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RESUMEN

Los altramuces (Lupinus sp.) son leguminosas con alto contenido proteico y alto valor en
alimentacion animal. Todas las especies de Lupinus que crecen en la Peninsula Ibérica,
incluida L. angustifolius, requieren suelos acidos, excepto L- mariae-josephi, una especie
recientemente descrita, que excepcionalmente crece en suelos alcalinos.

Se han analizado las relaciones filogenéticas entre bacterias endosimbidticas (rizobios)
de L. mariae-josephi y de L. angustifolius y su posicion evolutiva respecto a rizobios
aislados de ofras especies de Lupinus y de otras leguminosas. Con este fin se compar6
la secuencia aminoacidica de proteinas esenciales (“housekeeping”), RecA, AtpD, Ginll, y
de la proteina simbidtica NodC, asi como también la secuencia nucleotidica intergénica
168-23S (ITS).

La caracterizacion simbiética de L. angustifolius y L. mariae-josephi implicé la realizacién
de ensayos de inoculacion cruzada, empleando plantas cuyos endosimbiontes estan
filogenéticamente proximos. Ademas, se estudié por microscopia de fluorescencia la
distribucion de bacteroides en los nodulos, utilizando rizobios que expresan GFP. Se
espera identificar factores de la simbiosis con rizobios que capacitan a L .mariae-josephi
para crecer en suelos basicos.
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INTRODUCCION

El género Lupinus (altramuces) incluye un grupo diverso de leguminosas de gran
importancia por su utilidad en alimentacion humana o animal, ya que poseen unas de las
semillas mas ricas en proteinas, y por su interés ecolégico, ya que pueden crecer en
suelos aridos y pobres en nitrégeno. La mayoria de los altramuces son endémicos de
América, pero algunos proceden del Viejo Mundo; en la Peninsula Ibérica crecen siete
especies de este género en suelos acidos, cinco nativas L. cosentinii, L. hispanicus, L.
angustifolius, L. micranthus y dos introducidas L. albus y L. polyphillus (Castroviejo &
Pascual, 1999). La especie, L. mariae-josephi, recientemente descubierta en una regién
de Valencia (Pascual, 2004), resulta atractiva por ser la Unica especie descrita con
capacidad de crecer en suelos alcalinos con alto contenido en calcio.

Los rizobios son bacterias capaces de fijar nitrdgeno en unas estructuras especializadas
llamadas nodulos de raices de leguminosas entre las que se encuentran plantas de
Lupinus. En nuestro grupo trabajamos con cepas de rizobios aisladas de nodulos de
diferentes Lupinus y de otras leguminosas. Los datos obtenidos en nuestro laboratorio
indican que todos los rizobios aislados de especies de Lupinus pertenecen al grupo de
Bradyrhizobium. En este trabajo nos vamos a centrar especialmente en la caracterizacion
de dos cepas denominadas ISLU101 y LmjC aisladas de nédulos de L. angustifolius y de
L. mariae-josephi respectivamente (Tabla 1). Aunque ambas cepas son capaces de
nodular especies de Lupinus, LmjC es una cepa que crece extremadamente lenta y no
presenta abundantes exopolisacaridos en placa a diferencia de 1ISLU101 que muestra
una abundante mucosidad y crecimiento como otros Bradyrizobios ya descritos.
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MATERIAL Y METODOS

1.- Material biolégico
1.1 Bacterias y plasmidos: Tabla 1.

Tabla 1. Bacterias y plasmido empleado en este trabajo

Bacteria Caracteristicas relevantes Fuente y/o referencia
ISLU1Q1 Aislada de Lupinus angustifolius Temprano, 1999

LmiC Aislada de L. mariae-josephi Este laboratorio
Plasmido

pHCE0 Contiene el gen gfp y Tc' Cheng & Walter, 1998

1.2 Material vegetal

Se utilizaron plantas de Lupinus angustifolius L., Lupinus mariae-josephi y Refama
sphaerocarpa (L) Boiss,

2.- Medios y condiciones de cultivo

Las cepas de rizobios utilizadas en este estudio se cultivaron a 28°C en medio Arabinosa-
Gluconato (Sadowsky et al, 1987) tras comprobarse que en este medio era donde mejor
crecia la cepa LmjC.

3.- Crecimiento de las plantas en condiciones bacteriologicamente controladas

Se utilizd la técnica descrita por Leyva et al, 1987 modificada, En funcién de la dureza de
las semillas; no se escarificaron las de L. angustifolius, se escarificaron mecanicamente
las de L. mariae-fosephi y quimicamente las de Retama sphaerocarpa (una hora en acido
sulfurico concentrado). Posteriormente todas las semillas fueron desinfectadas
surmergiéndolas un minuto en alcohol seguido de tres minutos en hipoclorito sédico al 2%
y diez lavados en agua de medio minuto cada lavado. A continuacién se depositaron en
agar agua (1%) a T® ambiente hasta su germinacion. Las semillas de retama mejoraron
su germinacién con una incubacidn inicial de 48h a 4°C. Una vez germinadas, las
semillas se sembraron en unidades tipo Leonard con vermiculita como soporte inerte, con
dos plantulas por maceta. Cada unidad se inoculd con 4 ml de cultivo de los
correspondientes rizobios y por witimo, las plantas crecieron en camara climatica provista
de fotoperiodo (16h/dia) y un ciclo de temperatura dia/noche de 25°C / 18°C entre cuatro
¥ ¢inCo semanas.

4.- Obtencion de la secuencia nucleotidica intergénica 165-23S8 (ITS).

