11.4Ad A. denticulata/tallo Parque nacional Mburucuya + - rosa claro

@ Los numeros en la designacion de las cepas se refieren a la identificacion de la planta y a la

de noédulo del que fueron aisladas
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Pigmentos fotosintéticos y caracteristicas de las membranas

Se analizé la produccién de bacterioclorofila y carotenos en cepas aisladas de
ndédulos de tallo y raiz de Aeschynomene spp., bajo diferentes condiciones de
iluminacion. Excepto dos cepas, todos los aislamientos produjeron cultivos coloreados
en medio MAG modificado (rosados o anaranjados) cuando crecieron bajo ciclos de
luz/oscuridad, que indica la presencia de pigmentos (Foto 2). La acumulacion de
pigmentos fotosintéticos se confirm6é mediante la determinacion del espectro de
absorcion de extractos en acetona:metanol de células enteras provenientes de un
cultivo liquido. En algunas cepas también se observé acumulacion de pigmentos en la
oscuridad (Tabla 1).

La figura 5 muestra los dos tipos de espectros obtenidos, que indican la
presencia de bacterioclorofila a (BChl a) y diferentes tipos de carotenos. Pueden
distinguirse dos grupos de pigmentacién entre las cepas. La cepas que en cultivo
presentan color naranja o rosa oscuro, producen cantaxantina como pigmento principal
(cepas tipo 1), y las cepas color rosa claro producen espiriloxantina (cepas tipo 2)

(Figura 5, a y b respectivamente)

FOTO 2. Cultivos liquidos puros de cepas fotosintéticas de Aeschynomene.
Cultivos en medio MAG modificado crecidos bajo ciclos luz/oscuridad. Cepa tipo 1

(izquierda) y cepa tipo 2 (derecha).
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La acumulacion de pigmentos también se determind en membranas purificadas.
Luego de la ruptura de las células y posterior ultracentrifugacion en un gradiente de
sacarosa, se obtuvieron dos tipos de fracciones de membrana. Las membranas mas
livianas, denominadas L, localizadas a un 36-38% de sacarosa corresponden a las
membranas intracitoplasmaticas o cromatéforos, y la fraccién mas pesada en forma de

pellet, corresponde a las membranas citoplasmaticas denominadas H (ver esquema).

Membrana intracitoplasmatica
(membrana L)

Membrana citoplasmatica
(membrana H)

Gradiente
de sacarosa

El espectro de absorcion de la membrana L purificada muestra la presencia de
dos picos de absorcion centrados en 800 nm y 870 nm, caracteristicos del complejo
antena 1 o LH1 (Figura 5, c¢). En acetona:metanol el pico cambia a 770 nm,

confirmando asi la presencia de BChl a.

Si bien ambos tipos de membranas contienen pigmentos fotosintéticos, en las
cepas tipo 1 la membrana H esta enriquecida en cantaxantina, la membrana L en BChl
y espiriloxantina, y en esta ultima la cantaxantina no es detectable. (Figura 5, d). En
este tipo de cepas, si bien no hay acumulacién de bacterioclorofila cuando crecen bajo
condiciones de iluminacién continua, si se observa la acumulacion de carotenos
(Figura 5, e). En las cepas tipo 2, no se detecté acumulacién de carotenos ni BChl si
estuvieron expuestas a luz continua durante su crecimiento. Otra caracteristica de
todas las cepas que producen cantaxantina, es la acumulacion de pigmentos
fotosintéticos en oscuridad continua, propiedad que no poseen la mayoria de las cepas

tipo 2.
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FIGURA 5. Espectros de absorcién in vivo e in vitro (células o membranas extraidas

con acetona: metanol 7:2 v/v) de los rizobios fotosintéticos.

a. Extracto de la cepa C7T1 (cepa tipo 1)

b. Extracto de la cepa C4T2 (cepa tipo 2)

c. Membrana L de la cepa C7T1 en buffer Tris-HCI pH 8

d. Extractos de membranas livianas (L) y pesadas (H) de la cepa C7T1

e. Extracto de la cepa C7T1 crecida bajo iluminacion continua
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Caracterizacion genotipica

Todos los aislamientos de Formosa y Chaco, que correspondieron al primer
muestreo realizado, se caracterizaron por las tres técnicas de fingerprinting genémico:
rep-PCR, ARDRA e IGS-RFLP.

rep-PCR

Se realizo la caracterizacion genotipica inicial de los aislamientos mediante BOX-
y REP-PCR para su identificacion y para evaluar la diversidad entre las cepas. En este
analisis se incluyeron cepas de referencia de especies de Bradyrhizobium y

Azorhizobium para su comparacion (Tabla 2).

Los fingerprints obtenidos por BOX-PCR y el andlisis de agrupamiento se
muestran en la Figura 6. A un nivel de similitud del 60% pueden definirse 8 grupos,
que incluyen al 80% de las cepas aisladas de ndédulos de Aeschynomene rudis. Los
grupos | a V comprenden solo cepas fotosintéticas y las cepas que producen
cantaxantina se agrupan en el grupo VI. Las cepas de referencia de Bradyrhizobium
japonicum utilizadas conforman el grupo VII, excepto la cepa USDA 110 que ocupa
una posicion separada, y las cepas de Bradyrhizobium elkanii se agrupan en el grupo
VIII. La cepa Bradyrhizobium sp. BTAi1 ocupa una posicion separada y distante de los

aislamientos.

El analisis combinado de los fingerprints de BOX-PCR y REP-PCR se muestra
en la Figura 7. En el analisis de agrupamiento pueden definirse 6 grupos (r>50%).
Para la mayoria de las cepas su agrupamiento es similar al anterior (Figura 6). Si bien
el perfil de bandas de REP-PCR es menos complejo que el obtenido por BOX-PCR, la
utilizacion de los primers REP permite diferenciar a algunas de las cepas con

fingerprints de BOX-PCR similares.

Los datos de rep-PCR revelan la gran diversidad existente entre los rizobios
aislados de Aeschynomene, considerando que todas las cepas se originaron de una
unica especie y algunas de una misma planta, presentes en areas geograficamente

cercanas.
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TABLA 2. Cepas de referencia

Cepa Planta hospedadora original Origen ®
Bradyrhizobium sp. Aeschynomene indica ATCC
BTAI1
Bradyrhizobium japonicum Glycine max DSMZ
DSM 301317
Bradyrhizobium japonicum Glycine max IMYZA
USDA 110
Bradyrhizobium japonicum Glycine max IMYZA
USDA 138
Bradyrhizobium elkanii Glycine max ATCC
ATCC 498527
Bradyrhizobium elkanii Glycine max IMYZA
SEMIA 5019
Bradyrhizobium sp. Macrotyloma africanum IMYZA
CB 756
Azorhizobium caulinodans Sesbania rostrata ATCC
ORS 5717

@ ATCC: American Type Culture Collection (USA), DSMZ: Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Alemania), IMYZA: Instituto de Microbiologia

y Zoologia Agricola-CNIA-INTA (Argentina).
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FIGURA 6. Dendrograma (Pearson/lUPGMA) del analisis de los fingerprints de BOX-PCR de

fosai i Y udisy ia. upos se definieron

a un r>60%.
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FIGURA 7. Dendrograma (Pearson/lUPGMA) del analisis de los fingerprints de BOX- y REP-
PCR de los aislamientos de Aeschynomene rudis y las cepas de referencia. Los grupos se

definieron a un r>50%
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ARDRA

En todas las cepas se obtuvo un unico producto de amplificaciéon del tamafo

esperado para el 16S rDNA (aproximadamente 1500 pb).

Con algunas de las cepas de referencia utilizadas se realiz6 un analisis de
restriccion simulado de las secuencias del 16S rDNA publicadas. Para todas las
enzimas de restriccion empleadas (Ddel, Hhal, Hinfl y Mspl), el tamafo de los
fragmentos de restriccion obtenidos experimentalmente coincidié con los tedricamente

esperados dentro de los limites de resolucion de los geles de agarosa utilizados.

La mayoria de las cepas aisladas de Aeschynomene presentaron patrones de
restriccion idénticos. El analisis de agrupamiento de los patrones de restriccion
combinados revelé 3 grupos distintos entre los bradyrizobios analizados, definidos a
un nivel de similitud mayor al 90% (Figura 8). Con la excepcién de dos cepas, todos
los aislamientos fotosintéticos forman un grupo coherente (grupo Il, Sp=94%)
relacionado pero distinto de los grupos que contienen a las cepas de B. japonicum y B.
elkanii, a valores de similitud (Sp) del 88% y 82% respectivamente (grupos | y Ill). El
grupo | también incluye a dos aislamientos no fotosintéticos (G1T1 y G1T2), uno
fotosintético (C6T2), y a las cepas de Bradyrhizobium sp. CB 756 y BTAI1.

58




% de similitud (So x 100)

= e =] o, o
Y T T A Leaiat

@

CB 756 Bradyrhizobium sp.
USDA 110 B. japonicum

G1T2
%TAH Bradyrhizobium sp.
1T1

DSM 30131 B. japonicum
138 B. japonicum

g

o, m—
SiH

23354953549
Bt ' 1 — S P PL LY L T S

r}

S
===
— =]
%]

—

QOOO00O<OOOO<=<O<O0000000000000C

3530335533

]
£
%]

DEG‘JEDEE‘J
SERRERR

G4T3

CETH

CeT1

C10T3

Va2T2

ATCC 49852 B. elkanij
SEMIA 5019 B. elkami
ATCC 49852 A. caulinodans

FIGURA 8. Dendrograma (Dice/lUPGMA) basado en el analisis de los patrones de restriccion

del 16S rDNA combinados linealmente. Los grupos se definieron a S_>90%.
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Analisis combinado de los fingerprints de rep-PCR y ARDRA

El dendrograma resultante de la combinacién de los datos de rep-PCR y ARDRA
se muestra en la Figura 9. A un nivel de similitud del 60% se definen 7 grupos que
incluyen a la mayoria de los aislamientos. Las cepas de B. elkanii y B. japonicum
conforman los grupos | y Il respectivamente, excepto la cepa de B. japonicum USDA

110 que ocupa una posicion separada en el dendrograma.

El grupo Il agrupa a las dos cepas tipo 2 que producen pigmentos fotosintéticos
en oscuridad (C4T3 y C7R1), relacionado al grupo IV contiene a todas las cepas que
producen pigmentos fotosintéticos en oscuridad y cantaxantina como pigmento
principal: C6T2, C12T2, C1R1, G5T1, C1T1, C6T1, C7T1.

