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RESUMEN

La familia Leguminosae (Fabaceae) es una de las mas importantes y de interés economico.
Junto con bacterias Gram negativas, conocidas como rizobios, forman una asociacion
simbidtica muy util para manejar el nitrégeno (N) en los sistemas productivos agroforestales;
se aprovecha la capacidad de los rizobios de fijar N dentro de los nddulos radicales y tornarlo
disponible para las plantas. Los rizobios ademas, pueden encontrarse en los nédulos u otros
tejidos de las leguminosas junto a otras bacterias y promover el crecimiento de las plantas por
el aporte de N, la solubilizacién de fosfatos y la capacidad biocontroladora de patdégenos.
Actualmente, las leguminosas forestales son un foco de atencion debido a los multiples
propodsitos con los cuales pueden ser incorporadas a los sistemas agroforestales
consecuencia de los multiples beneficios que aportan. El objetivo de este trabajo fue estudiar
las bacterias provenientes de nédulos de las especies arboreas nativas Poecilanthe parviflora
Benth (“lapachillo”), Vachellia caven (Molina) Seigler & Ebinger (“espinillo”), Enterolobium
contortisiliquum (Vell.) Morong. (“timbd”) y Prosopis alba Griseb. (“algarrobo blanco”) a fin de
contribuir al conocimiento de los microorganismos que interactuan con ellas. Para esto se
realizé el aislamiento y la caracterizacion microbiolégica de las bacterias en cuanto a su
respuesta a la tincion de Gram, morfologia, acidificacién o alcalinizacion de medio de cultivo,
capacidad de solubilizar fosfato y accion antagonista contra los hongos fitopatdgenos:
Fusarium graminearum Schwabey Stemphylium lycopersici (Enjoji) W. Yamam. Asimismo, se
realiz6 una caracterizacién genética de los aislados a partir de la comparacién de perfiles
genéticos generados mediante PCR-BOX y la amplificacién y secuenciacion del gen 16S
rADN. Los aislados presentaron distinta capacidad de acidificar y alcalinizar el medio de
cultivo, inhibir el crecimiento de los hongos fitopatégenos en condiciones controladas y se
encontré un aislado con la capacidad de solubilizar fosforo. Ademas, resultaron pertenecer a

diversos grupos taxonémicos.



INTRODUCCION

La familia Leguminosae (Fabaceae) es la tercera familia de plantas mas grande entre las
angiospermas; esta conformada por tres subfamilias, Caesalpinioideae, Papilionoidae y
Mimosoideae (Raven & Polhill, 1981; Doyle & Luckow, 2003; Lewis et al., 2005), unos 750
géneros y 20.000 especies (Peix et al., 2015) encontrandose en la Argentina unos 113

géneros y 630 especies (Ulibarri, 2002).

Las leguminosas son un grupo muy importante de interés forestal ya que existen algunas
de uso maderable, alimenticio, para lefia y carbén, meliferas, forrajeras y proveedoras de
otros productos forestales no madereros (Ulibarri, 2002). Asimismo, al formar parte de
asociaciones boscosas nativas, cumplen roles fundamentales en el equilibrio de distintas
funciones bioldgicas de los ecosistemas, que se transforman en servicios ecosistémicos
cuando son utiles para la sociedad, como son la sucesion, la regulacion bidtica, el ciclado
de nutrientes, el flujo de energia y la regulacion del ciclo del agua (Sarandén & Flores,
2014). Esto permite el disefio de agroecosistemas de mayor sustentabilidad como por
ejemplo en sistemas de uso diversificado, agroforesteria o de policultivos o cultivos mixtos
entre leguminosas y otras especies de interés econdmico, basados en el principio que las
funciones bioldgicas y los servicios ecosistémicos se veran mas favorecidos cuanto mas
diversa y compleja sea la biodiversidad de un sistema en sus distintas dimensiones

(Sarandén & Flores, 2014).

Poecilanthe parviflora Benth (“lapachillo”) es una especie arbérea o arbustiva, hidrdfila,
endémica de América del Sur, distribuida en Argentina (Buenos Aires, Corrientes, Entre
Rios, Misiones), Brasil, Paraguay y Uruguay (Flora Argentina y del Cono sur, 2019) en las
selvas en galeria. Existen reportes de rizobios aislados de esta especie en Brasil (De
Faria et al., 1984). Se caracteriza por tener una madera resistente al ataque de hongos e

insectos debido a que posee sacuranetina (Ulibarri, 2002), por lo que se destaca por su



durabilidad (Carrere, 2016) y por su uso para la obtencién de compuestos antimicoticos e

insecticidas.

El género Vachellia esta compuesto por alrededor de 165 especies, de las cuales 60-62
crecen en América, 21 en Asia, 73 en Africa y 9 en Australia (Seigler & Ebinger, 2005;
Flora Argentina y del Cono sur, 2019). Sus especies crecen en el bosque tropical
caducifolio estacionalmente seco y suelen asociarse a la vegetacion secundaria, en las
margenes de rios y en planicies arenosas; a menudo son invasoras o colonizadoras de
areas degradadas. Las distintas especies muestran una gran plasticidad fenotipica, segun
la edad de la planta o las condiciones ambientales en donde crecen (Arce & de Lourdes,
2007). La flora argentina registra seis especies nativas que crecen en las regiones
fitogeograficas Chaquena, del Espinal y del Monte (Cabrera, 1971), desde el nivel del mar
hasta los 3000 m. s. m. Ellas son: Vachellia. caven (Molina) Seigler & Ebinger (“espinillo”),
V. albicorticata (Burkart) Seigler & Ebinger; V. aroma (Gillies ex Hook. et Arn.) Seigler &
Ebinger; V. astringens (Gillies ex Hook. et Arn.) Speg. y V. curvifructa (Burkart) Seigler &

Ebinger.

Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong. (“timbd”) es una especie que, asi como V.
caveny P. alba, pertenece a la subfamilia Mimosoideae. Es un arbol deciduo proveniente
de Brasil, Bolivia, Paraguay, Uruguay y Argentina. Se encuentra especialmente localizado
en las Yungas y en la Selva Paranaense, asi como en las selvas marginales de los rios
Paraguay, Uruguay y Parana. Este género contiene alrededor de 11 especies nativas en
Argentina y son usadas normalmente con fines ornamentales en parques, calles y plazas

(Ulibarri, 2002).

El género Prosopis cuenta con alrededor de 44 especies distribuidas en el suroeste de
Asia y Africa y sobre todo en América desde el oeste de América del Norte hasta la

Patagonia, especialmente en las regiones templadas y secas del oeste. En la Republica



Argentina hay alrededor de 30 especies de las cuales 8 se encuentran en la Patagonia.
Prosopis alba Griseb. (“algarrobo blanco”) es una especie nativa, arbérea, perenne, que
se distribuye en la Argentina, Chile y Paraguay, siendo cultivada en Uruguay (Flora
Argentina y del Cono sur, 2019). Es una especie emblematica de nuestro pais y se le
atribuyen multiples usos como forrajera, alimenticia, forestal, ornamental, melifera y

tintérea (Ulibarri, 2002).

Las leguminosas se caracterizan y distinguen de muchas otras plantas porque tienen la
capacidad de asociarse simbidticamente con bacterias del suelo, principalmente Gram
negativas, denominadas colectivamente como rizobios (Franche et al., 2009; Peixet al.,
2015). Estas bacterias inducen la formacion de érganos especializados en raices vy tallos
llamados nodulos. Dentro de ellos, los rizobios se convierten en bacteroides que fijan el
nitrogeno atmosférico (N,), el cual se reduce a amonio (NH,) disponible para la planta. La
nodulacion es comun en Papilionoideae (80 - 90% del total de especies), menos frecuente
en Mimosoideae (25% del total de especies) y ocurre ocasionalmente en

Caesalpinioideae (algunas pocas especies) (Paredes, 2013).

El nitrégeno (N) es un elemento esencial para las plantas, puesto que cumple un rol
fundamental en la formacion de compuestos no proteicos como los pigmentos, en las
proteinas y en la diversidad de funciones que cumplen las plantas, por lo que la
nodulacion y la fijacion de N; en las leguminosas es una ventaja en la obtencion de este
nutriente. Tanto las leguminosas arboreas como las demas plantas actinoricicas,
contribuyen con el aumento del N del suelo por lo que se ha planteado su uso en
asociacion con cultivos anuales para mejorar la produccion de los agroecosistemas (Frioni

et al., 1998).

