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CARACTERIZACION DE RIZOBIOS AISLADOS DE NODULOS
DE FRIJOL CAUPI, EN SUELOS SALINOS DE CUBA

Characterization of rhizobia isolated from cowpea nodules,
in Cuban saline soils

Ernesto Gomez Padilla’, Beatriz Ruiz-Diez?, Susana Fajardo?,
Bettina Eichler-Loebermann?, Roeland Samson?, Patrick Van Damme?®,
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ABSTRACT. In soils of Cauto River Valley (Granma, Cuba)
affected by salts, six new bacteria isolated from nodules of
Vigna unguiculata (L.) Walp were obtained. The six isolates
were subjected to differents salt levels (0,17- 6,6 dS m'!
of NaCl), pH levels (4,5 - 9) and temperatures (28 - 45 °C)
with the objective to determine their tolerance to these abiotic
stresses. Variation within the 16S rRNA gene, was examined
by amplified 16S rDNA restriction analysis (ARDRA) and
direct sequencing to show genetic diversity. Three isolates
(VIBA-1, VIBA-2 and VIBA-6) achieved similar results
as the control with 2,6 and 3,4 dS m™ of NaCl. All of the
isolates could grow at pH 7 and 9 and got growth until 40 °C,
only two of them (VIBA-4 and VIBA-5) grew at 45 °C.
Phylogeny analysis confirmed the close relationship of one
isolate with Bradyrhizobium liaoningense (VIBA-1) and
four isolates with Bradyrhizobium yuanmingense (VIBA-2,
VIBA-3, VIBA-5 and VIBA-6) and one to Rhizobium
radiobacter (formely Agrobacterium tumefaciens, VIBA-4).
All of them, with the exception of VIBA-4, were able to
nodulate in the plants when they were inoculated. The
survival of these strains in the different abiotic stress
(salinity, alkalinity and temperature), evidenced their
ability to grow under this specific environment. The
findings indicated that under Cuban saline soils there are
Bradyrhizobium strains able to establish symbiosis with
cowpea, but the diversity is still low, being characterized
only two different species able to nodulate.

Key words: Bradyrhizobium sp, molecular identification,
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RESUMEN. A partir de suelos del Valle del Rio Cauto
(Granma, Cuba) afectados por sales, se aislaron seis bacterias
procedentes de nodulos de Vigna unguiculata (L.) Walp.
Los aislados se sometieron a diferentes niveles de sales
(0,17 - 6,6 dS m de NaCl), pH (4,5 - 9) y temperatura
(28 - 45 °C), con el objetivo de determinar su tolerancia a
estos tipos de estrés. La variacion en el gen 16S rRNA, se
examino a través del analisis de restriccion de amplificados
16S rDNA (ARDRA) y secuenciacion directa. Tres aislados,
VIBA-1, VIBA-2 y VIBA-6, mostraron resultados similares
al control (0,17 dSm™) con 2,6 y 3,4 dS m™' de NaCl. Todas
las cepas crecieron a pH 7 y 9 hasta 40 °C, solo dos de ellas
(VIBA-4y VIBA-5) crecieron a45 °C. Elanalisis de filogenia,
confirmé la estrecha relacion de la cepa Bradyrhizobium
liaoningense con el aislamiento VIBA-1, y los aislamientos
VIBA-2, VIBA-3, VIBA-5 y VIBA-6, con la cepa
Bradyrhizobium yuanmingense, y uno de ellos a Rhizobium
radiobacter (formalmente Agrobacterium tumefaciens,
VIBA-4). Todos los aislados con excepcion de VIBA-4,
formaron ndédulos en las plantas cuando fueron inoculadas.
La sobrevivencia de estas cepas en condiciones de estrés
(salinidad, alcalinidad y temperatura), evidencia su habilidad
para crecer bajo estas condiciones ambientales especificas.
Los resultados indicaron que, en un entorno de suelos
salinos de Cuba, existen cepas de Bradyrhizobium que
pueden establecer simbiosis con Caupi, pero la diversidad
de estos microorganismos es aun escasa, debido a que sélo
dos especies lograron nodular la leguminosa.

Palabras clave: Bradyrhizobium sp, identificacion
molecular, nodulacion, salinidad,
tolerancia, Vigna unguiculata
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INTRODUCCION

La salinidad es uno de los principales problemas
en los ecosistemas agricolas en el mundo; cerca
del 50 % del planeta esta afectado por este flagelo (1,2).
Cuba no es la excepcion, ya que se han informado
alrededor de un millén de hectareas de suelos
salinos. El valle del rio Cauto, ubicado en la region
oriental del pais, tiene 228 mil hectareas afectadas
por la salinidad; entre ellos, el 28 % estan clasificados
como fuertemente salinos y el 11 % muy fuertemente
salinos (3). Se han producido numerosos dafios en el
rendimiento de los cultivos, incluso algunas areas de
cultivo han sido abandonadas, causadas por la pérdida
de capacidad de las especies de plantas para crecer
en estos ambientes salinos (3).

