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RESUMEN

Frankia es un microsimbionte que induce la formacion de nédulos radiculares en
un gran nimero de plantas no leguminosas que habitan miltiples ambientes.

En Chile, Frankia estd asociada a 5 géneros de plantas actinorricicas de la
familia Rhamnaceae: Colletia, Trevoa, Talguenea, Discaria, y Retanilla. Estudios
previos en los que se ha utilizado cepas de esta familia de plantas revel que estas cepas
estin estrechamente relacionadas, mostrando similitud tanfo en sus caracteres
fenotipicos .como a nivel de secuencia del 16S DNA. En este estudio se propone
conocer acerca de la extension de la diversidad genética del microsimbionte aisfado de
plantas de Rhamnaceas, y también determinar su rango de huésped. Para esto, las cepas
se caracterizaron utilizando mareadores moleculares como RAPDs y PCR-RFLP de las
regiones intergénicas enfre los genes nifD-nifK y 168-238.

Para los marcadores RAPD se probaron un grupo de partidores de los cuales se
seleccionaron aquellos que mostraron gran poder de discriminacién con todas las cepas.
Se obtuvieron 51 bandas Ias cuales se analizaron para su presencia y ausencia, y luego
se caloulo el coeficiente de similaridad entre las cepas. El dendrograma obtenido

mucstra bajos valores de similitud entre las cepas y se puede distinguir entre ellas de

acuerdo a los patrones RAPD.




Ademas, todas las cepas se caracterizaron por marcadores RFLP wutilizando
diferentes enzimas de restriccion. Las secuencias blanco para estos marcadores fueron
fragmentos amplificados de dos regiones intergénicas entre los genes ribosomales 16S-
238, y entre los genes nifD-nifK. Este andlisis se realizé utilizando 61 y 45 bandas
respectivamente, el cual mostré una buena discriminacién entre las cepas. Aungue
algunas cepas comparten el mismo patrén de bandeo para mmchas enzimas de
restriccion, cuando ellos son combinados los patrones son mas distintivos para cada una
de las cepas. Estos marcadores moleculares establecen relaciones de similitud entre
cepas derivadas de una familia de plantas como también de las que son aisladas de
diferentes familias. EI dendograma obtenido para la regién 16S-23S agrupa todas las
cepas aisladas de rhamnaceas en un cluster con un nodo por encima de 30% de
similitud. Cuando se utiliza la region enire nifD-nifK, las cepas que provienen de
rhamnaceas se agrupan con valores por encima de 40% de similitad. También puede
verse que dos cepas, TH11 y Ttl42, aisladas de Trevoa trinervis comparten los mismos
haplotipos para 4 de las enzimas utilizadas. Las cepas de ofras familias generalmente
caen fuera del cluster de la familia Rhamnaceae.

Las cepas de Frankia se probaron en plantas pertenecientes a 4 grupos de
especificidad de huésped: Trevoa trinervis (Rhamnaceae), Elacagnus angustifolia
(Elacagnaceae), Alnus glutinosa (Betulaceae), vy Casuarina cunninghamiana
(Casuarinaceae). Todas las cepas aisladas de la familia Rhamanceae fueron capaces de

nodular 7. trinervis y E. angustifolia. Solamente wna de ellas, Chl4 aislada de Colletia

hystrix, fue infectiva en 4. glutinosa.




Estos resultados sugieren que las cepas de Frankia aisladas de Rhamanceae
pertenecen a la subdivision de infectividad de Elaeagnus definido para el pénero
Frankia.

Todos los nddulos inducidos por Framkia mostraron reduccién de acetileno,
indicando que el microsimbionte utilizado como indculo fue efectivo en la fijacidn de
nitrégeno.

El efecto de la simbiosis actinorricica en las plantas utilizadas se determind
utilizando los siguientes parametros: altura del tallo, peso seco total, didmetro del tallo, y
contenido total de nitrogeno. Todas las cepas aisladas de thamnaceas tuvieron un efecto
positivo en Ias plantas hospederas de T. trinervis y E. angustifolia.

La wdentificacion de los mejores pares simbitticos (Cepa-planta) es esencial para

Ia evaluacion de posibles usos de esta simbiosis en estrategias de recuperacién de suelos.




ABSTRACT

Frankia is a nitrogen fixing microsymbiont that induces root nodules with a large
number of non-leguminous plants that inhabit various environments.

In Chile, Frankia is associated with five genera of actinorhizal plants from
Rhamnaceae family: Colletia, Trevoa, Talguenea, Discaria, and Retanilla, Previous
studies using Frankia strains from these actinorhizal plants showed that these strains are
closely related showing the same phenotypic features and 16S rDNA sequence. In this
approach, it is proposed to know about genetic diversity extension of microsymbiont
isolated from Rhamnaceae family plants and determine their host range. For that, strains
were characterized using molecular markers like RAPDs and PCR-RFLP of intergenic
regions between nifD-nifK and 16S-23S ribosomal genes.

For RAPD markers a set of primers were probed and three of them were selected
based on their amplification power with all strains. Fifty one bands were obtained, which
were analyzed for their presence or absence, and then similarity coefficients were
calculated among strains. The dendrogram obtained showed low values of similarity
among strains that can be distingnished from eachother on the basis of RAPD marker
profiles.