Los rizobios se ubican taxondmicamente dentro de las a y B proteobacterias,

entremezclandose con géneros no simbioticos, fotosintéticos y patégenos de plantas. Las



especies que inducen la formacién de nddulos en las leguminosas se distribuyen al
menos en 14 géneros bacterianos (Sprent et al.,, 2013). Una misma especie de rizobio
puede tener la capacidad de nodular distintas especies de leguminosas, asi como una
misma leguminosa puede ser hospedante de distintas especies de bacterias; sin embargo
en determinados casos la interaccion es altamente especifica (Sprent et al., 2013). Las
especies de rizobios pueden vivir independientemente de las especies leguminosas y esta
documentada su naturalizacion en los suelos productivos del pais a causa de manejos de
cultivos a partir de semillas de leguminosas inoculadas, como puede ser el caso de
Bradyrhizobium japonicum (Kirchner) Jordan y B. elkanii Kuykendall cuya expansion en
los suelos pampeanos donde no existian se dio por la década del 70’ acompafiando a la

expansion del cultivo de soja [Glycine max (L.) Merr.] (Paredes, 2013).

Los nodulos de las leguminosas también estan cohabitados por un conjunto de diversas
bacterias enddfitas Gram positivas y Gram negativas que coexisten con los rizobios
(Sprent, 2007; Gyaneshwar et al., 2011; Peix et al., 2015). Las bacterias conocidas como
PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria), promueven el crecimiento de las plantas ya sea
por el aporte de N, la solubilizacion del fésforo, la modificacién de los niveles hormonales
de las plantas y la capacidad biocontroladora de patdégenos, entre otros mecanismos
(Delaporte Quintana, 2018). Ellas establecen relaciones con las plantas que difieren en el
nivel de interaccion y pueden ser asociativas y/o simbioticas, denominandose "enddfitos"
a los organismos que cumplen una parte o todo su ciclo de vida en el interior de los
tejidos, donde viven y se nutren de sus hospedantes, sin producir sintomas de
enfermedad (Yanniet al., 2011). En los ultimos afios se han estudiado las bacterias
enddfitas de los nddulos de diferentes leguminosas y estos estudios revelaron una alta

diversidad genética, con miembros de los Phylla Proteobacteria, Firmicutes vy

Actinobacteria (Peix et al., 2012; Peix et al., 2015), es decir que los nddulos constituyen



una importante fuente de diversidad a ser estudiada complementariamente a la diversidad

de los rizobios.

Algunos de estos enddfitos nodulares ademas mostraron in vitro mecanismos para
promover el crecimiento de las plantas (Peix et al., 2012) como la solubilizacion del fosfato
y la actividad de biocontrol y debido a que comparten los nodulos con los rizobios,

presentan ventajas para su uso en el disefio de inoculantes aplicables a leguminosas.

Se han realizado estudios en América del Sur, especialmente en Brasil, Chile, Uruguay y
Argentina en los que se aislaron los rizobios y se estudiaron la sistematica y las relaciones
filogenéticas de los simbiontes bacterianos de las leguminosas arboreas, asi como su
capacidad de nodulacion vy fijacion de N (Frioni et al., 1998). Considerando el potencial de
las leguminosas arbdreas, en este trabajo final se propone estudiar las bacterias que se
encuentran en los nodulos de cuatro especies de plantas nativas: Poecilanthe parviflora
Benth, Vachellia caven (Molina) Seigler & Ebinger, Prosopis alba Griseb. y Enterolobium

contortisiliquum (Vell.) Morong.

HIPOTESIS

Las bacterias aisladas de nédulos de leguminosas nativas difieren tanto en sus
caracteristicas genéticas, como en su capacidad de solubilizar fésforo y de inhibir el

crecimiento de hongos fitopatégenos.
OBJETIVOS
Objetivo general

Estudiarlas bacterias provenientes de nodulos de las especies arboreas nativas
Poecilanthe parviflora Benth (“lapachillo”), Vachellia caven (Molina) Seigler & Ebinger

(“espinillo”), Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong. (“timbd”) y Prosopis alba Griseb.



(“algarrobo blanco”) a fin de contribuir al conocimiento de los microorganismos que
interactuan con estas especies y de completar la caracterizacion de los microorganismos

de la coleccion de la catedra de Microbiologia Agricola.
Objetivos especificos

- Relevar los articulos cientificos disponibles en las bases bibliograficas referidos a la
interaccion de los rizobios y otros endofitos, aislados de las leguminosas de los géneros

Poecilanthe, Enterolobium, Vachellia 'y Prosopis.

- Aislar bacterias de los nddulos de Poecilanthe parviflora.

- Caracterizar y evaluar mediante la tincién de Gram, modificacién del pH del medio
de cultivo, la capacidad de solubilizacién del fosforo y el biocontrol del crecimiento de
hongos fitopatdgenos, los aislados obtenidos de P. parviflora, aquellos disponibles en la
coleccion de la catedra Microbiologia Agricola de la Facultad de Ciencias Agrarias y

Forestales (FCAyF, UNLP) de V. caven, E. contortisiliquum y P. alba.

- Caracterizar los aislados genéticamente mediante el uso de marcadores

moleculares.

MATERIALES Y METODOS

Revision bibliografica

Para cumplir con esta etapa se relevaron los articulos cientificos disponibles en las bases
bibliograficas y publicados en la ultima década, referidos a los rizobios y bacterias

enddfitas asociadas a los géneros botanicos estudiados en este trabajo: Poecilanthe,

Enterolobium, Vachellia'y Prosopis.

En este trabajo de revision se utilizaron dos bases bibliograficas:



1. SciELO (Scientific Electronic Library Online), biblioteca cientifica electrénica en linea,
que es un modelo para la publicacion electronica cooperativa de revistas cientificas en
Internet, especialmente desarrollado para responder a las necesidades de la
comunicacion cientifica en los paises en desarrollo y particularmente de América Latina y
el Caribe, es el producto de la cooperacion entre FAPESP- la Fundacion de Apoyo a la
Investigacion del Estado de Sao Paulo-, BIREME -Centro Latinoamericano y del Caribe de
Informacion en Ciencias de la Salud-, asi como instituciones nacionales e internacionales

relacionadas con la comunicacion cientifica y editores cientificos

(http://www.scielo.org/php/level.php?lang=es&component=44&item=1).

2. Google Académico (Google Scholar) es un buscador que permite localizar documentos
de caracter académico como articulos, tesis, libros, patentes, documentos relativos a
congresos y resumenes. Contiene informacién procedente de distintas fuentes como
editoriales universitarias, asociaciones profesionales, repositorios de “preprints”,

universidades y otras organizaciones académicas

(https://biblioguias.uam.es/tutoriales/google academico).

Con el fin de definir el dominio de la revision bibliografica, se deben utilizar ecuaciones de
busqueda (expresiones que consisten en palabras claves y operadores légicos) que
incluyan términos especificos del tema a investigar. Se deben aplicar criterios de
selectividad de manera que el investigador se enfoque en los documentos relevantes para
la investigacion (Gomez Luna et al., 2014). De acuerdo con ello, en este trabajo, los

criterios de busqueda fueron:

a. Literatura en idioma castellano e inglés publicada desde 2009 hasta 2019;

b. Las ecuaciones de busqueda siguientes:

Busqueda 1 — Rizhobium x Acacia


http://www.scielo.org/php/level.php?lang=es&component=44&item=1
https://biblioguias.uam.es/tutoriales/google_academico

Busqueda 2 — Rizhobium x Vachellia
Busqueda 3 — Rizhobium x Prosopis
Busqueda 4 — Rizhobium x Poecilanthe
Busqueda 5 — Rizhobium x Enterolobium
Busqueda 6 — Endophyte x Vachellia
Busqueda 7 — Endophyte x Prosopis
Busqueda 8 — Endophyte x Poecilanthe
Busqueda 9 — Endophyte x Enterolobium
Busqueda 10 — Endophyte x Acacia

Aplicando los criterios de selectividad propuestos, los documentos encontrados fueron
organizados y analizados mediante la lectura de sus resumenes y conclusiones, para
identificar y seleccionar los que permitan conocer los trabajos existentes sobre los
endosimbiontes de los géneros Poecilanthe, Vachellia y Prosopis en general y en América
del Sur en particular. Luego, para su sistematizacion, se empled una tabla de datos, como

argumenta Gomez Luna et al. (2014).



Material biologico

Se recolectaron renovales de Poecilanthe parviflora Benth, “lapachillo”, en la Isla Martin
Garcia, Buenos Aires, Argentina (34°11'19"S, 58°15'00"0), en 3 unidades de vegetacion:

Selva Marginal, Bosque de Coronillo, y Bosque Riberefio (Lahitte, 1994) (Figura 1)

MEFERENCIAS

Figura 1. Mapa de Unidades de Vegetacion de la zona intangible de la Reserva Natural
Isla Martin Garcia. Bosque Riberefio (BR); Selva Marginal (SM); Bosque de Coronillo (C);
Pastizal (C); Bosque xerdfito (X); Bosque Xerdfito inundado (Xi). Tomado de Kastelanovic
(2015).

