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RESUMEN

Cicer canariense es un endemismo de La Palma y Tenerife (Islas Canarias). La caracterizacién de las bac-
terias que nodulan esta leguminosa en el Parque Nacional de la Caldera de Taburiente y dos localidades
en el entorno noroeste y sur del Parque indica que C. canariense es una leguminosa promiscua nodulada
por rizobios genética y filogenéticamente muy diversos. Estos rizobios pertenecen a nueve grupos ge-
némicos que representan distintas especies o genospecies del género Mesorhizobium. Algunos grupos
presentan una amplia distribucién dentro y fuera del Parque, mientras otras se detectaron exclusiva o
predominantemente en una localidad. Las genospecies denominadas M. tianshanense-subgrupo, y M.
caraganae-1'y M. caraganae-II fueron las mayoritarias y representan nuevas especies para el género. Al-
gunos genotipos minoritarios son también nuevas especies. Asociados a estos mesorizobios se encon-
traron tres linajes distantes de genes simbiéticos que representan diferentes simbiovares (sv): sv. loti
(caracteristico de rizobios que nodulan Lotus spp.), sv. ciceri (caracteristico de los rizobios de C. arieti-
num) y un simbiovar nuevo especifico de C. canariense. Curiosamente, el sv. loti es el mds ampliamente
distribuido entre las genospecies de rizobios que nodulan C. canariense. La evaluacién de la eficacia
simbiética con cepas de distinto fondo cromosémico (distintas genospecies) y diferente simbiovar mues-
tra gran variabilidad en el desarrollo de las plantas. En general, las cepas del sv. loti producen el mejor
desarrollo de las plantas, aunque la eficacia varia dependiendo del fondo cromosémico. Las cepas de
la especie Mesorhizobium tamadayense y el sv. loti fueron las mads eficaces.
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GENETIC DIVERSITY OF RHIZOBIA NODULATING
CICER CANARIENSE IN CALDERA DE TABURIENTE
NATIONAL PARK AND THEIR EVALUATION
AS BIOFERTILIZERS

SUMMARY

Cicer canariense is endemic to La Palma and Tenerife islands. Characterization of the bacteria nodulating
this legume in soils of Caldera de Taburiente National Park and two locations in the northwest and
south of the Park showed that C. canariense is a promiscuous legume nodulated by rhizobia genetic and
phylogenetically diverse. These rhizobia belong to nine genomic groups which correspond to species
or genospecies of genus Mesorhizobium. Some species have a wide area of distribution inside and outside
the Park, while others were detected exclusively or predominantly in one location. The genospecies ca-
lled M. tianshanense-subgroup, and M. caraganae-I and M. caraganae-1I were majority and they could
constitute new species of the genus. Some minority lineages are also new species. It was found associa-
ted with these mesorhizobia three distant symbiotic lineages, representing different symbiovars (sv.):
sv. loti (characteristic of the Lotus-rhizobia.), sv. ciceri (characteristic of C. arietinum rhizobia) and a
novel symbiovar specific to C. canariense. The sv. loti is the most widely distributed among the rhizobial
genospecies nodulating C. canariense. The evaluation of the symbiotic effectiveness with strains from
different chromosomal background (different genospecies) and symbiovars showed large variability
in the plant development. In general, sv. loti strains produced the best growth of plants, although the
efficacy varied depending on the chromosomal background. Mesorhizobium tamadayense sv. loti strains
were the most effective.
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INTRODUCCION

El suelo como fuente de microorganismos
beneficiosos para las plantas

El suelo, es una matriz viva que alberga gran parte
de la diversidad microbiana del Planeta. Un solo
gramo de suelo puede contener hasta 10" microor-
ganismos (TORSVIK et al. 1996) y se estima que tan
solo un 1% de esos microorganismos pueden ser
cultivados en medios artificiales y caracterizados.
Este hecho implica, que la mayor parte de la mi-
crobiota de los ecosistemas eddficos sigue aun
siendo una incégnita. Es la presencia de microor-
ganismos y la interaccién de los mismos entre si'y
con elementos del suelo los responsables de pro-
cesos tan importantes como el mantenimiento de
la vida vegetal. Aunque algunos microorganismos
que viven en el suelo son patégenos, muchos otros
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son beneficiosos para el desarrollo de las plantas.
Uno de los ejemplos mds claros y conocidos son
los hongos micorricicos que participan activa-
mente en la nutricién mineral de las plantas (SI-
MARD & DURALL 2004). Pero ademds, el suelo
contiene un alto ntimero de bacterias beneficiosas
para el crecimiento vegetal que viven en intimo
contacto con la rizosfera de la planta y se denomi-
nan rizobacterias promotoras del crecimiento ve-
getal o PGPRs (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) (LUGTENBERG & KAMILOVA
2009). Estas bacterias, por diversos mecanismos,
directos o indirectos, estimulan el crecimiento ve-
getal. Algunas bacterias rizosféricas mejoran indi-
rectamente el crecimiento de las plantas al
producir moléculas que inhiben el crecimiento de
microorganismos fitopatégenos (ESSALMANI &
LAHLOU 2003). Actividades de enzimas bacteria-
nas como la 1-aminociclopropano-1-carboxilato
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desaminasa (ACCd), capaz de disminuir en el te-
jido vegetal los niveles perjudiciales de etileno
ayudan a las plantas a aliviar estreses biéticos y
abiéticos (GLICK 2005; GLICK et al. 2007). Otras
bacterias en la rizosfera estimulan directamente el
crecimiento vegetal al sintetizar fitohormonas
como el 4cido indol-3-acético (AIA) (ASGHAR et
al. 2002; CHAINHARN & LUMYONG 2011), o
bien mejoran el estado nutricional de la planta
(CARSON et al. 2000) favoreciendo la captacion de
nutrientes esenciales como el fésforo (RICHARD-
SON et al. 2009; PATEL et al. 2010), el hierro (LUG-
TENBERG & KAMILOVA 2009) o el nitrégeno
(MASSON-BOIVIN et al. 2009).

Una de las interacciones mds estudiadas y mejor
conocidas es aquella que ocurre entre un conjunto
de bacterias del suelo, conocidas como “rizobios”,
y las raices de las plantas leguminosas. Esta inte-
raccién culmina en una endosimbiosis en la que
los rizobios desencadenan la formacién de nédulos
radicales donde estas bacterias son capaces de fijar
el dinitrégeno atmdsférico (Na), es decir, reducirlo
hasta amonio, que luego es transportado hasta la
planta haciéndola, por tanto, independiente de
aporte externo de nitrégeno. La importancia de
esta simbiosis queda constatada por el hecho de
que el nitrégeno es uno de los principales factores
limitantes para el desarrollo vegetal. Merece la
pena sefialar que aunque la fijacién biolégica del
nitrégeno (FBN) puede ser llevada a cabo por bac-
terias en vida libre, la realizada por los rizobios en
simbiosis con leguminosas es la principal entrada
de nitrégeno a los ecosistemas. Se estima que del
total de las aproximadamente 275 millones de to-
neladas de nitrégeno fijado globalmente al afio
(considerando FBN, fijacién abidtica e industrial),
la FBN genera 175 millones de toneladas, y de
ellas, un 65 % proviene de la simbiosis de los rizo-
bios con las leguminosas (CANFIELD et al. 2010).

