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RESUMEN

En este trabajo se han caracterizado mediante 16S-RFLP 68 bacterias aisladas de los n6dulos
radicales de dos subespecies de Lotus, Lotus campylocladus ssp. campylocladus de Tenerife y
Lotus campylocladus ssp. hillebrandii de La Palma. Los resultados mostraron una gran
variabilidad genética entre estos microsimbiontes al encontrarse bacterias que pertenecen al
menos a cinco géneros. Ahora bien, los principales microsimbiontes, con el 75 por ciento de
los aislados, son miembros del género Mesorhizobium que se distribuyen en siete especies
pertenecientes o proximas a M. caraganae, M. ciceri, M. amorphae, M. gobiense, M.
opportunistum, M. alhagi y una especie no identificada. M. amorphae y M. alhagi son
exclusivas de La Palma y Tenerife, respectivamente, y las restantes especies de mesorizobios
se distribuyeron entre varias localidades de las dos islas. Los aislados del genero Rhizobium
fueron muy minoritarios y se agruparon con R. lusitanum y R. leguminosarum. El primero es
exclusivo de Tenerife y el otro se encontrd en ambas islas. Los test de reinfeccion efectuados
con aislados representativos de los grupos 16S-RFLP demostraron que todas las especies de
Mesorhizobium son verdaderos simbiontes de estos Lotus, destacando por sus caracteristicas
simbidticas el aislado LHILP13 del grupo M. gobiense.

Palabras clave: biogeografia, diversidad, Lotus campylocladus, Lotus hillebrandii, rizobios.

ABSTRACT

This study has characterized 68 isolates of root nodules of two Lotus subspecies, Lotus
campylocladus ssp. campylocladus from Tenerife and Lotus campylocladus ssp. hillebrandii
from La Palma, by 16S-RFLP. The results showed great genetic variability among these root
nodule bacteria as it was found that they belong to at least five genera, wide. Nevertheless, the
main microsymbionts with 75 per cent of the isolates are members of the Mesorhizobium
genus, which are distributed among seven species belonging to or related to M. caraganae, M.
ciceri, M. amorphae, M. gobiense, M. opportunistum, M. alhagi and a non-identified species.
M. amorphae and M. alhagi are exclusively from La Palma and Tenerife respectively, and the
rest are distributed between some locations on both islands. The isolates from Rhizobium
genus were a minority which grouped into R. lusitanum and R. leguminosarum. The first is
exclusive to Tenerife and the second to both islands. The reinfection test done with
representative isolates of 16S-RFLP groups show that all Mesorhizobium species are true
symbionts of these Lotus. The LHILP13 isolate from the M. gobiense group was noted for its
symbiotic characteristics.

Keywords: biogeography, diversity, Lotus campylocladus, Lotus hillebrandii, rhizobia.



INTRODUCCION

El archipiélago canario, situado a 13°-18°W y 27°-29°N, incluye 7 islas que de este a oeste son
(Lanzarote, Fuerteventura, Gran Canaria, Tenerife, La Gomera, La Palma y El Hierro) que se
extienden en una franja de unos 500 km. Lanzarote es la mas cercana a la costa oeste de
Africa (unos 100 km). Las islas son de origen volcanico, con una edad aproximada entre 21
millones a 0.8 millones de afios (Carracedo, 1994). Son en gran parte abruptas y se han
formado a través de multiples erupciones a lo largo de la historia. La abrupta orografia
combinada con la diferente exposicion de sus laderas y la accion regular de los vientos alisios,
ha generado diferentes zonas climéticas que albergan caracteristicos pisos de vegetacion que
en una secuencia en la isla mas alta (Tenerife) van desde el matorral de euforbias arido y
semiarido costero, los bosques termo-esclerdfilos semiaridos, la laurisilva seco-humeda
asociada a las areas de nubes de las vertientes a barlovento de los alisios humedos, el pinar de
caracteristicas seco-subhumedas, el matorral de leguminosas de cumbre mayoritariamente
seco-subhiimedo y por Gltimo la vegetacion de violetas del pico Teide. En cuanto a la flora,
destaca el alto porcentaje de endemicidad, con dominancia de endemismos de una sola isla.
Entre ellos se encuentran Lotus campylocladus ssp. hillebrandii Webb & Berthel, endemismo
de La Palma y Lotus campylocladus ssp. campylocladus Webb & Berthel. (Christ) Sandral &
D.D.Sokoloff, endemismo de Tenerife, objeto de nuestro estudio.

1.- Leguminosas, familia que surgi6é hace 60 millones de afios.

Las leguminosas, pertenecientes a la familia Fabaceae, comprenden alrededor de unas 19000
especies y se cree que surgieron hace 60 millones de afios (Schrire et al., 2005a). Son muy
diversas en cuanto a morfologia, habitat y ecologia. Una parte importante de las plantas que
pertenecen a esta familia son utilizadas en la agricultura para obtener alimentos y un tercio de
los requerimientos nutricionales en nitrégeno proceden de ellas; por otra parte, son
responsables de una parte substancial del flujo de nitrogeno, desde el nitrégeno atmosférico
hasta los compuestos fijados como el amonio, el nitrato y el nitrégeno organico (Rivas et al,

2009). De esta familia forma parte el género Lotus, en el cual nos centraremos en este trabajo.
2.- La fijacion bioldgica del nitrégeno.

El nitr6geno es un elemento quimico esencial para los seres vivos debido a su presencia en las
principales macromoléculas (proteinas, acidos nucleicos). A pesar de la amplia disponibilidad

de nitrégeno en la atmoésfera (un 78% del aire es nitrogeno), éste se encuentra como



dinitrégeno (Ny), forma no asimilable por la mayor parte de seres vivos, de manera que los
suelos suelen soportar un déficit de nitrogeno combinado, lo que lo convierte en uno de los

principales factores limitantes para el desarrollo de los vegetales.

La Fijacion Biologica del Nitrogeno (FBN) es el proceso mediante el cual un conjunto de
seres vivos, todos ellos procariéticos, son capaces de reducir el dinitrogeno atmosférico hasta

amonio mediante el complejo enzimatico de la nitrogenasa.

La capacidad de los microorganismos para fijar nitrogeno les permite liberarse de la
dependencia de determinadas moléculas nitrogenadas como el nitrato, lo que les confiere una
ventaja ecoldgica significativa, pues en los ecosistemas existe una gran demanda de nitrégeno
fijado. Sin embargo, solo determinados procariotas son capaces de llevarlo a cabo, algunos
son de vida libre y no requieren de un hospedador para llevarlo a cabo, pero otros si, por lo
que se asocian con determinadas plantas, estableciendo una simbiosis, calculandose que,
aproximadamente, un 65% del total del nitrégeno fijado en nuestro planeta procede de la

fijacién simbidtica entre las leguminosas y los rizobios (Lloret y Martinez-Romero, 2005).