Una vez obtenidos los renovales, se procedié a la extraccion de las raices y nédulos
funcionales (Figura 2), los cuales se mantuvieron en recipientes herméticos por 48 hs
hasta que fueron procesados. Aquellos que no presentaron nddulos se trasplantaron a
envases de 3L con un sustrato formado por el suelo correspondiente a la unidad
vegetativa de la que fueron extraidos y vermiculita, en proporcién 1:1. Las plantas se

mantuvieron en invernaculo y se regaron diariamente con agua destilada.



Figura 2 A. Plantin nodulado de P. parviflora. B. Detalle de los nédulos radiculares.
C. Detalle del tamaifio y morfologia de los nédulos.

Aislamiento de bacterias endoéfitas de P. parviflora

Todos los aislados de P. parviflora se obtuvieron de nédulos radicales pertenecientes a
plantas de la unidad vegetativa Selva Marginal. Este fue el unico ecosistema en el que se
encontraron plantas noduladas con nodulos indeterminados funcionales (con coloracién
rojiza interna debido a la presencia de leghemoglobina). Plantas no noduladas y plantas
con nédulos no funcionales se encontraron en el Bosque Riberefio y en el Bosque de
Coronillo, respectivamente. Esto puede deberse a las caracteristicas diferenciales de los
suelos de las distintas U.V o a las distintas leguminosas acompafantes presentes en
ellas, lo que puede tener influencia y/o determinar el banco de bacterias presentes en el

suelo.

En laboratorio, los nédulos fueron esterilizados superficialmente con alcohol 50% por 2

minutos y posteriormente con hipoclorito de sodio 4 g/L durante 2 minutos. Luego se



lavaron diez veces con agua destilada estéril y, para comprobar la eficiencia de la
esterilizacién, se rodaron en placas de Petri conteniendo los medios de cultivo: Manitol
Extracto de Levadura (YMA) con rojo Congo (de composicion: K;HPO,4 0500 g/L, MgSO,.
7 H,0O 0,2 g/L, NaCl 0,1 g /L, CO3Ca 1 g/L, Extracto de Levadura 1 g/L, Manitol 10 g/L,
Rojo Congo (1/400) 10 ml , Agar 15 g/L), Agar Cetrimide (compuesto por: peptona de
gelatina 20 g/L, Cloruro magnésico 1,4 g/L, Sulfato potasico 10 g/L, Bromuro de
Cetiltrimetilamonio 0,3 g/L, Agar 15 g/L) y Agar nutritivo (de composicion: peptona 5g/L,
extracto de carne 3g/L, cloruro de sodio 8g/L, agar 15 g/L). Para obtener las bacterias
enddfitas, los nédulos se rompieron en agua destilada estéril y las suspensiones se
sembraron mediante estrias en placas de Petri conteniendo dos de los medios de cultivo
(agar nutritivo y YMA), siguiendo la metodologia de Vincent (1970), placas que
posteriormente se incubaron a 28°C, durante siete dias. Transcurrido este tiempo, las
colonias aisladas fueron la fuente para realizar subcultivos y obtener cultivos puros.
Luego, las bacterias aisladas se hicieron crecer en medio YEM liquido hasta saturacion y
posteriormente se mezclaron alicuotas del medio con glicerol hasta alcanzar una

concentracién final de glicerol 10% y finalmente conservar los aislados a -80°C.

Rizobios recuperados de la coleccion de la Catedra de Microbiologia Agricola

Los aislados de V. caven, E. contortisiliquum y las cepas de referencia de Glycine max L.:
Bradyrhizobium diazoeficiens Delamuta SEMIA 5080; B. japonicum (Kirchner) Jordan,
SEMIA 5079; B. elkanii Kuykendall SEMIA 5019; SEMIA 587 y la cepa tipo Mesorhizobium
chacoense Velazquez Pr5 (=LMG19008=CECT5336) aislada de Prosopis alba en la
region del Chaco seco (Burkart et al., 1999) Reserva, Provincia de Cérdoba, Argentina
(Veldzquez et al.,, 2001) fueron recuperados de la coleccion de la Catedra de

Microbiologia Agricola (FCAyF), en condiciones de criopreservacion. Los aislados de V.



caven (espinillo) y de E. contortisiliquum (timbo) fueron obtenidos de nddulos de plantas
desarrolladas a partir de semillas esterilizadas y pregerminadas que se inocularon con
suelos localizados en la ecorregion del Chaco seco (Salta, Argentina) a los 24°48'52.3”S
65°29’59.6”0, 1.300 m.s.n.m. (para “espinillo”) y a los 24°3518.7”’S 65°02’50”0, 750
m.s.n.m. (para “timbd”). Dichos cultivos fueron obtenidos en medio YMA con rojo Congo
segun el procedimiento de Vincent (1970). La inclusion de las cepas tipo se realiza como
control gracias a la informacion que se tiene sobre las caracteristicas microbiologicas

consideradas en esta investigacion.

Caracterizacién microbiolégica de los aislados de P. parviflora, E. contortisiliquum,

V. caven y P. alba.

La caracterizacion microbiolégica fue realizada sobre un total de 28 aislados: 5
noduladores de G. max, 1 de P. alba, 1 de E. contortisiliquum, 6 de V. caveny 15 de P.

parviflora.

En primera instancia, el total de aislados fue observado con microscopio 6ptico de campo
claro (1000x) una vez realizada la tincién de Gram, segun la metodologia descripta por

Rodriguez & Arenas (2018).

La capacidad de modificar el pH del medio de cultivo fue evaluada a partir de cultivos de 5
ml desarrollados en medio de cultivo liquido YEM, de pH 6,8 sin buffer, suplementado con
bromotimol azul como indicador de pH, luego de 10-13 dias de incubaciéon a 28°C en un
agitador rotatorio a 250 rev. min™. La acidificaciéon del medio se evidenci6 a partir de la
observacién de un gradiente de color amarillo para el medio fuertemente acido,
moderadamente acido y levemente acido. Las reacciones neutras y basicas se evidencian
mediante coloraciones verdosas y azuladas, respectivamente. El tratamiento control

consistid en tubos con medio de cultivo sin bacterias.



La capacidad de solubilizacién del fosforo fue evaluada verificando la formacion de un
halo transliucido alrededor de las colonias bacterianas desarrolladas en el medio NBRI-P
(Glucosa 10g/L, Ca; PO4 5g/L, MgCl,6H,O 5g/L, KCI 0,2g, (NH4 ), SO, 0.1g/L, Agar

20g/L) luego de ser cultivados los aislados por 10 dias a 28°C.

La capacidad inhibitoria de los aislados bacterianos sobre el crecimiento fungico se evalué
mediante el cultivo conjunto de los aislados y los hongos Stemphylium lycopersici (Enjoji)
W. Yamam., agente causal de la mancha gris de la hoja (Franco et al., 2017) y Fusarium

graminearum Schwabe agente causal de la fusariosis (Malbran et al., 2019).

En un ensayo preliminar se trabajé con el total de aislados (cuyos resultados no se
presentan en este trabajo) a partir del cual se seleccionaron a aquellos que presentaron
una inhibiciéon mayor al 10% para trabajar de forma mas exhaustiva (23 aislados: LAZ;
LA32A1; LA33A1; LA32B1; LA13; M. chacoense; ACS41; B. elkanii 587; AC4S41;
LA32A2; B. diazoefficiens 5080; B. japonicum E109; 9ACS43; LA10; B. elkanii 5019;

LA26; ACS43; LA32B2; LA4; LA35B; 11AC3; LA11; LA21).

Ambos hongos se hicieron creceren placas con medio APG (de composicion: agar 20 g/L
-papa 250 g/L — glucosa 20 g/L) a 28°C en oscuridad, durante 3 y 10 dias para F.
graminearum y S. lycopersici, respectivamente para poder obtener con sacabocados
discos de micelio que fueran sembrados junto con las bacterias. La actividad antifungica
se evalué mediante la siembra de los aislados bacterianos en dos estrias paralelas
equidistantes del centro de la placa con APG. Al cabo de un periodo de incubacion de 7
dias a 28°C, un disco de micelio de cada hongo se colocé en el centro de cada caja de
Petri. En cuanto a los controles, éstos consistieron en placas inoculadas con cada uno de
los hongos patdogenos en ausencia de las estrias bacterianas. Todas las placas se

sellaron con Parafilm® y se incubaron a 28°C durante 3 dias (para F. graminearum) y 10



dias (S. lycopersici). En esta instancia fueron consideradas 3 repeticiones para cada

interaccion bacteria/aislado, hongo patégeno.