En primer lugar se obtuvo el ADN total de diferentes bacterias a partir de 2 ml de cultivo
en fase exponencial en medio YMB a partir de columnas de purificacion DNeasy Blood &
Tissue Kit (QIAGEN Ltd.).

A continuacion se amplificd por PCR la secuencia nucleotidica intergénica 16S-23S (ITS)
utilizando los oligos FGP1490 y FGPL132 y en las condiciones descritas por Lei et al,
2008. Los productos de PCR se purificaron utilizando un Kit comercial “QlAquick PCR
Purification Kit (250)” y fueron secuenciados por la empresa MACROGEN (Korea).

§.- Analisis filogenético:

Las secuencias de los genes recA (recombinasa A), atpD (ATPasa), ginil (Glutamina
sintetasa |l) como genes de funciones basicas (housekeeping) y la del gen nodC como
gen simbidtico fueron obtenidas por P. Sanchez, 2009 y en este trabajo fueron traducidas
usando “ExPASy Proteomics Tools”, posteriormente se alinearon a fravés de “Basic Local
Alignment Search Tool” junto con otras secuencias aminoacidicas presentes en el banco
de datos de proteinas (NCBI). Un anélisis similar se realizd con secuencias nucleotidicas
intergénicas 16S-23S obtenidas como se indica en el apartado anterior. Posteriormente
se elabord el arbol filogenético de las diferentes secuencias con la herramienta “Robust
Phylogenetic Analysis For The Non-Specialist” (Dereeper et al 2008)

6.- Observacion de los nédulos por microscopia de fluorescencia

Con objeto de poder observar con detalle la distribucion de bacterias en los nédulos de
diferentes leguminosas se introdujo en Jas bacterias por conjugacion el plasmido pHC60
portador del gen gfp bajo control de un promotor constitutivo (Chen & Walker, 1998).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En primer lugar se observé que las cepas designadas LmjC e ISLU101 en ensayos de
inoculacién cruzada con las plantas de las que ha sido aisladas, L. mariae-josephi y |
angustifolius respectivamente, producen nddulos abundantes, rojos y capaces de fijar
nitrégeno, sin embargo la cepa LmjC produce nédulos escasos, blancos e incapaces de
fijar nitrégeno con L. angustifolius. La cepa ISLU101 produce nédulos abundantes, rojizos
y poco eficientes con L. mariae-josephi. Con objeto de poder observar con detalle Ia
distribucion de bacterias en los nédulos de diferentes leguminosas se introdujo en las
bacterias por conjugacion el plasmido pHC60 portador del gen gfp bajo control de un
promotor constitutivo (Chen & Walker, 1998). Los resultados obtenidos con la cepa
ISLU101pHCB0 mostraron en nddulos de L. angustifolius una distribucion uniforme de
bacterias con un anillo de mayor fluorescencia en la zona meristematica del nodulo
(Imagen 1 lzquierda) sin embargo los nédulos de L. mariae-josephi presentaron menos
bacterias y su distribucién era irregular (Imagen 1 Derecha) consistentemente con la
menor eficiencia en la fijacion de nitrogeno observada respecto a nodulos de L. mariae-
Jjosephi inoculados con LmjC.

Imagen 1. Microscopia de fluorescencia de nédulos producidos por ISLU101pHC60.
I1zq: Nédulo de L. angustifolius (2,5X) Dcha: Nodulo de L. mariae-josephi (5x)

Por otra parte el analisis filogenético de las secuencias de proteina de RecA, Ginll, AtpD,
NodC y el analisis de la regién ITS de LmjC e ISLU101 mostr6 que todas las secuencias
agrupan con bacterias de género Bradyrhizobium, sin embargo las secuencias de LmjC
se agrupaba solo con secuencias de otros aislados de L. mariae josephi, mientras que
las secuencias de ISLU101 se agrupaban con las de aislados de diferentes Lupinus que
crecen en suelos acidos. )

En el analisis filogenético con las secuencias de Ginll se ha encontrado que la secuencia
de LmjC estda muy proxima a la de una bacteria, RSA104, aislada de Retama
sphaerocarpa (Boulila et al 2009). RSA 104 también ha sido descrita como una bacteria
de crecimiento extremadamente lento y con poca mucosidad. Con esta informacion
realizamos la inoculaciéon de plantulas de R. sphaerocarpa con las cepas LmjC e
ISLU101. En ambos casos se obtuvieron nédulos abundantes y rojizos.

Figura 1. Arbol filogenético de secuencias de proteina GInll de rizobios aislados de

Lupinus y otras leguminosas
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CONCLUSIONES
Este estudio muestra que la cepa endosimbiética LmjC, aislada de la unica especie de
Lupinus conocida que crece en suelos alcalinos, es una cepa diferente de todas las otras
aisladas de Lupinus sp que crecen en suelos acidos y entre los que se encuentra
ISLU101. Ademas se ha demostrado una importante semejanza entre LmjC y RSA104 de
R. sphaerocarpa tanto a nivel de secuencia como por la capacidad de LmjC de nodular R.
sphaerocarpa.
Podemos concluir que los rizobios que nodulan L. mariae-josephi en suelos alcalinos y
calcareos poseen caracteristicas simbiéticas y genéticas distintas de los rizobios de
lupinos que crecen en suelos acidos en la Peninsula [bérica.
Los resultados de este trabajo pretenden contribuir a obtener inoculantes que faciliten
una ampliacion del area de distribucion del género Lupinus en suelos alcalinos
degradados y poco productivos.
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