In addition, all strains were characterized through RFLP markers using different

restriction enzymes. Target sequences for these markers were amplified fragments of
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two intergenic rejgions between 16S and 23S ribosomal genes, and between nifD-nifK
genes. This analysis was done on basis of sixty one and forty five restriction fragmeants
respectively, and showed a good discrimination among strains. Although some strains
share some banding pattern (haplotypes) to a restriction enzyme, when several of them
are combined, fingerprinting becomes more distinctive for each strain. These molecular
markers establish similarity relationships between strains derived from a plant family as
well as sirains isolated from different family plants. The dendrogram obtained from 16S-
235 RFLP, group all strains derived from rhamnal plants in a cluster with a node up to
30% of similarity. When nifD-nifK RFLP is used, strains that come from Rhamnaceae
family are grouped with values up to 40% of similarity. It also can be seen that two
strains, Ttl42 and TtI11, taken out from Trevoa trinervis share the same haplotypes in
four of the enzymes assayed. Strains from other families fell down generally out of the
Rhamnaceae cluster.

The Frankia strains were tested on host plants belonging to the four host
specificity  groups: Trevoa trinervis (Rhamnaceae), Elaeagnus  angustifolia
(Elacagnaceae), Alnus glutinosa (Betulaceae), and Casuarina cunninghamiana
(Casuarinaceae). All siraips isolated from Rhamnaceae were able to nodulate T
Trinervis and E. angustifolia. Only one of them, Ch¥4 isolated from Colletia hystrix, was
also infective on 4. glutinosa.

These results suggest that Frankia strains from Rhmnaceae belong to the
Elaeagnus infective subdivision defined to Frankia genus. All Frankia-induced nodules

showed a positive acetylene reduction, indicating that the microsymbionts used as

inoculants were effective in nitrogen fixation.




The effect of actinorhizal symbiosis on the tested plants was determined by
following parameters: shoot height, total dry weight, stem diameter, and total nitrogen
content. All strains isclated from Rhamnaceae had a positive effect on the host plants T
trinervis and E. angustifolia.

The identification of the best Frankia- Atinorhizal plant symbiotic pairs is

essential to evaluate the potential use of this symbiosis for land reclamation strategies.
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INTRODUCCION

Frankia es una bacteria filamentosa gram positiva que se aislé por primera vez en
1978 (Callabam et al., 1978) y pertenece al orden Actinomycetales familia Frankiaceae.
Esta bacteria es de crecimiento lento con un tiempo de duplicacion de aproximadamente
enfre 15 — 24 h. Los criterios taxondémicos mds importantes para establecer el status
genérico de este actinomicete son su morfologia filamentosa, capaz de diferenciar sus hifas
a Ja formacién de vesiculas y esporangios dependiendo de Ia edad del cultivo y de Ias
condiciones de crecimiento (Newcomb y Wood, 1987). Caracteristicas comunes eare los
actinomicetos aerdbicos son su capacidad para fijar nitrbgeno atmosférico en vida libre y
en simbiosis con plantas superiores, la pared celular tipo HI que hace referencia al
contenido  de 4cido diaminopimélico, alanina, icido glutdmico, dcido murdmico y
glucosamina (Benson y Silvester, 1993). Frankia también posee un alto contenido de G +
Cen el rango de 68-72% (Lechevalier, 1994; Normand et al., 1996).

Las plantas noduladas por esta bacteria, conocidas como actinorricicas, son en
general especies pioneras que colonizan suelos pobres en nitrtogeno (Dawson, 1990).
Algumas de ellas son de gran valor en Ia restauracién y proteccion de suelos erosionados y
degradados (Midgley ef al., 1983; Dawson, 1986). Las plantas actinonrfcicas se encuentran
en diferentes habitats y se distribuyen en 8 familias de angiospermas dicotileddneas:
Betulaceae, Casvarinaceae, Myricaceae, Eleagnaceae, Rhamnaceae, Rosaceae,

Coriariaceae y Datiscaceae (Benson y Silvester, 1993). La simbiosis actinorricica es mis




mis promiscua comparada con la simbiosis entre leguminosa-Rhizobium en la cual las
plantas hospederas pertenecen a una sola gran familia (Pawlowski and Biseling, 1996).

La familia Rhamnaceae posee 7 géneros actinorricicos (Silvester ef al., 1985;
Benson y Silvester, 1993). De ellos s6lo 5 se encuentran en Chile: Trevoa, Retanilla,
Colietia, Talguenea y Discaria, distribuidos principalmente en Ia regién semiirida de
Chile central (Rundel y Neel, 1978; Silvester et al., 1985). A partir de nédulos de plantas
hospederas de la familia Rhamnaceae se han aislado Y caracterizado varias cepas de
Frankia (Camrasco et al., 1992; Cari et al., 1990; Card, 1993).

Las sefiales moleculares de la simbiosis actinorricica involucradas en ¢l reconocimiento
planta-microorganismo, no se conocen ni a nivel de planta ni a nivel de la bacteria.

El proceso de infeccion ocurre por dos vias (Miller y Baker, 1986). Una es por
infeccién del pelo radical de 1z planta, el cual se caracterizo por la ramificacion y el
curvamiento del pelo radical. El otro es mediante un proceso de penetracion intercelular
de la epidermis y el coriex de la raiz donde las células se dividen aceleradamente como
respuesta a la invasion del microorganismo (Benson y Silvester, 1993; Berry y Sunell,
1990; van Ghelue et al., 1997). El proceso de infeccion en las planias de la familia
Rhamnaceae se ha descrito que ocuste via penetracion intercelular (Liuy Bermy, 1991).