Transcurridos los tiempos previstos, Se realizé la medicion de la superficie del micelio
fungico mediante el uso del software Image Tool 3.0 (Image Tool Software Copyright)

(UTHSCSA, 1995).

La capacidad inhibitoria se estimé a partir del calculo del porcentaje de inhibicion (InC%)

se calculd segun Plazas-Jiménez & Coy-Barrera (2016) mediante la formula:

superficie del micelio control — superficie del micelio tratamiento
% InC = — —— * 100
superficie del micelio control

Inhibicion del crecimiento fungico: analisis estadistico

Los resultados se interpretaron mediante el analisis de la varianza (ANOVA) vy el test de
Tukey utilizando el programa estadistico InfoStat version 2015 (Di Rienzo et al., 2015)
tomando como variables de clasificacion al control y a cada uno de los aislamientos
seleccionados, mientras que como variable dependiente se evaludé el porcentaje de
inhibicion de crecimiento del micelio (%InC) para cada uno de los hongos previamente

transformado mediante la funcién arcoseno.

Caracterizacion genética de los aislados de P. parviflora, E. contortisiliquum, V.

caven y P. alba.

Para la caracterizacion genética de los aislados, en primer lugar, las bacterias fueron
cultivadas en medio liquido hasta alcanzar una concentracion de 1x10°elulas mL™".

Alicuotas de 5 mL de cultivo se usaron como fuente para la extraccién de ADN la cual fue



realizada utilizando un kit de extraccién y purificacion (Promega Wizard Genomic DNA
Purification KiT) (Lopez et al., 2018). La integridad asi como la cantidad y calidad del ADN
extraido se evalud en geles de agarosa (1% p/v) tefiido con bromuro de etidio (10% p/v)
que se corrieron a 90 voltios durante 30 minutos (Sambrook et al., 1989). Utilizando el
ADN molde de los aislados se compararon los perfiles genéticos mediante PCR-BOX
utilizando el cebador BOX1AR (5-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3") empleandolas
condiciones descriptas por De Brujin (1992). La mezcla de PCR consistido en 1x de buffer
de amplificacion (Inbio Highway), 2.5 mM de MgCl, (Inbio Highway), 50 pmol de BOXA1R
primer, 2 mM de cada dNTP (Inbio Highway), 50-100 ng de ADN gendmico y 0.6 U de Taq
DNA polymerasa (Inbio Highway) en un volumen de 15 pl. Las reacciones de
desarrollaron en un Mini Ciclador PTC-1152 (MJ Research) programado de la siguiente
forma: una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 7 min, seguida por 35 ciclos a 94°Cpor
1 min, 53°C de annealing durante 1 min, un paso final de extension a 65°C por 8 min y un
ciclo final a 65°C por 16min (Lopez& Balatti, 2011). Los perfiles genéticos se relevaron en
geles de agarosa (1.5% p/v) tefiidos con bromuro de etidio (10% p/v) que se corrieron a

90 voltios durante 4 horas.

Los tamafos de los fragmentos se normalizaron por comparacion utilizando como
marcador de peso molecular el genoma del fago A digerido con la enzima de restriccion
Hindlll (AHindlll marker, Invitrogen). Los patrones de bandas se analizaron con el software
NTSYS-pc. Cada banda se traté por separado como un putativo locus, y se anotdé como
presente (1) o ausente (0) en una matriz de datos binarios. Se realizé un analisis

multivariado usando el software Past3 (https://folk.uio.no/ohammer/past/). Las

estimaciones de similitud se basaron en coeficiente de DICE (Dice, 1945). El andlisis de
conglomerados se realizé empleando el método de agrupamiento no ponderado utilizando

medias aritméticas (UPGMA) de software NTSYS-pc (Rohlf, 1992) para generar un


https://folk.uio.no/ohammer/past/

dendrograma. Todos aquellos aislados que tengan una secuencia de bandas Unica fueron

seleccionados para el analisis del 16S rADN.

Amplificaciéon de 16S rADN y secuenciamiento

La biologia molecular proporciona métodos de tipificaciéon e identificacién, asi como
analisis filogenéticos basados en la secuencia de genes universalmente conservados
como el 16S rADN. Los métodos basados en ADN han sido utilizados crecientemente
para caracterizar rizobios. En particular, los analisis filogenéticos basados en el analisis
de las secuencias del gen 16S ADN ribosomal y de genes especificos cuyos productos
génicos estan involucrados en la simbiosis, se desarrollaron y se utilizan como métodos
estandar para tipificar e identificar rizobios. Los genes nif y nod involucrados en la fijacién
de N, y en la especificidad de la leguminosa hospedante son usualmente llevados por
plasmidos o islas simbidticas y podrian ser transferidos horizontalmente entre diferentes
especies dentro de un género y no tan usualmente entre géneros (Vinuesa et al., 2005;

Remigi et al., 2016).

Los aislados bacterianos se caracterizaron por medio del analisis de las secuencias del
gen 16S rADN. La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador PCR (MinicyclerTM,
MJ Research Inc., Waltham, MA, USA), usando los cebadores 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3) y 1492R (5-ACGGTTACCTTGTTACGACTT-3")
siguiendo la metodologia de Reysenbach et al. (1994). Los productos de amplificacion se
purificaron como lo describe Sambrook et al. (1989), se precipitaron y se secuenciaron por
MACROGEN Inc. (Seoul, South Korea) empleando la metodologia descripta por Sanger et
al. (1977). Las secuencias se analizaron y procesaron usando el software Geneious R9
(Geneious version R9.0.5, Biomatters) (ver Anexo 2). Las secuencias finalmente se

compararon con las depositadas en la base de datos ncbi (www.ncbi.njm.nih.gov)



http://www.ncbi.njm.nih.gov/

mediante la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) contrastando con

las secuencias de 16S rADN de cepas tipo.

El analisis filogenético se realiz6 usando el software Geneious R9. Las secuencias se
alinearon usando los parametros del algoritmo ClustalW (gap opening penalty 15, gap
extension penalty 6.66) (Thompson et al., 1994). El analisis filogenético se desarroll
usando el modelo de distancia genética descripto por Tamura- Nei usando el método

neighbour-joining (Tamura et al., 2004).

Las secuencias de referencia que se incluyeron en el analisis filogenético fueron de
Bacillus aerophilus (MN845151.1), Bacillus aerius (MK850542.1), Bacillus altitudinis
(MN840036.1), Bacillus amyloliquefaciens (NR_117946.1), Bacillus
siamensis(MN176482.1), Bradyrhizobium cajani (NR_157657.1), Bradyrhizobium
liaoningense (NR_041785.1), Caulobacter rhizosphaerae (NR_156992.1), Curtobacterium
herbarum (NR_025461.1), Dyella marensis (NR_042691.1), Ensifer glycinis
(NR_151923.1), Ensifer shofinae (NR_149806.1), Enterobacter asburiae (CP011863.1),
Enterobacter roggenkampii (CP017184.1), Mesorhizobium amorphae (NR_114122.1),
Mesorhizobium silamurunense (NR_116302.1), Microbacterium jejuense (NR_134085.1),
Microbacterium  trichothecenolyticum  (NR_112002.1), Pseudomonas marginalis
(LC409077.1), Rhodopseudomonas thermotolerans (LC221830.1), Sinorhizobium fredii
(NR_113669.1), Bradyrhizobium elkanii SEMIA 587 (AF234890.2), Bradyrhizobium elkanii
SEMIA 5019 (AF237422.2), Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5080 (AF234889.2),
Bradyrhizobium japonicum E109 (HG518577.1), Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079
(AF234888.2) y Mesorhizobium chacoense (NR_025411.1) y Escherichia coli

(KY048445.1) como un grupo externo.



RESULTADOS Y DISCUSION

Revision bibliografica

A partir de los trabajos cientificos obtenidos (13 articulos), con la metodologia de
busqueda utilizada, se logré conocer el contexto actual del tema de estudio central en

este trabajo de investigacién. La informacion resumida se presenta en el Anexo 1 (Tabla

6).

En ellos, se relevaron al menos unos 50 microorganismos distintos que han sido
investigados en los ultimos 10 afios, cuyas asociaciones con especies de leguminosas
arboreas tienen distintas finalidades, como la metabolizacién de metales pesados y
fitotoxicos (arsénico, cromo), fijacion bioldgica del N, solubilizaciéon del fésforo y
resistencia a la salinidad del suelo. Entre los géneros estudiados en esos trabajos se
pueden mencionar: Bacillus, Bradyrhizobium, Brevibacterium, Devosia, Ensifer, Kocuria,

Mesorhizobium, Paenibacillus, Phyllobacterium, Rhizobium y Sinorhizobium.