El grupo V contiene al 60% de los aislamientos, y son todas cepas tipo 2.

El grupo VI comprende 5 cepas fotosintéticas tipo 2 y el grupo VII dos

aislamientos fotosintéticos de la misma planta.

Solo unos pocos aislamientos no se agrupan al nivel elegido para definir los
grupos: las dos cepas no fotosintéticas G1T1 y G172, y C11T2. La cepa BTAi1

también ocupa una posicion separada en el dendrograma.
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FIGURA 9. Analisis de agrupamiento (Pearson/lUPGMA) de los fingerprints de BOX-PCR,
REP-PCR y los patrones de restriccion del 16S rDNA combinados linealmente. Los grupos se

definieron a una similitud mayor al 60%.
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Analisis de restriccion de la region intergénica 16S-23S rDNA

Si bien la mayoria de los aislamientos y las cepas de referencia produjeron un
unico producto de amplificacién, en algunos aislamientos se obtuvieron repetidamente
dos productos de PCR de diferente tamafno. Estos fragmentos de tamano similar

indicaron la presencia de varios operones ribosomales en estas cepas.

El tamafo de las regiones intergénicas amplificadas resulté similar al descripto
en otros trabajos para cepas de Bradyrhizobium (entre 945 pb y 1250 pb). Los
aislamientos de Aeschynomene poseen regiones intergénicas 16S-23S rDNA mas

largas que las de las cepas de referencia analizadas.

La mayoria de los aislamientos mostraron diferentes patrones de restriccién de
la region intergénica 16S-23S rDNA, solo unas pocas cepas comparten el mismo
patrén de restriccion con las 4 enzimas utilizadas. Para algunas cepas, el tamafio de la
region intergénica no coincidié con la suma de los tamafios de los fragmentos de
restriccion, indicando la presencia de al menos dos tipos de regiones intergénicas con

diferencias en los sitios de restriccion.

El analisis de los patrones de restriccion combinados se muestra como un
dendrograma en la Figura 10. A un nivel de similitud del 50% pueden definirse 4
grupos principales. Si bien casi el 70% de los aislamientos fotosintéticos se agrupan
en el grupo lll, aquellos que producen cantaxantina constituyen un grupo diferente
(grupo 1). Nuevamente unas pocas cepas ocupan posiciones separadas, y B.

Japonicum USDA 110 y Bradyrhizobium sp. CB 756 conforman el grupo IV.

En el analisis de agrupamiento de los datos obtenidos por este método de
fingerprinting genémico, la cepa BTAIi1 nuevamente ocupa una posicion separada del

resto de los aislamientos analizados.

Estos resultados confirman la relacién genética descripta entre las cepas surgida

de las otras técnicas de fingerprinting genémico ulitizadas.
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FIGURA 10. Analisis de agrupamiento (Dice/lUPGMA) de los patrones de restriccion de la

region intergénica 16S-23S rDNA de los aislamientos de Aeschynomene rudis y las cepas

de referencia. Los grupos se definieron a S >50%
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En los aislamientos provenientes de un muestreo posterior en otras localidades
de la region del NEA (provincia de Corrientes), principalmente de Aeschynomene
denticulata, se determind la produccion de BChl bajo las distintas condiciones de
iluminacion (Tabla 1). Todos estos aislamientos resultaron ser fotosintéticos con
propiedades similares a las encontradas entre los aislamientos del primer muestreo. A.

rudis y A. denticulata pertenecen al mismo grupo de inoculacion cruzada (grupo 3).

Debido al interés particular en los aislamientos que producen cantaxantina y
acumulan BChl en la oscuridad, solo estas cepas (cepas tipo 1) se caracterizaron
genotipicamente por BOX-PCR y ARDRA para determinar su relacion con las cepas

aisladas con anterioridad.

Estas 13 cepas presentaron perfiles de restriccion idénticos a los obtenidos en
las cepas caracterizadas anteriormente, por lo que a nivel de género/especie pueden

clasificarse en un mismo grupo.

El andlisis de agrupamiento de los fingerprints de BOX-PCR que incluye a estas
cepas se muestra en la Figura 11. En éste se ven dos grandes grupos que contienen
a la mayoria de los aislamientos: las cepas que producen cantaxantina y acumulan
bacterioclorofila en la oscuridad (cepas tipo 1) y un grupo mayor que contiene a la
mayoria de las cepas fotosintéticas aisladas de Aeschynomene. Si se defienen grupos
a un 60% de similitud, éstos son similares a los descriptos en el analisis anterior de
BOX-PCR de las cepas de A. rudis (Figura 6). Con la excepcion de dos aislamientos,
todas las cepas que producen cantaxantina conforman grupos relacionados entre si y

separados del resto (grupos Il y IV, respectivamente).
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FIGURA 11. Dendrograma (Pearson/UPGMA) del analisis de agrupamiento de los
fingerprints de BOX-PCR de los aislamientos de Aeschynomene spp. y las cepas de

referencia. Los grupos se definieron a un r>60%.
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Filogenia basada en el gen ribosomal 16S

Se determind la secuencia casi completa del gen 16S rRNA de la cepa C7T1, la
cual consiste en 1485 nucledtidos. Esta secuencia se deposité en el base de datos

GenBank bajo en numero de acceso AF387321.

La secuencia determinada resultd6 muy similar (99% de identidad) a las
secuencias publicadas de otros bradyrizobios fotosintéticos y a Blastobacter
denitrificans LMG 8443,

En la Figura 12 se muestra un arbol filogenético donde se ve que todas estas
cepas conforman un grupo filogenético distinto y consistente (bootstrap 100%) dentro
del grupo del 16S rDNA de Bradyrhizobium, relacionado con bacterias no simbioticas
como Rhodopseudomonas palustris y especies de Nitrobacter y Afipia, dentro de la

clase Alphaproteobacteria.
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FIGURA 12. Relaciones filogenéticas entre los bradyrizobios fotosintéticos y organismos
relacionados de la clase Alphaproteobacteria, basada en las secuencias del gen 16S rRNA.
Entre paréntesis se indican los nimeros de acceso, y los valores de bootstrap (1000 repeticiones)
iguales o mayores al 70% se indican en los nodos.

Barra: 0,01 sustitucion/sitio
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Eleccion de la cepa C7T1 como representativa de los rizobios

fotosintéticos nativos de Aeschynomene

Para el estudio de las propiedades fotosintéticas de los rizobios nativos de
Aeschynomene se eligié a la cepa C7T1 como representativa. Hasta ese momento, la
mayoria de los estudios con rizobios fotosintéticos se realizaron solo con la cepa
BTAIi1 y posteriormente con la cepa ORS278. La eleccién la cepa C7T1 para los
estudios subsiguientes de este trabajo se debe a las diferencias fenotipicas y
genotipicas encontradas con ambas cepas. La caracteristica fenotipica mas evidente
esta relacionada con la regulacién de la expresion del aparato fotosintético por la
tension de oxigeno. También se observaron diferencias en la produccion de pigmentos
bajo las distintas condiciones de iluminacion. Hay una gran diversidad entre los
bradyrizobios fotosintéticos de colecciones de distinto origen geografico, lo cual no
hace redundante el estudio de diferentes cepas en este grupo tan particular de
microorganismos. Incluso los genomas completos de las dos cepas de rizobios
fotosintéticos mas estudiadas, Bradyrhizobium sp. BTAi1 y Bradyrhizobium sp.

ORS278, estan siendo secuenciados por distintos grupos de investigacion.

Purificacion de los complejos fotosintéticos RC-LH1 e identificacién de
los polipéptidos que forman parte de los complejos antena en la
cepa C7T1

La purificacion de los complejos fotosintéticos se realizé mediante el tratamiento
de las membranas purificadas con un detergente zwitteridonico y un fraccionamiento
posterior en un gradiente de sacarosa. Se obtuvieron dos fracciones coloreadas: una
fraccién liviana (9-10% sacarosa), de color naranja, que de acuerdo a su espectro de
absorcion consiste principalmente en cantaxantina, y otra de color rosado que bandea

a 20-21% de sacarosa correspondiente al complejo RC-LH1 (Figura 13).
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FIGURA 13. Purificacion de los complejos fotosintéticos RC-LH1.

Espectros de absorcion de las fracciones obtenidas.

La purificacion de los polipéptidos que forman los complejos antena se realizo
por cromatografia en una columna de tamiz molecular de interaccién hidrofébica
(Sephadex LH60), a partir de un extracto en solventes organicos de membranas H
liofilizadas. Estos polipéptidos, denominados a y B, corresponden a los productos de
los genes pufA y pufB del operdn puf, respectivamente. El perfil de elucion de la

columna se muestra en la Figura 14.

La composicidon proteica de las fracciones correspondientes a los picos se
analizé mediante Tricina-SDS-PAGE, y la composicién polipeptidica del pico 2,

resultado de este analisis, se muestra en la calle 1 del gel de la Figura 15.
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FIGURA 14. Purificacion de los polipéptidos de la antena
Perfil de elucién de la columna de Sephadex LH60

La evaluacion de la composicion proteica del complejo RC-LH1 purificado
mediante Tricina-SDS-PAGE, mostré que contiene mayoritariamente dos polipéptidos
de tamano similar, los cuales se identificaron tentativamente como los polipéptidos a y
B de la antena del complejo RC-LH1 (Figura 15, calles 2 y 4). Los polipéptidos
correspondientes al centro de reaccion no pudieron identificarse con certeza ya que
varias bandas en la zona superior del gel podrian asignarse a éstos de acuerdo a su

tamano.
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FIGURA 15. Perfiles proteicos de las
membranas y de los complejos
fotosintéticos purificados.
Identificacion de los polipéptidos de
la antena.

(Tricina-SDS-PAGE, tincion con plata)

1. pico 2 de la columna LH60

2. complejos RC-LH1 purificados de
membranas L

3. membrana L

4. complejos RC-LH1 purificados de
membranas H

5. membrana H

En el perfil proteico correspondiente al pico 2 del perfil de eluciéon de la columna

LH60 puede verse la presencia de dos bandas bajo peso molecular que se separan

muy poco en el gel. Para confirmar la presencia de solo esos dos polipéptidos en las

fracciones correspondientes al pico 2, parte de esta muestra se corrié en un gel

bidimensional (NEPHGE).

En este gel se detectd la presencia de solo dos proteinas en la tincién con plata.