Las relaciones simbidticas establecidas entre las leguminosas y los rizobios fijadores de
nitrégeno han sido estudiadas desde hace un siglo como un clasico ejemplo de mutualismo. El
término “rizobio” se utiliza actualmente para referirse al conjunto total de bacterias que son
capaces de nodular y fijar nitrégeno en asociacion con leguminosas y que hoy incluye no sélo
al género Rhizobium sino también a otros cinco géneros que han surgido de especies
inicialmente clasificadas como Rhizobium (Sinorhizobium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium,
Allorhizobium y Azorhizobium), ademéas de otros nuevos generos con distintas relaciones

filogenéticas.
3.- Evolucién de la taxonomia.

Al final del siglo XIX, se empez0 a intuir que el nitrogeno atmosférico era asimilado a través
de los nodulos de las raices de las leguminosas y que éstos eran la consecuencia de la
infeccion de la raiz por una bacteria del suelo. El primer aislado fue denominado Bacillus
radicicola (Beijerinck, 1888), cuyo nombre posteriormente fue cambiado a Rhizobium

leguminosarum (Frank, 1889).

A principios de 1960, se comenzd a utilizar una gran variedad de caracteristicas en los
estudios taxondmicos, entre ellas, caracteristicas morfoldgicas, nutricionales y metabdlicas
(Graham, 1964; Moffet y Colwell, 1968; ‘tMannetje, 1967), serologicas (Graham, 1963;



Vincent y Humphrey, 1970) y de comparacion del ADN (De Ley y Rassel, 1965), con lo que
se demostrd el parentesco entre los géneros Rhizobium y Agrobacterium y la existencia de

rizobios de crecimiento rapido y los de crecimiento lento.

Desde los afios 80, se ha encontrado una mayor diversidad entre los rizobios debido al uso de
caracteristicas genéticas, gracias a métodos como la hibridacion ADN-ADN o ADN-ARN o
secuenciacion del ADNr, asi como el estudio de una mayor diversidad de especies de

leguminosas.

Actualmente son ampliamente aceptados cinco géneros: Rhizobium (Frank, 1889),
Bradyrhizobium (Jordan, 1982), Azorhizobium (Dreyfus et al., 1988), Sinorhizobium (Chen et
al., 1988), Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997) y Allorhizobium (De Lajudie et al., 1998), y
recientemente se han propuesto dos mas, Neorhizobium y Pararhizobium (Lindstrém, 2015).
Otros se han encontrado de forma esporadica como Shinella, Phyllobacterium, Microvirga,
Ochrobactrum, Methylobacterium, Devosia (o-proteobacteria) o Burkholderia (B-

proteobacteria).

El género Rhizobium, por su parte, presenta actualmente alrededor de 50 especies. Recientes
estudios parecen mostrar que los géneros Rhizobium, Allorhizobium y Agrobacterium se
encuentran muy relacionados entre si y se ha propuesto que se abandonen los géneros
Allorhizobium y Agrobacterium, incorporandolos al género Rhizobium (Young et al., 2001);
sin embargo, esta propuesta no ha sido aceptada por toda la comunidad cientifica (Farrand et
al., 2003).

El género Sinorhizobium fue propuesto por Chen et al. (1988) como un género separado de
los rizobios de crecimiento rapido, renombré a Rhizobium fredii como Sinorhizobium fredii,
lo cual supuso en un primer momento un tema de controversia, pues no se aport6 evidencia
genética que justificara esta creacion. Posteriormente, Lajudie et al. (1994), presentaron datos

filogenéticos, que avalaban esta propuesta. Actualmente, se han descrito unas 15 especies.

Respecto al género Mesorhizobium fue propuesto para incluir en él cinco especies, que son
Rhizobium loti, R. huakuii, R. ciceri, R. mediterraneum y R. tianshanense, que se encuentran
filogenéticamente relacionadas pero lejanas a el grupo filogenético que incluye a Rhizobium,
Agrobacterium y Sinorhizobium (Jarvis et al., 1997). Se caracterizan por presentar un
crecimiento intermedio entre los rizobios de crecimiento rapido y lento. Hoy en dia el género

Mesorhizobium incluye mas de 30 especies.



Por su parte el género Bradyrhizobium fue propuesto para la especie de crecimiento lento
Rhizobium japonicum (Jordan, 1982). Al principio Bradyrhizobium japonicum fue la Unica
especie descrita, sin embargo se reconocia la existencia de otras cepas de crecimiento lento
(Elkan y Bunn, 1992). Posteriormente, se afadieron cinco especies adicionales, que son B.
elkanii (Kuykendall et al., 1992), B. liaoningense (Xu et al., 1995), B. yuanmingense (Yao et
al., 2002), B. betae (Rivas et al., 2004) y B. canariense (Vinuesa et al., 2005). Y en la

actualidad existen mas de una docena de especies.
4.- Diversidad y taxonomia de los rizobios que nodulan a Lotus sp.

Lotus es un género grande y cosmopolita, constituido por unas 150 especies que ocupan la
region mediterranea (que incluye partes de Europa, Africa y el oeste de Asia) y el oeste de
Norteamérica (Barrientos et al., 2002, Sokoloff y Lock, 2005). Recientemente ha aumentado
el interés en ubicar a este género y sus especies usando datos morfologicos y moleculares
pero, sin embargo, estos estudios necesitan una base taxonémica profunda y se concluye que
Lotus es un género taxonomicamente dificil (Gillett, 1958; Heyn y Herrnstadt, 1968;
Kramina, 1999a,b, 2006; Kramina y Sokoloff, 2004).

En las Islas Canarias se han identificado tres grupos de especies dentro de la seccion Pedrosia
denominadas grupo de Lotus sessilifolius, grupo de Lotus emeroides y grupo de Lotus
campylocladus. Este Gltimo incluye L. spartioides de Gran Canaria, L. campylocladus Webb
& Berthel de Tenerife y L. hillebrandii Christ de La Palma. Estos tres son tipicos de regiones

de montafia y a menudo crecen en pinar (Bramwell y Bramwell 1974).

La filogenia del género ha sido estudiada mediante analisis cladisticos basados en datos
morfologicos (Arambarri, 2000) y moleculares (Allan et al. 2003, 2004; Degtjareva et al.
2006), lo que ha llevado a importantes cambios taxonémicos. En lo que concierne a nuestro
trabajo, hay que decir que la especie L. hillebrandii de la Palma es considerada actualmente
una subespecie de L. campylocladus, L. campylocladus ssp. hillebrandii, y el de Tenerife
pasaria a L. campylocladus ssp. campylocladus. Sin embargo, para facilitar la lectura de esta
memoria, continuaremos llamando Lotus campylocladus a la subespecie presente en Tenerife

y L. hillebrandii a la de La Palma.