Si bien el numero de especies de microorganismos estudiados o identificados en los
reportes cientificos es cuantioso (mas de 50 identificados a nivel de especie y unos 8 a
nivel de género), no lo es numero el de las especies forestales en las que se describieron
las interacciones, encontrandose principalmente estudios en Acacia salicina Lindl., A.
Senegal Lindl., Prosopis chilensis (Molina) Stuntz, P. cineraria (L.) Druce, P. farcta (Banks
et Sol.) Eig., P. laevigata (Humb. & Bonpl. ex Willd.) Johnston y Vachellia macracantha
(Humb. & Bonpl. ex Willd.) Seigler & Ebinger, entre otras, particularmente para los

géneros Poecilanthe y Enterolobium no se encontraron trabajos.

Los paises en los que se han llevado adelante estos estudios son: Peru (1 articulo), India
(1 articulo), Pakistan (1 articulo), Egipto (1 articulo), Sudan (1 articulo), Australia (1

articulo), Espana (1 articulo), Tunez (1 articulo), Sudafrica (1), Argelia (1) y es México (3



articulos) el pais con mayor numero de publicaciones. No se encontraron trabajos

desarrollados en Argentina.

Aislamiento de bacterias endéfitas de leguminosas arbéreas nativas de la Argentina

Fue posible purificar y aislar un total de 22 bacterias: 15 obtenidas de P. parviflora,

aisladas en dos medios de cultivo distinto lo que sugiere que es posible que los nédulos

alberguen bacterias endofitas, y 7 pertenecientes a la coleccién de la Catedra de

Microbiologia: 6 de V. caven y 1 de E. contortisiliquum (Tabla 1).

Tabla 1. Aislados obtenidos y recuperados. Se indica la especie hospedante, el medio de
cultivo y el sitio de origen del material. YMA, Manitol Extracto de Levadura; AN, Agar

nutritivo.

Aislado Hospedante Medio de Sitio de origen del material

aislamiento

4ES6-1 E. contorsiliquum YMA Salta, suelo colectado
ACS43 V. caven YMA Salta, suelo colectado
9ACS43 V. caven YMA Salta, suelo colectado
11AC3 V. caven YMA Salta, suelo colectado
ACS41 V. caven YMA Salta, suelo colectado
AC4S41 V. caven YMA Salta, suelo colectado
5ACS4-2 V. caven YMA Salta, suelo colectado
LA33A2 P. parviflora YMA Buenos Aires, plantin colectado
LA11 P. parviflora YMA Buenos Aires, nddulo colectado in situ
LA13 P. parviflora YMA Buenos Aires, nddulo colectado in situ
LA2 P. parviflora YMA Buenos Aires, nddulo colectado in situ
LA32B1 P. parviflora YMA Buenos Aires, plantin colectado
LA32A2 P. parviflora YMA Buenos Aires, plantin colectado
LA32A1 P. parviflora YMA Buenos Aires, plantin colectado
LA35B P. parviflora YMA Buenos Aires, plantin colectado
LA33A1 P. parviflora YMA Buenos Aires,plantin colectado
LA32B2 P. parviflora YMA Buenos Aires, plantin colectado
LA26 P. parviflora YMA Buenos Aires, nédulo colectado in situ
LA21 P. parviflora AN Buenos Aires, nddulo colectado in situ
LA4 P. parviflora AN Buenos Aires, nddulo colectado in situ
LA10 P. parviflora AN Buenos Aires, nddulo colectado in situ
LAS8 P. parviflora YMA Buenos Aires, nodulo colectado in situ




Caracterizacion microbiolégica y atributos biolégicos de los aislados

Las principales caracteristicas microbiolégicas de los aislados se presentan en la Tabla 2.
De la totalidad de los aislados, 18 se observaron en el microscopio como gram negativos,
3 de ellos como gram positivos y 7 no fueron posibles de determinar. Debido a que los
aislados provenian de nédulos de rizobos, era de esperar que se encontraran muchas
bacterias gram negativas y por otro lado la presencia de bacterias gram positivas puede
asociarse a la presencia de otras bacterias enddfitas. De los aislados obtenidos y de
aquellos recuperados de la coleccién, 4 bacterias provenientes de P. parviflora
alcalinizaron el medio, 8 del mismo hospedante (lapachillo) lo acidificaron de leve a
fuertemente y otras 3 del mismo hospedante no produjeron modificaciones. En cuanto a
las 8 restantes (recuperadas de la coleccion), 7 lo acidificaron de leve a fuertemente (1 de
M. chacoense y 6 de V. caven) y aquella proveniente de E. contortisiliquum lo alcalinizé.
Es conocido que Bradyrhizobium sp. alcaliniza el caldo de cultivo YEM vy Ensifer
(Sinhorhizobium) lo acidifica, mientras que en las especies de Mesorhizobium la reaccion
es dependiente de la fuente de carbono en el medio (Velazquez et al., 2001).

Tabla2. Caracterizacion microbioldgica de los 22 aislados y de las 6 cepas de referencia
utilizadas en este estudio. GN, Gram negativa; GP, Gram positiva; R, bacilo; A++,

acidificacion fuerte; A+, acidificacion moderada; A, levemente acidificada; N, neutro; B,
basico; ND, no determinado.

Aislados Hospedante Tincién de Cambio de pH del medio
Gram

B. elkanii SEMIA 5019 G. max GN,R. B

B. diazoefficiens SEMIA G. max GN,R. B

5080

B. japonicum SEMIA G. max GN,R. B

5079

B. japonicum E109 G. max GN,R. N

M. chacoense Pr5 P. alba GN,R. A++

B.elkanii SEMIA 587 G. max GN,R. B

4ES6-1 E GN,R B

contorsiliquum



ACS43 V. caven GN,R A+
9ACS43 V. caven ND A+
11AC3 V. caven GN,R A++
ACS41 V. caven GN,R A+
AC4S41 V. caven ND A+
5ACS4-2 V. caven GN,R A++
LA33 A2 P. parviflora ND A++
LA11 P. parviflora GP,R N
LA13 P. parviflora GN,R A
LA2 P. parviflora GN,R A
LA32B1 P. parviflora GN,R N
LA32A2 P. parviflora GN,R A++
LA32A1 P. parviflora ND B
LA35B P. parviflora ND A
LA33A1 P. parviflora ND B
LA32B2 P. parviflora GN,R A++
LA26 P. parviflora GN,R B
LA21 P. parviflora GP,R A+
LA4 P. parviflora GP,R N
LA10 P. parviflora ND N
LAS8 P. parviflora GN,R B
Control N

Entre todos los aislados, s6lo11AC3 proveniente de V. caven solubilizé fosfato de modo
similar al control (Figura 3). La capacidad solubilizadora del fosfato puede deberse a la
disminucion del pH extracelular por la liberacion de acidos organicos, la formacién de
complejos metalicos, la reduccion de metales o la disolucidon directa por accion de
enzimas hidroliticas (Restrepo et al., 2019). Por lo que considerando que la mayoria de
los suelos son deficientes en este nutriente resulta sumamente interesante el papel que

podria jugar en la adquisicion del fosforo por las raices de las plantas



Figura 3 Solubilizacién del fosfato.A. A la izquierda 9ACS43, negativo, y a la derecha
11AC3, positivo. B. Control positivo Pseudomonas fluorescens.

Inhibicién del crecimiento fungico: Analisis estadistico

En cuanto a la capacidad de los aislados de inhibir el crecimiento de Stemphylium
lycopersici (Enjoji) W. Yamam y Fusarium graminearum Schwabe, el analisis de la
varianza arrojo diferencias significativas (p-valor<0,05) entre los aislados para cada
patégeno considerado y posterior comparacion de Tukey permitié diferenciar los aislados
(Tablas 3 y 4). Para el caso de F. graminearum el %InC minimo para diferenciarse del
control fue del 19% mientras que para S. lycopersici el %InC minimo para diferenciarse

del control fue del 42%.