Los pesos moleculares (MW) y los puntos isoeléctricos (pl) relativos de estos

polipéptidos son similares a los valores tedricos de los productos de los genes de la
antena pufB y pufA de la cepa ORS278 (pl/MW: 6,23/8186,46 Da y 11,83/7050,51 Da,

respectivamente).
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Para la identificacion de los polipéptidos purificados se determind la composicion
aminoacidica mediante secuenciacion parcial. Se obtuvo la secuencia amino terminal
del polipéptido 1 (banda superior), y la de un péptido interno del polipéptido 2 (banda
inferior). Estas secuencias permitieron identificar al polipéptido 1 del SDS-PAGE como

LH1B, y al polipéptido 2 como LH1a (Figura 15).

La secuencia de aminoacidos del dominio N-terminal de LH13 de la cepa C7T1
posee un 91% y un 88% de identidad con las secuencias proteicas deducidas del gen
pufB de las cepas ORS278 y BTAIi1, respectivamente. El péptido interno del
polipéptido de LH1a (FNWLEGPR) mostré una identidad del 100% con la secuencia
de un péptido interno de proteinas equivalentes deducidas de la secuencia de DNA de

ambas cepas.

Las secuencias alineadas del dominio amino terminal de LH1B de distintas cepas

se muestra a continuacion:

Bradyrhizobium sp. C7T1 -VDVPNKGGSLSGLTESEAARFHSIFM
Bradyrhizobium sp. BTAi MVDVPNKGGSLSGLTEAEAREFHSIEM
Bradyrhizobium sp. ORS278 MVE-PNKGGSLSGLTESEAREFHSIEFM
Roseateles depolymerans 61A MAD--NRSGSLSGLTDNEAREFHGIFM
Rps. palustris CGA009 MSD----- GSISGLSEAEAKEFHSIFV

ke khkk oo Kk Kk Kk KKk .

En algunas bacterias fotosintéticas los polipéptidos de la antena son procesados
luego de su expresion. La secuencia de aminoacidos obtenida para el polipéptido
LH1B indica que, con la excepcion de la remocion de la metionina, éste no es

procesado en su dominio N-terminal.

Ademas, el analisis de secuencia de los genes pufB y pufA casi completa de la
cepa C7T1 mostré una identidad de secuencia del 96% y del 93% con los genes de las

cepas ORS278 y BTAI1 respectivamente.
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Sintesis de ATP inducida por la luz en cromatéforos

Los resultados de los ensayos de fotofosforilacion en membranas, mostraron
que la sintesis de ATP ocurre exclusivamente en presencia de oxigeno. En estas
condiciones la velocidad de sintesis es 15nmol ATP/mg proteina/min. Esto indica que
el transporte de electrones fotosintético no ocurre bajo condiciones anaerdbicas, y
puede ser una de las razones por la cual esta bacteria no puede crecer en forma

fotoautotrofa en anaerobiosis.

Expresion del aparato fotosintético en condiciones aerdbicas,

semiaerdbicas y microaerdbicas

Los resultados del efecto de la tension de oxigeno sobre la acumulacion de BChl
y el crecimiento, a los 4 dias de cultivo, se muestran en la Tabla 3. Se observé un
aumento en la acumulacion de BChl relacionado con la disminucién de la
concentracion de oxigeno disuelto en el medio de cultivo. Bajo iluminacién ciclica, se
observa un aumento de mas del 60% en la acumulacion de BChl en las células bajo
condiciones de microaerobiosis con respecto a condiciones de crecimiento totalmente
aerdbicas. En este caso, los pigmentos fotosintéticos sintetizados se encuentran
unidos a las membranas. No se observaron diferencias significativas en el crecimiento

alcanzado a los 4 dias de cultivo bajo las distintas condiciones de oxigenacion.

TABLA 3. Acumulacion de bacterioclorofila en la cepa C7T1 bajo distintas

condiciones de oxigenacion.

Contenido de BChl a
0, (pmol/mg de proteina) Acso UFC/ml
Células Fraccion de membrana
H L
21% 630 100 1130 0,9 2,1x10°
3% 790 500 1370 0,8 1,9x10°
0,5% 1040 900 1630 0,6 1,3x10°
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La relacién entre la acumulacion de BChl y la concentracién de oxigeno para la
cepa C7T1, que es inverso al informado para la cepa BTAIi1, puede verse en la Figura
16.
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FIGURA 16. Relacion entre la produccion de pigmentos

fotosintéticos y la tensién de oxigeno en la cepa C7T1

La cepa C7T1 es también capaz de crecer en un medio sin nitrégeno (medio SA)
en microaerobiosis. Si bien en este cultivo se observé un periodo lag de 24 horas en el
crecimiento, en esta condicion C7T1 expresd tanto su actividad nitrogenasa como su
actividad fotosintética. Debido a que a los 4 dias presentd un crecimento menor que el
observado en los otros casos (As=0,4 - 2,5x10® UFC/ml), el cultivo de este
fermentador se continud por 3 dias mas y se determiné la acumulacion de BChl a
distintos tiempos. La cantidad de BChl acumulada en las células fue la siguiente: a los
4 dias 1800 pmol BChl/mg proteina, a los 6 dias 2000 pmol BChl/mg de proteina y a
los 7 dias 1500 pmol/mg de proteina. En membranas el contenido de BChl a los 7 dias
fue 1660 pmol/mg de proteina en L y 1500 pmol/mg de proteina en H. Hasta los 6 dias
la absorbancia del cultivo aumenté pero no hubo diferencias en su crecimiento

(Ass0=0,6 - 2,5x108 UFC/ml). Estos valores se mantuvieron hasta el 7° dia de cultivo.

Los resultados de la acumulacion de BChl en esta ultima condicion de
crecimiento  (microaerobiosis-medio sin  nitrégeno) no pueden compararse
directamente con los anteriores ya que el medio utilizado fue diferente. Al igual que en
otras bacterias fotosintéticas aerobicas, la acumulacion de BChl en la cepa C7T1
también es influenciada por la fuente de carbono presente en el medio de cultivo. Bajo

condiciones de oxigenacién similares y presencia de fuente de nitrégeno, esta cepa
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acumula aproximadamente un 35% menos de BChl en medio SAG que en medio MAG

modificado, mientras que el crecimiento final alcanzado es similar.

Regulacién de la expresion del operén puf por oxigeno

Los resultados de los experimentos de transferencia Northern indicaron que
existe una regulacién a nivel transcripcional de la expresién del operon puf por la

tension de O..

En Figura 17 se muestran los resultados de la hibridizacién con la sonda pufBA,
donde se ve un mayor nivel del pufBA mRNA a medida que disminuye la
concentracion de oxigeno en el cultivo (cultivos bajo ciclos luz/oscuridad). El tamafo

aproximado de este transcripto es 0,6 kb.

Las diferencias observadas se deben a una mayor expresién de los genes de la
antena bajo condiciones de micro y semiaerobiosis, pero probablemente también a

una menor estabilidad del mMRNA bajo condiciones aeroébicas.

Inesperadamente bajo condiciones de iluminacion continua, tanto en condiciones
aerdbicas como semiaerdbicas, se observd una alta acumulacion de este transcripto a
pesar de que en esa condicion de iluminacién no se detecté acumulacion de BChl en

las células.

A partir del operdn puf se trascriben dos mensajeros: un mensajero corto que
incluye solo a los genes pufB y pufA y otro que ademas incluye por lo menos a los
genes pufL y pufM (que codifican para las proteinas del centro de reaccion
fotosintético). El revelado de la hibridizacion con la sonda pufLM, aun después de
varios dias de exposicion de las placas, presentd una marca baja solo detectable en
las condiciones de mayor expresion del operdn puf (no mostrado). Esto tiene relacion

con la menor vida media de este transcripto.
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FIGURA 17. Expresion de los genes pufBA bajo distintas condiciones de
oxigenacion e iluminaciéon. Autorradiografias de los experimentos de transferencia

Northern. El revelado con la sonda 16S rDNA confirmé la cantidad de RNA total

equivalente analizada en cada muestra.

Produccién de pigmentos fotosintéticos bajo distintas condiciones de

iluminacion

Los resultados de la expresion del aparato fotosintético en la cepa C7T1 bajo
diferentes condiciones de iluminacion, medida a través de la acumulacion de BChl en
las células, se muestran en la Figura 18a. Puede verse que bajo las condiciones de
cultivo utilizadas, la iluminacién continua con luz de 660 nm (rojo) o 760 nm (rojo
lejano) no afectd la acumulacion de BChl. No se observaron diferencias significativas
entre todas las condiciones de iluminacién ensayadas. En la cepa 7.1Ad, que es un
aislamiento del mismo tipo que la cepa C7T1 pero de distinto origen, tampoco se
observaron diferencias en los niveles de acumulacion de BChl bajo las distintas
condiciones de iluminacion. En cambio, como era esperable, se observo inhibicion de
la acumulacion de BChl por luz continua de 660 nm en la cepa BTAIi1. Los espectros
de absorcién de las cepas C7T1 y BTAIi1 crecidas bajo las distintas condiciones de

iluminacion ilustran las diferencias observadas entre ambas cepas (Figura 18b)

Estos resultados indican que el fotorreceptor bacteriofitocromo descripto en otras

cepas de bradyrizobios no esta involucrado en la regulacion de la expresion del
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aparato fotosintético en esta cepa, ya que no se observa inhibiciéon en la acumulacion

de BChl por luz roja ni estimulacién por luz de caracteristicas rojo lejano.
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FIGURA 18. Efecto de la calidad de luz en la producciéon del aparato fotosintético
a, acumulacion de BChl en la cepa C7T1 bajo distintas condiciones de iluminacién b, espectros
de absorcion de las cepas C7T1 y BTAi1 crecidas bajo las distintas condiciones. Los datos

graficados corresponden a la media de 5 repeticiones +SD
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Actividad nitrogenasa ex planta

La cepa C7T1 presentd una actividad nitrogenasa importante solo en el medio
SA de los tres medios semisolidos utilizados. A diferencia de lo informado para la cepa
BTAI1, no se observaron diferencias importantes en la actividad nitrogenasa de los
cultivos mantenidos siempre en oscuridad y la de aquellos crecidos bajo ciclos
luz/oscuridad e incubados en luz durante la actividad de reduccion de acetileno
(Figura 19).

