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Introduccién

Las bacterias denominadas rizobios crecen en el suelo en asociacién simbidtica con raices de leguminosas. Esta
interaccion resulta en la formacion de nodulos en los cuales las bacterias realizan la Fijacién Bioldgica del Nitrégeno
atmosférico (FBN), permitiendo la introduccién de nitrégeno en el suelo agricola y evitando el uso masivo de
fertilizantes quimicos. Una de las leguminosas que establece asociacion con bacterias simbidticas es el mani.
Estudios previos realizados por nuestro laboratorio en aislamientos nativos de mani de la regién de Cérdoba
revelaron que dicha poblacion es heterogénea y que involucra a rizobios de crecimiento lento (género
Bradyrhizobium) asi como a rizobios de crecimiento rapido (género Rhizobium).

Una coleccion de aislamientos bacterianos obtenidos a partir de suelos agricolas representa una fuente potencial
de nuevas cepas que podrian ser empleadas como inoculantes biolégicos en agricultura. La seleccién de cepas mas
eficaces (asociadas al uso de inoculantes de buena calidad) asi como una eficiente combinacién hospedador-rizobio
puede mejorar la FBN en dichos cultivos (Peoples y Craswell, 1992; Nava Juarez y col., 1997). Para que un
microorganismo pueda utilizarse como inoculante debe estar adaptado a las condiciones edafoecologicas del
ambiente en que se lo introduzca, mantener una elevada densidad poblacional después de su inoculacion y colonizar
efectivamente la superficie de la raiz.

La caracterizacién de los aislamientos de crecimiento rapido nodulantes de mani de nuestra colecciéon, mostré
gue los mismos poseen una mayor tolerancia que los de crecimiento lento a diferentes condiciones adversas
(elevadas temperaturas y concentraciones de sal y bajo pH) e incluso, algunos de ellos solubilizan el fosfato en el
medio de cultivo (Taurian y col., 2002). El hallazgo de aislamientos rapidos capaces de nodular mani condujo a
determinar si los genes simbibticos estadn localizados en plasmidos autotransmisibles, tal como lo describe la
bibliografia para otros simbiontes. Ello permitiria explicar la existencia de genotipos tan heterogéneos anteriormente
no descriptos capaces de nodular mani. Por otro lado, las caracteristicas de mayor tolerancia a las condiciones
ambientales adversas, la mayor velocidad de crecimiento y la capacidad de solubilizar fosfatos de este grupo de
aislamientos condujo a evaluar su competitividad frente a una cepa de Bradyrhizobium sp recomendada como
inoculante, para su posible transferencia campo. Obijetivos: 1. Determinar si los genes simbiéticos de aislamientos
rapidos que nodulan eficientemente mani estan localizados en plasmidos autrotransmisibles. 2. Evaluar la
competitividad para la ocupancia de nédulos de un aislamiento rapido altamente eficiente en la fijacion de nitrégeno
en simbiosis con mani.

Metodologia

Cepas bacterianas Cepas de referencia curadas de plasmido simbiotico (pSym’): Rhizobium etli CFN42, R.tropici
CIAT899, Sinorhizobium fredii 192, Aislamientos nativos: NCHA22 y NET30, Cepa de referencia recomendada como
inoculante para mani: Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144.

Ensayos de conjugacién Se siguid la técnica propuesta por Simons y col., 1983.

Ensayos de nodulacién Se siguié la metodologia descripta por Vincent, 1970.

PCR-nodC La amplificacion de un fragmento de 930 pb correspondiente al gen de nodulacion nodC se realizd
empleando los cebadores nodCF/nodCl (Laguerre y col., 2001).