En Rhizobium €l proceso de nodulacién esta controlado por varios genes
denominados nod (Dénarie y Debells, 1996). Existen zntecedentes que sugieren la
presencia de homologos de estos genes en Frankia. Asi, un posible homélogo a nodD de
Rhizobium leguminosarum fae descrito mediante analisis de complementacion de mutantes

de Rhizobium con DNA. de Frankia (Chen et al.1991). Sin embargo los resultados han sido



contradictorios, ya que ni la hibridacién heteroléga ni la complementacién de mutaciones

nod de Rhizobium estén plenamente demostradas en Frankia (Ceremonie et al., 1998).

En relacién a la estructura y organizacién de los genes relacionados con la fijacion
de nitrgeno, mediante hibridizacion heteréloga se ha logrado identificar y secuenciar los
genes estructurales del sistema nitrogenasa de  Frankia, niftf que codifica para la proteina
Fe dinitrogenasa reductasa, y nifD-nifK que codifican para los dos subunidades de Ia
proteina Mo¥e dinitrogenasa (Normand ef al., 1988; Hirsch et al., 1995). En 1995 Harriot
et al., aislaron un fragmento BamHI de 4.5Kb de la cepa FaCpll que mapea rio abajo de
los genes nifHDK e identificaron los genes nifX, nifW, nifB y nifZ. Posteriormente, en
un intento de conocer la organizacién del cluster génico nif de Frankia se clon6 y
secuenciéd los genes niftl, nifD, nifK, nifE, nifN, nifX, nifW, nifZ, nifB, nifU y parte de
nifS de una cepa de Frankia de Elaeagnus umbellata (Kim y An, 1997) y se encontraron

ademds 3 ORF continuos a nifS (Yoo et al., 1999).

DIVERSIDAD DE LAS CEPAS DE Frankia

El polimorfismo genético y fenotipico del género Framkia ha sido estudiado
mediante distintos enfoques en la medida de Ia disponibilidad de las cepas. Asi tenemos:
estudios fisiologicos (Ruan y Wang, 1991); resistencia a antibiéticos (Cara, 1993;
Schwencke, 1994); anilisis de 4cidos grasos (Mirza et al., 1991); serotipificacién

{(Baker er al., 1981); capacidad de nodulacion (Baker, 1987; Nazaret ef al, 1989); los




patrones de proteinas totales mediante SDS-PAGE (Benson y Hanna, 1983; Benson et al,
1984) entre otros.

Un andlisis isoenzimitico que estudi6 el patrén de isoenzimas como esterasas,
aminopeptidasas y deshidrogenasas en extractos celulares mostrd diferencias entre cepas
aisladas de plantas de diferentes géneros de una misma familia, Casuarinaceae, aunqgue fue
dificil diferenciar entre cepas aisladas de un mismo género (Gardes ef al., 1987; Girgis y
Schwenke, 1993). Asimismo, utilizando perfiles isoenzimaticos de celulasas se pudo
discriminar cepas pertenecientes a diferentes grupos de infectividad (Igual et al., 2001).

Los patrones de restriccién de DNAs genémicos totales (An ef al,, 1985; Beyazova
y Lechevalier, 1992; Bloom et al., 1989) también permiten identificar cepas y agruparlas de
acuerdo al huésped original desde donde fueron aisladas.

Estos marcadores genéticos muestran un fmportante polimorfismo entre las cepas
de Frankia aisladas de diferentes plantas actinorricicas. Sin embargo no todos son lo
suficienfemente discriminantes cuando se trata de cepas muy relacionadas como ocurre con
las cepas obtenidas desde plantas de una familia actinorricica.

Con el advenimiento de la técnica de PCR se han desamollado marcadores
moleculares como RAPDs que permiten acceder directamente al genoma (Williams ef al.,
1990). Los marcadores RAPDs, han sido utilizados para evaluar el polimorfismo entre
cepas bacterianas emparentadas, con la ventaja que estos marcadores no requieren
informacién de las secuencias blancos del genoma del microorganismo en estudio (Lin
et al., 1996; Megnegneau et al., 1993; Sellsted ef al,, 1992). Los marcadores RAPDs
estin basados en el uso de partidores cortos generalmente de 10 mer de secuencia al

azar. Cuando estos partidores hibridan con el DNA cromosémico en una direccion




apropiada y separados por unos cientos de pares de bases hacen que la DNA polimerasa
produzca un fragmento de amplificacion de un tamafio correspondiente a'la distancia
entre cada par de partidores. La separacién de los productos de amplificacién, por
electroforesis, genera un patr6n de bandas (DNA fingerprinting) el cual es itil para
diferenciar individuos e identificar polimorfismo genético (Olive, 1999).