20+

ppm etileno

luz oscuridad

FIGURA 19. Actividad nitrogenasa en cultivos de la cepa C7T1
evaluada en luz u oscuridad. Los datos corresponden a la media

de 7 repeticiones +SD

Deteccion de genes de interés por PCR

Si bien los genes ppsR de distintas bacterias tienen una similitud de secuencia
baja, la arquitectura de las proteinas correspondientes generalmente es conservada y
comprende 3 regiones diferentes. El C-terminal posee un motivo hélice-vuelta-hélice o
HTH, con un rol clave en la uniéon al DNA. Utilizando primers disefiados en base a la
secuencia de esta porcion del gen ppsR2 de la cepa Bradyrhizobium sp. ORS278, se
investigd la presencia de este gen por PCR en los aislamientos nativos de
Aeschynomene.
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De las cepas analizadas, solo se obtuvo amplificacion positiva (producto de PCR
del tamafo esperado: 360 pb) en la cepa BTAIi1 y las cepas tipo 2, que corresponden
al mismo grupo de pigmentaciéon que BTAIi1 y producen BChl solo cuando crecen bajo
ciclos luz-oscuridad. En las cepas tipo 1, que son las que producen cantaxantina como

pigmento principal y acumulan BChl en la oscuridad, la amplificacién no fue exitosa.

Esto indicaria que el gen ppsR2 en las cepas tipo 1 no esta presente, o al menos
esta truncado en su extremo carboxiterminal. Otra explicacion admisible es que su
secuencia sea divergente con respecto a los genes ppsR descriptos en
Bradyrhizobium sp. ORS278 y en Rhodopseudomonas palustris. Por cualquiera de

estos motivos PpsR2 no seria funcional en las cepas tipo 1.

En cambio, si se obtuvo amplificacién positiva en todas las cepas para una
porcion del gen bphP correspondiente al dominio de unién al croméforo (CBD), lo cual
indica la presencia de al menos esta parte del gen. Sin embargo, esto no aporta datos

con respecto la funcionalidad del BphP.
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RIZOBIOS AISLADOS DE NODULOS DE

Sesbania

De las especies de Sesbania nativas, solo en S. virgata y S. exasperata se

encontraron plantas con noédulos en la parte baja del tallo que superficialmente se

parecen a los de S. rostrata.

Los aislamientos de rizobios de Sesbania spp. obtenidos y su origen geografico

se describen en la Tabla 4, junto con las cepas de referencia utilizadas.

TABLA 4. Aislamientos de Sesbania spp. y cepas de referencia

Cepas ?

Origen geografico

Planta hospedadora

P1.1Sv, P1.Sv2, P2.1Syv,
P2.2Sv, P4.1Sv, P4.2Sv

Y1.1Sv, Y1.2Sv
F1Sv, F2Sv

Lb1.1Sv, Lb2.1Sv, Lb3.1Sv,
Lb4.1Sv

Lv1.1Se, Lv2.1Se, Lv2.2Se,
Lv3.1Se, Lv4.1Se, Lv4.2Se,
Lv4.3Se, Lv5.1Se, Lv6.1Se,
Lv6.2Se

Ag1.3Se, Ag1.4Se, Ag3.1Se,
Ag3.2Se, Ag5.1Se
Azorhizobium caulinodans
ORS 5717

Sinorhizobum terangae

DSM 112827
Sinorhizobium saheli

Colonia Pastoril, Formosa

Presidente Yrigoyen, Formosa
Cafiada Doce, Formosa

Laguna Brava, Corrientes

Las Varas, Salta

Abra Grande, Salta

Senegal

Senegal

Senegal

Sesbania virgata

Sesbania virgata
Sesbania virgata

Sesbania virgata

Sesbania exasperata

Sesbania exasperata

Sesbania rostrata

Acacia laeta

Sesbania cannabina
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DSM 112377

Sinorhizobium arboris Sudan Prosopis chilensis
DSM 133757

Sinorhizobium kostiense Sudan Acacia senegal
DSM 133727

Rhizobium galegae Finlandia Galega orientalis
USDA 41287

# Los numeros en la designacion de los aislamientos se refieren a la identificacion de la planta y

a la del nédulo del que fueron aisladas

Caracterizacion genotipica

Los aislamientos y las cepas de referencia se caracterizaron mediante rep-PCR
(BOX-, ERIC- y REP-PCR), ARDRA e IGS-RFLP.

ARDRA

Rhizobium huatlense, el microsimbionte de Sesbania herbacea que es una
especie nativa de México, tiene un patrén de restriccion similar al de R. galegae (Wang
et al. 1998). Al no disponer de ninguna cepa de referencia de R. huatlense se utilizé a

la cepa tipo de R. galegae para esta comparacion.

El dendrograma resultante del analisis de agrupamiento de los patrones de
restriccion del 16S rDNA (Ddel, Hhal, Hinfl y Sau3Al) de los aislamientos y las cepas
de referencia utilizadas se muestra en la Figura 20. A un nivel de similitud del 90%
pueden definirse 3 grupos. Todos los aislamientos de S. virgata mostraron perfiles de
restriccion idénticos entre si y forman un grupo (grupo lll) relacionado a Azorhizobium
caulinodans" (Sp=80%). Todos los aislamientos de S. exasperata excepto uno,
también mostraron perfiles de restriccion idénticos entre si, y conforman un grupo
separado (grupo ), relacionado a R. galegae (Sp=89%). Las cepas tipo de las 4

especies de Sinorhizobium utilizadas se agrupan en el grupo Il (Sp=90%).
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FIGURA 20. Dendrograma (Dice/lUPGMA) del andlisis de los patrones de restriccion

combinados del 16S rDNA de los aislamientos de S. virgata y S. exasperata y las

cepas de referencia. Los grupos se definieron a S >90%
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rep-PCR

La diversidad entre los aislamientos evaluada por rep-PCR vy los fingerprints de
BOX-, ERIC- y REP-PCR obtenidos se muestra en la Figura 21.

Pueden definirse 5 grupos con una similitud mayor al 60%. Estos siempre
agrupan aislamientos de la misma especie de Sesbania aunque no de los mismos

sitios de muestreo.

Los grupos | a Ill agrupan a los aislamientos de Sesbania virgata. En cada
grupo, los aislamientos no pueden diferenciarse genotipicamente en base a sus
fingerprints, ya que son casi idénticos con los tres primers utilizados, con excepcion de
la cepa Y1.1Sv que puede diferenciarse de las de su grupo por ERIC-PCR. Los
aislamientos dentro de cada grupo pueden considerarse cepas hermanas. Sin
embargo, hay una gran diversidad genotipica entre los grupos, con similitudes

menores al 30%.

Excepto la cepa Lv1.1Se, los aislamientos de Sesbania exasperata conforman
los grupos IV y V. Dentro de estos grupos también hay una alta proporcion de cepas
hermanas o estrechamente relacionadas a nivel de cepa. La mayoria de los
aislamientos se agrupan en el grupo V, conformando dos subgrupos distinguibles por
sus fingerprints de REP-PCR. Entre los aislamientos de esta especie de Sesbania, la
similitud genotipica entre los distintos grupos también es baja, y las cepas de estos

grupos presentan fingerprints de BOX, ERIC y REP-PCR caracteristicos.

Si bien el analisis de agrupamiento de los fingerprints de rep-PCR solo es util
para inferir relaciones entre cepas relacionadas a nivel de especie o subespecie, en
este anadlisis se observa una clara separacion de los rizobios que nodulan Sesbania en
dos grandes grupos, correspondientes a los distintos géneros de rizobios asociados a

cada una de las especies de Sesbania nativas.
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FIGURA 21. Dendrograma (Pearson/UPGMA) del analisis combinado de los fingerprints de

BOX-, ERIC- y REP-PCR de los aislamientos de S. virgata y S. exasperata. Los grupos se

definieron a r>60%
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Analisis combinado de los fingerprints de rep-PCR y ARDRA

Debido a que los aislamientos de S. virgata y S. exasperata pertenecen a
géneros distintos, este analisis se presenta en forma separada para ambos grupos de
rizobios. El resultado del anadlisis de la integracién de la informacién provista por los
distintos fingerprints gendémicos, se muestra en la Figura 22 para los aislamientos de

S. virgata y en la Figura 23 para los aislamientos de S. exasperata.

En ambas figuras puede verse que, en cada caso, las cepas de referencia
utilizadas relacionadas a nivel de género ocupan una posicion separada en el
dendrograma, mientras que el agrupamiento de los aislamientos es similar al de rep-
PCR.
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Lb4.15v
Lb2.15v
Lb3.15v
Lb1.18v
Y118
P4.15v
P4.25v
P1.25v

FIGURA 22. Dendrograma (Pearson/UPGMA) del analisis
combinado de los datos de rep-PCR y ARDRA para los

aislamientos de Sesbania virgata
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FIGURA 23. Dendrograma (Pearson/UPGMA) del analisis
combinado de los datos de rep-PCR y ARDRA para los

aislamientos de Sesbania exasperata

IGS-RFLP

El analisis de restriccion de la region intergénica 16S-23S rDNA no se hizo con
todos los aislamientos, sino que se eligieron cepas representativas de cada grupo de
rep-PCR.

En todos los aislamientos de S. virgata y la cepa de referencia A. caulinodans
ORS571" se obtuvo un Unico producto de amplificacion de igual tamaiio (<1000 pb).
Lo mismo ocurrido entre los aislamientos de S. exasperata excepto para la cepa
Lv1.1Se, pero el producto de amplificacion fue de distinto tamafo (>1000 pb). Las
demas cepas de referencia de Sinorhizobium y Rhizobium produjeron fragmentos de

amplificacion unicos de distintos tamafrios, entre 1000 pb y 1400 pb.

Los resultados del analisis de restriccion de la region intergénica 16S-23S rDNA
con 4 enzimas se muestra en la Figura 24. Definiendo los grupos a un 60% de

similitud, pueden describirse tres grupos. Los grupos | y Il comprenden a los
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aislamientos de S. virgata. A pesar del menor nivel de resolucion de este método, las
cepas de los distintos grupos de rep-PCR también pueden diferenciarse en este

analisis.

El grupo Il incluye a todas las cepas de S. exasperata excepto a dos, Lv1.1Se y
Lv6.2Se, que ocupan posiciones separadas. En este caso se hace evidente el menor
nivel de resolucion taxonémica de este método con respecto a rep-PCR, ya que cepas
con distintos fingerprints de rep-PCR presentan patrones de restriccion idénticos de la
region intergénica 16S-23S rDNA (cepas Lv6.1Se y Lv2.2Se).

Las cepas de referencia A. caulinodans y R. galegae ocupan posiciones
separadas, relacionadas a los aislamientos de S. virgata o S. exasperata,

respectivamente.