La simbiosis entre Lotus y sus rizobios fue considerada altamente especifica y solo se
reconocian dos grupos de bacterias divergentes como microsimbiontes de Lotus sp.:

Mesorhizobium loti y Bradyrhizobium sp. (Lotus). Las cepas de crecimiento rapido fueron



clasificadas inicialmente como Rhizobium loti, y posteriormente reclasificada en el género
Mesorhizobium como M. loti. Esta ha sido considerada el microsimbionte tipico que nodula
las especies del complejo Lotus corniculatus (L. corniculatus L., L. tenuis Schkuhr y la planta
modelo L. japonicus L.) (Fulchieri et al., 2001; Jarvis et al., 1982; Saeki y Kouchi, 2000;
Sullivan et al., 1996). Por otro lado, las cepas de crecimiento lento no se han clasificado hasta
recientemente a nivel de especies y se han denominado Bradyrhizobium sp. (Lotus) y son los

tipicos simbiontes de L. uliginosus Schkuhr, L. subbiflorus Lagasca o L. angustissimus L.

El aumento del nimero de especies de Lotus estudiadas y la descripcion adicional de géneros
y especies bacterianas como simbiontes naturales de Lotus spp. ha abierto un escenario mas
complejo que el clasico donde so6lo existian los dos grupos simbiontes compatibles de Lotus
anteriormente mencionados. Asi, los actuales datos presentan un esquema taxonémico mucho
méas complejo de los rizobios que nodulan los Lotus, encontrandose numerosas especies
distribuidas en cinco generos: Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium y
Aminobacter. EI género Rhizobium, aunque se aisla con cierta frecuencia de nodulos de Lotus,
no ha sido confirmado en la mayoria de los casos como verdadero simbionte de Lotus (Han et
al., 2008; Estrella et al., 2009; Lorite et al., 2010; Zakhia et al., 2004). Son excepciones, R.
multihospitum (Han et al., 2008) una especie de amplio rango de hospedadores y un aislado
de R. leguminosarum, que si han sido confirmados como verdaderos simbiontes de Lotus
(Gossmann et al., 2012).

El género Sinorhizobium ha sido aislado esporédicamente de Lotus pero podria ser un
microsimbionte predominante en zonas aridas (Leon-Barrios, 2009; Lorite et al., 2010;
Merabet et al., 2010; Rejili et al., 2009; Rejili et al., 2012; Zakhia et al., 2004). Mas
recientemente (Ledn-Barrios et al., 2009), se ha descrito que cepas de Sinorhizobium meliloti
son simbiontes compatibles con algunas especies de Lotus endémicas de las Islas Canarias,
como L. lacerottensis Weeb y Berthel, L. sessilifloius DC. y L. maculatus Breitf.

Ahora bien, son diversas especies del género Mesorhizobium los microsimbiontes maés
importantes de los Lotus, tanto de silvestres como cultivados. Las principales especies
aisladas de nddulos radicales de Lotus pertenecen o son muy proximas a: M. amorphae, M.
mediterraneum, M. tianshanense, M. chacoense, M., albiziae, M. alhagi, M. ciceri, M.
plurifarium y M. caraganae. Respecto al genero Bradyrhizobium, estan relacionadas sobre

todo con B. japonicum y algunas con B. yuanmingense.



5.- Métodos aplicables para el estudio de la biodiversidad microbiana en suelos.

El conocimiento sobre la biodiversidad microbiana se ha ido incrementando desde los inicios
de la Microbiologia de manera paralela al desarrollo de nuevas técnicas aplicadas a los
analisis de diversidad y a la taxonomia. Desde las técnicas iniciales basadas exclusivamente
en caracteristicas fenotipicas, pasando por las técnicas genéticas de hibridacion de ADN-ADN
genomicos, hasta las actuales basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
secuenciacion de &cidos nucleicos, el nimero de nuevos microorganismos descritos ha
aumentado de manera casi exponencial. En las ultimas décadas, se ha acufiado el término
“Taxonomia polifasica” para denominar a un proceso integrador, basado en el mayor niimero
posible de técnicas y atributos diferentes, fenotipicos, genéticos y filogenéticos, para describir

nuevas especies.

En este punto, nos parece necesario sefialar que en los estudios de biodiversidad se ha de
elegir primero la/s técnica/s mas apropiadas segun el objetivo perseguido, ya que no todas

discriminan al mismo nivel taxondmico.

Un tipo de técnicas genotipicas muy utilizadas en estudios de diversidad y taxonomia son los
perfiles RFLP (“Restriction Fragment Lenght Polymorphisms”) obtenidos por restriccion de
genes previamente amplificados por PCR, generalmente del gen que codifica para el ARN
ribosémico 16S (16S-RFLP). La restriccion del gen ARN ribosémico 16S, con un minimo de
tres o cuatro enzimas, es una técnica que ofrece una buena delimitacion a nivel de género, y
aproximarse a las especies mas cercanas. Ahora bien, es necesario tener en cuenta que por su
alto grado de conservacion presenta limitaciones para diferenciar especies préximas, lo que

implica en ocasiones que un mismo perfil de RFLP puede corresponder a especies diferentes.

OBJETIVOS

Dentro del grupo de investigacion “Interacciones Beneficiosas Planta-Microorganismo” se ha
aislado una coleccion de bacterias a partir de nddulos radicales de una especie de leguminosas
endémica de las Islas Canarias, Lotus campylocladus ssp. hillebrandii de La Palma y Lotus
campylocladus ssp. campylocladus de Tenerife. El objetivo general del presente trabajo es la
caracterizacion de esta coleccion de rizobios. Para ello, se plantean los siguientes objetivos

especificos:



1. Caracterizacion genética de las poblaciones de rizobios que nodulan L. campylocladus en
Tenerife y La Palma mediante polimorfismo de restriccion (16S-RFLP).

2. Analisis comparativo de la diversidad de genotipos en las distintas localidades de
muestreo.

3. Ensayos de infectividad de genotipos representativos para comprobar la eficacia de
nodulacion y fijacion.

MATERIAL Y METODOS

1.- Localidades de muestreo y aislamiento de las cepas de rizobios.

Las cepas de rizobios utilizadas en este trabajo pertenecen a la coleccion de bacterias del
grupo “Interacciones Beneficiosas Planta-Microorganismo” del area de Microbiologia del
Departamento de Bioquimica, Microbiologia, Biologia Celular y Genética. Estas bacterias
habian sido previamente aisladas a partir de nddulos radicales de L. hillebrandii y de L.
campylocladus recolectadas en las islas de La Palma y Tenerife, respectivamente. Las
distintas cepas aisladas y su localizacién estan recogidas dentro del apartado de Resultados,
en la Tabla 6.