Por otro lado, se sabe que la salinidad no solo
perjudica fisiolégica y bioquimicamente a las plantas.
De hecho, las comunidades microbianas, entre ellas las
bacterias rizobios, disminuyen en numero, diversidad
y actividad, cuando los suelos dejan de cultivarse y
cuando se han encontrado las condiciones de estrés
ambiental, como salinidad del suelo, temperatura, pH,
metales pesados (4,5).

En esta situacion, una opcioén natural y ecoldgica
para disminuir el efecto nocivo de las sales, y para
mantener la produccion bajo estrés salino, puede ser la
seleccion e introduccion de plantas o microorganismos
adaptados a estas condiciones (6).

En este sentido, el frijol caupi es una opcion debido
a que es reportada como especie rustica que puede
ser encontrada en ambientes adversos y con tolerancia
a la sequia, alta temperatura, metales pesados y
estrés salino, pero también puede contribuir con
una cantidad apreciable de nitrégeno (150 kg N ha™)
de fijacion simbidtica al ecosistema (7,8). Sin embargo,
el aislamiento de cepas rizobiales nativas adaptadas a
estreses abidticos especificos y capaces de establecer
una simbiosis eficiente con el caupi es una practica
obligatoria en las areas salinas de la provincia Granma
(Valle del Rio Cauto) Cuba, ya que no existen cepas
comerciales para cubrir la inoculacion de Vigna para
estos suelos. Ademas, la inoculacién de semillas
de caupi y plantulas con bradyrhizobios nativos
apropiados, puede garantizar la nodulacioén de la raiz
y el aumento de la produccion de la planta (9).

Este estudio se llevd a cabo con el objetivo de
aislar bacterias rizobiales nativas de suelos salinos,
evaluar la tolerancia al estrés abiotico (solucion
salina, pH y alta temperatura), realizar la identificacion
genética y obtener una coleccién de bioinoculantes de
caupi en suelos salinos del valle del rio Cauto en Cuba.
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MATERIALES Y METODOS

AISLAMIENTO BACTERIANO

Los aislados utilizados en este estudio, se obtuvieron
a partir de nédulos de raices de variedades de Caupi
[Vigna unguiculata (L.) Walp.], cultivadas en suelos
salinos en los municipios de Babiney (con 4,76 dS m™)
de conductividad eléctrica (CE) y Jiguani (5,8 dSm™ EC),
dos localidades del Valle del Rio Cauto (Provincia de
Granma, Cuba). Se utilizaron 12 cepas de referencia
de la coleccion internacional como patrén de control.
Los aislados, los sitios de origen y las cepas de
referencia se describen en la Tabla . El aislamiento de
bacterias se realiz6 a partir de nédulos recuperados
directamente de las variedades de caupi establecidas
en areas experimentales. Los nédulos se desinfectaron
superficialmente con etanol (95 % v/v) durante 30 s,
luego se sometieron a HgCl, 0,1 % (p/v) durante 45 s,
y se lavaron con agua destilada estéril. Los ndédulos
se cortaron y se transfirid un asa llena de células
infectadas al medio sdlido de extracto de levadura
(YEM) (10). Se obtuvieron colonias individuales y
se verificd su pureza mediante rayas repetidas y
examen microscopico. Los aislados se cultivaron
rutinariamente a 28 °C en medio liquido YEM (10). Las
cepas de referencia de colecciones internacionales se
usaron como patron de control (Tabla II).

Tabla I. Supervivencia de aislados obtenidos
a partir de nédulos de raiz de caupi y
cepa bradyrizobios de referencia bajo
condiciones de alta temperatura

Temperatura (°C)?
Cepas
28 37 40 45
VIBA-1 ++ ++ T ]
VIBA-2 + 4 ++ T+ )
VIBA-3 + + + 4+ + + _
VIBA-4 ++ ++ T4
VIBA-5 ++ 44 + 4
VIBA-6 ++ T4 ++ _
Bradyrhizobium
yuanmingense ++ ++ 4+ _

CCBAU 100717

El crecimiento fue representado como -, sin crecimiento; +, buen
crecimiento (40-80 % en comparacion con el control); + +, muy buen
crecimiento (igual al control). (Los valores representan el promedio
de tres experimentos con tres réplicas cada vez). T Tipo de cepa



Cultivos Tropicales, 2017, vol. 38, no. 4, pp. 39- 49

octubre-diciembre

Table . Cepas aisladas de la provincia de Granma y rizobios utilizados como estudios de control, procedencia,
hospedadores originales, grupos ARDRAy caracterizacion genética basada en el gen cromosémico 16S ARNr