La caracterizacion del genoma de Frankia, mediante Ia hibrdizacion de DNA
genomico, digerido con enzimas de restriccién, con sondas especificas también genera un
pairdn de bandas que revela polimorfismo en los tamafios de log fragmentos de restriccion,
denominados marcadores RFLP (Jamman et al.,1992; Maggia et al., 1992). El
polimorfismo en los sitios de restriccién se produce por substituciones de bases o eventos
de insercién/delecion. Sin embargo, Ia deteccion de RFLP mediante Southern, es una
técnica Jaboriosa y requiere temer informacién sobre las secuemcias blanco.
Alternativamente es posible usar marcadores del tipo PCR-RFLP para Ia tipificacién de
especies bacterianas (Haukka et al., 1998; Laguerre et al., 1996; Poussier et al., 1999;
Rosado et al., 1998; Lumini y Bosco, 1996; Lumini et al., 1996; McEwan ef al., 1994;
Murry et al., 1997; Rouvier et al., 1996). El método se basa en 1a amplificacién de
regiones especificas del genoma y posterior digestion con enzimas de restriccién del
amplicén comespondiente (Olive, 1999). Para detectar polimorfismo entre cepas muy
relacionadas se utilizan regiones variables como son las regiones intergénicas entre
los genes nif, o 1a regién entre IDNA. 168 y 23S (Mirza et al., 1994a; Ritchie y Myrold,
1999). Estas regiones intergénicas presentan una mayor variabilidad que los genes
que las flanquean (Normand ez al., 1988), y permiten Ia tipificacion a nivel de cepas. Se

ha visto que la regién intergénica nifD-nifK presenta mayor longitud y variabilidad



enire cepas que la regién nifH-nifD (Jamman et al., 1993; Lumini et al., 1996 Nalin et
al., 1995). Para ello se han diseiiado partidores que permiten amplificar Ia Tegion entre
los genes nifD-nifK. en cepas de Frankia aisladas de Casuarina (Maggia et al, 1992) y
Elaeagnus (Lumini y Bosco, 1996). Mediante Analisis PCR-RFLP de Ia regi6n
intergénica nifD-nifK, se identificaron dos grupos de cepas perfenecientes a grupos de
infectividad diferentes, Elacagnaceae y Casuarinaceae (Jamman ef al, 1993).

Los genes ribosomales también ban sido considerados como marcadores
importantes en ¢l estudio de diversidad y filogenia de las bacterias debido 2 que son
bastante conservados, tienen amplia distribucion, ¥ no poseen fransferencia horizontal
interespecifica (Woese, 1987). Si bien estos genes son bastantes conservados, sus regiones
IGS presentan suficiente variabilidad para permitir ¢l estudio de Ia diversidad entre cepas
bacterianas de un mismo género como Frankia. Analisis mediante PCR-RFLP de Ia regidn
IGS entre los genes que codifican para el RNA ribosomal 168 ¥ 23S permiti6 identificar
cepas de Frankia y asignar ciertos patrones a las especies genodmicas ya descritas
(McEwan et al., 1994),

El anilisis de secuencias de fDNA 16S también se usa para Ia caracterizacion
molecular y en el estudio de las relaciones filogenéticas entre especies gendmicas de
Frankia (Benson et al., 1996; Mirza et al., 1994b; Nazaret et al., 1991), pero su poder de
discriminacion a nivel de cepas es bajo. Estudios realizados con cepas que infectan las
familias Elaeagnaceae y Rhamnaceae demnestran que Ia diversidad entre ellas es muy baja,
a pesar que se analizaron cultivos puros y muestras obtenidas a partir de nddulos, para

evitar la seleccién producida por el aistamiento (Clawson et al. » 1998).




INFECTIVIDAD Y EFECTIVIDAD DE LAS CEPAS DE Frankia

La evaluacion de la simbiosis entre Frankia y su planta hospedera ha sido definida
en base a dos pardmetros: la infectividad y la efectividad. La infectividad hace referencia
a Ia capacidad que posee determinada cepa para inducir la formacion de nédulos en una
plania hospedera determinada. Esta propiedad simbidtica se ha utilizado para definir los
grupos de infectividad o rango de huésped de las cepas de Framkia. Por ofro Iado, la
efectividad indica Ia capacidad de la bacteria para fijar nitrégeno en simbiosis y su efecto
sobre el desarrollo de Ia planta hospedera.

Mediante ensayos de inoculacién cruzada, utilizando especies vegefales de Ias
distintas familias actinorricicas, se han definido tres grupos de especificidad de
huésped (HSG) en Frankia. En el Grupo 1: se encuentran las cepas que nodulan plantas
de la familias Betulaceae y Myricaceae; en el Grupo 2 aquellas que nodulan la familia
Casuarinaceae y en el Grupo 3 se incluyen las cepas que infectan plantas de la familia
Elacagnaceae (Baker, 1987). Hasta ahora se ha establecido la especificidad de algunas
cepas de Frankia debido a la falta de cultivos puros aislados desde Jas diferentes
familias de plantas actinorricicas, como por ejemplo Rhamnaceas.

En la actualidad en el laboratorio se cuenta con un grupo de cepas de Frankia
aisladas desde nodulos radiculares de plantas de la familia Rhamanceae las cuales han
sido bien caracterizadas dentro del género Framkia mediante analisis morfo-fisiclogicos
(Cart, 1993; Carit, 1995), y estudios filogenéticos (Clawson et al., 1998). Por lo taunto es
posible ampliar el estudio del rango de hospedero de este grupo de microsimbiontes.

Antecedentes bibliograficos sugieren que este grupo de cepas podria pertenecer

al grupo de infectividad 3 en base a que cepas aisladas de las Rhamnaceas Colletia




spinossisima (Gauthier et al., 1984) y Colletia cruciata (Baker, 1987), fueron capaces de
nodular dos especies vegetales de los géneros Hippophae y Elaeagnus (Elacagnaceae).