2.- Mantenimiento de las cepas de rizobios.

El cultivo de los rizobios se realizé sembrando las cepas en el medio YM (Yeast extract-
Manitol, Vincent, 1970), liquido o solidificado con agar (15 g/l), cuya composicion es la

siguiente:

Tabla 1. Composicion del medio YM

Componentes Cantidad (g/l)
K,HPO, 0,5
MgSQ,+7H,0 0,2

NaCl 0,1
Extracto de levadura 0,8
Manitol 10

pH 6,6-6,8



Las cepas de la coleccion, mantenidas a -80°C, se “refrescaron” creciéndolas en placas con
medio YMA vy se incubaron entre 5-7 dias hasta que se desarrollaron las colonias. Las
colonias se suspendieron en solucion salina para obtener ADN genomico, bien por el método
del hervido o alternativamente utilizando el kit Aqua Pure Genomic DNA isolation, explicado

a continuacion.
3.- Extraccion del ADN mediante hervido.

Se prepararon suspensiones bacterianas en tubos Eppendorf resuspendiendo las colonias en
500 pl de solucién salina (0,9 % de NaCl), hasta una turbidez 3 en la escala de McFarland.
Los tubos asi preparados se sumergieron durante 10 minutos en agua hirviendo, para provocar
la rotura de la célula y la liberacion del ADN. A continuacion, se centrifugd 5 minutos a
13000 rpm y se recuperd el ADN del sobrenadante. Como ADN molde para la reaccion de

amplificacion, se usaron alicuotas de 5-10ul de este sobrenadante.
4.- Extraccién del ADN genomico (Para bacterias Gram negativas).

Cuando los resultados de extraccion dieron negativo con el método del hervido, la extraccion
de ADN se realizé usando el kit AquaPure Genomic DNA Isolation (BioRad). Para ello, las
cepas fueron cultivadas en 5 ml de medio YM hasta el final de la fase exponencial y 1,5 ml de
los cultivos se centrifugaron a 15000 rpm 1 minuto. Se desechd el sobrenadante y al
sedimento se le afiadio 300 ul de la solucién de lisis de DNA gendmico y se incubd a 80°C
durante 5 minutos. Posteriormente, se afiadié 1,5 ml de la solucién con RNasa A, se agito
suavemente (invirtiendo el tubo unas 25 veces) y se incub6 a 37°C durante 45 minutos. Las
proteinas se precipitaron afiadiendo 80 pl de la solucidon de precipitacion de proteinas y se
centrifugd 3 minutos a 13000 rpm. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo eppendorf

y el sedimento fue desechado.

ElI ADN del sobrenadante se precipitdo afiadiendo 300 pl de isopropanol, invirtiendo
suavemente el tubo unas 50 veces y centrifugando a 13000 rpm 1 minuto. EI ADN precipitado
se lavd anadiendo 300 pl de etanol al 70% y centrifugando 1 minuto a 13000 rpm. A
continuacion, se descarto6 el sobrenadante y el ADN en el sedimento se dejé secar al aire. Por
ultimo, se hidraté el ADN afiadiendo (segun la cantidad de sedimento obtenida) entre 50 y
100 pl de solucion de hidratacion del ADN. Se incubo a 65°C durante 5 minutos, se agitd en
vortex 5 segundos. EI ADN gendmico asi extraido se conservo a 4°C hasta su posterior

utilizacion.



5.- Amplificacion del gen ADNr 16S mediante PCR.

La amplificacion de este gen se hizo mediante PCR, con la siguiente mezcla de reaccion:

Tabla 2. Mezcla de reaccion de PCR

Componentes Cantidad

Premix Takara 15 pl

fD1 1l

rD1 1l

Agua destilada 12 ul

ADN molde 1 pl (5 pl ADN obtenido de hervido)

Volumen final = 30 pl

Se utilizd la pareja de cebadores universales fD1/rD1 (Weisburg et al., 1991), cuyas

secuencias son las siguientes:

Cebador Secuencia
fD1 5>-AGAGTTTGATCCTCCTGGCTCTCAG-3’
rD1 5-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’

Se utilizo el termociclador iCicler™ de BioRad, con los siguientes pardmetros del ciclo:

Tabla 3. Pardmetros de ciclado para PCR

Ciclo Paso Temperatura Tiempo
Ciclol(1x) Pasol 95°C 3 min. 30 seg.
Ciclo 2 (30x) Pasol 94°C 1 min. 10 seg.
Paso 2 56°C 40 seg.
Paso 3 72°C 2 min. 10 seg.
Ciclo3(1x) Pasol 72°C 6 min. 20 seg.
Ciclo 4 (1x) Paso 1 18°C 0

6.- Electroforesis y cuantificacion de ADN gendmico.

El tamafio del producto amplificado (unos 1600pb para el ADNr 16S) se determind por
electroforesis en gel de agarosa al 1 % (0,5 g de agarosa en 50 ml de TAE 1X) y para el
revelado se afiadio al gel 0,7 pl de Midori Green. El gel se cargd con 12 pl de la siguiente
mezcla: H,O (6 pl); tampon de carga (2 ul); ADN (4 pl). Uno de los pocillos se cargd con 2
ul del marcador de peso molecular de 100 pb (TaKaRa).



La captura de la imagen del gel se realizd con el equipo ImageMaster® VDS asociado al
software LISCAP Capture Application.

7.- Polimorfismo basado en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP).

Alicuotas de los productos amplificados de 1600pb se sometieron a restriccion, de manera
independiente, con tres endonucleasas que previamente han sido mostradas de utilidad en la
taxonomia de los rizobios. En este trabajo se utilizaron tres Hinfl (secuencia diana,
G VY ANTC), Mspl (secuencia diana, C ¥ CGG) y Rsal (secuencia diana, GT ¥ AC).

Para los ensayos de restriccion se uso la siguiente mezcla de reaccion:

Tabla 4. Mezcla de reaccion utilizada para los ensayos de restriccion del ADNr 16S

Tampon (Hinf1/Msp1/Rsal) 2 ul
Enzima (Hinfl/Msp1/Rsal) 0,5 ul
BSA 0,2 ul
Agua destilada 9,3 ul
ADN amplificado 8 ul

Volumen final = 20 pl

La mezcla de restriccion se incub6 a 37°C durante tres horas y se conservo en la nevera hasta

su posterior resolucién en geles de agarosa.
8.- Electroforesis y analisis de los resultados del RFLP.

Los fragmentos de la reaccion de restriccion se resolvieron mediante electroforesis en geles de
agarosa de alta resolucion al 1,5 % o, alternativamente, agarosa de muy alta resolucién al 3,5
%. EI ADN se visualiz6 afiadiendo al gel 2 ul de Midori Green. La mezcla de carga (25 pl)
fue la siguiente: Tampon de carga, 5 pul; ADN, 20 pl.