La leguminosa: Cicer canariense

Cicer canariense (SANTOS & LEWIS, 1985) es una
especie de garbanzo salvaje (“la garbancera cana-
ria”) endémico de las islas Canarias. Aunque se
han detectado pequefias poblaciones de C. cana-
riense en dos localidades de Tenerife (SANTOS &
LEWIS 1985; HERNANDEZ 1996), la mayoria y

m4s numerosas se encuentran en La Palma (SAN-
TOS & LEWIS 1985). Las poblaciones de esta le-
guminosa se localizan en el piso bioclimatico
mesocanario seco, caracteristico de los bosques de
pino canario (Pinus canariensis), aunque en esta
franja tiende a buscar las dreas mds himedas.
Dentro del Parque de La Caldera de Taburiente,
las poblaciones naturales que se han datado ocu-
pan regiones cercanas a pequefios arroyos, entre
los 500 y 1450 metros de altitud (SANTOS &
LEWIS 1985). En el sotobosque del pinar, C. cana-
riense comparte el habitat con otras plantas que
incluyen otras leguminosas como Adenocarpus
viscosus, Chamaecytisus proliferus ssp. palmensis y
calderae o Lotus campylocladus ssp. hillebrandii, po-
siblemente la especie acompanante mds abun-
dante. Esta leguminosa perenne es la tnica
especie del género Cicer en las Islas. Las poblacio-
nes naturales de C. canariense estdn muy fragmen-
tadas y contienen un bajo nimero de individuos,
una situacién por la cual ha sido catalogada como
“en peligro” en la Lista Roja de la Flora Vascular
Espariola” (MORENGO, J.C. 2008). Aunque mds re-
cientemente, el Gobierno de Canarias rebajé el
grado de amenaza a “Especie de interés para los
ecosistemas canarios” (Ley 4/2010, de 4 de junio,
Catdlogo de especies protegidas, BOC 112, 2010),
sin embargo, en el “Catdlogo espafiol de especies
amenazadas” (R.D. 139/2011, de 4 de febrero,
BOE, 2011) estd recogida como especie “vulnera-
ble”. Los herbivoros (conejos, cabras y arruis) han
sido probablemente la amenaza mds importante
que han tenido las poblaciones de C. canariense
(GARZON-MACHADO et al. 2010).

El microsimbionte: los rizobios

Rizobio es el término general que se usa para de-
signar a las bacterias que establecen la simbiosis
fijadora de nitrégeno con las leguminosas. Bajo
este término, sin embargo, se engloba actual-
mente a una gran variedad de bacterias gramne-
gativas que pertenecen a distintos géneros que se
distribuyen en varias familias. A pesar de ser las
leguminosas una de las familias mds numerosas
de plantas, con casi 20.000 especies, hasta hace
unos afos s6lo unas pocas, principalmente las de
interés agricola, habian sido estudiadas respecto
a sus rizobios simbiontes. En las dltimas décadas
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estos estudios se han ampliado a un gran ndmero
de especies y de regiones geograficas. Este hecho,
conjuntamente con el uso de técnicas molecula-
res, ha revelado la existencia de una enorme di-
versidad rizobiana y ha permitido la descripcién
de nuevas especies y géneros de rizobios, condu-
ciendo a profundos cambios en su taxonomia. Ac-
tualmente existen unas 100 especies de rizobios
en cinco géneros, Rhizobium, Azorhizobium,
Sinorhizobium, Mesorhizobium y Bradyrhizobium
(BERRADA & FRIKRI-BENBRAHIM 2014) perte-
neciente a cuatro familias diferentes de Alphapro-
teobacterias (GARRITY 2001): Rhizobiaceae,
Phyllobacteriaceae, Bradyrhizobiaceae e Hyphomicro-
biaceae. Estas nuevas Familias tienen la particula-
ridad de incluir junto con los rizobios a otras
bacterias no fijadoras de nitrégeno. Uno de los he-
chos mds sorprendente en los tltimos afios ha
sido el aislamiento a partir de nédulos radicales
de leguminosas de bacterias simbiéticas con ca-
racteristicas muy diferentes a los géneros “clasi-
cos” de rizobios antes mencionados. Estos
“nuevos rizobios” pertenecen a géneros que no
s6lo se encuadran en otras ramas de a-Proteobac-
teria (Methylobacterium; Blastobacter; Ochrobactrum,
Microvirga, etc) JOURAND et al. 2004; ARDLEY
et al. 2012) sino, adn menos esperado, dentro de
las Betaproteobacteria (Burkholderia, Ralstonia, etc)
(MOULIN et al. 2001; GYANESHWAR et al. 2011).

Una taxonomia polifdsica, que combina datos
morfolégicos, fisiolégicos, genéticos y filogénicos,
ha sido la responsable de esta nueva clasificacién,
aunque sin duda, los datos derivados del anélisis
filogenético de secuencias del genoma han sido
los mds relevantes. La secuenciacién del gen que
codifica el ARN ribosémico 16S supuso una revo-
lucién en taxonomia bacteriana y continua siendo
uno de los minimos estandares para la designa-
cioén de especies en los procariotas. Por ello, ha
sido comtn establecer clasificaciones de procario-
tas basandose tinicamente en el andlisis de este
Gnico gen, una préctica que tiene sus problemas.
Uno de los principales inconvenientes es que al
tratarse de secuencias muy conservadas no per-
mite discriminar entre especies préximas. Ade-
mds, en algunos procariotas, incluidos los
rizobios, se ha demostrado la existencia de recom-
binacién en este gen debido a fenémeno de trans-
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ferencia horizontal, lo que distorsiona las relacio-
nes filogenéticas. Por todo ello, no es adecuado
describir especies sobre la base de un solo gen
sino que se hace necesario contrastarlo con otros
genes de copia tinica que se localicen en diferen-
tes posiciones en el cromosoma bacteriano. Du-
rante la dltima década, el esquema evolutivo
derivado de los genes ribosémicos se ha contras-
tado con el de secuencias de genes codificadores
de proteinas esenciales implicadas en procesos
como la multiplicacién y metabolismo celular
(recA, atpD, dnaK, glnll, gyrB o rpoB) denomina-
dos genes ‘housekeeping’. Estos genes, que tienen
una tasa de evolucién mayor que el ADNr 16S,
producen filogenias altamente resueltas que per-
mite una mejor delineacién de las especies
(GAUNT et al. 2001; VINUESA et al. 2005; MAR-
TENS et al. 2008). En los tiltimos afios, la descrip-
cién de nuevas especies se apoya en los datos de
estas secuencias, usadas bien en filogenias de
genes individuales o principalmente, constru-
yendo filogenias basadas en la concatenacién de
secuencias de varios genes, una técnica conocida
como multilocus sequence analysis (MLSA) que
tiene un gran poder para discriminar las distintas
especies dentro de un género (VINUESA et al.
2005; MARTENS et al. 2008; RAMIREZ-BAHENA
et al. 2012). Estos genes tampoco estdn exentos de
problemas y se hace necesario elegir los mejores
de acuerdo al grupo que se estd analizando
(RIVAS et al. 2009; PEREZ-YEPEZ et al. 2014).

Los rizobios como bacterias simbiéticas portan
ademads de los genes esenciales, otro grupo de
genes accesorios, los genes simbiéticos. Estos
genes se localizan en elementos genéticos trans-
feribles por fenémenos de transferencia horizon-
tal, por lo que tienen una historia evolutiva
diferente a los genes cromosémicos esenciales y
no son ttiles en taxonomia. Ahora bien, la filoge-
nia de algunos genes de nodulacién correlaciona
muy bien con el rango de leguminosas hospeda-
doras (DOVER et al. 1994; HAUKKA et al. 1998),
y por ello, especialmente n0dC, se usan para des-
cribir los diferentes simbiovares (variantes sim-
bidticas con un rango especifico de leguminosas
hospedadoras) que puedan existir dentro de una
misma especie de rizobio o entre especies distin-
tas (RIVAS et al. 2006; LEON-BARRIOS et al. 2009;
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LORITE et al. 2010; ARMAS-CAPOTE et al. 2014).
Esto es de interés porque nos ayuda a prever las
leguminosas que podran ser noduladas por un
genotipo simbidtico rizobiano.

La simbiosis Cicer-rizobio.

El género Cicer (Leguminosae, Cicerae) incluye 44 es-
pecies que tienen su centro de diversidad en el su-
reste asidtico con algiin representante en
Marruecos, C. atlanticum (GOMIZ 2001) y en las
Islas Canarias, C. canariense (SANTOS & LEWIS
1986). La especie mds reconocida dentro del género
es Cicer arietinum, el garbanzo comtn, de gran in-
terés comercial que se cultiva ampliamente en todo
el mundo. El conocimiento de los rizobios que no-
dulan las especies del género Cicer, es escaso, y, con
alguna excepcién, se han centrado exclusivamente
en los simbionte del garbanzo comercial. Estos tra-
bajos han puesto de manifiesto que las especies
predominantes que nodulan C. arietinum pertene-
cen a dos especies del género Mesorhizobium: M. ci-
ceri y M. mediterraneum (NOUR et al. 1994, NOUR
et al. 1995). Actualmente, sin embargo, se ha des-
crito una mayor diversidad de especies. En suelos
de de la Peninsula Ibérica se han aislado de nédu-
los de C. arietinum hasta seis especies de Mesorhi-
zobium; M. ciceri, M. mediterraneum, M. loti, M.
amorphae, M. tianshanense y M. opportunistum
(RIVAS et al. 2006; ALEXANDRE et al. 2009; LA-
RANJO et al. 2012); y en suelos alcalinos de China
se ha descrito la nodulacién de C. arietinum por M.
muleiense (ZHANG et al. 2012).