Resultados obtenidos en nuestro laboratorio muestran que las cepas de Frankia
aisladas de plantas de Ia familia Rhamnaceae son infectivas no solo sobre la planta
huésped original de la cual fueron aisladas sino también fueron capaces de nodular otros
géneros actinorricicos de esta familia (Cani y Cabello, 1999). Asimismo, estudios
recientes revelan que ellas también son infectivas en plantas de Elaeagnus angustifolia,
Elaeagnaceae (Bravo, 2002).

Otros antecedentes que sugieren sobre Ia especificidad de huésped de Frankia
son el analisis filogenético molecular de Ia bacteria con base en el TDNA 16S, y de las
plantas hospederas en base al anélisis de secuencia del gen rbcl. (subunidad grande de la
ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa/ oxigenasa) del cloroplasto (Swensen y Mullin,
1997). La comparacion de ambas filogenias revela gue el agrupamiento de las cepas de
Frankia es similar al de sus plantas hospederas sugiriendo una co-evolucién en la
+ asociaci6n simbidtica (Simonet ef al., 1999). El drbol filogénetico de las bacterias y de
sus plantas hospederas revela la presencia de un cluster Rbamnaceae/Elacagnaceae
(Clawson ef al., 1998), sugiriendo la extensién de rango de huésped al menos a esta
familia actinorricica.

Estudios sobre Ia evolucién de la simbiosis actinorricicas ha permitido definir
tres clados de cepas infectivas con diferentes grupos de plantas actinorricicas

identificadas por el analisis del gen rbcL. Aunque la evidencia claramente sugiere que

las cepas de Frankia que infectan Rhamnaceae y Elaeagnaceae forman un clado, algunas




de estas cepas podrian tener preferencias de hospedero mas amplia (Benson and
Clawson, 2000).

El presente estudio comprende un grupo de cepas de Framkia estrechamente
relacionadas obtenidas de diferentes géneros de la familia Rhamnaceae cuyo rango de
huésped y variabilidad genética se desconoce. Tenemos asi 14 cepas aisladas de Colletia
hystrix, Discaria trinervis, Discaria serratifolia, Talguenea quinguinervis, Trevoa
Irinervis, y Retanilla ephedra. También fueron incluidas dentro del estudio cepas de
referencia aisladas de la familia Casvarinaceae, Betulaceae (Cari ef al, 2000), y

Elaeagnaceae.

HIPOTESIS

1) El poder de resolucion de los marcadores moleculares RAPDs y PCR-RFLP permitiria
detectar Ia diversidad genética de cepas de Frankia aisladas de una familia de plantas
actinorricicas (intrafamiliar) y establecer las  relaciones de similitud genética de este
grupo de cepas con aquellas derivadas de otras familias.

2) Dado que las cepas de Frankia aisladas de plentas de la familia Rhamnaceae se
encuentran relacionadas filogenéticamente con cepas de otras familias actinorricicas, su
rango de huésped puede ser mas amplio e incluir otras plantas hospederas pertenecientes a

otras familias actinorricicas.
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OBJETIVOS

Objetivo 1.

Determinar el polimorfismo genético de las cepas de Frankia mediante marcadores
RAFPDs utilizando partidores arbitrarios y PCR-RFLP de las regiones intergénicas enfre

los genes nifD y nifK, y de la region intergénica entre 168 y 23S tDNA.

Objetivo 2.

Determinar el rango de huésped del grupo de cepas mediante ensayos de inoculacién
cruzada y evaluar si Ia simbiosis es efectiva.

Para llevar a cabo este objetivo, cada cepa se utilizara como indculo para infectar plantas
hospederas representantes de cada grupo de infectividad y una planta huésped de Ia

familia Rhamnaceae.

Grupo 1: Alnus glutinosa (Betulaceae)
Grupo 2: Casuarina cuninghamiana (Casuarinaceae)

Grupo 3: Elaeagnus angustifolia (Elacagnaceae)

Grupo 4: Trevoa trinervis (Rhamnaceae).




L.

1.1

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES
Material biolégico
Cepas

Las cepas utilizadas, la planta hospedero y la localidad de origen son
listadas en la Tabla 1. Las cepas de Frankia, obtenidas de la familia
Rhamnaceae, y las cepas Aacl, Aacll, Aaclll de la familia Betulaceae se aislaron
en el laboratorio de Genética Bacteriana de la Facultad de Ciencias de Ia
Universidad de Chile partir de nédulos radiculares de plantas actinorricicas
(Cari, 1993, Cani et al., 2000). Las cepas BR, Allo2, Ar13, Eulb fueron

proporcionadas por el Dr. Jaime Schwencke (CNRS, Francia).

Enzimas

La enzima RNAsa, se adquiri6 de Sigma Chemical Co. St Louis,
Missouri, USA.
Taq Polimerasa, Haelll, Mspl, Cfol, se obtuvieron de GibcoBRL.

BstUl'y Hhal se obtuvieron de New England BioLabs.

11
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Tabla 1. Cepas de Frankia estudiadas, plantas hospederas y precedencia.