Caracterizacion genetica ®

Aislados/especies Origen geografico/Coordenadas * Hospedero original

ARDRA 16S rRNA gene
VIBA-I° Jiguani/20°22.3" 12N, 76°27" 56" W V. unguiculata 1 Bradyrhizobium liaoningense
VIBA-2¢ Babiney/20° 26" 58''N, 76° 32" 15"'W V. unguiculata 2 B. yuanmingense
VIBA-3 Babiney/20° 26" 45"'N, 76° 32" 9"'W V. unguiculata 2 B. yuanmingense
VIBA-4 Jiguani/20°22.3" 53'N 76°27" 45" W V. unguiculata 3 Agrobacterium tumefaciens
VIBA-5 Babiney/20° 26" 38"'N, 76° 32" 35"'W V. unguiculata 2 B. yuanmingense
VIBA-6 Babiney/20° 26" 40"'N, 76° 32" 43"'W V. unguiculata 2 B. yuanmingense
Cepas de referencial
CECT 46517 Meéxico Phaseolus vulgaris 4 Rhizobium etli
CECT 48467 Espaiia Cicer arientinum 5 Mesorhizobium ciceri
CECT 530" Japon Glycine hispida 6 B. japonicum
CIFA ISLU-16 Espafia Lupinus albus 7 Bradyrhizobium. sp. (Lupinus)
CIFA GR-4 Espaia Medicago sativa 8 Sinorhizobium meliloti
NZP 2037 Nueva Zelanda Lotus divaricatus 9 Mesorhizobium loti
CECT 41137 USA Pisum sativum 4 R. pisi
CCMA GH-1 Espafia P, sativum 10 R. leguminosarum bv. Viceae
CCMA HSV-1 Espaia Vicia faba L. 11 R. leguminosarum bv. Viceae
CECT 4116" USA Trifolium praetense 11 R. leguminosarum bv. Trifolii
CCBAU 100717 China Lespedeza cuneata 2 Bradyrhizobium yuanmingense
USDA 76 USA Glycine soja 12 B. elkanii

a Ubicacion geografica de diferentes areas de la provincia de Granma (Cuba)
® Patrones especificos obtenidos a partir de ARDRA de 16S rDNA digerido con endonucleasas Mspl, Hinfl, Ddel y Hhal, respectivamente.
Se asignaron diferentes niumeros para representar a cada grupo ARDRA. El gen 16S ANRr determinado por la comparacion de la

secuencia de nucleétidos completa con la base de datos Genbank

¢Cepas previamente identificadas y empleadas en experimentos de campo (VIBA-1, FJ941843, VIBA-2, FJ941844)

9 CECT, Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo; CIFA, Centro de Investigacion y Formacion Agraria-Las Torres-Tomejil, Sevilla; NZP,
Division of Scientific and Industrial Research, Palmeston North, New Zealand; CCMA, Centro de Ciencias Medioambientales, CSIC;
CCBAU, Culture Collection of Beijing Agricultural University, Beijing, People’s Republic of China; USDA, United States Department of

Agriculture, Beltsville, Md.

CARACTERIZACION FENOTIPICA

Para evaluar su capacidad de tolerancia al estrés
abidtico las cepas VIBA-1, VIBA-2, VIBA-3, VIBA-4,
VIBA-5y VIBA-6ylas cepas de referencia CCBAU 10071
(Bradyrhizobium yuanmingense) se sometieron a sal,
pH y temperaturas extremas (11).

Se uso un cultivo estandar para llevar a cabo los
experimentos (50 ul de cultivo en fase exponencial
sobre 5 ml de cultivo final, diluciéon 1:100). Se colocaron
5 ml de medio YEM liquido estéril en tubos de vidrio
Vimex esterilizados.

Cada cepa se sembro en condiciones estériles y
luego, se colocd en una incubadora a 28 °C y 100 rpm
hasta alcanzar el crecimiento exponencial.
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TOLERANCIA AL ESTRES SALINO

Cada aislamiento se someti6é a 0,17; 2,6; 3,4;
4,2; 5,00; 5,8 y 6,6 dS m"' de NaCl respectivamente
y luego se colocaron en tres tubos de vidrio. El nivel
de NaCl recomendado para los cultivos de Rhizobium
(0,1gL'"=1,7mM = 0,17 dS m" se consider6 como
control (10). El crecimiento microbiano de cada
tratamiento se determiné a 120 h después de
sembrar los cultivos (fase estacionaria) a través de la
densidad optica (medida de absorbancia a 680 nm)
utilizando un espectrofotémetro Spectronic 2000
(Bausch & Lomb).