Ensayos de competitividad Se analizé la competitividad del aislamiento NCHA22 respecto a la cepa B. sp SEMIA
6144 inoculando plantulas de mani con las dos bacterias en idénticas cantidades. Las plantas fueron cosechadas 60
dias postinoculacion vy las bacterias fueron aisladas de los nédulos para estudiar la ocupancia de las mismas.
Resultados y Discusién

1. Determinacién de la presencia de pladsmidos autotransmisibles en dos aislamientos de mani eficientes en
la fijacion bioldgica del nitrégeno

La estrategia planteada con el objeto de conocer si los genes simbidticos de los aislamientos se ubican en
plasmidos autotransmisibles, consistié en transferir los mismos por conjugacion a una cepa de Rhizobium curada del
plasmido simbidtico pSym (RifR) y luego ensayar la capacidad de esta Gltima para nodular mani y analizar la
presencia de uno de los genes de nodulacion (gen nodC). Se incubaron juntas una cepa nodulante de mani
(donadora) y una cepa curada de su respectivo plasmido simbiético que naturalmente no nodula mani (receptora);
seguidamente se contraselecciond la cepa donadora por su sensibilidad al antibiético. Los rizobios resistentes al
antibiotico y los potenciales receptores se usaron para inocular en masa a raices de mani. En la tabla 1 se muestra la
capacidad de nodular mani y presencia del gen nodC en las transconjugantes obtenidas.



Tabla 1.Capacidad de nodular mani y presencia del gen nodC en las transconjugantes.

Nodulacién en

Conjugacion Transconjugantes mani Presencia del gen simbidtico nodC
NCHA22xR. etli CFN42 CFN42p* -
NCHA22xR. tropici CIAT899 CIAT899p* +
NCHA22xS. fredii 192 F192p* + +
NET30xR. etli CFN42 CFN42p*® - -
NET30xR.tropiciCIAT899 CIAT899p*
NET30xS. fredii192 F192p*°

La capacidad de nodular mani y presencia del gen de nodulacién nodC en cepas originalmente curadas (carentes)
de pldsmido simbidtico permite sugerir que los aislamientos de crecimiento rapido analizados transfirieron esta
capacidad a las mismas. La presencia de los mismos en estas bacterias y la capacidad de autotransmitirse a otros
rizobios permite sugerir que los aislamientos han adquirido la capacidad de nodular mani por transferencia horizontal
de estos genes.

2. Competitividad de un aislamiento rdpido altamente eficiente en la fijacion de nitrégeno en simbiosis con
mani.

Se analizé la competitividad para nodular mani del aislamiento NCHA22, altamente eficiente en la fijacién biolégica
de nitrogeno en esta leguminosa, con respecto a la cepa Bradyrhizobium sp SEMIA 6144, recomendada como
inoculante para mani (IPAGRO). En la Tabla 2 se muestra la ocupancia de los nédulos con cada una de las dos
cepas inoculadas en plantas de mani cosechadas a los 40 dias postinoculacion.

Tabla 2. Proporcién de ndédulos ocupados por el aislamiento NCHA22 y la cepa B. sp SEMIA 6144,

Ndmero de nédulos ocupados
Coinoculacion con Coinoculacion con
Cepas 1x10° ufc/semilla 3x10° ufc/semilla
NCHA22 18+2 1343
B. sp SEMIA 6144 1948 1043

Los datos corresponden la media de + ES de n: 4 determinaciones

Si bien no se observaron diferencias significativas entre los nédulos ocupados por la cepa de referencia B. sp SEMIA
6144 y el aislamiento NCHA22, se observa una tendencia a una mayor ocupancia por parte del simbionte nativo de
mani. Es importante destacar las ventajas que presentan los aislamientos rapidos frente a esta cepa y los
aislamientos de crecimiento lento hallados, ya que los mismos tienen mayor tolerancia a las condiciones extremas
(alta temperatura, elevadas concentraciones de sal y pH acido). A ellos se suma su mayor velocidad de crecimiento,
lo cual reduce los tiempos y costos en la preparacion del inoculante, y la propiedad de solubilizar el fosfato, segundo
macronutriente, luego del N, limitante de la produccién agricola y cuyo contenido se encuentra reducido en algunos
suelos maniseros de la provincia de Cordoba (Bosch y da Veiga, 2002).
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