Tabla 3. Inhibicion deFusarium graminearum

Aislamiento
CONTROL
LA2

LA32A1
LA33A1
LA32B1

LA13

M. chacoense
ACS41

B. elkanii 587
AC4S41
LA32A2

B. diazoefficiens 5080
B. japonicum E109
9ACS43

LA10

B. elkanii 5019
LA26

ACS43
LA32B2

LA4

LA35B

11AC3

LA11

LA21

Medias*
0,00
0,13
0,16
0,18
0,20
0,22
0,23
0,27
0,29
0,32
0,41
0,41
0,42
0,44
0,49
0,50
0,52
0,54
0,56
0,62
0,64
0,81
0,99
1,01
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*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Tabla 4. Inhibicion de Stemphylium lycopersici

Aislamiento Medias*

CONTROL 0,00 A

LA33A1 0,00 A

LA2 0,07 A B

B. japonicum E109 0,15 A B C

AC4S41 0,26 A B C D

B. elkanii 587 0,36 A B C D

LA32A1 0,37 A B C D

LA32B1 0,39 A B C D

ACS41 0,43 A B C D E

ACS43 0,45 A B C D E F

9ACS43 0,47 A B C D E F

LA32A2 0,51 A B C D E F

B. diazoefficiens 5080 0,52 A B C D E F

LA32B2 0,53 A B C D E F

LA35B 0,60 A B C D E F G
11AC3 0,63 A B C D E F G

LA26 0,71 B C D E F G H
LA13 0,72 B C D E F G H
B. elkanii 5019 0,78 C D E F G H
M. chacoense 0,93 D E F G H
LA10 1,11 E F G H
LA4 1,13 F G H
LA11 1,29 G H
LA21 1,35 H

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Inhibicion de crecimiento fungico

En el ensayo se obtuvo que de los 23 aislados estudiados, 6 obtenidos de P. parviflora
(LA32A2, LA13, LA32B1, LA32A1, LA33A1, LA2) y 2 de V. caven (AC4S41, ACS41), asi
como las cepas tipo B. diazoefficiens SEMIA 5080, B. japonicum E109, B. elkanii SEMIA

587 y M. chacoense fueron incapaces de inhibir el crecimiento de F. graminearum.

Respecto de S. lycopersici, 7 aislados de P. parviflora (LA2, LA32B1, LA32A1, LA32B1,
LA32A2, LA32B2, LA35B), 5 de V. caven (AC4S41, ACS41, ACS43, 11AC3, 9ACS43) y
las cepas tipo B. diazoefficiens SEMIA 5080, B. elkanii SEMIA 587 y B. japonicum E109

fueron incapaces de inhibir el crecimiento.
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Ademas, fue encontrado que 13 de los 23 aislados provocaron una inhibicién significativa
de al menos uno de los dos hongos patégenos. Los aislados LA26, LA10, LA4, LA 11, y
LA21, mostraron las mejores capacidades de inhibicién de ambos hongos con valores de
26%, 23%, 34%, 68%, 72% para F. graminearum y 43%, 80%, 82%, 91% y 95% para S.
lycopersici, respectivamente. Similar comportamiento tuvo la cepa de referencia B. elkanii

5019 que inhibi6é en un 23% a F. graminearum y en un 49% a S. lycopersici (Figura 4).

Para el caso de inhibicion unicamente de uno de los dos hongos se encontraron valores
de inhibicion de S. lycopersici del 44% para el aislado LA13 y del 63% para M. chacoense.
Mientras que para F. graminearum se hallaron valores significativos mayores al 19% para

los aislados 9ACS43 (19%), ACS43 (27%) LA32B2 (29%), LA35B (36%) y 11AC3 (52%).

La capacidad de inhibicién podria deberse a distintos mecanismos que influyen directa o
indirectamente sobre el crecimiento de los hongos, como la produccion de exudados o
compuestos volatiles del tipo fitohormonal o de enzimas con actividad litica sobre la pared

de los hongos (Tejera et al., 2012; Fernandez-Larrea Vega, 2001).
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Figura 4 Inhibicion del crecimiento de F. graminearum y S. lycopersici (cultivado in
vitro) para los 23 aislados
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Para sintetizar se puede decir que del total de aislados analizados (23), 13 inhibieron
significantemente el crecimiento de F. graminearum ylo S. lycopersici en rangos del 19%
al 72% y del 43% al 95% respectivamente, con respecto a los controles y en las Figuras 5

y 6 se muestran los 6 mejores aislados biocontroladores de cada hongo.

Figura 5. Ensayo de actividad antagonica vs. Fusarium graminearum. Son presentados
los seis aislados mas efectivos A. LA32B2 29% de inhibicion. B. LA4 34% de inhibicion.
C. LA35B 36% de inhibicion. D. 11AC3 52% de inhibicion. E. LA11 68% de inhibicion. F.
LA21 72% de inhibicién. G. F. graminearum, placa control.
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Figura 6. Ensayo de actividad antagdnica vs. Stemphylium lycopersici. Son presentados
los seis aislados mas efectivos A. M. chacoense 46% de inhibicion. B. LA13 43% de
inhibicion. C. LA10 80% de inhibicion. D. LA4 82% de inhibicion. E. LA11 91% de
inhibicion. F. LA21 95% de inhibicion. G. S. lycopersici, placa control.

Estudios genéticos e identificacion de bacterias endéfitas

Los genomas de los aislados se asociaron a un perfil genético y se compararon con
aquellos provenientes de las cepas de referencia B. diazoeficiens SEMIA 5080, B.
Japonicum E109, B. japonicum SEMIA 5079, B. elkanii SEMIA 5019, B. elkanii SEMIA 587
y M. chacoense generados por amplificacion mediante PCR utilizando el primer BOXAR1

(Figura 7).

30



Figura 7. Perfiles genéticos de BOXPCR de los aislados de P. parviflora, V. caven y las
cepas control.

Los aislados y las cepas tipo se agruparon en cuatro grupos mayores (Figura 8) con una
similitud de ~35%, dos de ellos sélo contuvieron aislados de P. parviflora: el grupo |
(LA11, LA4 y LA21) y el IV (LA33A2, LA13 y LA2). Los otros 16 aislados se agruparon en
los grupos Il y Ill. Particularmente, el grupo Il incluyd los aislados de P. parviflora LA33A1,
LA10 y LA32B1 que se distribuyeron entre 3 diferentes subgrupos, los denominados LA26
y LA8 que se presentaron juntos y en una raiz diferente el aislado 5ACS4-2 de V. caven,
el cual es diferente también de V. caven 9ACS43 y ACSA3 que se agruparon juntos con
una similitud del ~70%. El grupo Il incluyé aislados de V. caven, P. parviflora, E.
contorsiliqum y M. chacoense, como también a las cepas tipo B. elkanii B. japonicum y B.
diazoeficiens, por lo que es probable que estas bacterias sean representantes de
bacterias fijadoras de N,. Con una similitud del 60%, el aislamiento de P. parviflora

LA32A1 se agrupo con bacterias aisladas de E. contorsoliquum en un subgrupo diferente,
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separado de los aislados LA35B, LA32A2 y LA32B. El aislado 11AC3 de V. caven difirid
de ACS41 o de AC4S41. ElI grupo IV incluyo tres aislados, 2 de ellos con un perfil
genético idéntico y por lo tanto podrian corresponder a una misma cepa, mientras que el
otro aislado probé ser diferente. En cualquier caso, los organismos dentro de este grupo
son los mas diversos en comparacién con las otras bacterias. Es evidente que a pesar de
que los aislados hayan sido obtenidos de los mismos hospedantes ellos fueron

genéticamente diversos y es probable que pertenezcan a diferentes especies.

Similarity
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Figura 8. Dendrograma generado por analisis de grupos UPGMA usando el coeficiente de
similitudde Dice basado en el perfil genético BOXAR1 de los aislados estudiados.
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Con base en los resultados del dendrograma, se seleccionaron los organismos mas

diversos para amplificar y secuenciar su 16S rADN para una identificacion preliminar.

El analisis BLAST basado en el alineamiento de la secuencia del 16S rADN sugiere que
las bacterias enddfitas de los nédulos pertenecen a 10 géneros clasificados dentro de las
Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria (Tabla 5 y Figura

9).

Tabla 5. Homologia de las secuencias 16S rADN fijada por el analisis BLAST.