9.- Andlisis de las secuencias de ADNr 16S.

Las imagenes digitalizadas de los geles (en archivos TIFF) se analizaron utilizando el
programa GelComparll v. 4.0, que permite comparar los patrones de polimorfismo y elaborar

matrices de similitud que se pueden representar en forma de dendograma.
10.-  Test de nodulacion.

Se realizé un test de infectividad para comprobar si las cepas de rizobios aisladas eran capaces
de reinfectar (nodular y fijar nitrégeno) los hospedadores originales, teniendo en cuenta los

ribotipos y los lugares de recoleccion.
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Las semillas se escarificaron frotandolas ligeramente con papel de lija y se esterilizaron
siguiendo el protocolo que se describe a continuacion: se pasaron 30 segundos por alcohol y
luego se sumergieron de 5-7 minutos en lejia comercial diluida al 50 %. Los restos de lejia se
eliminaron mediante seis lavados con agua estéril. Finalmente, se colocaron las semillas en

placas de Petri con agar-agua 1% para su germinacion.

Las placas fueron selladas con parafilm y mantenidas en oscuridad varios dias hasta que se
produjo su germinacion. Una vez germinadas, se colocaron entre 6 y 7 semillas en placas
cuadradas de 12 cm de lado y 1 cm de profundidad que contenian el medio de Rigaud &

Puppo de la siguiente composicién:

Tabla 5. Composicién del medio de Rigaud y Puppo

Componentes Cantidad (g/l)
MgSQO,4+7H,0 0,15
KH,PO, 0,15
KCI 0,15
CaCl, 0,05
Elementos traza* 1 ml/l
Secuestrina 0,025
Agarosa media resolucion 4
pH 6,6-6,8

*La solucién de elementos traza tenia la siguiente composicién (g/l): HsBOs3, 2,86;
MnS0,4.4H,0, 2,03; ZnSO,.7H,0, 0,22; CuSO,4.5H,0, 0,08; Na,M00Oy,, 0,14.

Para la inoculacion, se colocaron 500 pl de solucién salina en cada tubo eppendorf a usar, se
resuspendieron en ellos las cepas seleccionadas y con esa suspension se inocularon las
plantulas. Posteriormente, las placas se sellaron y se coloc6 papel de aluminio en la mitad
inferior de la placa, cubriendo las semillas, para mantener las condiciones de oscuridad.
Finalmente, se colocaron en una camara de cultivos con 16 horas de luz y 8 de oscuridad y

aproximadamente 25°C durante el dia y 20°C durante la noche.

RESULTADOS Y DISCUSION

1.- Descripcion de las cepas aisladas de Lotus campylocladus y Lotus hillebrandii.

La mayoria de las cepas aisladas de L. campylocladus, tras 5-7 dias de incubacion en el medio
YMA, produjeron colonias de 0,5 a 2 mm de diametro, poco mucosas, mientras que las
cepas LCA3, LCA5, LCA6 y LCA9 formaron colonias mas mucosas que llegaron a ser de 4 a
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7 mm. Ambos grupos de colonias son compatibles con el aspecto que presentan las de los
rizobios. Sin embargo, las colonias de LCA4, LCA7, LCA27 y LCA28, tenian aspecto muy
diferente a las de rizobios, y podrian ser endofitos presentes en los nodulos que, por lo comudn

pertenecen a generos diversos de bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas.

Las cepas aisladas de L. hillebrandii, tras 5-7 dias de incubacién en el medio YMA
produjeron colonias de 0,5 a 2 mm de diametro, poco mucosas, y las cepas de LHILP20 ,
LHILP22, LHILP29, LHILP30 y LHILP40 de unos 4 mm, ambas compatibles con las
colonias que presentan los rizobios en este medio. Las colonias LHILP16B, LHILP18B,
LHILP19B, LHILP23B y LHILP38, sin embargo, no tenian el aspecto de los rizobios.

2.- Analisis de polimorfismos de fragmentos de restriccion del ARNr 16S (16S-RFLP)

La amplificaciéon del gen ARNr 16S con la pareja de cebadores universales fD1/rD1 dio en
todos los casos un fragmento Unico de aproximadamente 1600pb. Para los aislados LHILP14,
LHILP16B, LHILP18B, LHILP23B, LHILP28B y LHILP40, no resulto posible amplificar el

gen.

Los productos obtenidos fueron digeridos individualmente con 3 endonucleasas diferentes,
Hinfl, Mspl y Rsal, que dieron patrones de restriccion polimérficos con 3-6 fragmentos,

teniendo en cuenta que solo se consideraron los de un tamafio igual o superior a 100pb.

Rsal resolvid, para la mayor parte de los aislados, un perfil de tres bandas que no discrimino
entre las diferentes especies del género Mesorhizobium, pero diferencid los géneros
Mesorhizobium y Bradyrhizobium de los otros géneros de referencia (Rhizobium,
Sinorhizobium, Agrobacterium y Phyllobacterium).

Mspl fue la més resolutiva para discriminar entre las especies de Mesorhizobium, produciendo

perfiles de 5 a 6 bandas de peso molecular entre 500 y 100pb.
Hinfl tuvo un poder de discriminacion intermedio, produciendo perfiles de 3 a 4 bandas.

El analisis combinado de los perfiles de restriccion obtenidos con las tres endonucleasas
resolvio 32 patrones diferentes, que en varios casos fueron idénticos a los de las especies de

referencia (Figura 1).

12



FRRBi 88 REs 8RR RE RFLPHinfl__ RFLP-Mspl

|
I
i
A"}
Vv
VI
5 mecicas USDa 1037 T
| & mallon LMG 81337
5 kpsoanss LMGISE13T
5 sahall LMETETT
LMGTEMT
Vil
VIl

LLAN &1_Ppiobacrany.
E- Japonicum LMGS 13T

E.Japonicum UDAT10
E.canarianss BTA-T

LCATL
LHEP198
LHILP3S

B oA
| LCAZE

Figura 1. Arbol filogenético obtenido con el método de UPGMA del 16S-RFLP (Hinfl-Mspl-Rsal), para los

aislados de L. campylocladus y L. hillebrandii y las cepas de referencia.
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La técnica sirvio para la clasificacion de los aislados a nivel de género: 51 de los aislados se
incluyeron en un gran cluster con las especies de referencia del género Mesorhizobium (Sp >
77,6%), tres se incluyeron dentro del género Rhizobium (Sp > 77,9%), dos (LHILP20,
LHILP23A) forman parte de un linaje préximo a Sinorhizobium (Sp> 72,5%), uno (LCA4) es
proximo a Phyllobacterium (Sp > 84,2%), otro (LCA14) estd emparentado con
Bradyrhizobium (Sp > 77,3%) y cuatro (LCA27, LCA28, LHILP19B y LHILP38) formaron

un grupo externo a todos los rizobios (Figura 2)

Phyllobacterium Rhizobium

Sinorhizobium 2% 5%

Bradyrhizobium 3%
2%

Género Mesorhizobium

|
.\
Mesorhizobium
82%

Recuento

=
o

o N B O ®

B M. caraganae B M. ciceri
M. opportunistum WM. alhagi
M. amorphae M. gobiense

W Mesorhizobium sp.