Ernesto Gémez Padilla, Beatriz Ruiz-Diez, Susana Fajardo, Bettina Eichler-Loebermann, Roeland Samson, Patrick Van Damme /et al. /

TOLERANCIA AL ESTRES DE PH

Los aislados se sometieron a tres tratamientos
de medio YEM de cultivo regulado a pH 4,5, 7 y 9. Se
usaron acido 2,2-dimetilsuccinico (30 mM) y clorhidrato
de tris (50 mM) para obtener soluciones apH 4,5y pH 9,
respectivamente. Los pH se verificaron después del
tratamiento en autoclave y no cambiaron en mas
de = 0,1 unidades. Se sigui6 el crecimiento microbiano
de cada tratamiento como en los ensayos de salinidad.

TOLERANCIA AL ESTRES DE TEMPERATURA

Los aislados se cultivaron en placas de Petri en
medio sélido YEM (10, y se sometieron a 28 (control),
37, 40, 45 °C, en los que se observé su crecimiento
cada 24 horas durante 12 dias (11).

PRUEBA DE NODULACION

Se llevé a cabo una prueba de inoculacién para
evaluar la capacidad de los aislados para formar nédulos
de raices (10). Las plantas de Caupi se inocularon
con todas las cepas nativas, se utilizé un control sin
inoculacioén. Las plantas de semillero se cultivaron en
una camara de crecimiento bajo un fotoperiodo de 14 h
de luz (23 °C)/10 h de oscuridad (20 °C) durante un mes.
Las plantas se regaron con agua destilada esterilizada
durante la primera semana después de la siembra y
con solucién nutritiva sin nitrégeno el resto del tiempo.

CARACTERIZACION MOLECULAR

Aislamiento del DNA genémico

Se empled una coleccién de cepas de rizobios
conocidas como referencia (Tabla II).

Se us6 un asa de cada aislado para inocular 20 ml
de caldo YEM. Después de la incubacién (10), las
células se recogieron, se lavaron dos veces con
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se aislo
el ADN usando el kit de aislamiento de ADN microbiano
UltraClean TM (MOBIO). La concentracion e integridad
del ADN se analizaron mediante electroforesis con
geles de agarosa al 0,8 % y se compararon con
cantidades conocidas de ADN del fago lambda (12).
Ampilificacion por PCR de 16S ADNr

El gen 16S ADNr de todas las cepas se amplifico
por PCR. Los cebadores fD1y rP2 se emplearon a una
concentracion final de 1 uMy se sintetizaron por Genotek
(Espafa). La amplificacion se desarrollé utilizando un
termociclador (Veriti 96 Well, Applied Biosystems) (13).

ANALIsis DE RESTRICCION (ARDRA)

Las endonucleasas de restriccién Mspl, Hinfl, Ddel y
Hhal (New England Biolabs) se usaron en reacciones de
digestién separadas con ADNr 16S amplificado por PCR de
todos los aislados enumerados en la Tabla Il. Se digirié una
porcion de 15 ul de reacciones de amplificacién de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante y los analisis
de restriccion del ADNr 16S amplificado (ARDRA) (13).
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Secuencia be ADNR 16S

Las secuencias de productos de PCR se obtuvieron
con un secuenciador ABlI PRISM 3700 (Applied
Biosystems) usando los sistemas de ciclo Taq Dyedeoxi
Terminator (Automatic Sequencing Service SAAD, CIB,
CSIC, Madrid). Se usaron 14 pul de producto de PCR para
reacciones de secuenciacion y 1,4 ul de los cebadores
1050R, 800R, 800F e IRF1 a 5 yM (12). La secuencia
de cada aislado se determin6 mediante alineamientos
por pares utilizando el analisis Clustal W. Las secuencias
de similitudes fueron identificadas y analizadas por el
programa BLASTN en el servicio de red del GeneBank
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los valores de
porcentaje de similitud con respecto al gen 16S rRNA se
calcularon mediante alineaciones multiples de Clustal W
(http://www.npsa-pbil.ibcp.fr/) (13).

ANALISIS FILOGENETICO

Los analisis filogenéticos se realizaron utilizando
el programa MEGA version 4 (14). El arbol filogenético
se construy6 utilizando el método de union de vecinos
basado en el modelo de distancia de dos parametros de
Kimura (15). Para evaluar el soporte relativo para cada
grupo taxondémico, los valores de arranque (bootstrap)
se calcularon a partir de 1,000 analisis replicados.

DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Los experimentos se organizaron en disefios
completamente aleatorizados y se repitieron al menos
dos veces, con tres repeticiones cada vez. Los datos de
tolerancia al estrés salino y a los experimentos de estrés
por pH se analizaron mediante un analisis de varianza
simple (p<0,05). Las medias de cada tratamiento
se compararon usando la prueba de Tukey (16).
Todos los analisis estadisticos se realizaron con
Statistica para Windows, version 10 (17).