CEPA HOSPEDERA PROCEDENCIA
Familia RHAMNACEAE

ChIl Colletia hystrix Caleu, Chile
Chi2 Colletia hystrix Calen, Chile
ChI3 Colletia hystrix El Romeral, Chile
Chl4 Colletia hystrix El Romeral, Chile
ChI7 Colletia hystrix Caleu, Chile
Dt Discaria trinervis Bariloche, Argentina
D2 Discaria trinervis Bariloche, Argentina
DsI12 Discaria serratifolia Concepeion, Chile
Rel6 Retanilla ephedra Cuesta la Dormida, Chile
Rel7 Retanilla ephedra Cuesta Ia Dormida, Chile
Tqls Talguenea quinquinervis Rio Clarillo, Chile
Tq20 Talguenea quinquinervis Rio Clarillo, Chile
Tl Trevoa trinervis Cajon del Maipo, Chile
Ti42 Trevoa trinervis Caleu, Chile

Familia BETULACEAE
Aacl Alnus acuminata Tucuman, Argentina
Aacll Alnus acuminata Tucuman, Argentina
Aaclll Alnus acuminata Tucuman, Argentina
Arl3 Alnus rubra Oregon, USA

Familia CASUARINACEAE
BR Casuarina equisetifolia Brasil
Allo2 Allocasuarina verticillata  Uruguay

Familia ELAEAGNACEAE
Eulb Elaeagnus umbellata 1llinois, USA
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Reactivos gunimicos

Los siguientes reactivos se adquirieron como se indica:

A Merck Quimica Chilena Soc. Ltda.: Acetato de potasio, acetato de
sodio, #dcido acético, 4cido clorhidrico, dcido bérico, alcohol isoamilico,
cloroformo, cloruro de amonio, cloruro de calcio, cloruro de magnesio, CETAB,
etanol absoluto, fenol, fosfato de potasio monobasico y dibasico, glucosa,
molibdato de sodio, piruvato de sedio, propionato de sodio, rivoflavina, sulfato
de cobalto, sulfato de cobre, sulfato de magnesio, sulfato de zinc,

A Gibco BRL: Agarosa, Tris, dNTPs los partidores FGPL 2054, FD1, FGPD
685-85, FGPK 333-35.

A Operon Technologies: partidores de la serie AAy AE.

A BioRad: EDTA, SDS.

A Sigma Chemical Co. St Louis, Missouri, USA: acido nicotinico, biotina,

bromuro de etidio, acrilamida y bis acrilamida

METODOS
Cultivo de las cepas

Las cepas de Frankia de Rhamnaceae se crecieron rutinariamente a 28°C
sin agitacién en medio liquido BAP suplementado con 1% glucosa y SmM NIi,Cl

como unicas fuentes de carbono y nitrégeno respectivamente.
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Las cepas derivadas de otras familias actinorricicas utilizan diferentes fuentes
de catbono como sigue: cepas BR, Aaclll, Allo2, Eulb piruvato 10mM; cepas
Aacll, Aacl, propionato SmM.

El medio de cultivo BAP es una modificacién de aquel descrito por Muiry et al.,
(1984) y contiene en, (gfl) glucosa, 10; MgSQ, 7H20, 0,05; CaCl, 2H,0, 0,01;
FeEDTA, 0,01; NH4Cl, 0,267; 1 ml de una solucién de micronutrientes
(Apéndice 1) 1 ml de una solucién de vitaminas (Apéndice 1). Luego de
esterilizar se le agregé 10ml de tampon fosfato estéril (10mM). El tampén fosfato

se prepard titulando 1M K;HPO,4 con 1M KH;PO, hasta obtener un pH 6.8.

Extraccién de DNA

El DNA total de Frankia se extrajo utilizando el método de Lumini et
al., (1996) modificado. El micelio se colectd en tubos de polipropileno de 15mi.
El pellet se lavé con 5ml de H,O estéril y luego se repiti6 el
procedimiento utilizando 5 ml de TE100 (Tris 100 mM, EDTA. 50 mM, pH 8.0).
El micelio se resuspendi6 en 1 m! de buffer de extraccion (Tris-HC1 100 mM,
EDTA 20 mM pH 9.5, NaCl 1.4 M, y CTAB 2% (w/v)) y macerado utilizando
homogenizadores estériles. EI homogenizado +se incubdé a 65°C por 1h.
Posteriomnente el debris celular se separé mediante centrifugacion a 7.000
1pm por 10 min. El sobrenadante recuperado se colocd en un nuevo tubo y se
mezcld con 1 volumen de una solucién cloroformo-alcohol isoamilico (24:1)

y se centrifugé a 10.000 rpm por 10 min. El DNA se precipité con un
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volumen de isopropanol y 1/10 de acetato de sodio 3 M a -20°C por 1h, liego
se centrifugé a 12.000 rpm por 5 min. El pellet se lavo con 1 mi de etanol 70%,
y sedejo secar a temperatura ambiente. E1 DNA se resuspendio en TE10 (Tris
10 mM, EDTA 1 mM pH 8.0) y tratado con 1l de RNAsa A 20 pg/ml a 37°C

por 1 h.

