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DIFFERENTIATION OF NATIVE RHIZOBIA THAT NODULATE FOUR FORAGE LEGUMES

INTUCUMAN, ARGENTINA

In e trial with four torage legumes (Snvlosanthes scabra ov. Secar Desmanthus virgaties ¢v. Jaribu.
Chamaecrisia ronusdi‘olia {Wiynn Cassia) and \ lacropilium atropurpureun ov Siratro). pertormed in
Tucuman, Argentina. five bacterial isolates that spontaneously nodulate these legumes were obtained.
According to phenotypic characteristics. they belong to the fast growing rhizobia group. The isolaies

were differentiated by a molecular method through t

e random amplified polymorphic DNA (RAPD).

etermining thai they correspond to five different strains.
det g thai they correspond to five different strai
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INTRODUCCION

La identificacién de cepas nodulantes
esun aspecto importantic en estudios de la sim-
biosis rizobio-legumincsa. Uno de los proble-
mas asociados con los estudics bacterianos
es lafalta de variacion visible en ¢l crecimiento
de cepas de diferentes genotipos. Cepas con
caracteristicas fisiologicas completamente dis-
tintas pueden aparecer morfoldgicamente idén-
ticas. La resistencia intrinseca a antibioticos
(RIA) es un métode tradicionalmente usado
en la caracterizacion de cepas de rizobios. Sin
embargo. no es siempre posible aswmir gue se
pueda diferenciar por RIA cepas diferentes
(Beck ef al. 1993). El uso de “primers” arbitra-
rios para obtener polimorfismos de ADN am-
plificados al azar (RAPD). que puedan ser uti-
lizados como “huella digital™ (Williams er o/,
1990). es una de las técnicas modernas utiliza-
da en la identificacién de aislamientes
rizobianos. Basado en las diferencias de los
perfiles del ADN. la técnica de RAPD permite
e¢xaminar la homologia de cepas a nivel
molecular {(Harrison et al. 1992, Dooley ef al.
1993),

5e propone como hipétesis de traba-
jO gue existen cepas nativas de rizobios capa-
ces de nodular cuatro especies de legumino-
sas forrajeras bajo las condiciones de suelo y
ciima de la provincia de Tucuman. y que las
cepas difieren genéticamente entre si, siendo

¢l objetivo de éste trabajo determinar la
nodulacién espontdnea de cuatro especies de
leguminosas forrajeras. producida por rizobios
nativos, v la diferenciacion fenotipica v
molecular de los aislamientos.

MATERIALESY METODOS

La implaniacion de ias forrajeras se reali-
z6 en el Campo Experimental Regional Lealeg
{C.ER.~Leales) del Centro Regional Tucuman-San-
tiago del Estero del INTA. localizado en la Llanura
Deprimida Salina de Tucuman. siendo <l suslo un
Argiusto! Tipico (Zuccardi. Fadda 19853, En dicho
predio se sembraron., sin moeular. Stvlosanihes
scabra cv. Secar Desmaniiius virgarus ov. Jariba:
Chamaecrisia rotundifolic (Wynn Cassia;) y
Macroprilium atropurpureum ov Siratro, elegidos
por estar recomendados para las condiciones
agroclinaticas de la zona del ensayo v por su buena
capacidad productors de scinillas (Jones. Buch
1995).

A partir de diez plantas tomadas al azar
de cada especie forrajera. se recolectaron muestras
de ocho nodulos por plaria 2 partir de los cuales se
realizaron los aislamientos bacterianos (Vinceni
1970). La capacidad nodulanie de los aislamientos
se deferming inoculando los mismos en plantulas de
las respecitvas especies que fueron aislados. Se ino-
cularon 5 plantulas. crecidas asépticarnenie, sumer-
giendo las raices en una suspension acuosa con 107
células ml™" Las plantulas fueron colocadas en ma-
cetas plasticas con suelo estéril v se incluyd igual
nlmero de plantines sin moecular como testigos. Las
mismas se mantuvieron e invernadero y solo tue-
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ron regadas dos veces por semana con agua estéril
durante el crecimiento. A los 30 dias de la mocula-
¢ion. se evalud la nodulacion y se reaislaron las ce-
pas inoculadas. A partir de los reaislamientos. se
realizaron los siguientes estudios: tipiticacion de
colonias crecidas en medio YEM (Vincent 1970).
observacion microscopica. coloracion de Gram. prue-
ba de acidificacion del medio de cultivo (YEM con
azul de bromotimol). v determinacion de la RIA.
cloranfenicol. ampicilina. estreptomicina y acido
nalidixico (30. 50, 75. 100, 150. 200 v 300 mg ),
incluidos en el medio de cultivo (YEM solido).
Para el estudio genético, se extrajo el ADN
cromosomico. mediante el método de Walsh ef al.
(1991), a partir de cultivos en medio YEM solido.
El analisis de los pertiles genomicos por RAPD de
cada aislamiento se realizd en un volumen final de
reaccion de 20 ul. La mezcela consistio en 1 ul de
AN proveniente de cada aislamiento. dNTP's 100
uM. 7ag polimerasa (Promega) 0.75 U. buffer de la
cenzima 2 pl. MgCl, 0.5 mM. “primer” 0.2 uM v
agua bidestilada estéril hasta completar el volumen
tinal. Los “primers™ utilizados fueron: AO3 AAG
ACC CCT C (Biodynamies). AO4 CTT CAC CCG
A (Biodynamics), AOS CAC CAG GTG A