Estos resultados confirman la relacion genética descripta entre las cepas en las

otras técnicas de fingerprinting gendmico ulitizadas.
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FIGURA 24. Analisis de agrupamiento (Dice/lUPGMA) de los patrones de

restriccion de la region intergénica 16S-23S rDNA de aislamientos

representativos de S. virgatay S. exasperata y cepas de referencia.
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Relacion filogenética de los aislamientos basada en el analisis de

secuencia del gen 16S rRNA

Se determind la secuencia casi completa del gen ribosomal 16S para la cepa
F1Sv de S. virgata y para la cepa Lv6.1Se de S. exasperata. Las secuencias se
depositaron en el GeneBank bajo los numeros de acceso AY301011 (1482
nucleétidos, cepa F1Sv) y DQ422964 (1446 nucledtidos, cepa Lv6.1Se).

El analisis de secuencia del 16S rDNA de la cepa F1Sv confirmé los resultados
obtenidos por ARDRA. Esta cepa mostré solo un 97,6% de identidad de secuencia con
la cepa tipo de Azorhizobium caulinodans. Sin embargo también se encontrd
depositada en el banco de datos, la secuencia del 16S rDNA de un aislamiento de S.
virgata originario de Brasil (cepa SEMIA 6401) clasificado como Azorhizobium sp., con
el que la cepa F1Sv posee un 99,4% de identidad de secuencia para este gen. Este
aislamiento es la cepa tipo de una nueva especie dentro del género, Azorhizobium

doebereinerae, muy recientemente descripta (Moreira et al, 2006).

En base a la secuencia del gen 16S rRNA, algunas de las cepas mas
relacionadas con el aislamiento Lv6.1Se de Sesbania exasperata resultado de la
busqueda en el GeneBank, y los resultados de los alineamientos de a pares de las

secuencias se muestran en la siguiente tabla:

Cepa Identidad con Lv6.1Se Gaps Origen
Rhizobium sp. 97% (1398/1430) 0/1430 Argyrolobium uniflorum
ORS1439 Tunisia
Rhizobium giardinii 97% (1405/1443) 0/1443 Phaseolus vulgaris
H1527 Francia
Sinorhizobium morelense 97% (1405/1443) 0/1443
S-5
Sinorhizobium morelense 97% (1386/1424) 3/1424 Suelo
Lc047 México
Rhizobium daejeonense 96% (1378/1421) 0/1421 Biorreactor para tratamiento
L617 de cianuros
Rhizobium huatlense 96% (1379/1434) 6/1434 Sesbania herbacea
S027 México
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La Figura 25 muestra el arbol filogenético sin raiz construido utilizando las
secuencias de las cepas F1Sv y Lv6.1Se y aquellas de organismos relacionados

obtenidas del GeneBank.

La cepa F1Sv forma un grupo filogenético distinto (bootstrap 100%) junto con las
cepas aisladas de S. virgata en Brasil, que incluye a la cepa tipo de A. doebereinerae
(SEMIA 6401™=BR 54017), en la rama de Azorhizobium relacionado a A. caulinodans’

y especies del género Xanthobacter.

La cepa Lv6.1Se se agrupa en la rama que contiene un aislamiento de
Argyrolobium uniflorum (Mimosoideae) de Tunisia clasificado como Rhizobium sp.
(cepa ORS 1439) y las especies tipo de Rhizobium giardinii y R. daejeonense, aunque
el nivel de confidencia de este grupo es bajo (bootstrap 33,4%). El grupo que incluye a
las cepas Rhizobium sp. ORS 1439, R. giardinii H152" y Lv6.1Se tiene un nivel de

confidencia menor al 44% aun sobre 5000 repeticiones.

Utilizacion de sustratos carbonados

El perfil de utilizacién de sustratos carbonados obtenido utilizando las placas
BIOLOG GN2 para las cepas de S. virgatay S. exasperata analizadas se resume en
las tablas 5 y 6, respectivamente. En las tablas solo se muestran los sustratos que son
utilizados por todas las cepas o los que permiten la diferenciacion entre las mismas.
Los resultados corresponden a las lecturas de absorbancia a las 48 horas para
Azorhizobium y a las 24 horas para Rhizobium. En ambos se consideraron los valores

de Asq 20,3 como positivos (utilizacion del sustrato carbonado).
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Sinorhizobium kummerowiae CCBAU 717147 (AF364067)
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FIGURA 25. Relacion filogenética basada en el analisis de secuencia del gen 16S rRNA de
las cepas F1Sv (S. virgata) y Lv6.1Se (S. exasperata) con especies relacionadas de la clase
Alphaproteobacteria. Los numeros de acceso de las secuencias se indican entre paréntesis y los
valores de bootstrap de mas del 50% (sobre 1000 repeticiones) se indican en los nodos.

Barra: 0,01 sustitucion/sitio
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TABLA 5. Sustratos carbonados utilizados por las diferentes cepas y especies

de Azorhizobium

i=uente carbonada Azorhizobium F1Sv P1.2Sv  Y1.1Sv Azorhizobium

caulinodans doebereinerae *®
ORS571"

Tween 40 _ _ _ + _
Tween 80 - - - + -
Metil éster de acido + - + + +
pirivico
Mono metil éster de + + + + +
acido succinico
Acido acético + + + + -
Acido cis-acotinico + + + - -
Acido citrico + + + - -
Acido férmico + + + + +
Lactona de acido D- + - - - -
galacturonico
Acido D-galacturénico + + + + -
Acido D-glucénico + + - - -
Acido a-hidroxibutirico + - - - +
Acido B-hidroxibutirico + + + + +
Acido y-hidroxibutirico + - + + +
Acido itacénico - + - - -
Acido a-cetoglutarico + - - - -
Acido D, L-lactico + + + + +
Acido propiénico + + + + +
Acido quinico + + - - -
Acido D-sacérico + + - + -
Acido sebaico + - - - -
Acido succinico + + + + +
Acido bromosuccinico + + + + +
Acido succinamico + - + + -
L-alanina + - - - -
Acido L-aspartico + + + + -
L-asparragina - + - - -
Acido L-glutamico + + + - -
D-sorbitol - - - - -
Acido L-piroglutamico + + + + -
Glicerol + - - - -

@ Datos tomados de Moreira et al (2006).
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TABLA 6. Sustratos carbonados utilizados por las cepas de Rhizobium sp.

(Sesbania) y R. giardinii.

Fuente carbonada

Lv6.1Se

Ag1.3Se

Lv1.1Se

Rhizobium
giardinii ®

Tween 40

Tween 80

N-acetyl D-glucosamina
L-arabinosa

D-arabitol

D-celobiosa

D-fructosa

L-fucosa

D-galactosa
Gentiobiosa
a-D-glucosa

m-inositol

a-D-lactosa

Maltosa

D-manitol

D-manosa
B-metil-D-glucdsido
D-melibiosa

D-rafinosa

L-ramnosa

D-sorbitol

Sacarosa

D-trealosa

Turanosa

Xylitol

Metil éster de acido piruvico
Mono metil éster de acido succinico
Acido acético

Acido citrico

Acido férmico

Lactona de acido D-galacténico
Acido D-galacturénico
Acido D-glucénico
Acido D-glucurénico
Acido a-hidroxibutirico
Acido B-hidroxibutirico
Acido a-cetoglutarico
Acido a-cetovalérico
Acido D,L-lactico

Acido propiénico

Acido quinico

+ + + + + F A+ A+

+ 4+ + +

+ + + + +

+

+ + + + +

+ 4+ + + + 4+ + +

+ + 4+ +++ o+

+ + 4+ ++ ++++ 4

+

+ + 4+ + + + + 4+

+ + 4+ + +

+

+

+ + 4+ + + +

+ + + +

+
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TABLA 6. (continuacion)

Fuente carbonada Lv6.1Se Ag1.3Se Lv1.1Se Rhizobium
giardinii ®

Acido succinico +

+
1

Acido bromosuccinico +
L-alanina -
L-alanil glicina -
L-asparragina +
Acido L-aspartico +
L-histidina -
Acido L-glutdmico +
L-hidroxiprolina +
L-leucina -
L-ornitina +
L-prolina +
Acido y-amino butirico -
Uridina +
Glicerol +
a-D-glucosa 1-fosfato -
D-glucosa 6-fodfato +
Almidén soluble -

o+
o+
+

+ + +
1

+ 4+ 4+ + 4+ +++++
1 1
+

1
1
+

@ datos tomados de Amarger et al (1997).

En las Tablas 5 y 6 puede verse que las cepas representivas de cada grupo de
rep-PCR también pueden diferenciarse por su fingerprint metabdlico basado en la
utilizacion de sustratos carbonados. Lo mismo ocurre con las especies de
Azorhizobium: hay 5 fuentes de carbono que utiliza la cepa A. caulinodans™ pero
ninguna de las de A. doebereinerae (Lactona de acido D-galacturénico, acido o-

cetoglutarico, acido sebaico, L-alanina y glicerol)

De las 95 fuentes de carbono ensayadas solo 11 fueron utilizadas por las tres
cepas de Sesbania virgata analizadas y solo 7 por todas las cepas de A.
doebereinerae (mono metil éster de acido succinico, acido férmico, acido -
hidroxibutirico, acido D, L-lactico, acido propidnico, acido succinico y acido
bromosuccinico). Esto indica que las cepas de A. doebereineae tiene un rango de
utilizacion de compuestos carbonados mucho mas acotado que el de otras especies

de rizobios incluyendo a A. caulinodans.
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En los aislamientos de S. exasperata también pueden distinguirse las cepas
representativas de cada grupo de rep-PCR por su perfil de utilizacion de sustratos
carbonados. La cepa Lv1.1Se tuvo un comportamiento particular, la lectura de
absorbancia a las 48 h indicé la utilizaciéon de solo una fuente de carbono (metil éster
de acido piravico). Los datos informados en la tabla corresponden a la lectura de las

72 h. Esto podria estar relacionado con las condiciones de pH 6ptimas para esta cepa.

Existen varias diferencias con respecto a las fuentes de carbono utilizadas por
las cepas de R. giardinii (descriptas en la definicion de la especie, Amarger et al, 1997)
y por las cepas de Rhizobium sp. de S. exasperata. Hay al menos 5 compuestos que
utilizan las cepas de R. giardinii pero no los aislamientos de Rhizobium sp. (Sesbania):
D-melobiosa, D-rafinosa, acido D-glucénico, L-alanina y L-histidina, y dos que utilizan
las cepas aisladas de S. exasperata (excepto Lv1.1Se) pero no R. giardinii (acido
citrico y acido a-cetoglutarico). Ademas R. giardinii utiliza almidon soluble,

caracteristica que no poseen los rizobios de S. exasperata.