Amplificacién por PCR

Diferentes regiones del genoma se amplificaron al azar, mediante la
utilizacién de partidores de 10 nucledtidos que se obfuvieron de Operon
(Operon Technologies, Alameda, CA). Se amplificaron concentraciones de DNA
de enfre 50 y 100 ng en un volumen final de reaccion de 25pl, conteniendo 3
mM de MgCi2, 0,4 mg de BSA, 0,4 pM de partidor, 0,1 mM de dNTPs,y 1,5U
de Taq polimerasa en tampén PCR (KCl 50 mM, Tris-HCI 20 mM pH 8.8). Los
tubos se colocaron em wun termociclador GeneAmp PCR System 2400
(PerkinElmer), y se sometieron al siguiente programa de amplificacion: Un ciclo
de desnaturacién inicial a 94°C por 5 min, seguido de 40 ciclos de desnaturacion
(1min a 94°C), apareamiento (1 min a 38°C), extension (Imin a 72°C), segnidos
de una etapa de extension final a 72°C por 5 mig. Para la amplificacién con el
pattidor AAO6 el mimero de ciclos se redujo a 35 y la temperatura de
apareamiento se aumentd a 40°C. Los amplificados se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa 1.2% (p/v) en buffer TAE 1X (0,04 M Tris-

Acetato, 0.001 M EDTA pH 8.0) y se fifieron con bromuro de etidio 0.5ug/ml .
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Para amplificar las regiones IGS entre nifD-nifK, se utilizaron los
partidores FGPD685-85 5' CACTGCTACCGGTCGATGAA (Jamman ef al.,
1993) y FGPK333'-355 5'CCGGGCGAAGTGGCT (Nalin et al., 1995). Para la
amplificacién de Ia region intergénica del rDNA 16S y 23S se utilizaron los
partidores FD1 5" AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (Weisburg et al., 1991) y
FGPL2054 5' CCGGGTTTCCCCATTCGG (Maggia et al., 1992). 50-100 ng de
DNA de Frankia se amplificaron en 25 pl de reaccién final, que contenia 0,120
M de cada partidor, 125 pM de cada ANTP, 1,5 mM de MgCl,, 0,1mg de BSA,
y 1U de Taq polimerasa en tampén PCR (KC1 50 mM, Tris-HC1 20 mM pH 8.8)
La amplificacién del DNA se realiz6 con el siguiente programa: una etapa de
desnaturacion inicial de 5 min a 95°C; 35 ciclos de desnaturacién (3 min a
94°C), apareamiento (1 min a 61°C), y extensién (1min a 72°C); y una etapa de
exiension final de 3 min a 72°C. 10 pl del producto de amplificacién se analizo
en un gel de agarosa al 1,2% en buffer TAE 1X (0,04 M Tris-Acetato, 0,001 M

EDTA pH 8.0} y se tiii6 con bromuro de etidio 0.5pg/ml.

Digestion con Endonucleasas de restriccién

El andlisis de restriccién de los productos de PCR de Ia region 1GS nifD-
nifK se realizé utilizando las enzimas Haelll, Hhal, BsiUI, ¥y Mspl. La region
IGS de 168-238 se digiri6 con Cfol, Haelll, BstUl, y Mspl. La digestion se
realizé en 15 pl de reaccion final, utilizando 10 pl de amplificado, 1,5 ul de

buffer de reaccion de cada enzima y 10 U de cada enzima. El volumen se ajustod
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con agua destilada estéril. La mezcla se incubd a 37° C por 3 h. El producto
de restriccién se analiz6 por electroforesis en geles de Acrilamida-Bisacrilamida
8%, en buffer TBE (0.09 M Tris-Borato, 0.002 M EDTA pHS8.0) a 100-120
volts por 6 h. Los geles se tifieron con una solucién de bromuro de ctidio

(0.5pg/ml) por 5 min.

Anilisis de Datos

La lectura de las bandas sobre los geles de agarosa para Jos marcadores
RAPDs fue hecha manualmente, y para los marcadores RFLP se hizo
mediante el programa ONE-Dscan version 1.0 (Copyright{C} 1994 1995
Scanalytics, CSP Inc.).
Todos los fragmentos obtenidos se ordenaron de acuerdo a su peso molecular
tomando como primera banda el fragmento de mayor tamaiio. Cada cepa se
evalud para la ausencia (0) o presencia (1) de cada fragmento, obtemiéndose
una matriz binaria de 0 y 1, la cual se analizé por el programa NTSYS-PC
(versitn 2.0: Rohlf, 1994) para obtener una maftriz de similaridad para todos los
pares posibles utilizando el coeficiente de Jaccard . Para el analisis de cluster
de la matriz de similitud se utiliz el método UPGMA (U nweighted Pair Group

Arithmetic Mean Method)).




6.1.

6.2,

18

Ensayos de inoculacion cruzada
Los estudios de infectividad para cada cepa se realizaron mediante la
inoculacion de 20 individuos de cada especie vegetal (Trevoa trinervis,

Casuarina cumingamiana, Alnus glutinosa y Elaeagnus angustifolia) (fig. 1).

Preparacion del inéculo.

Las cepas utilizadas en la inoculacién se mantuvieron en medio BAP-
liquido sin pitrégeno. Para mantener el cultivo en fase exponencial se hicieron
traspasos cada 6 dias a un medio fresco, homogeneizando el micelio. Las células
se colectaron por centrifugacién a 5.000 rpm, se lavaron, y resuspendieron en
una sofucion de Hoagland 1/4x pH 7.5 sin nitrégeno (Hoagland y Arnon, 1950),
(apéndice 1) a una concentracion final equivalente a 3 pg/ml de proteinas
totales. La conceniracion de proteinas fotales se determind por el método  de

Bradford (BioRad) utilizando una suspension de micelio sonicado.