RESULTADOS

CARACTERIZACION FENOTIPICA

Todos los aislados fueron Gram negativos y se produjo
una cantidad considerable de polisacaridos en VIBA-2.
El periodo de crecimiento de las cepas fue diferente,
VIBA-1 comenzé a crecer al quinto dia después de la
siembra, y por lo tanto tomé el periodo de tiempo mas largo.
El resto de las cepas mostraron un crecimiento intermedio en
el rango de tres o cuatro dias (datos no mostrados).

TOLERANCIA AL ESTRES SALINO

Elaumento de la concentracion de salinidad en el medio
de cultivo indujo una reduccién significativa del crecimiento
en las cepas, particularmente para niveles superiores
a4,2dSm", donde los valores de absorbancia disminuyeron
con el aumento de la concentracion de sal (Figura 1).
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Los aislados VIBA-1 y VIBA-2 mostraron el mayor
crecimiento en el rango de 2,6 a 3,4 dS m™ de NaCl,
con resultados similares al control. El crecimiento de
todas las cepas se redujo significativamente con 4,2
dS m de NaCl.

Por otro lado, CCBAU 10071 (Bradyrhizobium
yuanmingense) revelé un mayor crecimiento
que el nivel de salinidad de control (0,17 dS m™)
a 2,6 dS m™ de NaCl. Incluso esta cepa alcanzé un
crecimiento similar al control con los niveles mas
altos de sal (6,6 dS m™) (Figura 1). Esta cepa podria
considerarse la mas tolerante al estrés salino.

TOLERANCIA AL ESTRES DE PH

Ninguna de las cepas pudo crecer a pH 4,5.
El crecimiento de los aislados, VIBA-1, VIBA-2,
VIBA-3 y VIBA-6 aumenté significativamente a pH 7 en
comparacién con pH 9. Sin embargo, VIBA-4, VIBA-5
y la cepa de referencia CCBAU 10071 fueron similares
para ambos niveles de pH, incluso este ultimo, tuvo la
tendencia a crecer mejor en pH 9 (Figura 2).

TOLERANCIA AL ESTRES DE TEMPERATURA

Todos los aislamientos, incluida la cepa de
referencia, podrian crecer hasta 40 °C a la misma
velocidad que 28 °C (TablaI). Las excepciones fueron
VIBA-4 y VIBA-5, que crecieron a 45 °C aunque a
menor velocidad. Estos resultados sugieren una muy
buena adaptacién de estos aislamientos a las altas
temperaturas que son caracteristicas de las areas
donde se aislaron las bacterias.

dSm’!
1,40 -

Absorbance (680 nm)

VIBA-1

VIBA-2 VIBA-3

10,17 ®26 34

VIBA-4
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PRUEBA DE NODULACION

La inoculacion de las plantas con VIBA-1, VIBA-2,
VIBA-3, VIBA-5 y VIBA-6, indujé la formacién de
nodulos lo que indica que estas cepas pertenecen
a la familia Rhizobiaceae. Ademas, el color rosado
dentro de los nédulos reveld su actividad de fijacion
de nitrégeno, debido a la presencia de leghemoglobina
en la zona infectada (18). Sin embargo, VIBA-4 no fue
capaz de inducir la nodulacion en las tres ocasiones
en que se realizo el experimento.

CARACTERIZACION MOLECULAR

Analisis de restriccion del ADNr 16S amplificado
(ARDRA)

El 16S ADNr de cada aislado y las cepas de
referencia se amplificaron produciendo una banda
caracteristica de 1,500 pb. El analisis de restriccion
mostrd de cuatro a ocho patrones para cada enzima
utilizada (no se muestran los patrones de restriccion).
Se obtuvieron doce genotipos ARDRA (1-12), que
representan las diferentes combinaciones de patrones
de restriccion, de todas las cepas investigadas (Tabla II).

TiPo DE CEPA

Los seis aislados de caupi se clasificaron en tres
genotipos diferentes de ADNr. VIBA-2, VIBA-3, VIBA-5
y VIBA-6 exhibieron el mismo patrén de genotipo que
Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071 (TablaTl),
mientras que los genotipos de VIBA-1 y VIBA-4
no coincidieron con ninguna cepa de referencia.
Utilizando los resultados de referencia ARDRA, se
realizd la determinacion de las secuencias del gen
16S ADNr para lograr la afiliaciéon de la especie y su
identidad genética.