Ahora bien, a pesar de toda la diversidad de espe-
cies de Mesorhizobium que se han descrito en los dl-
timos afios como simbiontes de C. arietinum, todas
ellas comparten el mismo grupo de genes simbi6-
ticos, aquellos que conocemos como simbiovar ci-
ceri, lo que indica que C. arietinum es una especie
restrictiva en cuanto a sus rizobios simbiontes. A
parte de los estudios de los rizobios que nodulan
C. arietinum, practicamente no existe informacién
sobre los rizobios que nodulan otras especies de
Cicer. Sélo tenemos conocimiento de un estudio
(OGUTCU et al., 2009) donde se ha caracterizado
una coleccién de rizobios aislados de un garbanzo
salvaje, C. anatolicum, una especie perenne que
crece en el este de Anatolia, Turquia. Estos rizobios

fueron clasificados como Rhizobium leguminosarum
ssp. ciceri. Sin embargo, esa clasificacion solo se
basé en perfiles genémicos (ERIC-, REP- y BOX-
PCR), algo que taxonémicamente no es vélido. El
estudio que hemos realizado a lo largo de los tres
afios de este proyecto es la primera caracterizacién
y la mds exhaustiva que se ha hecho hasta la fecha
de una especie de Cicer diferente a C. arietinum.

El uso de rizobios como biofertilizantes

Como se ha expuesto, un buen niimero de bacterias
de la microbiota del suelo ejerce un efecto benefi-
cioso para las plantas y son denominadas rizobacte-
rias promotoras del crecimiento vegetal o PGPR (del
inglés “Plant Groth Promoting Rhizobacteria). El uso
de inoculantes de estas bacterias como biofertilizan-
tes es una estrategia que puede ayudar a solucionar
no sélo problemas de desarrollo y productividad ve-
getal, sino también aliviar los graves costos ambien-
tales que supone el uso indiscriminado de
fertilizantes quimicos. Los rizobios son un grupo
ideal de bacterias biofertilizadoras, pues como se ha
comentado, son bacterias que aportan nitrégeno a
las leguminosas gracias a la simbiosis fijadora de ni-
trégeno, pero ademds, mds recientemente, se ha de-
mostrado que muchas otras propiedades
promotoras del crecimiento vegetal, que se habian
descrito originalmente en bacterias rizosféricas de
vida libre, también estdn presente en muchos rizo-
bios. Es bien sabido que el uso de los rizobios como
biofertilizantes nitrogenados para el cultivo de legu-
minosas es una practica agricola antigua y muy ex-
tendida (ZAHRAN 2001, ALBAREDA et al. 2008)
que ha probado ser segura, puesto que nunca se ha
reportado ningtin efecto negativo para las plantas,
los animales o el hombre (KAMILOVA et al. 2015).
Ahora si, ademés de su uso como fertilizantes nitro-
genados para leguminosas, el descubrimiento de ri-
zobios como PGPR estd haciendo de este grupo de
bacterias una de las mejores opciones como bioferti-
lizantes, tanto de leguminosas como de plantas no
leguminosas, (YANNI et al. 2001, GARCIA-FRAILE
et al. 2012) por carecer de potencial patogénico, frente
a otras PGPR que si lo tienen (EBERL & TUMMLER
2004). En la investigacion que ocupa este proyecto,
la inoculacién con biofertilizantes basados en inocu-
lantes rizobianos podria ayudar a mejorar el grado
de desarrollo de especies vegetales amenazadas.

197



LEON BARRIOS, M. Y COLS

MATERIAL Y METODOS

Muestreo y aislamiento de rizobios

Los rizobios se aislaron en diez localidades
donde existen poblaciones de Cicer canariense:
seis en poblaciones naturales o plantaciones re-
forzadas situadas dentro del Parque Nacional
de La Caldera de Taburiente y cuatro poblacio-
nes, todas naturales, situadas al noroeste y sur
del Parque. Las zonas de muestreo dentro del
Parque fueron: Mirador de las Chozas
(28R220323/3177809, 1280 m s.m.), Roque de los
Cuervos (28R220530/3177444, 1480 m s.m.),
Fuente de la Mula (28R217896/3180655, 650 m
s.m.), Risco Liso (28R218196/3181403, 1020 m
s.m.), Riachuelo (28R221606/3177050, 1110 m
s.m.), y Bejenado sur (28R0220744 /3176348, 1288
m s.m.). Fuera del Parque las siguientes cuatro
dreas: Barranco de los Hombres
(28R219475/3165577, 911 m s.m.), Barranco de
Briestas (28R214671/3186655, 1375 m s.m.), Ba-
rranco de Donarjito (28R213842/3187105, 1186
m s.m.) Barranco de Izcagua
(28R211180/3186279, 798 m s.m.). Estas tltimas
cuatro localidades fueron incluidas porque re-
presentan areas éptimas para el crecimiento de
C. canariense (ARMAS-CAPOTE et al. 2014). Para
la deteccién de estas dreas 6ptimas se disefié un
mapa corolégico de C. canariense (ARMAS-CA-
POTE et al. 2014) a partir de las coordenadas de
las localidades donde se conocen poblaciones
naturales y de las caracteristicas geograficas y
ecolégicas de las mismas. Para el aislamiento de
los rizobios, se usaron semillas de C. canariense
(cedidas por el Parque), que esterilizadas (con
hipoclorito sédico comercial al 50%) y germina-
das, fueron usadas como “plantas-trampa” en
los suelos de cada una de las diez localidades.
Las semillas, debido a la dureza de su cubierta,
necesitaron de un paso de escarificacién de 120
min en dcido sulftirico concentrado (GUMA et al.
2010) que favorece la hidratacién y posterior ger-
minacién. Los rizobios se aislaron ocho semanas
después a partir de los nédulos radicales
(ARMAS-CAPOTE et al. 2014). Los cultivos
puros de las bacterias fueron conservados a -
80°C en YM (VINCENT 1970) con 20% de glice-
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rol (v/v). La capacidad de las bacterias aisladas
para infectar a su hospedador original, C. cana-
riense, se verificd inoculdndolas sobre semillas
germinadas estériles (ARMAS-CAPOTE et al.
2014) y observando la aparicién de nédulos ra-
dicales.

Caracterizacién genética y filogenética

e Extraccion y cuantificacion de ADN gendmico.
EI ADN genémico se extrajo de cultivos bac-
terianos bien crecidos, haciendo uso del kit
comercial AquaPure Genomic DNA isola-
tion Kit (Bio-Rad). La cuantificacién del
ADN extraido se realiz6 en geles de agarosa
al 1% comparandolo con el marcador de
peso molecular lambda-DNA HindIII o me-
diante el uso de NanoDrop 1000 spectrop-
hotometer.

e Estimacion de la diversidad genética de las
cepas aisladas por RAPD (Random Ampli-
fied Polymorphic DNA) fingerprint. Se usé la
técnica M13-RAPD-PCR para obtener una
huella molecular de cada uno de los aislados
siguiendo un protocolo descrito previamente
(RAMIREZ-BAHENA ef al. 2012).

e Amplificacion del gen ARNr 16S y polimor-
fismo de perfiles de fragmentos de restriccion
(16S-RFLP). El gen que codifica para el ARNr
165 (rrs), se amplificé mediante el uso de ce-
badores universales (WEISBURG et al. 1991).
Los amplificados resultantes de cada una de
las cepas fueron sometidos a una digestion in-
dividual con tres endonucleasas, Hinfl, Mspl
y Rsal, siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. Los perfiles de restriccién, fueron com-
binados y analizados como se ha descrito
(JARABO-LORENZO et al. 2000).

e Secuenciacion y Andlisis filogenético. De
cada grupo 165-RFLP se eligieron cepas re-
presentativas para determinar las secuencias
casi completas del gen rrs (ARMAS-CAPOTE
et al. 2014). Ademds, se amplificaron y se-
cuenciaron fragmentos parciales de otros
siete genes codificadores de proteinas, recA
(homologous recombination protein A), glnll
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(glutamine synthetase II), dnaK (chaperone
protein DnaK), gyrB (DNA gyrase B protein
sub-unit), rpoB (RNA polymerase beta subu-
nit), truA (tRNA pseudouridine synthase) y
thrA (threonine biosynthesis gene A) si-
guiendo la metodologia previamente descrita
(PEREZ-YEPEZ et al. 2014). El alineamiento
de las secuencias se realiz6 usando la herra-
mienta CLUSTAL W del software MEGA v5.2
(TAMURA et al. 2012) y los drboles filogené-
ticos se construyeron usando los algoritmos
de Neighbour-Joining (NJ) y Maximum Like-
lihood (ML) como se ha descrito en (PEREZ-
YEPEZ et al. 2014).