Caracteristicas fisiolégicas

Con respecto a la temperatura, los aislamientos de S. exasperata crecen a 40°C
mientras que R. giardinii y R. galegae no. Las cepas de S. virgata también crecen a

40°C pero no a 43°C como A. caulinodans’.

El crecimiento de las cepas de S. exasperata en medio YLA o YMA con distintas
concentraciones de NaCl y pH alcalino fue similar, los resultados obtenidos en YMA se
muestran en la Tabla 7.

TABLA 7. Crecimiento de las cepas aisladas de S. exasperata en distintas

condiciones de pH alcalino y salinidad

pH9 pH 10
Cepa
NaCl1% NaCl2% NaCl3% NaCl1% NaCl2% NaCl 3%
Lv6.1Se + + - + +- -
Ag1.3Se + + - + +- -
Lv1.4Se + + + + + +-
Lv1.1Se + - - ++ + +-
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Estos resultados indican que existen diferencias entre las cepas de Rhizobium
sp. de S. exasperata y las cepas de R. giardinii con respecto a la tolerancia a la
salinidad y al pH, ya que estas ultimas no crecen en presencia de 2% de NaCl y
crecen en el rango de pH 4-8,5 (Amarger et al, 1993). Otra diferencia es que R.
giardinii no crece en medio Luria-Bertani (LB) y las cepas de S. exasperata si lo hacen.

Ademas utilizan urea.

Con respecto a la resistencia a antibioticos, al igual que las cepas de R. giardinii
fueron resistentes a acido nalidixico (40 pg/ml), y sensibles a espectinomicina (5

pg/ml) y kanamicina (10 pg/ml).

Determinacion de actividad nitrogenasa y crecimiento en N;

Se detecto actividad nitrogenasa en vida libre para los aislamientos de S. virgata

(Azorhizobium) y pero no para los de S. exasperata (Rhizobium).

La cepa F1Sv crecio y expresoé actividad nitrogenasa en medio LO semisélido,
aunque la velocidad de crecimiento y la actividad fueron menores que en A.

caulinodans.

En los ensayos de crecimiento en N, en cultivos en fermentador en medio LO
bajo 3% de O, A. caulinodans ORS 571" fue capaz de crecer mientras que la cepa
F1Sv no. Esto probablemente se deba a diferencias en la sensibilidad al oxigeno de la
expresion de la actividad nitrogenasa entre ambas cepas, ya que en los ensayos en el
mismo medio pero semisélido, la cepa F1Sv crecié pero a una distancia mayor de la
superficie que A. caulinodans. Muy probablemente a una tensién de oxigeno menor al
3% en la fase gaseosa, la cepa F1Sv seria capaz de crecer en N; en cultivo liquido al

igual que A. caulinodans.

Deteccion de genes de fijacion de N:

En los aislamientos de S. exasperata se investigo la presencia del gen nifH que
codifica para la subunidad dependiente de Fe de la nitrogenasa. Solo se obtuvo
amplificaciéon positiva para las cepas de uno de los grupos de rep-PCR (grupo IV,
cepas Lv6.2, Lv 6.1, Lv4.3 y Lv2.1), aun utilizando condiciones de amplificacion menos

rigurosas (Figura 26).
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Todas las cepas nodulan efectivamente S. exasperata, por lo cual los resultados
negativos en la deteccion del gen nifH no se deberian a la ausencia del gen sino a
diferencias en su secuencia que no permiten una amplificacion exitosa con los primers
utilizados. Quizas las cepas correspondan a distintos biovares como los descriptos
para R. giardinii. A nivel molecular las cepas de R. giardinii bv. giardinii pueden
diferenciarse de las cepas de R. giardinii bv. phaseoli por la ausencia de hibridizacién
con una sonda que contiene el gen nifH aun bajo condiciones de hibridizacion poco

rigurosas.

600 pb -

FIGURA 26. Deteccion por PCR del gen nifH en los aislamientos de S. exasperata

1, 12 y 23: 1Kb plus DNA Ladder, 2: Lv6.2Se, 3: Lv6.1Se, 4: Lv5.1Se, 5: Lv4.3Se, 6:
Lv4.2Se, 7: Lv4.1Se, 8: Lv3.1Se, 9: Lv2.2Se, 10: Lv2.1Se, 11: Lv1.1Se, 13: Ag5.1Se, 14:
Ag1.4Se, 15: Ag1.3Se, 16: Ag3.1Se, 17: Ag3.2Se, 18: Sinorhizobiun terangae', 19: S.

saheli", 20: S. kostiense', 21: S. arboris’, 22: control negativo.

Perfil de plasmidos

En cepas representativas de S. exasperata se analizé el nimero de plasmidos y
su tamano relativo. Solo es una caracterizacién inicial ya que no se determind su
tamafo ni tampoco si estos poseen genes involucrados en la nodulacion y en la
fijacion de nitrégeno, como es comun que ocurra en algunos de los géneros de
rizobios. En la Figura 27 puede verse el perfil de plasmidos para las cepas analizadas.
Todas poseen mas de un plasmido de tamafo similar, y en la cepa Ag1.4Se, que
pertenece al mismo grupo que la cepa Lv2.2Se, se observa la presencia de un
plasmido de menor tamafo. En la cepa Lv1.1Se no se detecté la presencia de

plasmidos.
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Lv6.2Se
Lv6.1Se
Ag1.3Se
Ag1.4Se
Lv2.2Se

Sinorhizobium meliloti”

FIGURA 27. Perfil de plasmidos de aislamientos representativos de
Sesbania exasperata
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DISCUSION
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En este trabajo se utilizaron métodos de fingerprinting gendmico con distintos
niveles de resolucién taxondmica para la caracterizacion de los rizobios de
leguminosas nativas que nodulan en tallo, y para examinar la diversidad genética entre
las cepas aisladas. El fingerprinting gendmico por rep-PCR ha demostrado ser un
método muy adecuado para diferenciar cepas de rizobios, y el andlisis de
agrupamiento de los fingerprints de rep-PCR de cepas relacionadas a nivel de especie
0 subespecie provee informacién acerca de su relacion filogenética (Rademaker et al,
2000).

Aeschynomene y Sesbania son los dos géneros conocidos de leguminosas que
nodulan en tallo. Las especies analizadas en este trabajo, A. rudis, A denticulata, S.
virgata y S. exasperata, son originarias del continente americano y se encuentran

principalmente en Sudamérica (Burkart, 1952; Zuloaga y Morrone, 1999).

Casi todos los rizobios aislados de A. rudis y A. denticulata, las dos especies de
Aeschynomene con mayor abundancia en las distintas regiones muestreadas, son
rizobios fotosintéticos (Tabla 1). Este resultado es similar al encontrado en otra
coleccioén de rizobios aislados de A. indica, A. sensitiva y A. tambacoudensis (Molouba
et al, 1999), e indican una clara correlacion entre las caracteristicas de nodulacion y
las propiedades fotosintéticas: los rizobios de especies de Aeschynomene que
nodulan en tallo tienen la capacidad de producir pigmentos fotosintéticos. Esta
correlacion es casi del 100% cuando se trata de especies de Aeschynomene que
pertenecen al grupo 3 de inoculacion cruzada, ya que las 5 especies mencionadas
pertenecen a este grupo. Sin embargo, estos resultados no concuerdan con los
obtenidos en el trabajo de van Berkum et al (1995), donde solo el 48% de los rizobios
aislados a partir de muestras de suelo capaces de nodular A. indica producen BChl y
carotenos, y solo unos pocos acumulan BChl y carotenos en oscuridad. Esta diferencia
en relacion a las propiedades fotosintéticas de los aislamientos, probablemente se
deba a la forma de obtencion de los mismos. Mientras que en ese estudio se utilizé A.
indica como planta trampa en muestras de suelo, en los otros las cepas se aislaron de

plantas donde naturalmente ocurre esta simbiosis.

Entre los rizobios nativos aislados, todas las cepas que producen cantaxantina
como pigmento principal (cepas tipo 1) también producen BChl y carotenos cuando
crecen en oscuridad. Sin embargo, la propiedad de producir pigmentos en oscuridad,
es una caracteristica comun en este tipo de cepas pero no es una propiedad exclusiva
del grupo. Cuando crecen bajo iluminacién continua, todas las cepas interrumpen la

acumulacién de BChl, pero en las cepas tipo 1 la acumulacién de carotenos se ve
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aumentada (Figura 5, e). La cantaxantina es uno de esos carotenos que no tiene una
funcién fotosintética conocida, probablemente actie como un pigmento protector
contra la radiacion. Los resultados mostrados en este trabajo indican que este
pigmento no forma parte del aparato fotosintético, ya que en los complejos
fotosintéticos purificados, la cantaxantina no es detectable (Figura 13), y en la
preparacion de membranas este caroteno queda principalmente en la membrana mas
pesada (membrana H) que contiene restos de pared celular (Figura 5, d). Este ultimo

resultado concuerda con el posible rol de la cantaxantina como fotoprotector.

La caracterizacion genotipica por rep-PCR reveld la alta diversidad existente
entre los rizobios fotosintéticos, la mayoria de los aislamientos resultaron ser cepas
diferentes (Figuras 6, 7 y 11). Al nivel de resolucién taxonémica del método de
ARDRA, las diferencias entre las cepas fueron bajas (Figura 8). Segun el criterio
taxonémico actual, todas las cepas pertenecen al género Bradyrhizobium. Estos
resultados son similares a los encontrados en otras colecciones de rizobios de
Aeschynomene (Molouba et al, 1999; Willems et al, 2000; van Berkum et al, 2006). En
el género Bradyrhizobium existe poca divergencia en la secuencia del gen 16S rRNA
en las distintas especies (Willems et al, 2001a). Mediante estudios de hibridizacion
DNA-DNA, que es el criterio principal para el delineamiento de especies, se han
reconocido 11 especies gendmicas o genoespecies en Bradyrhizobium, y se encontro
que las cepas de bradyrizobios fotosintéticos analizadas pertenecen al menos a dos

de estas genoespecies (Willems et al, 2001c).