Figura 2. Porcentaje que representa cada género de rizobios aislados (Derecha) y recuento de aislados
pertenecientes a los ribotipos 1-VI y Mesorhizobium sp. (Izquierda) de L. campylocladus de las islas de Tenerife
y La Palma.

Debido al alto grado de conservacion del ARNr 16S, la técnica no permite discriminar entre
especies proximas y, por ello, no existe un dnico criterio por el que se pueda delimitar las
especies. En este trabajo se ha aceptado como limite un 90% de semejanza para delimitar 8
grandes grupos de RFLP que contienen una o varias especies proximas a los que
denominamos ribotipos |1 a VIII. Seis de ellos se encuadraron dentro del género

Mesorhizobium. (Figura 2).
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El ribotipo | o grupo M. caraganae, representado por un perfil idéntico (Sp=100%) que
incluyo las cepas de referencia M. caraganae y M. mediterraneum y los aislados LCAL10,
LHILP8, LHILP27 y LHILP39 y un subgrupo con varios perfiles proximos (Sp=93,4%) que
incluian los aislados LCA11, LCA16, LHILP26, LHILP31 y LHILP35 (Figura 1), la mayoria
de los cuales procedian de L. hillebrandii. En cuanto su distribucion geografica, cabe destacar
su dispersion pues hay tres aislados (LCA10, LCA11 y LCA16) procedentes del municipio de
La Guancha en Tenerife y los seis restantes procedentes de la isla de Las Palma, dos de ellos
recolectados en Bejenado (LHILP26 y LHILP27) y uno (LHILP8) de Fuente de La Mula,
ambas localizaciones de la Caldera de Taburiente, y tres (LHILP31, LHILP35 y LHILP39)
del Barranco de Los Hombres, fuera de la Caldera.

El ribotipo Il o grupo M. ciceri representado por un perfil idéntico (Sp=100%) que incluyé la
cepa de referencia, que da nombre al grupo, M. ciceri, y los aislados LCAL, LCA2, LCAD5,
LCA6, LCA8, LHILP17 y LHILP22; ademas de otros dos perfiles pertenecientes a
LHILP18A (Sp=97,9%) y LHILP25 (Sp=92,4%). Teniendo en cuenta su distribucion, no se
observo demasiada variabilidad en cuanto a su localizacion dentro de cada isla siendo
mayoritariamente de Tenerife, isla de la que procedian cinco aislados, cuatro de ellos (LCAZ2,
LCAS5, LCA6 y LCAS) del municipio de La Guancha y uno (LCA1) de Vilaflor. En La Palma
se recolectaron tres (LHILP17, LHILP18A y LHILP22) en el Mirador Las Chozas y uno
(LHILP25) en Bejenado.

El ribotipo 111 o grupo M. opportunistum presenta una cierta variabilidad genética puesto que
de los siete aislados pertenecientes a él, dos (LHILP19A y LHILP21) tienen un perfil idéntico
(Sp=100%) a las cepas de referencia M. opportunistum y M. plurifarium; otros dos (LCA7 y
LHILP29) presentan perfiles idénticos entre si y una semejanza del 97% con el grupo
anterior; por su parte, LHILP30 tiene una semejanza de 95,3% con los dos grupos anteriores
y, por ultimo, LHILP24 y LHILP32 tienen un perfil idéntico (Sp=100% entre ellos) y una
semejanza de 93,6% con el resto de los integrantes del ribotipo. (Figura 1). Con la Unica
excepcion de LCA7 que procedia de La Guancha (Tenerife), todos proceden de La Palma,
repartidos por igual en el Barranco de Los Hombres (LHILP29, LHILP30 y LHILP32) y en el
Mirador Las Chozas (LHILP19A, LHILP21 y LHILP24). Estos resultados sugieren que

dentro de este ribotipo nuestros aislados pertenecen a varias especies de Mesorhizobium.

El ribotipo IV o grupo M. alhagi representado por un perfil idéntico (Sp=100%) que incluyé a
la cepa de referencia, que da nombre al grupo, M. alhagi y los aislados LCA17, LCA18,

15



LCA20 y LCA21 (Figura 1), todos ellos recolectados en el municipio de Los Realejos en
Tenerife.

El ribotipo V o grupo M. amorphae representado por tres perfiles idénticos (Sp=100%), el
primero incluyé las cepas de referencia M. amorphae y M. huakuii y los aislados LHILP1 y
LHILP10; el segundo incluyd los aislados LHILP3, LHILP5, LHILP6 y LHILP7, con una
semejanza del 97%, con el grupo anterior; y un tercero que incluyé LHILP2, LHILP4 y
LHILP9, con una semejanza de 92,9% con el resto (Figura 1). En este caso resulta evidente
que el ribotipo incluye, al menos, tres especies. Todos fueron recolectados en la Fuente de La

Mula en La Palma.

El ribotipo VI o grupo M. gobiense representado por un perfil idéntico (Sp=100%), que
incluyd a las cepas de referencia M. gobiense, M. metallidurans y M. tianshanense y los
aislados LHILP11, LHILP12, LHILP13, LHILP15, LCA13, LCA24, LCA25 y LCA26
(Figura 1). Fueron recolectados cuatro aislados en Tenerife, tres (LCA24, LCA25 y LCA26)
de ellos en Vilaflor y uno (LCA13) en La Guancha. En La Palma fueron recolectados otros
cuatro (LHILP11, LHILP12, LHILP13 y LHILP15), todos procedentes del Barranco de

Briestas.

El ribotipo VII o grupo R. lusitanum, incluy6 dos perfiles, el primero (Sp=100%) con las
cepas de referencia R. lusitanum y R. tropici, que se relacionaba en un 96,3% con un segundo

perfil que incluyd al aislado LCA3 aislado en el municipio de La Guancha

Por ultimo, el ribotipo VIII contenia un unico perfil (Sp=100%) que incluia dos cepas de

referencia de R. leguminosarum y los aislados LCA9 y LHILP16A (Figura 1).