VIBA-5 VIBA-6 Cepa control

B. yuanmingense

[ 5 58 m66 dS.m’! (CCBAU 10071)

Las barras verticales (I) indican Intervalos de confianza para 1-0=0,05 1-0=0,05 y n=3
Figura 1. Efectos de diferentes concentraciones de sal (NaCl), medio liquido levadura-manitol, sobre el

crecimiento de cepas
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1,20 4

1,00 4

o

[r2)

o
L

0,60 +

Absorbance (680 nm)

o

=

(=]
L

0,20 +

0,00 -

VIBA-1 VIBA-2 VIBA-3

VIBA-4
mpH7 mpH9

VIBA-3 VIBA-6 Cepa control

B. yuanmingense
(CCBAU 10071)

Las barras verticales (l) indican Intervalos de confianza para 1-a = 0,05y n =3
Figura 2. Efecto de diferentes niveles de pH sobre el crecimiento de cepas en medio liquido levadura-manitol

16S ANALISIS DE SECUENCIA DE ADNR

Las secuencias se introdujeron en la base de
datos GeneBank con los siguientes numeros de
acceso: FJ941843, VIBA-1; FJ941844, VIBA-2;
FJ941845, VIBA-3; GU784791, VIBA-4; GU784792,
VIBA-5y VIBA-6. Las alineaciones llevadas a cabo con
alineaciones multiples Clustal W Multiple Alignments
comprendian todas estas nuevas cepas y empleaban
1434 nucledtidos de VIBA-1, 1279 de VIBA-2,
1252 de VIBA-3, 1432 de VIBA-4y 1261 de VIBA-5y 6.
El analisis Blast N revel6 que todos los aislamientos
pertenecian a linajes rizobiales de a-Proteobacteria.
La cepa cercana a VIBA-1 con una homologia del
99,80 % fue Bradyrhizobium liaoningense LYG2,
(numero de acceso DQ497619), mientras que la
especie tipo/cepa mas cercana fue B. liaoningense
USDA 3622 (acceso AF208513) con un 99,70 %
de similitud. Los aislamientos VIBA-2 y VIBA-3
presentaron una similitud de 99,90 y 99,80,
respectivamente, con Bradyrhizobium yuanmingense
TSC10 (FJ540961), mientras que la homologia con la
especie tipo/cepa B. yuanmingense CCBAU 10071
(AF193818) fue 99,53 y 99,52 %, respectivamente.
De la misma manera, VIBA-5y 6 presentaron 99,30 %
de similitud con Bradyrhizobium yuanmingense M11
(nimero de acceso AB601666) y una homologia
de 98,95 % con la especie tipo/cepa
Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 10071,
(nimero de acceso AF193818). Por otro lado, VIBA-4
tuvo una cercania del 100 % con Agrobacterium sp. JS71
(numero de acceso AY174112) y 99,10 % con el tipo
de especie/cepa Rhizobium radiobacter (anteriormente
Agrobacterium tumefaciens) NCPPB2437 (numero de
acceso D14500).
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ANALISIS FILOGENETICO

El analisis filogenético indicéd una relacién
evolutiva entre los aislamientos y la coleccion de cepas
mas importante (Figura 3).

La cepa VIBA-1 se localizé en la misma
rama con la especie tipo/cepa Bradyrhizobium
liaoningense, USDA 3622, mientras que VIBA-2,
VIBA-3 y VIBA-5 y 6 se localizaron en la misma
rama de Bradyrhizobium yuanmingense,CCBAU 10071,
que es similar a los resultados del genotipo ARDRA.

DISCUSION

El hecho de que las cepas nativas crecieron en
medio de cultivo salino (6,6 dS m™' de NaCl) implica
algunas caracteristicas de adaptaciéon al estrés
salino, aunque su crecimiento fue obviamente menor
que la especie tipo/cepa CCBAU 10071. De hecho,
la tolerancia a la sal de estas cepas fue menor que
en otros informes, incluso se aislé de los mismos
suelos cubanos notificados como altamente salinos
(Babiney con EC 4,76 dS m™) y muy altamente salinos
(Jiguani 5,8 dS m™) (19). Con respecto a las especies
de rizobios, se ha documentado el alto nivel de
tolerancia a la sal de Phyllobacterium myrsinacearum,
que puede crecer a un 2,5 a 3 % de salinidad (11).
Mientras que Mesorhizobium ciceri (cepa GA-2) y
Ensifer (Sinorhizobium) meliloti (cepas AFL-2 y AFL-3)
crecieron a 1,5y 2 % de los niveles de sal, al contrario
que Bradyrhizobium liaoningense y Bradyrhizobium
canariense, mostrando un verdadero desarrollo solo
al 0,1 % del nivel de sal (11).
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Mesorhizobium ciceri UPM-Ca7T (U07934)
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s
97

7
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inorhizobium medicae A3217 (L39882)

Sinorhizobjum fredii ATCC 35423T (AY260149)
100{ Sinorhizobium xinjiangense CCBAU110T (AF250354)

— Rhizobium gallicum R602spT (U86343)

Rhizobium pisi DSM 10327 (AY509899)

Rhizobium phaseoli ATCC 144827 (EF141340)
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Rhizobium leguminosarum USDA 23707 (U29386)
Rhizobium thizogenes ATCC 113257 (AY943955)
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Methylobacterium nodulans ORS1924T (AF220762)
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Bradyrhizobfum japonicum ATCC10324T (U69638)
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Bradyrhizobfum yuanmingense CCBAU 100717 (AF193818)
86| VIBA-2 (FJ941844)
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VIBA-5=6
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Valores de bootstrap basados en 1000 respuestas (solo se muestra> 50 %). Escala, 2 nt de sustitucion / 100 nt