Caracterizacién simbiética: genes y fenotipos
simbiédticos

Filogenia de los genes de nodulacion y de fi-
jacion. Una representacion de cepas pertene-
cientes a distintos grupos genémicos se
seleccionaron para estudiar la filogenia de
los genes simbiéticos y establecer variantes
simbidticas o simbiovares. Los genes simbié-
ticos elegidos para secuenciacién fueron los
genes de nodulacién nodCy nodA'y el gen de
fijacion nifH. Los primers y protocolos segui-
dos se describen en ARMAS-CAPOTE et al.
(2014) y MARTINEZ-HIDALGO et al. (2016).

Evaluacion de las propiedades simbidticas:
Nodulacion y eficacia simbidtica. De cada
uno de los linajes simbiéticos, se eligieron re-
presentantes para evaluar los fenotipos sim-
bidticos, a fin de seleccionar las cepas de
rizobios de mayor eficacia simbidtica que pu-
dieran ser utilizadas como inoculantes en fu-
turos ensayos. La eficacia simbiética se calculé
segtin GIBSON, 1987. Para ello, las plantas
inoculadas con los rizobios se compararon
con controles negativos (sin bacteria y sin ni-
trégeno) y con controles positivos (sin bacte-
ria'y con aporte de nitrégeno exégeno, KNO3
0,4 g/1). El contenido en nitrégeno de las plan-
tas se midi6 por espectrometria mediante un
autoanalizador de flujo (servicio de andlisis
del IRNASA-CSIC, Salamanca). Los detalles
de la metodologfa se recogen en MARTINEZ-
HIDALGO et al. (2015).

Evaluacién de las propiedades promotoras del
crecimiento vegetal

Deteccion de rizobios con 1-aminociclopro-
pano-1-carboxilato desaminasa (ACC desa-
minasa). La secuenciacién y andlisis
filogenético del gen acdS, que codifica para
la ACCd, se realiz6 siguiendo protocolos ya
descritos (NASCIMENTO et al. 2012). Para
comprobar si la expresién de esta enzima es
dependiente de vida simbibtica o se expresa
también en vida libre, se ensay6 su capaci-
dad para crecer en un medio minimo con
ACC (1,5 mM) como tnica fuente de nitré-
geno, compardndolo con un control positivo
(con nitrato amdnico) y un control negativo
(ausencia de fuente de nitrégeno).

Deteccion de rizobios solubilizadores de fosfa-
tos. Se ensay®6 la capacidad de los rizobios para
solubilizar una fuente de fosfato insoluble. Para
ello, los rizobios seleccionados se crecieron du-
rante 10-14 dias a 28°C en el medio NBRIP
(SHEKHAR et al. 1999) con fosfato tricdlcico
como fuente de fésforo. La solubilizacién de
fosfato se pone de manifiesto por la generacién
de un halo transparente alrededor de la colonia.
La eficiencia de solubilizacién se calcula mi-
diendo los didmetros de las colonias y de los
halos obtenidos (SRIVASTAVA et al. 2004).

Deteccion de rizobios productores de dcido
indol-3-acético (AIA). La produccién de AIA
se evalud en sobrenadantes de cultivos por
medio del método colorimétrico de Gordon-
Weber (GORDON-WEBER 1951) con el reac-
tivo de Salkowski. La cantidad de AIA
producida por los rizobios se calcul6 a partir
de una recta de calibrado con concentraciones
conocidas de AIA.

Deteccion de rizobios productores de siderd-
foros. La capacidad de los rizobios para sinte-
tizar sideréforos se ensayé mediante la técnica
de difusién en medio de agar con CAS
(Cromo Azurol S) (ALEXANDER et al. 1991).
En este medio, las cepas productoras presen-
tan un halo amarillo alrededor de las colonias
(SCHYWN et al. 1987).
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RESULTADOS

Localidades y aislamiento de rizobios

Se aislaron un total de 113 cepas de rizobios
(Tabla 1). Puesto que el objetivo principal de este
estudio era caracterizar los rizobios asociados a
las poblaciones de C. canariense que crecen en el
Parque Nacional de la Caldera de Taburiente, la
mayoria de las bacterias (83 cepas) se aislaron de
seis poblaciones del Parque, que incluyen tres po-
blaciones naturales, en Bejenado, Fuente de la
Mula y Roque de los Cuervos, y tres plantaciones
en el Mirador de las Chozas, Risco Liso Alto y el
Riachuelo. El mayor nimero de aislados se ob-
tuvo en el Mirador de las Chozas, donde la abun-
dancia de pldntulas alrededor de la parcela
plantada permitié la recoleccién directa de nédu-
los radicales (Tabla 1). A pesar de que en la par-
cela de Risco Liso Alto también se encontré un
buen ntimero de pldntulas, ninguna de ellas es-
taba nodulada, y, se obtuvo un solo nédulo en las
plantas-trampa plantadas en este suelo. Aunque
desconocemos las razones de la aparente ausencia
de rizobios compatibles en esta localidad, este re-
sultado podria explicarse por el contenido alto en
nitrégeno detectado en suelos de esta parcelas
(GARZON-MACHADO, 2012), lo cual, junto con
la gruesa capa (unos 25 cm de profundidad) de
pinocha en descomposicién, en la que se desarro-
llan abundantes hongos, podria impedir el creci-
miento de los rizobios o inhibir el proceso de
nodulacién.

Un mapa de modelizacién (ARMAS-CAPOTE
et al. 2014) construido para detectar las zonas
Optimas para el crecimiento de C. canariense
en la isla de La Palma, mostré que los para-
metros de altitud, tipo de suelo, media anual
de precipitaciéon y temperatura, fueron los
mds significativos para explicar la idoneidad
de los hédbitats, y por tanto la distribucién de
C. canariense. El modelo mostré que las pobla-
ciones en la zona sur del Parque, principal-
mente el Riachuelo, pero también Mirador de
las Chozas, Roque de los Cuervos y Bejenado,
son 6ptimas para el crecimiento de C. cana-
riense.
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Diversidad genética de los rizobios: 16S-RFLP
y M13-RAPD

Los perfiles de 16S-RFLP distinguieron nueve ri-
botipos que en un UPGMA dendrograma se dis-
tribuyen en varias ramas con distintas especies
del género Mesorhizobium (ARMAS-CAPOTE et
al. 2014), indicando la existencia de una alta di-
versidad genética y sugiere la existencia de dife-
rentes especies. Cinco ribotipos mayoritarios
(mds de 10 aislados) se agruparon con, o se situa-
ron préximos, a las cepas tipo de las especies M.
caraganae (32 cepas), M. tianshanense/M. gobi-
ense | M. metallidurans (29 cepas), M. opportunistum
(14 cepas), M. ciceri (12 cepas) y M. tamadayense
(11 cepas). Los cuatro ribotipos minoritarios (3-5
cepas) se agruparon con las especies M. aus-
tralicum (5 cepas), M. huakuii/ M. amorphae (3
cepas), M. loti (4 cepas) y una subrrama préxima
M. loti (3 cepas). La distribucién de estos ribotipos
en las localidades de muestreo mostré que algu-
nos estdn restringidos o predominan en una loca-
lidad, mientras otros estan ampliamente
distribuidos y se encuentran dentro y fuera del
Parque. Por ejemplo, el ribotipo M. tamadayense
s6lo se detect6 en una localidad fuera del Parque
(Bco. de Briestas), y por el contrario, los aislados
del ribotipo M. opportunistum y M. caraganae se
encontraron ampliamente distribuidos en locali-
dades dentro y fuera del Parque.