Con independencia de lo anterior, cinco de los aislados, aunque pertenecientes al género
Mesorhizobium, presentaron perfiles que no se asociaban con especies de referencia, bien por
representar especies nuevas, 0 bien por no haberse incluido en este trabajo la especie de
referencia (a este grupo lo denominaremos Mesorhizobium sp.). Asi, LHILP28A tiene un
Sp=88,4% con el ribotipo I; LCA22 Sp=89,8% con el ribotipo IlI; LCA23 Sp=86% con el
ribotipo V; LHILP37 Sp=70,7% con los ribotipos del I al VI y LCA15 relacionado con M.

chacoense (Sp=80,6).

En resumen, los principales microsimbiontes de L campydocladus y L. hillebrandii
pertenecen al género Mesorhizobium (51 de los 68 aislados) y se distribuyen de manera entre

siete especies siendo las mayoritarias M. caraganae, M. ciceri, M. oppotunistum, M.
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amorphae y M. gobiense con 8 0 9 aislados cada una, seguidas por M. alhagi y
Mesorhizobium sp. Ocasionalmente, estos Lotus podrian estar noduladas por algunas especies
del género Rhizobium, de los aislados dos fueron préximos a R. leguminosarum y uno a R.
lusitanum. Aunque esta Ultima especie de Rhizobium no es un simbionte habitual de los Lotus,
no es la primera vez que se aisla de los nddulos de estas leguminosas. Asi fue descrito por
Gossmann et al., (2012) como un verdadero simbionte de Lotus corniculatus.

En cuanto a su distribucion geografica, la Figura 3 muestra una comparacion de la presencia
de cada una de la especies en las dos islas consideradas en este trabajo. Todas las especies
muestran homogeneidad en cuanto al nimero de aislados en ambas islas, salvo M. caraganae
y M. opportunistum recolectados en la isla de La Palma que predominan sobre los de la isla de
Tenerife. Por otro lado, se encontraron grupos que fueron exclusivos de cada isla, M.

amorphae de La Palma y M. alhagi y R. lusitanum de Tenerife.
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Figura 3. Numero de aislados pertenecientes a cada ribotipo de los rizobios asociados a Lotus de las Islas de
Tenerife (verde) y La Palma (azul).

Centrandonos en la diversidad por isla, en la Figura 4 se muestra la distribucion de los
diferentes grupos en los tres municipios de Tenerife. La Guancha es el que presenta una
mayor diversidad, encontrandose aislados pertenecientes a todos los grupos, con excepcién de

M. alhagi. Destacan M. caraganae (3 aislados) y M. ciceri (4 aislados) sobre el resto. El
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municipio de Vilaflor, por su parte, se encuentra representado por M. ciceri y M. gobiense,
destacando este ultimo con 3 aislados. Finalmente Los Realejos, que se encuentra
representado por algunas especies del género Mesorhizobium y M. alhagi, que ademas de

encontrarse solo en Tenerife (Figura 3), no se encuentra en otro municipio.
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Figura 4. Distribucion de los rizobios aislados de L. campylocladus en las distintas localidades de la isla de
Tenerife.

La distribucién en los cinco puntos de muestreo de La Palma se presenta en la Figura 5.
Dentro de la Caldera de Taburiente se muestrearon tres puntos: Fuente de La Mula, (los
aislados de esta zona pertenecen al grupo de M. amorphae, excepto uno designado al grupo de
M. caraganae); Mirador Las Chozas (aqui los aislados se encuentran distribuidos por igual en
M. ciceri y M. opportunistum, encontrando también un aislado designado al grupo de R.
leguminosarum); y Bejenado, cuyos aislados pertenecen a M. caraganae, M. ciceri y alguna
especie no definida de Mesorhizobium.

Hacia la zona Norte, se realizo un muestreo en el Barranco de Briestas; todos los aislados de
esta zona correspondieron al grupo de M. gobiense, con excepcion de uno designado como M.
amorphae. Finalmente, hacia la zona Sur, el Barranco de Los Hombres, donde encontramos
los aislados distribuidos por igual en M. caraganae y M. opportunistum, asi como un aislado

del género Mesorhizobium cuya especie no fue definida.
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Figura 5. Distribucién de los rizobios aislados de L. hillebrandii en las distintas localidades de la isla de La
Palma.

En resumen, el uso de la técnica RFLP con tres endonucleasas, junto al consiguiente analisis
de los perfiles de restriccion es una técnica que nos ha permitido poner de manifiesto la gran
diversidad genética existente entre los rizobios que nodulan L. campylocladus de ambas
subespecies, diferenciandose seis grupos principales del género Mesorhizobium y dos del
género Rhizobium. No obstante, estos resultados deben ser confirmados mediante la obtencion

de sus secuencias.

3.- Test de nodulacion en L. campylocladus y L. hillebrandii.

Para comprobar que las bacterias aisladas eran verdaderos simbiontes, capaces, por tanto, de
reinfectar los hospedadores originales, se realiz6 un test de nodulacién en las dos subespecies
seleccionando los aislados en funcién del ribotipo al que pertenecen y la localidad de origen.

Los resultados se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. Cepas, localizacién y algunas caracteristicas fenotipicas de los aislados

Aislado Localizacion® 16S-RFLP® Fenotipo Fenotipo
en L. campylocladus en L. hillebrandii
FS PN TP FS PN TP

LCAl \Y Mci Nod+/Fix+ 30 1-5 Nod+/Fix+ 70 3-6

LCA2 Gu Mci

LCA3 Gu Rleg

LCA4 Gu NI

LCA5 Gu Mci Nod— 0 1-6 Nod+/Fix+ 30 1-4

LCA6 Gu Mci

LCA7 Gu Mopp

LCAS8 Gu Mci

LCA9 Gu Rleg

LCA10 Gu Mcar

LCAll Gu Mcar

LCA13 Gu Mgob Nod+/Fix+ 20 1-5 Nod+/Fix+ 20 1-5

LCA14 Gu NI

LCA15 Gu Msp

LCA16 Gu Mcar

LCA17 R Malh

LCA18 R Malh Nod+/Fix+ 83 1-3 Nod+/Fix+ 50 1-3

LCA20 R Malh

LCA21 R Malh Nod— 0 1-3 Nod+/Fix+ 30 1-3

LCA22 R Msp

LCA23 R Msp

LCA24 \Y Mgob

LCA25 \Y% Mgob Nod+/Fix+ 50 1-5 Nod+/Fix+ 40 1-3

LCA26 \Y; Mgob

LCA27 \Y NI Nod— 0 1-4 Nod— 0 2

LCA28 \Y NI

LHILP1 FM Mam

LHILP2 FM Mam

LHILP3 FM Mam

LHILP4 FM Mam

LHILP5 FM Mam

LHILP6 FM Mam

LHILP7 FM Mam Nod+/Fix+ 33 2-4 Nod+/Fix+ 67 1-3

LHILP8 FM Mcar Nod+/Fix+ 33 3-4 Nod+/Fix+ 50 3-4

LHILP9 FM Mam

LHILP10 FM Mam

LHILP11 Br Mgob

LHILP12 Br Mgob

LHILP13 Br Mgob Nod+/Fix+ 100 >7 Nod+/Fix+ 100 3-7

LHILP15 Br Mgob

LHILP16A MC Rleg

LHILP17 MC Mci

LHILP18A MC Mci

LHILP1I9A MC Mopp

LHILP19B MC NI

LHILP20 MC NI

LHILP21 MC Mopp

LHILP22 MC Mci Nod+/Fixt 30 1-3 Nod+/Fix+ 100 14

LHILP23A MC NI

LHILP24 MC Mopp Nod+/Fix+ 33 3 Nod+/Fix+ 10 2-4

LHILP25 Be Mci

LHILP26 Be Mcar
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Tabla 6 (Continuacion)