Figura 3. Arbol filogenético derivado de la alineacién de 1484 pb del gen 16S rDNA de los tipos de cepas

aislados y los mas representativos

Sin embargo, Bradyrhizobium japonicum (E109)
puede crecer en medios con concentraciones de NaCl
de hasta 75 mM, lo que demuestra que la sensibilidad
a la sal en esta especie se ve afectada por la fase de
crecimiento del cultivo y el tipo de prueba utilizada
para medir la tolerancia a la sal (20,21)

Otro tipo de estrés ampliamente conocido
es la variaciéon del pH (acido o alcalino), que
puede provocar danos en las bacterias rizobiales,
principalmente en la supervivencia, la capacidad de
infeccion y su diversidad (11,22). Nuestros resultados
confirman estos hallazgos previos; debido a que
las cepas no fueron capaces de desarrollarse en
medio acido (pH 4,5), pero al contrario, todos los
aislados crecieron en condiciones alcalinas (pH 9).

Aunque estos resultados parecen ser la tendencia, las
bacterias rizobiales adaptadas a ambientes acidos,
como Bradyrhizobium canariense, aislado de suelos
acidos de Espafia (pH 5,3 y 4,8), han sido informadas
por otros autores (11). Ademas, hay informes para
la adaptacién de rizobios a condiciones alcalinas
también; incluso los aislados tienen la tendencia a
ser mas tolerantes a la alcalinidad que la acidez (22).
Sin embargo, hay diferencias entre los géneros. Varios
informes revelaron que Bradyrhizobium sp., es mas
tolerante a los acidos que Rhizobium sp. Sin embargo,
también se ha demostrado su capacidad para crecer en
medio alcalino (23,24). Apesar de ello, se han encontrado
y caracterizado cepas de Bradyrhizobium con tolerancia
a pH 11 (25), mientras que otras, obtuvieron crecimiento
en la mayoria de los aislamientos a pH 9 y unas pocas
cepas alcanzaron su desarrollo a pH 4 (11).
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Una posible explicacién de la tolerancia a la
acidez o alcalinidad se basa en la capacidad del
microsimbionte para mantener el pH interno cerca
de la neutralidad, que podria estar relacionado con
la exclusion de protones, aumentar la capacidad
del tampdn citoplasmatico y mantener altas
concentraciones de potasio y glutamato. (26,27).
Sin embargo, el crecimiento demostrado de estas cepas
a pH alcalino es una buena respuesta ya que los suelos
del valle del rio Cauto son ligeramente alcalinos (9).

Por otro lado, los resultados de las variaciones
de temperatura indican que las cepas no solo tienen
la capacidad de desarrollarse en ambientes salinos y
variaciones de pH, sino que también tienen capacidad
para soportar altas temperaturas. La adaptacién a alta
temperatura de estas cepas puede estar relacionada
con la region donde fueron aisladas, que tiene largos
periodos de sequia y altas temperaturas (28,29),
siendo esta una buena caracteristica, con el fin
de obtener una mejora del proceso simbidtico en
plantas de caupi (30-32). Asimismo, otros autores
han encontrado una alta variabilidad en la capacidad
de crecimiento con temperaturas superiores a 35 °C,
aunque la tendencia fue a disminuir en el nimero de
células (30,33).

Los resultados de esta experiencia fueron
similares a los obtenidos por otros investigadores, que
aislaron y caracterizaron Bradyrhizobium sp. cepas de
Centrosema sp., que crecieron a 40 °C (29).

En este estudio, logramos el aislamiento de cuatro
cepas nativas de Bradyrhizobium a partir de ndédulos
de plantas de caupi cultivadas en suelo afectado
por estrés salino. Sin embargo, solo dos especies
diferentes fueron representadas por las cepas de
Bradyrhizobium aisladas, que se obtuvieron a partir
de la secuencia de 16S ADNTr. El aislado VIBA-1 se
localizé en especies de Bradyrhizobium liaoningense,
mientras que VIBA-2, VIBA-3, VIBA-5 y VIBA-6
en especies de Bradyrhizobium yuanmingense.
Sin embargo, VIBA-4 se identificd como R. radiobacter
(anteriormente Agrobacterium tumefaciens).