Taxa y especies mas cercanas Similaridad Aislados Hospedante de
aislamiento

Alphaproteobacteria, Rhizobiales, Bradyrhizobiaceae

Bradyrhizobium 99.66%  4ES6-1 E. contorsiliquum

Bradyrhizobium 99.85% LA2 P. parviflora

Bradyrhizobium 88.03% LA32A1 P. parviflora
Alphaproteobacteria, Rhizobiales, Rhizobiaceae, Sinorhizobium/Ensifer grupo

Ensifer 99.85% ACS41 V. caven
Alphaproteobacteria, Rhizobiales, Phyllobacteriaceae

Mesorhizobium 100% ACS43 V. caven

Mesorhizobium 99.79% 5ACS4-2 V. caven
Gammaproteobacteria, Caulobacterales, Caulobacteraceae

Caulobacter rhizosphaerae 99.59% LA33A1 P. parviflora
Gammaproteobacteria, Enterobacterales, Enterobacteraceae

Enterobacter 91.4% 11AC3 V. caven
Gammaproteobacteria, Pseudomonadales, Pesudomonadaceae

Pseudomonas marginalis 100% LA10 P. parviflora
Gammaproteobacteria, Xanthomonadales, Rhodanobacteraceae;

Dyella marensis 99.86% LAS8 P. parviflora

Terrabacteria grupo, Firmicutes, Bacilli, Bacillales, Bacillaceae

Bacillus 100% LA11 P. parviflora

Bacillus 83.11% LA21 P. parviflora

Bacillus 100% LA4 P. parviflora

Terrabacteria grupo, Actinobacteria, Micrococcales, Microbacteriaceae

Microbacterium 91.42% LA32B1 P. parviflora

Curtobacterium 98.11% LA35B P. parviflora

Poder identificar, al menos, a nivel de género ademas nos permite confirmar lo observado

en el microscopio optico con respecto a la naturaleza de las paredes de algunos de los
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aislamientos, por ejemplo para el caso de 4ES6-1, ACS43,11AC3, ACS41, 5ACS4-2,
LA11, LA2, LA21, LA4 y LA8. Para algunos de los aislados que no fueron posible de
determinar mediante la tincion de Gram, se pudieron definir como LA32A1 (Gram
negativo), LA35B (Gram positivo), LA33A1 (Gram negativo) y LA10 (Gram negativo).

Los 3 aislados del Phyllum Firmicutes pertenecen al género Bacillus sp. Los 2
aislamientos del Phyllum Actinobacterias (Microbacterium sp. o Curtobacterim sp.) se
obtuvieron de P. parviflora como también aquellos pertenecientes a las familias
Calubacteraceae (Caulobacter), Rhodanobacteraceae (Dyella) y Pesudomonadaceae
(Pseudomonas) (todas ellas Gammaproteobacterias). Para , V. caven solo 1 aislamiento

(11AC3) se identific6 como Enterobacter sp.(Gammaproteobacteria, Enterobacteraceae).
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Figura 9. Relacion filogenética para los aislados representativos basada en la similitud de
las secuencias alineadas del gen 16S rADN. Se indica el nivel de soporte obtenido.

Por su parte, el analisis del gen 16S rADN (Figura 9) muestra 8 grupos principales (A-H).
Las Gammaproteobacteria (A, B, F y H) se separaron en diferentes clados e incluyen los
aislados de P. parvifora LA10, LA 8, LA 33A1 y V. Caven 11AC3; estas son bacterias
endofiticas que viven dentro de los nédulos probablemente proveyendo a los nddulos o
las plantas con alguna ventaja metabdlica. Los alfa rizobios fijadores de N de P. parviflora,
E. contorsiliqum y V. caven se agruparon separadamente (grupos E y G) con un valor de
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soporte del 71%. Estas bacterias, como se dijo anteriormente, son representantes de los
géneros Bradyrhizobium, Mesorhizobium y Ensifer. Ha sido reportado que los rizobios
comparten el ambiente nodular con un diverso grupo de Gammaproteobacteria enddfitas
asi como otros taxa de bacterias, lo que podria estar relacionado con el nivel de nutrientes
y el ambiente particular de los nédulos albergando una amplia variedad de bacterias no
simbiontes las cuales podrian ser compaferas necesarias o competidoras por el nicho
ecolégico del nodulo, siendo necesario realizar estudios para establecer el rol y la

dependencia de la simbiosis en estos otros organismos (Gyaneshwar et al., 2011).

Benhizia et al. (2004), aislaron de nodulos de Hedysarum sp, Gammaproteobacterias
como Pantoea agglomerans Gavini, Enterobacter kobei Kosako, Enterobacter cloacae
(Jordan) Hormaeche & Edwards, Leclercia adecarboxylata (Leclerc) Tamura, Escherichia
vulneris (Brenner) Alnajar & Gupta y Pseudomonas sp por primera vez. Ademas, Muresu
et al. (2008), mostraron que Gammaproteobacterias como Entrebacteriaceae, Bacillus,
Pseudomonas, Curtobacterium herbarum y Microbacterium entre otras, son también
habitantes comunes de los nédulos radiculares de 3 especies silvestres de Hedysarum.
Todo esto sugiere que la nodulacidon en leguminosas podria no ser exclusivamente
desencadenada por las Alphaproteobacterias (Gyaneshwar, 2011) y que otros organismos
viven dentro de los nodulos aportando ventajas nutricionales o en la sanidad de las

plantas.

Entre los géneros recuperados de leguminosas arboreas nativas se encontraron bacterias
que muy probablemente sean enddfitos viviendo dentro de los nédulos provocados por los
rizobios cumpliendo el rol de microorganismos cooperativos o también bacterias fijadoras
de N. Pseudomonas (Gammaproteobacteria) desarrollé6 nddulos fijadores de N en Robinia
pseudoacacia L. (Shiraishi et al., 2010) y Acacia confusa Merr. (Huang et al., 2012).

Geobacillus (Firmicutes), Paenibacillus (Firmicutes) y Rhodococcus (Actinobacteria)
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también fueron descriptos como simbiontes de Lotus corniculatus L. que desarrollaron
nodulos en esta especie (Ampomah & Huss-Danell, 2011). Estas bacterias tienen
secuencias de genes nodA similares a las correspondientes a Mesorhizobium aislados de
las mismas plantas. Es altamente probable que estas especies de bacterias recibieran
estos genes de Mesorhizobium mediante transferencia horizontal, aunque dicho proceso
con genes asociados a la simbiosis no es tan frecuente y deberia ser verificado. Saidi et
al. (2013) encontraron dentro de nédulos radiculares de Vicia faba L., bacterias de los
géneros Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, Staphylococcus, Serratia,
Stenotrophomonas y Xanthomonas, aunque estas bacterias fallaron en inducir la

nodulacion en Vicia y aparentemente no poseerian genes nifH o nodC.

Los alfarizobios se agruparon en tres diferentes grupos, Mesorhizobium es mas préximo
al grupo de Sinorhizobium que al grupo de Bradyrhizobium como se pudo observar
previamente en la Figura 9. Los aislados LA2, LA32A1 y 4ES61 que se obtuvieron de P.
parviflora y E. contorsiliquum respectivamente, pertenecen a un grupo que incluye a
cepas tipo de B. japonicum sugiriendo que también podrian ser Bradyrhizobium sp. Es
interesante que B. elkanii SEMIA 6403 (=BR 8205) es la cepa recomendada para el uso
de inoculantes brasilefos para P. parviflora (Binde et al., 2009). Los miembros de las
Alphaproteobacteria albergan representantes de 3 familias (Bradyrhizobiaceae,

Rhizobiaceae y Phyllobacteriaceae).

Los nodulos de E. contorsiliquum contenian Bradhyrhizobium sp., que se caracteriza por
su velocidad de crecimiento extremadamente lenta y el tamafio muy pequefo de las
células (estas fueron dificilmente observables en el microscopio). Esto y la homologia de
secuencia de 16S rADN con la cepa tipo Bradyrhizobum lianonginense Xu sugiere que es
un representante de B. lianonginense. Ademas, como era esperado para esta especie, el

aislado alcaliniz6 el medio de cultivo. Los aislados de P. parviflora pertenecerian al género
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Bradyrhizobium y a pesar de las diferencias observadas entre los aislamientos, deberian
analizarse otros marcadores moleculares para poder establecer su identidad con mayor
precision. La diferencia de estos dos géneros entre los demas se debe a la velocidad de

crecimiento.

Los aislamientos de V. caven 5ACS4-2 y ACS43 se agruparon con Mesorhizobium sp. y el
aislamiento ACS41 corresponderia a un representante de Ensifer al haber sido agrupado

con Sinorhizobium sp. (Ensifer sp.) con un alto valor (100%).

Los rizobios aislados para los arboles nativos incluidos en este trabajo coinciden con
estudios previos que determinaron que 59 especies de Mesorhizobium desarrollaron
nodulos en un amplio rango de diferentes leguminosas: M. amorphae en Amorpha
fruticosa L. (Wang et al., 1999), M. silamurunenseen Astragalus membranaceusLinn.
(Zhao et at., 2012) y Mesorhizobium acaciaeen Acacia melanoxylon R. Br (Zhu et al.,
2015) entre otras. Beukes et al. (2019) estudiaron los nédulos radiculares de Vachellia
karoo (Hayne) Banfi & Galasso, los cuales contenian Alphaproteobacteria:
Bradyrhizobium, Ensifer (32 aislamientos), Mesorhizobium (27 aislamientos) y Rhizobium,
asi como Betaproteobacteria. Ambos géneros, Ensifer y Mesorhizobium, incluyen un
numero de especies del género Acacia de acuerdo con informacion previa reportada para
otras Acacias africanas (especies de los géneros Vachellia y Senegalia) las cuales
también fueron noduladas predominantemente por Mesorhizobium, Rhizobium y Ensifer
(Beukes et al.,, 2019). También Cordero et al. (2016) encontraron que Vachellia
macracantha (Humb. & Bonpl. ex Willd.) Seigler & Ebinger, esnodulada por Ensifer
numidicus Merabet, Ensifer kummerowiaeWei, Ensifer fredii (Scholla & Elkan) Chen,

Ensifer americanus Toledo y Ensifer saheli De Lajudie.