Los perfiles RAPDs, mostraron una alta diversi-
dad genética a nivel intraespecifico de los aisla-
dos (ARMAS-CAPOTE et al. 2014), es decir, la
mayoria de los aislamientos se correspondian con
cepas distintas. La menor diversidad genética se
encontré dentro del ribotipo M. ciceri, en el que 4
de las 12 cepas fueron redundantes.

Analisis filogenético de genes esenciales y
taxonomia

Para deducir las relaciones filogenéticas de los ri-
zobios de C. canariense con todas las especies del
Mesorhizobium actualmente reconocidas, se eligie-
ron cepas representativas de los distintos grupos
165-RFLP y se secuenciaron y compararon con las
secuencias depositadas en el Genbank de todas
las cepas tipo de las especies del género.
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Figura 1. Arbol filogenético ba-
sado en un fragmento de 1308 nt
del gen 16S ADNr de los aislados
de Cicer canariense (en negrita) y
cepas tipo de Mesorhizobium. Los
numeros de acceso son dados en
paréntesis. Los ntimeros de los
nodos son valores de bootstrap
(=50%) para 500 pseudoréplicas.
Se us6 el método Maximum Like-
lihood (Jukes-Cantor con gamma
distribuciones y sitios invaria-
bles) para la reconstruccién del
drbol. La escala indica el nimero
de sustituciones por sitio. (To-
mado de Armas-Capote et al.
2014)

Figure 1. Maximum Likelihood
(Jukes-Cantor model with gamma
distribution and invariant sites)
phylogenetic tree base on 16s rRNA
gene sequences (1308nt) of Cicer ca-
nariense isolates and type strains of
Mesorhizobium. Accession numbers
are given in parentheses. Numbers at
the nodes are bootstrap support va-
lues (=50%) for 500 pseudoreplica-
tes. The scale bar indicates the
number of substitutions per site.
(Taken from Armas-Capote et al.
2014)

M. caraganae CCBAU112997 (EF149003)
CCANP133 (HF931081)
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M. metallidurans STM2683T (AM930381)
2| M. tarimense CCBAU 833067 (EF035058)
— CCANP90 (HF931068)
— M. tianshanense A-1BST (AF041447)
M. robiniae CCNWYC 1157 (EU849582)
M. muleiense CCBAUS3963T (HQ316710)
M. mediterraneum UPM-Ca36T (L38825)
86" M. temperatum SDW 0187 (AF508208)
CCANP122 (HF931079)
CCANP130 (HF931080)
M. tamadayense Ala-37 (AM491621)

52| CCANP3 (HF931041)
CCANPSS (HF931073)
CCANP100 (HF931074)
CCANPT3 (HF931060)
M. opportunistum W SM20757 (AY801515)
CCANP109 (HF931077)
CCANPTO (HF931059)
M. huakuif IFO152437 (D134319)
M. amorphae ACCC 196657 (NR024879)
M. septentrionale SDW 0147 (AF508207)
CCANPST (HF931067)
M. abyssinicae AC98¢T (GQB4T896)
M. h AC99bT(GQB4TE99)

M. shoenense AC39aT(GQB47890)
M. silamurunense CCBAUD15507 (EU399638)
M. plurifarium LMG 118927 (Y141458)
M. sangaii SCAU2TT (EU514524)
M. loti NZP22137 (NRO25837)
M. australicum WSM2073T (AYB01516)
CCANPE4 (HF931057)
CCANP1 (HF931040)
M. shangrilense CCBAU 653277 (EU074203)
CCANPS5 (HF931053)
CCANPE1 (HF931055)
M. gingshengii CCBAU334607 (JQ339788)
G5 )CCANP20 (HF931044)
CCANP2T (HF931046)
CCANP14 (HF931043)
CCANP24 (HF931045)
CCANP48 (HF931052)
CCANPT9 ((HF931064)
CCANP82 (HF931065)
CCANPS5 (HF3931066)
M. ciceri UPM-CaTT (DQ444456)
M. albiziae CCBAUB1158T (DQ100066)

M. ch PRS5T (AJ278249)
M. alhagi CCNW XJ12-27 (EU169578)

98 ——— M. camelthomi CCNW XJ40-47 (EU169581)

M. thiogangeticum SJTT (AJBB4462)
S. meliloti 1021 [NR074279)

0.008
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C P Grupo 16S Filogenia ADNr16S Nimero de Simbiotipo Nimero de
epa Localidad RFLP® ) ( dc)

pecie mas proxima, acceso gen no acceso
CCANP1 MdC (d) Maus M. australicum HF931040 loti HF933967
CCANP2 MdC (d) Mopp
CCANP3 MdC (d) Mopp M. opportunistum HF931041 new HF933968
CCANP5 MdC (d) Mtian loti HF933969
CCANP7 MdC (d) Mtian
CCANP8 MdC (d) Mtian
CCANP9 MdC (d) Mtian loti HF933970
CCANP10 MdC (d) Mtian
CCANP11 MdC (d) Mtian M. tianshan-sGr HF931042 loti HF933971
CCANP12 MdC (d) Mtian loti
CCANP13 MdC (d) Mtian loti HF933972
CCANP14 MdC (d) Mci M. ciceri HF931043 loti HF933973
CCANP15 MdC (d) Mci
CCANP16 MdC (d) Mtian
CCANP17 MdC (d) Mcarag M. caraganae-11"V
CCANP18 MdC (d) Mtian
CCANP19 MdC (d) Mtian
CCANP20 MdC (d) Mioti M. ciceri HF931044 loti HF933974
CCANP21 MdC (d) Mtian
CCANP22 MdC (d) Mioti
CCANP23 MdC (d) Mioti Toti HF933975
CCANP24 MdC (t) Mci M. ciceri HF931045 loti HF933976
CCANP25 MdC () Mci loti HF933977
CCANP26 MdC () Maus
CCANP27 MdC (t) Mioti M. ciceri HF931046 loti HF933978
CCANP28 RL (t) Mopp
CCANP29 MdC (t) Mtian M. tianshan-SGr HF931047 loti HF933979
CCANP30 MdC () Mtian
CCANP31 MdC (t) Mtian
CCANP32 MdC (t) Mtian
CCANP33 MdC () Mtian M. tianshan-SGr HF931048 loti HF933980
CCANP34 FdM (t) Mcarag M. caraganae-I HF931049 new HF933981
CCANP35 FdM (t) Mcarag M. caraganae-I HF931050 new HF933982
CCANP36 FdM (t) Mcarag M. caraganae-1"
CCANP37 FdM (t) Mcarag M. caraganae-1"
CCANP38 FdM (t) Mcarag M. caraganae-I HF931051 new HF933983
CCANP40 MdC (t) Mtian
CCANP41 MdC (t) Mtian
CCANP42 MdC (t) Mtian
CCANP43 MdC (t) Mtian
CCANP44 MdC (t) Mtian
CCANP45 MdC (t) Mcarag
CCANP47 Ria (t) Mci
CCANP48 Ria (t) Mci M. ciceri HF931052 ciceri HF933984
CCANP53 BdH (d) Mcarag M. caraganae-11""
CCANP54 BdH (d) Mcarag M. caraganae-11""
CCANP55 BdH (d) Mlo-SBr M. loti-SBr HF931053 loti HF933985
CCANP56 BdH (d) Mcarag
CCANP58 BdH (d) Mcarag M. caraganae-I1 HF931054 loti HF933986
CCANP59 BdH (d) Mcarag M. caraganae-11""
CCANP61 BdH (d) Mlo-SBr M. loti-SBr HF931055 loti HF933987
CCANP62 BdH (d) Mcarag M. caraganae-11"V
CCANP63 BdH (d) Mcarag M. caraganae-I1 HF931056 loti HG003676
CCANP64 Bej (d) Maus M. australicum HF931057 loti HF954915
CCANP65 Bej (d) Mcarag M. caraganae-I1 HF931058
CCANP66 Bej (d) Mlo-SBr
CCANP67 Bej (d) Mopp
CCANP68 Ria (d) Mtian loti HF933988
CCANP70 Ria (t) Mam/Mhua M. amorphae-like HF931059 new HF933989
CCANP73 Ria (d) Mopp M. opportunistum HF931060 new HF933990
CCANP75 Bej (t) Maus
CCANP76 Bej (t) Mtian M. tianshan-SGr HF931061
CCANP77 Bej (t) Mcarag M. caraganae-I1 HF931062
CCANP78 RAC (t) Mtian M. tianshan-SGr HF931063
CCANP79 RdC (t) Mci M. ciceri HF931064 ciceri HF933991
CCANPS80 RdC (t) Mci ciceri HF933992
CCANP82 RdC (t) Mci M. ciceri HF931065 ciceri HF933993
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C o Grupo 16S Filogenia ADNr16S Nimero de Simbiotipo Nimero de
epa Localidad RFLP® ) ( dc)