El hecho de que solo se encontraron dos especies
de Bradyrhizobium en nuestra investigaciéon muestra
una baja diversidad del género Bradyrhizobium en
esta region. La reduccion de la poblacion bacteriana
en suelos salinos puede atribuirse al escaso uso de
especies leguminosas (29-33). La busqueda y seleccién
de nuevos aislamientos representados por un numero
mayor de especies rizobiales es necesaria para mejorar
las poblaciones bacterianas y la calidad de la simbiosis.
La especie Bradyrhizobium liaoningense se aislo
inicialmente de las plantas de soja (34), mientras que
Bradyrhizobium yuanmingense se aislé de los nédulos
de Lespedeza (35). Esto mostré la capacidad de formar
nédulos en Medicago sativa'y Melilotus albus, mientras
que no fue posible encontrar nédulos en la soja.
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Sin embargo, se ha encontrado que
B. yuanmingense es capaz de infectar raices y establecer
simbiosis en plantas de caupi, en contraste con
B. liaoningense que no fue capaz de producir nédulos (36).
En Cuba, estas especies no han sido reportadas
en plantas de caupi cultivadas bajo condiciones
de suelo salino. Sin embargo, B. liaoningense y
B. yuanmingense se han aislado de suelos salinos,
alcalinos y sddicos en seco (37,38).

También se aislé una cepa de Rhizobium radiobacter
(anteriormente Agrobacterium tumefaciens, VIBA-4) de
los nédulos muestreados; sin embargo, este aislado no
fue capaz de formar estructuras nodulares en plantas
de caupi cuando éstas fueron inoculadas nuevamente.
Esta especie también ha sido aislada de nédulos de
Retama sphaerocarpa (11); sin embargo, las cepas
de A. tumefaciens pierden la capacidad de formar
nodulos, lo que indica que este tipo de cepas puede
pertenecer a una procesion de bacterias endofiticas
que se deslizan en nédulos para proteccién (39, 40).

Varios hallazgos han reportado la presencia de otros
microorganismos en los nédulos como proteobacterias
no simbidticas, bacterias desnitrificantes, patégenas 'y
fototropicas de numerosos géneros entre los que se
encuentra el Agrobacterium (11,41,42). Del mismo
modo, aislados de las cepas de Agrobaterium se
obtuvieron de nédulos de diferentes leguminosas, pero
la mayoria de las cepas aisladas de Agrobacterium no
pudieron nodular en sus hospederos originales, debido
a que no se hibridaron con sondas génicas nif y nod
al verificar que no eran bacterias simbidticas. (43-45).
No obstante, otros autores han informado que algunas
cepas de Agrobacterium podrian formar nédulos
efectivos en algunas plantas leguminosas (46-48).

La especie Bradyrhizobium yuanmingense
utilizada en los experimentos fue aislada en primer
lugar de los nddulos de Lespedeza cuneata en el
norte de China (36). Esta especie se ha aislado en una
amplia gama de regiones de temperatura, regiones
secas y calidas del sudeste asiatico y el sur de Africa,
asi como de diferentes plantas hospedadoras. Por
esta razon, esta cepa se ha utilizado como referencia
para identificar nuevos aislamientos, asi como para
investigar la adaptacién de cepas en condiciones de
estrés, debido a sus caracteristicas tolerantes y su facil
adaptacion a bajas y altas temperaturas, pH diferente
y estrés hiperosmatico (49 -52).

Por ultimo, los resultados demostraron que en
los suelos afectados por la sal del valle del rio Cauto,
existen cepas nativas de Bradyrhizobium capaces de
crecer bajo diferentes condiciones de estrés como la
salinidad, el pH y la temperatura alta. Esto significa
la posibilidad de utilizar nuevos inoculantes de cepas
adaptadas a estas condiciones ambientales y mejorar
la fijacién simbiotica de nitrégeno en caupi (9).
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Ademas, el hecho de que solo se encontraron
dos especies de bradirizobios (B. yuanmingense y
B. liaoningense) pone énfasis en la necesidad de
encontrar y caracterizar nuevas cepas de rizobios de
los suelos salinos del Valle del rio Cauto con el fin de
aumentar la diversidad.

CONCLUSIONES

¢ Se aislaron y caracterizaron seis cepas de rizobios
de los géneros de Bradyrhizobium a partir de
ndédulos de frijol cultivado en suelos salinos del
valle del rio Cauto. Bradyrhizobium liaoningense y
Bradyrhizobium yuanmingense fueron las especies
representativas, que se informaron por primera vez
en estas éareas.

+ Las cepas mostraron buenas respuestas a diferentes
estreses abidticos (salinidad, alta temperatura
y pH alcalino) que sefialan su adaptacion a las
condiciones ambientales.

¢ La creacion de la primera coleccion de cepas de
Bradyrhizobium adaptadas a los suelos del valle
del rio Cauto es un importante éxito para lograr
nuevos inoculantes para mejorar la fijacion del
nitrégeno simbidtico y, en consecuencia, mejorar
el rendimiento de las plantas de caupi.

+ Esta investigacion es un paso mas alla para
obtener nuevos bioinoculantes/biofertilizantes para
dinamizar los suelos salinos cubanos y contribuir al
desarrollo de la agricultura organica en esta region.
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