Para evaluar la diversidad general existente entre los aislamientos y su relacion
filogenética, se integré la informacion provista por ARDRA y rep-PCR. La mayoria de
los aislamientos fotosintéticos pueden incluirse en uno u otro de los dos grupos
principales (Figura 9, grupos IV y V). Las principales diferencias fenotipicas entre ellos
estan relacionadas con el tipo de carotenos que producen y la acumulacion de
pigmentos fotosintéticos en oscuridad. Las cepas tipo 1, que conforman un grupo de
pigmentacion particular, podrian constituir un grupo de bradyrizobios fotosintéticos
diferentes del resto. El analisis IGS-RFLP es una fuente diferente de evidencia
molecular de su relacién genética. Este método de fingerprinting produce un
agrupamiento similar de las cepas analizadas e ilustra la consistencia de los

resultados (Figura 10).

Estudios comparativos en diferentes géneros bacterianos, mostraron una alta
correlacion entre la relacién genética que surge del analisis de rep-PCR o AFLP y los

grupos de hibridizacion de DNA, lo que sugiere que estos métodos de fingerprinting
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gendmico pueden servir para estimar la relacion entre aislamientos a este nivel (Nick
et al, 1999; Rademaker et al, 2000; Willems et al, 2001b). En el presente estudio, se
ve que casi todos los aislamientos fotosintéticos que producen cantaxantina, se
agrupan juntos en un grupo particular en todos los analisis de agrupamiento utilizados
(Figuras 6, 9 y 10), y podrian pertenecer a una misma genoespecie. Este resultado no
establece si esta genoespecie es diferente o no de la del resto de los aislamientos, y
los datos de hibridizacion DNA-DNA son estrictamente necesarios para determinar la
relacion entre ellos y con otras cepas. Si bien se realizaron estudios de hibridizacion
DNA-DNA en algunas cepas fotosintéticas aisladas de Aeschynomene, su posicién
taxondémica a nivel de especie aun no se ha establecido (Willems et al, 2001c, Vinuesa
et al, 2005b). Ademas, si bien la mayoria de las especies de Bradyrhizobium poseen
solo un tipo o copia del operén ribosomal, algunas de las cepas de rizobios
fotosintéticos poseen secuencias mdultiples de la region intergénica 16S-23S rDNA
(Willems et al, 2001b, 2003). Los resultados de IGS-RFLP de las cepas analizadas en
el presente trabajo, también indican la presencia de al menos dos tipos de regiones

intergénicas 16S-23S rDNA en algunos de los aislamientos.

En base a la similitud de secuencia del gen ribosomal 16S, todas las cepas de
rizobios fotosintéticos de Aeschynomene spp. hasta ahora analizadas, conforman un
grupo filogenético distinto dentro del grupo de Bradyrhizobium (Figura 12). Como se
sugirid previamente, estos rizobios constituirian una especie diferente (So et al, 1994;
Fleischman y Kramer, 1998; Willems et al, 2001c, Vinuesa et al, 2005b). Cepas
aisladas de regiones geograficas distantes y de especies de Aeschynomene
diferentes, poseen una similitud de secuencia del 16S rDNA muy alta (99%). Sin
embargo, existe una alta diversidad de cepas y la regulacion de la expresion del

aparato fotosintético en estas cepas parece ser diferente.

A diferencia de la cepa C7T1, en las cepas BTAi1 y ORS278 la acumulacion de
BChl y carotenos es maxima bajo condiciones de crecimiento aerdbicas e iluminacion
ciclica. No acumulan pigmentos en oscuridad y la regulacién por la calidad de luz de la
expresion del aparato fotosintético es mediada por bacteriofitocromo. En la cepa C7T1,
si bien el O; es absolutamente necesario para el crecimiento, tiene un efecto inhibitorio
sobre la cantidad de aparato fotosintético formado en las membranas, y parte de esta
regulacién ocurre a nivel transcripcional. Esto se confirmé en los estudios de expresion
del operdn fotosintético, donde se observd una mayor expresion de los genes de la
antena en condiciones de semi y microaerobiosis (Figura 17). Este comportamiento es
similar al observado tanto en bacterias purpuras anoxigénicas como en bacterias

fotosintéticas aerdbicas, pero no en otros bradyrizobios fotosintéticos. En las cepas
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BTAI1 y ORS278 la tension de oxigeno tiene un efecto opuesto al observado en la
cepa C7T1, ya que BTAIi1 produce la maxima cantidad de BChl a la concentracion de
oxigeno atmosférica (Wettlaufer y Hardy, 1995), y en la cepa ORS278 la actividad
fotosintética depende de condiciones aerdbicas y la expresion del operon puf requiere
de un minimo de 3% de O, (Giraud et al, 2000). En las bacterias fotosintéticas
aerdbicas la expresion del aparato fotosintético en relacion a la tensién de oxigeno es
diferente en las distintas especies. En Roseobacter denitrificans la tensién de oxigeno
no afecta los niveles de los transcriptos puf ni la cantidad de pigmentos acumulados
(Nishimura et al, 1996), en cambio, en Roseateles depolymerans la expresion del
operon puf y la acumulacién de BChl es maxima bajo condiciones micro y

semiaerobicas (Suyama et al, 2002).

Estudios previos han mostrado que dentro del nddulo los bacteroides expresan
tanto la actividad nitrogenasa como la de fotosintesis (Evans et al, 1990; Fleischman y
Kramer, 1998; Giraud et al, 2000). Debido a que en las cepas BTAi1 y ORS278 la
actividad fotosintética bacteriana depende de condiciones aerodbicas (Wettlaufer y
Hardy, 1995; Giraud et al, 2000) y la fijacion de nitrdgeno ocurre solo bajo condiciones
microaerobicas, debe existir una regulacion fina de la tensién de oxigeno en los
bacteroides para que ambas actividades pueden operar simultaneamente. A diferencia
de ambas cepas, la cepa C7T1 bajo condiciones de microaerobiosis en cultivo ex

planta expresa tanto su actividad fotosintética como su actividad nitrogenasa.

Con respecto a la importancia de la actividad fotosintética bacteriana en la
simbiosis, estudios realizados con distintas cepas mostraron resultados diferentes. En
la cepa BTAIi1 se observé un aumento en la actividad de reduccion de acetileno en
respuesta a la luz (Hungria et al, 1993), lo que sugiere que la actividad fotosintética
bacteriana podria proveer energia adicional al bacteroide para la fijacion de N,
disminuyendo asi la demanda de fotosintatos a la planta. En la cepa ORS278 se
determind que la actividad fotosintética bacteriana juega un rol mas importante en los
primeros pasos de la infeccion y en la eficiencia de la nodulacion en tallo, que como
fuente de energia requerida para la actividad nitrogenasa. La inoculacion en tallo de A.
sensitiva con la mutante no fotosintética disminuyd en un 50% el nimero de nédulos
formados, lo cual redujo la fijacion de N, y en consecuencia el crecimiento de la planta.
Estas diferencias se observaron para la nodulacidon en tallo pero no en raiz. Sin
embargo, no se detectaron diferencias en la actividad nitrogenasa ni en la estructura
de los ndodulos de tallo formados por la cepa fotosintética y por la mutante no
fotosintética (Giraud et al, 2000).
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En la cepa C7T1 la iluminacién de los cultivos no tuvo efecto positivo sobre la
actividad nitrogenasa de la bacteria (Figura 19). Este comportamiento es diferente al
informado para la cepa BTAIi1 pero el resultado es similar al observado en la cepa
ORS278, en la cual tampoco se detecté un efecto directo de la actividad fotosintética

bacteriana sobre la actividad nitrogenasa dentro del nédulo (Giraud et al, 2000).

Estos resultados no excluyen el posible aporte de energia adicional de la
actividad fotosintética bacteriana en la fijacion de nitrégeno, solo indican que este

aporte parece no ser muy importante.

La regulacion por luz mediada por bacteriofitocromo en los rizobios fotosintéticos
no explica la ausencia de acumulacion de bacterioclorofila en luz continua, ni la
produccién de pigmentos fotosintéticos en oscuridad. Si bien en la cepa C7T1 la
acumulacién de BChl en semi o microaerobiosis es mayor bajo ciclos luz-oscuridad, en
condiciones aerdbicas la luz pareceria no tener un efecto estimulador ya que la

cantidad de BChl acumulada en oscuridad o bajo iluminacion ciclica es similar.

La alta expresion de los genes de la antena en cultivos de la cepa C7T1 crecidos
bajo condiciones aerdbicas o semiaerdbicas y luz continua (Figura 17), y la no
deteccioén de los complejos fotosintéticos o BChl acumulada en las membranas, indica
una regulacion adicional por la luz mediante mecanismos de control a nivel
postranscripcional, similar al observado en Rhodobacter capsulatus (Zucconi y Beatty,
1988). Esta bacteria cuando crece bajo alta intensidad de Iluz, contiene
aproximadamente 4 veces mas puc mRNA que cuando crece en baja intensidad de

luz, y su vez una cantidad de complejos fotosintéticos LH2 4 veces menor.

En mutantes de la cepa ORS278 con fusiones lacZ en diferentes genes
fotosintéticos esenciales (pufL, bchC y crtl) se observd una fuerte actividad f-
galactosidasa en cultivos crecidos bajo luz continua (Giraud y Fleischman, 2004). Si
bien como se sugiere en ese trabajo esta regulacién por luz podria estar relacionada
con una disminucion en la estabilidad de los transcriptos, parece no ser el mecanismo
mas importante ya que en la cepa C7T1, independientemente de la condicién de
oxigenacion, se observaron altos niveles del pufBA mRNA en cultivos crecidos bajo luz
continua (Figura 17). Segun estos resultados, la regulacién seria a nivel

postraduccional.

Estos mecanismos auln no se conocen, pero la ventaja de este tipo de regulacion

postranscripcional podria ser que permitiese a las células una rapida adaptacion a las
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condiciones de fotosintesis, ya que no requeriria la iniciacion de novo de la

transcripcién de los genes de los polipéptidos que unen pigmentos.