pecie mas proxima, acceso gen no acceso
CCANPS83 RdC (t) Mtian
CCANPS84 RdC (t) Mam/Mhua loti HF933994
CCANPS85 RdC (t) Mci M. ciceri
CCANPS86 RdC (t) Mci
CCANP87 RAC (t) Mam/Mhua M. amorphae HF931067 loti HF933995
CCANPS88 RdC (t) Mcarag M. caraganae-1"V
CCANPS89 RdC (t) Mtian
CCANP90 FdM (t) Mtian M. tianshan-SGr HF931068 HG003677
CCANPI1 FdM (t) Mcarag M. caraganae-1"V
CCANP92 FdM (t) Mcarag
CCANP93 FdM (t) Mci M. ciceri HF931069 ciceri HF933996
CCANPY4 FdM (t) Mcarag M. caraganae-I HF931070
CCANP95 FdM (t) Mcarag M. caraganae-I HF931071 new HF933997
CCANP96 MdC (t) Mtian M. tianshan-SGr HF931072 loti HF933998
CCANP98 MdC (t) Mcarag M. caraganae-1"
CCANP99 Bej (t) Mopp M. opportunistum HF931073
CCANP100 Bej (1) Mopp M. opportunistum HF931074
CCANP101 Bej (t) Mopp
CCANP102 Bej (t) Mopp
CCANP103 Bej (t) Maus
CCANP104 Bej (1) Mopp
CCANP105 Bej (t) Mcarag M. caraganae-I1 HF931075
CCANP106 Bej (t) Mcarag M. caraganae-I1 HF931076
CCANP107 Bej (t) Mcarag M. caraganae-11""
CCANP108 BdH (t) Mcarag M. caraganae-11"V
CCANP109 BdH (t) Mopp M. opportun-like HF931077 loti HF933999
CCANPI10 BdH (1) Mopp
CCANPI13 BdD (d) Mopp Toti FIF934000
CCANPI114 BdD (d) Mopp
CCANP115 BdD (t) Mcarag
CCANP117 BdD (t) Mcarag M. caraganae-1 HF931078 loti HF934001
CCANP119 BdB (t) Mtama
CCANP121 BdB () Mtama
CCANP122 BdB (t) Mtama M. tamadayense HF931079 loti HF934002
CCANP123 BdB (t) Mtama
CCANP124 BdB (1) Mtama
CCANP125 BdB (t) Mtama
CCANP126 BdB (t) Mtama
CCANP127 BdB (t) Mtama loti HF934003
CCANP128 BdB (t) Mtama
CCANP130 BdB (t) Mtama M. tamadayense HF931080 loti HF934004
CCANP131 BdB (t) Mtama
CCANP133 BdI (t) Mcarag M. caraganae-I HF931081 loti HF934005
CCANP134 BdlI (t) Mcarag M. caraganae-I"
CCANP135 BdlI (t) Mcarag M. caraganae-1"V
CCANP138 BdI (t) Mcarag

Tabla 1. Cepas, localidades y algunas caracteristicas genéticas de los rizobios de Cicer canariense.

2 Localidades: MdC: Mirador de las Chozas, FAM: Fuente de la Mula, RdC: Roque de los Cuervos, Ria: El Riachuelo, Bej: Bejenado sur,
RL: Risco Liso alto, BdH: Barranco de los Hombres, BdD: Barranco de Dornajito, BdB: Barranco de Briestas, BdI: Barranco de Izcagua.
Entre paréntesis: (d) aislados directos; (t) plantas trampas.

b Mocarag: M. caraganae; Mloti: M. loti; Mam/Mhua: M. amorphae /M. huakuii; Maus: M. australicum; Mopp: M. opportunistum;
Mtian: M. tianshanense; M. tianshan-SGr: M. tianshanense-subgroup; Mlo-Sbranch: M. loti-subbranch; Mci: M. ciceri;
Mtama: M. tamadayense.

@ Deducido a partir de la secuencia de un fragmento parcial del 165 rADN (400nt).

Tablel. Strains, locations and some genetic characteristics of the Cicer canariense rhizobia.

* Locations: MdC: Mirador de las Chozas, FAM: Fuente de la Mula, RdC: Roque de los Cuervos, Ria: El Riachuelo, Bej: Bejenado sur,
RL: Risco Liso alto, BAH: Barranco de los Hombres, BdD: Barranco de Dornajito, BAB: Barranco de Briestas, Bdl: Barranco de Izcagua.
In brackets: (d) direct isolation; (t) trap plant.

" Mecarag: M. caraganae; Mloti: M. loti; Mam/Mhua: M. amorphae/M. huakuii; Maus: M. australicum; Mopp: M. opportunistum;
Mtian: M. tianshanense; M. tianshan-SGr: M. tianshanense-subgroup; Mlo-Sbranch: M. loti-subbranch; Mci: M. ciceri;
Mtama: M. tamadayense.

@ Deduced from sequencing of a 16S rDNA partial fragment (400nt).
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La filogenia del gen rrs (Figura 1) correlaciond bien
con la diversidad de ribotipos delineados previa-
mente mediante sus perfiles 16S-RFLP para los
grupos M. ciceri, M. opportunistum, M. australicum,
M. amorphae y M. tamadayense. Los aislados de la
subrrama-M. loti representaron sin embargo, un
nuevo linaje préximo a M. loti pero también a otras
especies. La filogenia ribosomal no pudo resolver
las relaciones de los aislados del segundo ribotipo
mayoritario con las especies de referencia de M.
tianshanense | M. gobiense /M. tarimense | M. metal-
lidurans. El andlisis de estas secuencias, sin em-
bargo, detecté divergencia entre los aislados de
uno de los ribotipos mayoritarios, M. caraganae,
distinguiendo dos subgrupos que denominamos
M. caraganae-1'y M. caraganae-11.

El alto grado de conservacién de las secuencias rrs
entre las especies de Mesorhizobium no permitié
sacar conclusiones taxonémicas definitivas. Por
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ello, se realizé un andlisis filogenético con secuen-
cias parciales de siete genes codificantes de pro-
tefnas, recA, glnll, dnaK, qyrB, rpoB, thrA, truA. La
filogenia individual de cada uno de los 7 genes,
coincidi6, con alguna pequefia discrepancia, en la
discriminacién de los mismos nueve grupos ge-
némicos o genospecies delineados previamente en
la filogenia del rrs (PEREZ YEPEZ et al. 2014).
Ahora bien, la filogenia derivada de la concatena-
cién de las secuencias de los siete genes “house-
keeping” (3615 nucleétidos) produjo una filogenia
mds robusta (Figura 2) que permitié resolver la ta-
xonomia de la mayoria de los aislados de C. cana-
riense. Cinco genospecies formaron clados bien
definidos (con alto valor de bootstrap) y porcenta-
jes de similitud = 96% (en secuencias concatenadas
de los 7 genes) con cinco especies de Mesorhizo-
bium previamente descritas: M. ciceri, M. aus-
tralicum, M. opportunistum, M. tamadayense y M.
amorphae | M. septrentrionale, lo que permite su
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rrently recognized species of the Mesorhizobium
genus. The significance of each branch is indicated
by a bootstrap value (=60%) calculated for 1000 sub-
sets. The scale bar indicates the number of substitu-
tions per site. (Taken from Pérez-Yépez et al. 2014)
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asignacion a estas especies. Sin embargo, los ais-
lados pertenecientes a las genospecies denomina-
das subgrupo-M. tianshanense y M. caraganae-1'y
M. caragane-II constituyen clados bien delineados
que no incluyen ninguna de las especies de
Mesorhizobium descritas hasta la fecha, y por ello,
deben considerarse nuevas genospecies del gé-
nero Mesorhizobium, que han de ser caracterizadas
fenotipicamente y descritas como especies. Otros
genotipos minoritarios también representan lina-
jes compatibles con nuevas especies del género.