Aislado Localizacion® 16S-RFLP" Fenotipo Fenotipo
en L. campylocladus en L. hillebrandii
FS PN TP FS PN TP

LHILP27 Be Mcar Nod+/Fix+ 66 1-7 Nod+/Fix+ 83 1-4

LHILP28A  Be Msp

LHILP29 BH Mopp Nod+/Fix+ 33 3-4 Nod+/Fix+ 33 1-5

LHILP30 BH Mopp

LHILP31 BH Mcar

LHILP32 BH Mopp

LHILP35 BH Mcar

LHILP37 BH Msp

LHILP38 BH NI

LHILP39 BH Mcar

FS: Fenotipo simbi6tico; PN: Porcentaje de plantas noduladas; TP: Tamafio de la planta en
centimetros.

(@) Localizacién: Gu: La Guancha, R: Los Realejos, V: Vilaflor, FM: Fuente de La Mula, Br:
Barranco de Briestas, MC: Mirador de Las Chozas, Be: Bejenado, BH: Barranco de los Hombres.

(o) Grupo 16S-RFLP: NI: No identificado; Rleg: R. leguminosarum; Mopp: M. opportunistum;
Mgob: M. gobiense; Mcar: M. caraganae; Malh: M. alhagi: Mam: M. amorphae; Mci: M. ciceri;
Msp: Mesorhizobium sp.

Con estos test de nodulacion confirmamos que, aun siendo el porcentaje de nodulacion bajo
en algunos casos, las cepas seleccionadas fueron capaces de nodular en ambas subespecies de
L. campylocladus, (Tabla 6). A excepcion de LCAS (ribotipo M. ciceri) y LCA21 (ribotipo M.
alhagi) que siendo aislados de L. campylocladus, que no nodularon, lo que pudo deberse a las
condiciones en las que se encontraban. En cuanto al aislado LCA27, también fue incapaz de
nodular, pero este hecho no resulta sorprendente ya que presenta una relacion lejana con los
rizobios (Sp=44,7%).

Asi mismo, una observacion visual de la parte aérea y de la raiz de las plantas, en
comparacion con los controles sin inocular, asi como el recuento del nimero de nodulos, nos
permitid hacer una primera estimacion de las cepas con mejores capacidades fijadoras de
nitrégeno de entre los aislados ensayados, destacando las plantas inoculadas con el aislado
LHILP13, el crecimiento de la parte aérea fue superior al resto, encontrandose en muy buen
estado, ademas se produjo la nodulacion en el 100% de las plantas con 1 - 6 nddulos por
planta, la gran mayoria con un tono rojizo, lo que indica actividad de fijacion de nitrogeno.
Tabla 6.
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Figura 6. Test de infectividad realizado con Lotus campylocladus, a la izquierda se encuentra el control negativo
y a la derecha el ensayo realizado con el aislado LHILP13.

CONCLUSIONES
1. En este trabajo se han aislado 68 cepas a partir de nodulos radicales de L.

campylocladus y L. hillebrandii en las islas de Tenerife y La Palma, respectivamente.
El 75 por ciento pertenecen al género Mesorhizobium. Del resto, tres pertenecen al
género Rhizobium y los otros son bacterias proximas a los géeneros Sinorhizobium (2),
Bradyrhizobium (1), Phyllobacterium (1) y un linaje distante a los rizobios (4).

2. Los aislados del género Mesorhizobium pertenecen, al menos, a siete especies que se
clasifican en, o son especies proximas a, M. caraganae (9), M. ciceri (9), M.
amorphae (9), M. gobiense (8), M. opportunistum (7), M. alhagi (4) y una especie no
identificada (5).

3. Los grupos M. opportunistum y M. amorphae presentan varios perfiles de restriccion,
lo que sugiere que estén formados por mas de una especie.

4. En cuanto a la distribucion biogeografica de genotipos por islas, M. amorphae es
exclusivo de la isla de La Palma y R. lusitanum y M. alhagi, de Tenerife. En esta
Gltima predominan M. ciceri, M. alhagi y M. gobiense y en la isla de La Palma la
especie predominante es M. amorphae. Dentro de cada isla, algunos genotipos son
exclusivos de localidad y otros se encuentran en todas o en la mayor parte de las
localidades de las dos islas.

5. Los tests de reinfeccion mostraron que todos los mesorizobios son verdaderos

microsimbiontes de estos Lotus, a excepcion de tres cepas que probablemente sean

22



endofitos. En las condiciones de ensayo, la de mejor comportamiento simbiotico fue la
cepa LHILP13 del grupo M. gobiense.

CONCLUSIONS

1.

We isolated 68 bacterial strains from root nodules of L. campylocladus and L.
hillebrandii from Tenerife and La Palma islands respectively. A 75 per cent of them
belongs to Mesorhizobium genus. The rest was distributed as follows: three belong to
Rhizobium genus and the remaining were close to Sinorhizobium (2), Bradyrhizobium
(1), Phyllobacterium (1) genera or to an unidentified lineage (4).

The isolates belonging to Mesorhizobium genus are distributed between, at least,
seven species classified as, or related to M. caraganae (9), M. ciceri (9), M. amorphae
(9), M. gobiense (8), M. opportunistum (7), M. alhagi (4) and an unindentified (5)
species.

M. opportunistum and M. amorphae groups present various restriction profiles,
suggesting that they include more than one species.

Regarding to the biogeographic distribution of the various genotipes, M. amorphae is
unique to La Palma island and R. lusitanum and M. alhagi to Tenerife. In this island
M. ciceri, M. alhagi and M. gobiense predominated, while in La Palma M. amorphae
was predominating. Inside each island, some genotipes are unique to locations and
others could be found in all or the major part of locations from both islands.

The reinfection tests show that all the Mesorhizobium isolates were true
microsymbionts from these Lotus, with the exception of three isolates that could be
endophytic bacteria. In the essay conditions used in this work, the LHILP13 strain

belonging M. gobiense group shows the best symbiotic behavior.
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