(Biodynamics). AO6 GAG TCT CAG G
(Biodynamics). AO7 CCC GAT TCG G
(Biodynamics). AO8 ACG CAC AAC C
(Biodynamics). AQ9 CTA ATG CCG T

(Biodynamics) v OPJ20 AAG CGG CCT C
(Operon Technologies). El programa de amplifica-
¢ion consistio en un ciclo de 3 min. a 94° C. 45 ciclos
de30seg. a92°C. I min.a35"C.2min. a72"C.un

AQ8

ciclode 5min. a 72" Cy finalmente 12 h. a4 C. Los
productos de amplificacion se analizaron por
clectrotoresis horizontal en gel de agarosa 1.5% en
TBE 05X, Los geles se tifieron con bromuro de
etidio (10 mg mi™) v se lavaron con agua destilada
para su observacion sobre transiluminador de UJV.
El analisis por RAPD se repitio tres veces con cada
“primer” v se incluveron muestras sin ADN como
control negativo. Los polimorfismos de ADN de
cada aislamiento. fueron agrupados segun ¢l método
de analisis de pares de grupos no ponderades
(UPGMA). (Sneath. Sckal 1973). utilizando los
procedimientos de Cluster v Tree del programa
NTSYS-pe 2.021f (Applied Biostatistics. Inc.). La
similitud entre cada par de cepas se calculd con el
coeliciente Dice.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos indican que
las cuatro leguminosas nodulan espontanca-
mente El estudio fenotipico de las baclerias
sefiala que estas corresponden a bastones
pequenos. Gram negativos. que acidifican el
medio de cultivo y que en medio YEM con rojo
congo los aislamicntos crecen en forma rapida
(24 - 48 h. a 30° (). produciendo colonias
gomosas. Esto permite inferir que los aislamien-
tos pertenecen a representantes de la familia
Rhizobiacea v que corresponden al grupo de
rizobios de crecimiento rapido. De los numero-
sos aislamientos bacterianos obtenidos de
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Figura 1. Electroforesis de ADN amplificado por RAPD con los “primers™ AO8 y AOY (Biodynamics). M1:
Marcador de peso molecular (Ladder [00 bp. Promega). 1: cepa aislada de Chamaecrista rotundifolia (Wynn
Cassia). 2A v 2B: cepas aisladas de Stvlosanthes scabra cv. Seca: 3: cepa aislada de Desmanthus virgatus cv.
Jaribu: 4: cepa aislada de Alacroptilium atropurpureum cv Siratro, M2: Marcador de peso molecular (T.ambda

DNA’EcoR 1+ Hind 111, Promega).

Figure 1. Electrophoresis of DNA amplified bv primers AO8 and AO9. M1 and M2 are molecular weight
markers. Numbers indicate stram and host trom where they were isolated.
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cada especie forrajera. se decidid tomar uno de
cada especie para determinar la capacidad
nodulante. resistencia a antibidticos v estudio
genético. dada la “aparente” homogeneidad
fenotipica observada. En ¢l caso de
Stviosanthes, se tomaron dos aislaimientos
como indculo. debido al diferente tipo de colo-
nia observada en medio sélido: transhicidas
brillosas y translicidas opacas. Al evaluar la
nodulacién en las cuatro leguminosas. s¢ ob-
servo que hay diferencias en cantidad (11 - 30
nodulos/planta). tamarfio (1.3 - 2.3 mm). color
(rosado oscuro — rosado claro) v forma (csfe-
roidal — irregular) de los nodulos.

Los resultados obtenidos en ¢l anali-
sis de resistencia intrinseca a cuatro
antibioticos. evaluada segun el crecimiento o
no de las cepas, indican un comportamiento
diferente entre algunas cepas (Wynn Cassia.
Stylosanthes). mientras que entre otras se tra-
taria de cepas similares ( los dos aislamientos
de Stvlosanthes entre si. v los aislamientos de
Desmanthus v Afacroptilium). (datos no mos-
trados). Con la técnica de RAPD. se observo
que los patrones de ADN difieren en todos los
aislamientos. tanto en nimero como en tama-
fio de las bandas (Figura 1). Al realizar el agru-
pamiento de las cepas, en funcion de los pa-
trones genoémicos. v considerando que el indi-
ce de similitud utilizado (Dice) confiere mavor
peso a la presencia de bandas. sin tomar en
cuenta a las ausentes. el fenograma configura-
dorevela la diferencia genética existente entre
las cepas (dato no mostrado).

Se concluyve que cuatro leguminosas
forrajeras implantadas en Tucuman nodulan
espontaneamente con rizobios nativos; que los
mismos pertenecen al grupo de crecimiento
rapido v que las cepas analizadas son diferen-
tes a nivel molecular. Si bien la region del ADN
amplificado al azar por RAPD no es necesaria-
mente la que determina la resistencia a

antibioticos. para los fines perseguidos en este
estudio, el método RAPD constituvé una he-
rramienta Gtil en la caracterizacion molecular
de cepas. permitiendo diferenciar cepas que se
mostraron similares en cuanto a su respucsia
frente a los antibidticos probados.
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