Analisis filogenético de genes simbidticos:
simbiovares

Las filogenias de los genes de nodulacién, nodC
(Figura 3) y nodA (no mostrado), fueron total-
mente congruentes y agruparon a los simbiontes
de C. canariense en tres linajes simbidticos que se
corresponden con dos simbiovares ya descritos,
simbiovares loti y ciceri y un nuevo simbiovar
no detectado hasta ahora.

La mayoria de las cepas aisladas de C. canariense
comparten secuencias altamente similares a me-
sorizobios de referencia como M. loti NZP2213T,
R7A y MAFF303099, que son los simbiontes tipi-
cos que nodulan Lofus spp. y cuyas secuencias
simbidticas conforman el denominado simbiovar
loti. Estos genes del simbiovar loti parecen trans-
ferirse facilmente entre las especies de mesorizo-
bios que nodulan C. canariense ya que fueron
detectados en cepas pertenecientes a cualquiera
de las nueve genospecies. Dentro de este gran
clado del simbiovar loti se pueden distinguir, sin
embargo, varias sub-ramas. Una contiene sélo las
cepas de referencia de los mesorizobios de los
Lotus, mientras que las restantes incluyen los ais-
lados de C. canariense. Una de ellas, agrupa cepas
de hasta siete especies o genospecies (M. cara-
ganae-1, M. caraganae-11, M. ciceri, M. opportunis-
tum, M. australicun, subgrupo-M. loti y M.
amorphae). De las otras dos restantes, una s6lo con-
tienen los aislados del subgrupo-M. tianshanense y
la otra las cepas de la especie M. tamadayense.

Por otro lado, un grupo pequefio de cepas, todas
clasificadas como M. ciceri, portan secuencias
idénticas a la cepa tipo de la especie M. ciceri,

USDA 33837, y por ello, se incluyen en el simbio-
var ciceri (el simbiovar que se encuentra en todos
los rizobios que nodulan C. arietinum).

Finalmente, un tercer grupo de cepas pertenecien-
tes a las genospecies M. caraganae-1'y M. opportunis-
tum y la cepa CCANP70, presentaron secuencias
que las agrupan en una rama distante al resto de
simbiovares conocidos (Figura 3), lo que sugiere
que es un simbiovar nuevo que parece ser especi-
fico de rizobios que nodulan C. canariense.

Puesto que el simbiovar ciceri fue uno de los en-
contrados entre los rizobios que nodulan C. cana-
riense en suelos de La Palma, se hicieron crecer
plantas trampa de esta especie en un suelo del te-
rritorio peninsular espafiol donde tradicional-
mente se cultiva el garbanzo comercial (C.
arietinum) y donde se ha descrito la presencia de
rizobios del simbiovar ciceri. El fin era investigar
la nodulacién de la garbancera canaria en estos
suelos peninsulares. Sorprendentemente, todas
las plantas estaban noduladas pero por rizobios
de crecimiento rdpido del género Rhizobium muy
proximos a R. leguminosarum y que llevaban
genes simbidticos pertenecientes al simbiovar tri-
folii MARTINEZ-HIDALGO et al. 2015a), un re-
sultado no esperado, ya que los rizobios de este
simbiovar nodulan Trifolium spp.y Trigonella.

Para contrastar el esquema evolutivo de los
genes de nodulacién, nodA y nodC, se construy6
una filogenia basada en el gen de fijacién nifH.
Los resultados mostraron que esta filogenia es
congruente con la de los genes de nodulacién,
para el simbiovar ciceri y el simbiovar nuevo, sin
embargo, nifH presenté una discrepancia nota-
ble en el grupo mayoritario de cepas incluidas
en el simbiovar loti (MARTINEZ-HIDALGO et
al., 2015b), pues la filogenia de este gen separ6 a
las cepas de este simbiovar en dos subgrupos
distantes que denominamos nifH-1y nifH-2. El
subgrupo nifH-1 agrupé a las cepas de las genos-
pecies subgrupo-M. tianshanense y M. tama-
dayense junto con las cepas de referencia que
nodulan Lotus spp. (M. loti NZP2213, R7A y
MAFF303099). Por el contrario, el subgrupo
nifH-2 fue exclusivo, sélo incluyé cepas de siete
genospecies que nodulan C. canariense, a excep-
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Figura 3. Arbol filogenético basado en un fragmento de 672 nt del gen 10dC de los aislados de Cicer canariense y cepas de referencia.
La significacién de cada rama estd indicada por valores de boostrap (=60%) calculado a partir de 500 pseudoréplicas. Se usé el método
Maximum Likelihood (modelo Tamura-3-parameter con gamma distribuciones y sitios invariables). La escala indica el nimero de
sustituciones por sitio. (Tomado de Armas-Capote et al. 2014)

Figure 3. Maximum Likelihood (Tamura-3-parameter with gamma distribution and invariant sites) phylogenetic tree based on nodC sequences

(672 nt) of the Cicer canariense isolates and reference strains. The significance of each branch is indicated by a bootstrap value (=60% ) calculated
for 500 subsets. The scale bar indicates the number of substitutions per site. (Taken from Armas-Capote et al. 2014)
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cién de una cepa, WSM1284, aislada de Biserrula
pelicinus en Australia NANDASENA ef al. 2006).
Estas dos variantes de nifH pueden distinguirse
también en la secuencia de la protefna por los
aminodcidos en las posiciones 53, 143, 197 y 202
(referidos a la secuencia NifH de la cepa
MAFF303099). Adem4s, los dos aislados de M.
tamadayense, cepas CCANP122 y CCANP130,
tienen dos glutdmicos en las posiciones 65 y 75,
mientras que el resto de cepas de este subgrupo
tienen glutamina.

Evaluacién de fenotipos simbiéticos

Una seleccién de cepas representativas de distin-
tos simbiovares y genospecies se utiliz6 para eva-
luar los fenotipos simbiéticos (nimero de nédulos
por plantas, peso fresco y peso seco por planta, efi-
cacia simbiética y contenido en nitrégeno).

Las cepas del simbiovar ciceri, M. ciceri
CCANP48 y CCANP7?9, fueron las tinicas capaces
de nodular C. arietinum. Sin embargo, estas cepas
en C. canariense, a pesar de que nodularon bien,
produjeron un pobre desarrollo de las plantas y,
por ello, pueden ser consideradas de escasa efica-
cia en esta especie de Cicer. Cepas del simbiovar
nuevo como M. caraganae-I CCANP35, produje-
ron una eficacia simbiética moderada en las con-
diciones de ensayo. Estas cepas presentan un
crecimiento muy lento, y es posible que se nece-

siten mayores in6culos o tiempos mads largos de
experimentacién a las 8 semanas que se dejaron
crecer las plantas para obtener eficacias mejores.

Especial atencién se presté al comportamiento de
cepas del simbiovar mayoritario, loti, en diferen-
tes fondos cromosémicos (distintas genospecies)
y con diferentes variedades de nifH. Los resulta-
dos de las cepas M. tamadayense CCANP122 sv.
loti, M. ciceri CCANP14 sv. loti y subgrupo-M.
tianshanense CCANP33 sv. loti, se recogen en la
Tabla 2. Los resultados mostraron que los genes
del simbiovar loti en todos los distintos fondos
cromosémicos (genospecies) producen cepas ca-
paces de nodular y fijar nitrégeno en C. canariense.
Estas cepas, en congruencia con otras cepas del
simbiovar loti, también forman nédulos eficaces
en Lotus corniculatus. También las dos cepas de co-
leccion usadas como referencia, M. loti NZP2213"
y M. ciceri USDA 3383, formaron nédulos en C.
canariense (Tabla 2). No se encontraron entre los
distintos tratamientos diferencias significativas
en el nimero de nédulos, que fue en general re-
lativamente bajo (<20 nodules) en la inoculacién
con todas las cepas, lo que sugiere que ello es una
caracteristica de la planta o de las condiciones de
ensayo. Sin embargo, si se observaron grandes di-
ferencias en el desarrollo de las plantas entre los
tratamientos con distintas cepas del simbiovar
loti en distintos fondos cromosémicos. Todas las
combinaciones produjeron un efecto positivo en