La acumulacion de BChl en oscuridad en la cepa C7T1 podria deberse a la
ausencia del regulador PpsR2 en esta bacteria. En Bradyrhizobium sp. ORS278 la
proteina PpsR2 tiene un efecto represor en la acumulacion del fotosistema, y este
efecto es antagonizado en forma indirecta por bacteriofitocromo (BrBphP). Los genes
regulados por PpsR2 en la cepa ORS278 son bch, cir y cycA, que codifican
respectivamente, proteinas involucradas en la sintesis de bacterioclorofila y carotenos
y el citocromo ¢, (Jaubert et al, 2004). La cepa C7T1 acumula cantidades similares de
BChl cuando crece bajo ciclos de luz-oscuridad, oscuridad o luz continua de 660 nm o
760 nm (Figura 18). Esto indica que la regulacion por luz no es mediada por BrBphP,
y la expresion de los genes que intervienen en la sintesis de BChl no esta reprimida
por PpsR2. El fenotipo de la cepa C7T1 es similar al observado en la cepa mutante
ORS278AppsR2 (mutante con una insercion lacZ-kan™ en el gen ppsR2), en Rps.
palustris CGA009 y en Roseateles depolymerans 61A. La cepa CGAO0Q9 tiene una
mutacién puntual en el dominio HTH de union al DNA de PpsR2, y R. depolymerans
tiene una proteina que muestra homologia con la parte N-terminal de PpsR2 pero no
posee el dominio HTH de union al DNA (Suyama et al, 2002; Giraud et al, 2004b). R.
depolymerans 61A pertenece al grupo de las bacterias fotosintéticas aerdbicas, e igual
que Bradyrhizobium sp. C7T1 produce pigmentos fotosintéticos en la oscuridad y su

sintesis es regulada por la fuente de carbono disponible (Suyama et al, 2002).

La produccion de pigmentos en la oscuridad no es una caracteristica poco
comun entre los rizobios fotosintéticos, ya que las cepas que producen BChl en la
oscuridad representaron al 30% de las cepas analizadas en este trabajo, y este

resultado es similar al obtenido en otra coleccion (van Berkum et al, 1995).

Las especies de Sesbania nativas, Sesbania virgata y S. exasperata, si bien
forman nodulos en el tallo que superficialmente se parecen a los de S. rostrata, éstos
estan restringidos a la parte baja del mismo y el anegamiento es un requisito
indispensable para su desarrollo. Por esto se las clasifica dentro del grupo Il de las
leguminosas que nodulan en tallo, y no son leguminosas que verdaderamente nodulen
en tallo. La estructura de los ndédulos de S. exasperata ha sido analizada y a pesar de

su apariencia no pueden describirse como nddulos de tallo (James et al, 2001).

Entre los rizobios nativos de las especies de Sesbania analizadas también se

encontré una alta diversidad genética entre los aislamientos, aunque con una alta
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proporcion de cepas hermanas (Figura 21). Esto ultimo podria ser consecuencia de la
mayor competitividad de las cepas con estos genotipos en el establecimiento de la

simbiosis.

La caracterizacion genotipica de los rizobios de Sesbania muestra que las
distintas especies vegetales establecen una relacion simbidtica con rizobios de
especies taxondémicamente distantes. Segun el analisis filogenético basado en la
secuencia del gen ribosomal 16S, los rizobios de S. virgata pueden clasificarse como
Azorhizobium doebereinerae, y los rizobios de S. exasperata como Rhizobium sp.
dentro del grupo filogenético que incluye a las cepas tipo de R. giardinii y R.

daejeonense (Figura 25).

Azorhizobium doebereinerae es una nueva especie recientemente descripta
(Moreira et al, 2006) pero aun no publicada validamente. Es importante destacar que a
pesar de las numerosas especies nuevas descriptas entre los rizobios, el género
Azorhizobium solo contenia una uUnica especie: A. caulinodans microsimbionte de
Sesbania rostrata (Dreyfus et al, 1988). Las cepas de A. doebereinerae establecen
una relacion simbiotica altamente especifica y solo efectiva con S. virgata y S.
punicea. La caracterizacion de algunas cepas aisladas de S. punicea de Entre Rios
realizada pero no mostrada en este trabajo, indica que estas cepas estan

genéticamente muy relacionadas a las cepas de S. virgata.

La determinacion de la utilizacion de sustratos carbonados por las cepas
aisladas mostré que de las 95 fuentes de carbono ensayadas solo 11 son utilizadas
por las tres cepas de S. virgata analizadas y solo 7 por todas las cepas de A.
doebereinerae (Tabla 5). A. caulinodans y A. doebereinerae no utilizan sacarosa ni
manitol como unica fuente de carbono, compuestos que si utilizan la mayoria de las
cepas de rizobios de los otros géneros. Las cepas de A. doebereineae tienen un rango
de utilizacién de compuestos carbonados acotado, lo cual podria estar relacionado con
una baja capacidad saprofitica y una baja presencia en el suelo en ausencia de la

planta hospedadora (Veasey et al, 1997; Moreira et al, 2006).

La cepa F1Sv y todas las cepas de A. doebereinerae fijan N, en vida libre

confirmando asi esta caracteristica particular del género Azorhizobium.

La caracterizacion realizada de las cepas de S. exasperata solo permite
clasificarlas hasta el nivel de género. La secuencia del gen 16S rRNA de la cepa

Lv6.1Se presenta homologia con aquellas de cepas de Rhizobium'y Sinorhizobium. La
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identidad de secuencia con R. giardinii H152" es 97,4% y con S. morelense Lc04'

(sinébnimos Ensifer morelense, E. adherens) 97,3%.

El arbol filogenético sin raiz que incluye las distintas especies de rizobios
muestra que la cepa Lv6.1Se se agrupa con la cepa tipo de R. giardinii, que fue
aislada de Phaseolus vulgaris en Francia. Sin embargo como la similitud de
secuencias del 16S rDNA es baja y cercana al limite inferior de identidad para cepas
dentro de una misma especie, se requieren ensayos de hibridizacion DNA-DNA para
decidir si pertenecen o no a la misma especie. Organismos que tienen menos de un
97,0% de homologia de secuencia del 16S rDNA no presentan valores de reasociacion
DNA-DNA de mas del 60%. Y a valores de homologia de secuencia del rRNA por
debajo de aproximadamente 97,5% es improbable que dos organismos tengan mas de
60-70% de similitud de DNA, para estar entonces relacionados a nivel de especie
(Stackebrandt y Goebel, 1994).

Una caracterizacion reciente de 3 aislamientos obtenidos de nédulos de S.
exasperata nativa de Venezuela, los clasificd6 como Rhizobium huatlense (Vinuesa et
al, 2005a). Estas cepas pueden establecer una relacion simbidtica eficiente con
Sesbania rostrata, Phaseolus vulgaris y Macroptilium atropurpureum, y a pesar de
tener un perfil de plasmidos similar al de la cepa tipo de R. huatlense aislada de S.
herbacea en Meéxico, sus rangos de hospedador son diferentes. Dos de estos

aislamientos, Se130 y Se128, se incluyeron en el analisis filogenético de la Figura 25.

Las cepas nativas de S. exasperata no poseen varias de las caracteristicas
descriptas en la definicion de la especie R. giardinii (Amarger et al, 1997). Existen
diferencias en las propiedades fenotipicas con respecto a la utilizacion de sustratos
carbonados (Tabla 6), en la tolerancia al pH alcalino, la salinidad (Tabla 7) y la
temperatura de crecimiento. Si bien existen algunas diferencias entre los aislamientos
de los distintos grupos, a diferencia de R. giardinii, todos crecen a 40°C y a pH 9-10 en
presencia de 2% de NaCl. Ademas son facilmente diferenciables de las cepas de R.

giardinii ya que las cepas de S. exasperata crecen en medio LB.

En R. giardinii se han descripto dos biovares: bv. phaseoli y bv. giardinii. Si bien
ambos biovares nodulan Phaseolus spp. y M. atropurpureum, las cepas de R. giardinii
bv. phaseoli no nodulan Leucaena leucocephala y son poco efectivas en la fijacion de
N2 con P. vulgaris, y las de R. giardinii bv. giardinii nodulan L. leucocephala pero no

son capaces de fijar N, con P. wvulgaris (Amarger et al, 1997). Las cepas de S.
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exasperata no nodulan P. vulgaris ni M. lathyroides, pero queda por determinar si son

capaces de nodular especies de poroto silvestres y Leucaena spp..

Para determinar la posicion taxonémica de los rizobios aislados de S.
exasperata a nivel de especie es necesario realizar estudios adicionales. Entre estos,
el analisis de acidos grasos celulares quizas sea el mas conveniente para analizar la
relacion de los aislamientos de S. exasperata con R. giardinii, ya que el perfil de acidos
grasos en esta especie parece ser Unico y posee comparativamente poca similitud con
otras especies (Tighe et al, 2000). Ademas es necesario el analisis de varios genes
“housekeeping”, como atpD, recA y gln, y de genes nif y nod, involucrados en la
fijacibn de N, y en la simbiosis. Los estudios de reasociacion DNA-DNA son
imprescindibles para establecer si constituyen o no una especie novedosa entre los

rizobios.

En este trabajo se logro la caracterizacion de los rizobios que nodulan especies
de leguminosas nativas que tienen un uso potencial como abonos verdes o para la
recuperacion de suelos degradados. Las cepas de rizobios naturalmente dominantes

en cada una de las especies, podrian utilizarse para la formulacion de inoculantes.
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Conclusiones

Los resultados de este trabajo indican que los rizobios fotosintéticos de
Aeschynomene son gendmicamente diversos al igual que sus caracteristicas
fotobiolégicas. El oxigeno tiene un efecto opuesto en la expresion del aparato
fotosintético en las distintas cepas. A diferencia de las cepas BTAi1 y ORS278, en la
cepa C7T1 la acumulacion de BChl y la expresion de los genes de los polipéptidos que
unen BChl es maxima en condiciones microaerdbicas. Si bien en base al andlisis de
gen 16S rRNA todas pertenecen a un grupo filogenético distinto dentro de
Bradyrhizobium, las cepas BTAi1, ORS278 y probablemente C7T1 pertenecen a
genoespecies diferentes. La relacion filogenética con Rps. palustris sugiere que estas
bacterias podrian haber evolucionado hasta convertirse en bacterias aerdbicas que
conservan la fotosintesis como un caracter ancestral y una via metabdlica accesoria

utilizada bajo condiciones de limitacién de nutrientes.

Los rizobios aislados de S. virgata y S. exasperata también son genéticamente
diversos. Su identificacién indica que cada una de las especies establece una relacion
simbidtica con una especie de rizobio perteneciente a géneros taxonémicamante
distantes: Azorhizobium y Rhizobium. En algunos casos, una misma especie de
leguminosa nativa desarrolla una relacion simbidtica natural con rizobios de distintas
especies en las diferentes areas biogeograficas. Esto ocurre con las especies nativas
de S. exasperata en Argentina y Venezuela, pero no con S. virgata en Argentina y

Brasil.

La caracterizacion de los simbiontes de cualquiera de las mas de 700 especies
de leguminosas descriptas en Argentina, en ecosistemas aun no explorados,

seguramente revelara una diversidad adicional entre los rizobios nativos.

Firma Tesista Firma Director de tesis
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