En el trabajo de Andrews & Andrews (2017) puede consultarse una lista completa de los

rizobios y leguminosas que interactuan entre si.
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CONCLUSIONES

Con este trabajo sobre leguminosas arboreas nativas fue posible concluir que
Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong. (“timbd”) establece simbiosis para la fijacion
de nitrégeno con Bradyrhizobium lianonginense Xu, Poecilanthe parviflora Benth.
(“lapachillo”) desarrolla nédulos con Bradyrhizobium sp., cepas que hace falta continuar
estudiando para determinar las especies. Vachellia caven (Molina) Seigler & Ebinger,
(“espinillo”) es nodulada tanto por cepas de Ensifer sp. como por Mesorhizobium sp.,

sugiriendo que es una especie promiscua.

Asi mismo, V. caven y P. parviflora albergan una gran diversidad de bacterias enddfitas

junto a los alfa-rizobios en los nédulos de sus raices.

Cabe destacar que los nodulos de las especies nativas estudiadas contenian bacterias
pertenecientes a las Gammaproteobacteria (Pseudomonas, Dyella, Caulobacter), las
Actinobacteria (Curtobacterium, Micobacterium) y Firmicutes (Bacillus), bacterias enddfitas

que podrian jugar un rol tanto en la nutricion de las plantas como en su sanidad.

Fue posible también describir la capacidad de la cepa de Mesorhyzobium chacoense de
biocontrolar el crecimiento del micelio del hongo fitopatégeno Stemphyllium lycopercisi, la

cual no se hallaba documentada.

El presente estudio permiti6 conocer la diversidad de grupos de bacterias asociadas a
especies forestales nativas de la Argentina y sus caracteristicas promotoras del
crecimiento vegetal. Sin embargo, resulta necesario seguir estudiando las bacterias
enddfitas de los nédulos para entender sus efectos benéficos en el crecimiento de las
plantas, su rol en la interaccidén planta-microorganismos y su potencial aprovechamiento
en las especies leguminosas forestales nativas, a fin de promover practicas agricolas y
forestales sustentables en ecosistemas extremos o degradados o en agroecosistemas

productivos.
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ANEXO2

Secuencias para el armado del dendrograma

4ES6-1 (419 pb)
TTGGTTCGGAACAACACAGGGAAACTTGTGCTAATACCGGATAAGCCCTTACGGGGAAAGATTTATCGCCGAAAGATCGGCCCG
CGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGG
ACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGC
GTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTGCGGGAAGATAATGACGGTACCGCAAGAATAAGCCCCGGCTAACT
TCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGGTCTTTA
A

ACS43 (419 pb)
TCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGAGATGGATGAGCCCG
CGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGC
GTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGATAATGACGGTAACCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACT
TCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATACTTA
A

11AC3 (458 pb)
ATGGAGGGGGATAACTACTGTGAACGGTAGCTAATACCGCACAACGTCTCACGACCAAAAAGGGGGACCTTCTGGCCTCTTGCC
ATCTGATGTGCCCCGATGGGATTATCTATTATGTGGGGTAAAGGCTCACCTAGGCGACAATCCCTATCTGGTCTGAGAGGATGAC
CCGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCCCACTCCTACGGGAGGCGGCAGTGGGGAATATTGTGCAATGTGCGCAAGCCTGAT
GCGGCCATGCGGCGTGTGTGAAGAAAGCGTTCTGGTTGTAAAGTACTTTTTCCGGGGAGGAAGGTGTTGAGGTTAATAACCTCT
CCAATTGAGGTTACCCGCAGAAAAAACACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGGGCGAGCGTTTATCG
GAATTATTGGGCGTATAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAC

ACS41 (419 pb)
TTTCTACGGAATAACGCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGAGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGGGAAAGGATGAGCCCG
CGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGG
ACTGAGACACGGCCCAAACTCATACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGC
GTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAAGATAATGACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACT
TCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACATTTA
A
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5ACS4-2 (419 pb)
TCTCTACGGAACAACTCCGGGAAACTGGAGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGAAAGATTTATCGGAGATGGATGAGCCCG
CGTTGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGC
GTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCAACGGTGAAGATAATGACGGTAACCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACT
TCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATACTTA
A

LA11 (467 pb)
TAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCG
GCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGA
CGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAG
AGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAA

LA2 (419 pb)
TTGGTTCGGAACAACACAGGGAAACTTGTGCTAATACCGGATAAGCCCTTACGGGGAAAGATTTATCGCCGAAAGATCGGCCCG
CGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGG
ACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGC
GTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTGCGGGAAGATAATGACGGTACCGCAAGAATAAGCCCCGGCTAACT
TCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGGTCTTTA
A

LA32B1 (440 pb)
GGACTCTGGGATAAGCGCTGGAAACGGTGTCTAATACTGGATATGAGCTTTCACTGCATGGTGGGGGTTGGAAAGATTTTTCGG
TCTGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTTACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCATACTGGAGGCAGCTGTGCGGAATATTGCACAATGGGCGGAAGCCT
GATGCAGCAACGCCGCGTGGAGGATGACGGCCTTCGGGGTTGTAAACCTCTTTTAGCAAGGAAGAAGCTTTTGTGACGGTACTT
GCAGAAAAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCACGAGCCGCGGTAATACGTAGGTCGCAAGTGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GAGCTCGTGGACGGTTTGTCGC

LA32A1 (413 pb)
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TTGCTTCGGAACATCTTTCCCCAACTTGTGCTAATACCGGATAAGCCCTTACGGCGAAAGATTTATCGCCGAAAGATCGGCCCGC
GTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAGTTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGGA
CTGAGCCACGATCAAACTCTCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCG
TGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTGCGGGAAGATAATGACGGTACCGCAAGAATAAGCCCCGGCTAACTT

CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGGT

LA35B (446 pb)
TGACTCTGGGATAAGCGTTGGAAACGACGTCTAATACTGGATATGATCACTGGCCGCATGGTCTGGTGGTGGAAAGATTTTTTGG
TTGGGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGT
GACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAATCATACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCT
GATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTTAGTAGGGAAGAAGGGAGCTTGCTCTTGACG
GTACCTGCAGAAAAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGC

LA33A1 (419 pb)
TTGGTTCGGAACAACTCAGGGAAACTTGAGCTAATACCGGATGTGCCCTTCGGGGGAAAGATTTATCGCCATTGGAGCGGCCCG
CGTAGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCTACGATCCTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACATTGGG
ACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATCTTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCATGCCG
CGTGAATGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAATTCTTTCACCGGGGACGATAATGACGGTACCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAAC
TTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGGCGGATAGTT
TA

LA21 (464 pb)
CTGTATGAACCGCATGTTTCCACGAGCAGTATAATAGCGTAGGTCCTTGCAGCGCGTGACACAGCTTTTACCACGAAATGTGATC
TCACGGCGAGTCGCGATCTAGCCTAGTTGCGTGAGGTAACGGCTCACCATGGCGACGATGCGATAGTGCAACCAGAGAGCACG
ATCGCGCGACACTGGGACTGAGCCCTGATCCAACTCTAATACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCT
GAAGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAGGAACAAGTGCTGTTCAAATAGG
GAGTCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGGCCACCAGCCCGCGGTAAATACGCTAGGTGGGCAAG
GCGTTGGTACCGAGAATTAATTGGGGCGATCAAGGGGCTTCGCAG

LA4 (467 pb)

TAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCG
GCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGA
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CGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCAAG
AGTAACTGCTTGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAA

LA10 (458 pb)
GTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGC
TATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATG
ATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTG
ATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCCATTACCTAATACGTG
ATGGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATC
GGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAA

LA8 (458 pb)
GACGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCGGGGGATCGAAAGACCTCGCGC
GGTTGGATGGACCGATGTTCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCGATAGCTGGTCTGAGAGGATG
ATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTG
ATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTATCAGGAGCGAAATACTGCCGGCTAATACCCG
GCGGGGCTGACGGTACCTGAGGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGTTATTTAA

59