Cepa Noédulos / Planta PSA N ES
(#D.E) (g/plant) (+D.E.) | (g/plant) (+D.E.) (%)

Control negativo (No inoculado) 0(+)c 0.1 (+0.02)b 0.06 (+0.02)bc
Control positivo (N-suplementado) 0 (+)c 0.29 (+0.019)a 0.32 (+1.2)a
M. ciceri CCANP14 sv. loti (NifH-2) 14.1 (+4.2)a 0.13 (+0.017)b 0.11 (20.03)bc 16
M. tianshanense-like CCANP33 sv. loti (NifH-1) 13.7 (£3.2)a 0.12 (+0.016)b 0.08 (+0.03)bc 1
M. tamadayense CCANP122 sv. loti (NifH-1) 12.5 (+4.8)ab 0.26 (+0.018)a 0.34 (£1.5)a 85
M. loti NZP 22137 sv. loti (NifH-1) 11.7 (+4.7)ab 0.17 (+0.017)b 0.15 (£0.05)b 35
M. ciceri USDA3383T sv. ciceri 10.6 (+4.3)ab 0.10 (x0.017)b 0.06 (£0.02)c 0

Tabla 2. Fenotipos simbi6ticos de los aislados y cepas de referencia en plantas de C. canariense. (Tomado de Martinez-Hidalgo et al. 2015)
Datos con la misma letra no son considerados significativamente diferentes acorde con el test de Tukey HSD (p<0.05).
PSA: peso seco parte aérea, ES: eficacia simbi6tica, N: contenido de nitrégeno por planta, D E. desviacion estdndar.

Table 2. Symbiotic phenotypes of the isolates and reference strains on C. canariense plants (Taken from Martinez-Hidalgo et al. 2015)
Data with the same letter are not significantly different according to Tukey’s HSD test (p<0.05).
SDW: shoot dry weight, SEF: symbiotic effectiveness, N: nitrogen content per plant, S.D. standard deviation.
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el desarrollo de las plantas (MARTINEZ-HI-
GALDO et al. 2015), pero el mejor resultado se ob-
tuvo con la cepa CCANP122, perteneciente a la
especie M. tamadayense y al simbiovar loti (va-
riante NifH2), con la que se obtuvo una eficacia
simbibtica del 85%, un desarrollo comparable al
de las plantas suplementadas con nitrégeno exé-
geno (4 mM KNO:s) en la solucién de riego. Aun-
que las medidas de peso seco y la eficacia
simbidtica fueron baja para otras cepas distintas
de CCANP122, el hecho de que C. canariense sea
una planta con hojas muy estrechas y que pro-
duce en las condiciones de ensayo en laboratorio
poca masa, hace posible que pequefias diferencias
en peso sean atin importantes. El contenido en ni-
trégeno refleja mejor la respuesta positiva de las
plantas a la inoculacién con los rizobios (Tabla2),
que (aunque estadisticamente no significativa)
contenia cantidades hasta 2,5 veces superior al de
las plantas no inoculadas.

Rizobios y otras propiedades promotoras del
crecimiento vegetal

Veintiséis cepas se seleccionaron para evaluar la
presencia de otras propiedades promotoras del
crecimiento vegetal diferentes al aporte de nitré-
geno por FBN. Los resultados mostraron que todas
las cepas seleccionadas muestran al menos un me-
canismo de promocién vegetal y algunas de ellas
presentan conjuntamente dos o mds de los meca-
nismos ensayados. Todas las cepas produjeron
AIA, aunque las cantidades variaron mucho entre
cepas, siendo CCANP122, CCANP14 y CCANP61
las que sintetizaron las mayores cantidades. La so-
lubilizacion de fésforo se observé en el 35% de las
cepas testadas que, con algunas excepciones, fue-
ron todas cepas pertenecientes a la especie M. ci-
ceri; entre ellas, la cepa CCANP14 fue la més eficaz
solubilizadora (90% de eficacia). La evaluacién en
la sintesis de sider6foros revelé que el 14% de las
cepas, pertenecientes a varias genospecies, fueron
positivas en la produccién de algtin tipo de side-
réforos. Por dltimo, en cuanto a la presencia del
gen acdS, que codifica para la 1-amino-1-ciclopro-
pano carboxilato desaminasa (ACCd), pudo ser
amplificado en el 57% de las cepas ensayadas. En
la filogenia de este gen, los agrupamientos de
cepas se correlacionaron total o parcialmente con
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los simbiovares, lo que sugiere que, al igual que se
ha descrito en algunos mesorhizobios como la cepa
MAFF303099, este gen podria encontrarse alojado
con los genes simbiéticos en la “isla simbidtica”.
Cuando las cepas que dieron positivas para la pre-
sencia del gen acdS se cultivaron en ACC como
fuente de nitrégeno, ninguna fue capaz de crecer,
lo que sugiere su incapacidad para expresar la
ACCd en vida libre, otro hecho mds que apunta a
su localizacién en la isla simbidtica, su expresion
en vida simbiética y regulada por esos genes.

DISCUSION

El estudio que hemos realizado es la primera ca-
racterizacién de las bacterias que establecen una
simbiosis fijadora de nitrégeno con la leguminosa
Cicer canariense. Los andlisis genéticos (utilizando
técnicas de “fingerprint”) y filogenéticos (basados
en la secuenciacién de ocho genes cromosémicos
esenciales) han revelado que C. canariense es una
leguminosa promiscua que permite la nodulacién
por rizobios muy diversos, pertenecientes a dis-
tintas especies y distintos simbiovares. Los andli-
sis de la secuenciacién del gen del ARNr 16Sy de
otros siete genes codificantes de proteinas distin-
guieron entre los aislados de C. canariense nueve
grupos gendmicos 0 genospecies que se corres-
ponden con especies diferentes del género
Mesorhizobium. MLSA permitié afiliar cinco de
estos grupos a especies de mesorizobios ya des-
critas previamente: M. ciceri, M. australicum, M.
opportunistum, M. tamadayense y M. amorphae | M.
septentrionale (posiblemente la misma especie),
mientras que otras, los grupos M. caraganae-1, M.
carganae-11, subgrupo-M. tianshanense y alguno de
los linajes minoritarios de aislados, parecen repre-
sentar especies nuevas para el género, que han de
ser descritas.

Si bien en los tltimos afios se ha descrito también
en C. arietinum la existencia de una mayor diver-
sidad de especies que las dos previamente reco-
nocidas (ALEXANDRE et al. 2008; LARAN]JO et
al. 2012), existe una diferencia muy importante
entre ambas especies de Cicer en cuanto a los
genes simbiéticos. Todos los rizobios simbiontes
de C. arietinum portan un mismo grupo de genes
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altamente similares, aquellos conocidos como
simbiovar ciceri (RIVAS et al. 2007; LARAN]JO et
al. 2008; LARAN]JO et al. 2012; ZHANG et al.
2012b), lo que indica que es una leguminosa res-
trictiva. Por el contrario, en los rizobios que no-
dulan C. canariense la situacién es mucho més
compleja puesto que puede portan genes simbié-
ticos de hasta cuatro linajes distantes. En su hébi-
tat natural de la isla de La Palma se ha encontrado
que C. canariense puede ser nodulada por mesos-
rizobios del simbiovar ciceri, simbiovar loti y un
simbiovar nuevo que parece ser especifico de C.
canariense, mientras que en suelos de la Peninsula
Ibérica es nodulada por Rhizobium sp. simbiovar
trifolii. Entre estos simbiovares, C. canariense pa-
rece tener preferencia por los rizobios que portan
el simbiovar loti. Dado que Lotus (L. campylocladus
ssp. hillebrandii) es la especie acompafante mds
abundante en los hébitats donde crece C. cana-
riense, parece probable que, mediante eventos ge-
néticos de transferencia horizontal, los rizobios de
los Lotus spp. hayan sido la fuente principal de
los genes simbidticos (simbiovar loti) para los ri-
zobios que nodulan C. canariense.

Los ensayos de infectividad en C. canariense con
cepas de distinto simbiovar o de un simbiovar en
diferentes fondos cromosémicos resulta en efica-
cias simbiGticas muy variables (MARTINEZ-HI-
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