Condiciones de germinacién y crecimiento de Ias plantas.

Las semillas de 7. trinervis se colectaron en los alrededores de
Santiago. Las de C. equisetifolia, A. glutinosa y E. augustifolia se obtuvieron
en el Departamento de Silvicultura de la Universidad de Chile. Estas se
esterilizaron y germinaron en arena estéril himeda. Las plantulas de 4 a2 5 cm de
altura se repicaron individualmente en bandejas de poliestireno con una

mezcla de turba:vermiculita (1:1) estéril y se fertilizaron semanalmente con ml
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ﬁ Evaluacion

Cultivo y . 7 meses
preparaciéon después
de indculo p_— _
3ug/ml de i
proteinas m i
Infectividad
Inoculacion de *Efectividad
plantas Desarrollo
de la planta
Plantulas de
3meses
Fig. 1

Esquema del proceso de inoculacion de Frankia'y
medicion de su efecto en los diferentes hospederos.
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de solucion de Hoagland completo (Y4x), hasta que las plantulas alcanzaron los
3 meses de edad. Tres semanas antes de la inoculacion se reemplaz6 la solucion
de Hoagland completo por Hoagland sin nitrégeno (4x). Cada planta se inoculd
con 5 ml del indeculo bacteriano equivalente a una concentracion de 3 pg/ml de
proteinas totales. Después de la inoculacion, las plantas se mantuvieron en
condiciones de invernadero por 7 meses con aplicaciones semanales de 1 ml de
solucién Hoagland sin nitrogeno (%x). Como control se utilizaron plantas
crecidas en las mismas condiciones pero sin inéculo.

Los parametros simbi6ticos de las cepas de Frankia se determinaron
sobre 15 plantas de cada grupo y fueron los siguientes: nimero de plantas
noduladas, nimero de nodulos por planta y, reduccién de acetileno (actividad
de nitrogenasa). El efecto de la nodulacién sobre el crecimiento de las plantas se
evalué mediante biomasa total, altura del tallo y dizmetro a nivel del cuello. 5
plantas de cada grupo se utilizaron para determinar el contenido de

nitrogeno total mediante el método de Kjedahl.

Actividad nitrogenasa

Todos los nodulos fueron desprendidos de los sistemas radiculares de
cada planta. Inmediatamente se expusieron a una mezcla de acetileno - aire al
10% viv, y se colocaron en viales sellados ¢ incubaron a 28°C por 3. La
produccién de etileno en cada vial se cuantificé en un cromatégrafo de gases

Shimadzu GC-8A siguiendo €l método de Postgate (1972). El cromatdgrafo




21

estaba equipado con un detector de hidrégeno de ionizacién por llama (FID) y
una columna de acero inoxidable (1.0 m X 3mm) con Poropack N operada a
50°C y utilizando como carrier gas Nz con un flujo de 2 ml/min. El inyector y
detector de temperatura se operé a 100°C. La actividad especifica de nitrogenasa

in planta fue expresada como nmol de C;H, producido/h/mg de peso seco de los

nodulos.
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RESULTADOS

Anilisis de marcadores RAPD's

El DNA genémico de Frankia se amplific6 por PCR utilizando
partidores arbitrarios. Se prob6 un total de 20 partidores correspondientes a las
series AA, AB, AE y AD de Operon Technologies. Se escogieron 3 partidores
los cuales dieron patrones de amplificacion para la mayoria de las cepas
estudiadas (tabla 2).

Tabla 2: Secuencia de los partidores utilizados en los marcadores RAPDS

Partidor Secuencia

AAOG 5'GTGGGTGCCA3!
AA1S 5'TGAGGCGTGT3'
AE01 S'TGAGGGCCGT3'

Cada partidor se trabajé con un ciclo térmico de amplificacién distinto
para obtener un patrén de bandas reproducible y un némero de bandas ficil de
analizar. En la Fig. 2 se muesira a modo de ejemplo el pair6n de bandas
obtenido para el partidor AAOG con algunas cepas estudiadas. Con los tres
partidores utilizados se observé un importante polimorfismo entre los patrones
electroforéticos.

En la tabla 3 se muestra el tamafio de las bandas obtenidas para  cada

cepa. Los fragmentos amplificados varian entre 1500 y 230 bp. Se observa
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Fig. 2
Marcadores RAPD’s obtenidos de DNA gen6mico de Frankia
utilizando el partidor AA06.

Gel de agarosa 1% en buffer TAE tefiido con bromuro de etidio
0.5pg/ml. M, marcador de peso molecular 100bp. Lineas 1)
ChiIl, 2) Chl7, 3) Chi2, 4) Chi4, 5) Aacl, 6) Aacll, 7) Aaclil,
8) BR, 9)Eulb.




Tabla 3. Tamaiio (pb) de los diferentes fragmentos amplificados mediante RAPD's,

ufilizande 3 partidores diferentes.

Cepa Partidores

AA06 AAIl8 AEO1
Chll 400-230 1400-800-600 1000-800-650-450-350
ChI2 1400-1200-650-450-350 |650-1000-1200 1100-900-700-450
Chi3 1200-1600-600 650-750 1100-900-700-450
Chi4 1400-1200-800-650-500 { 1100-800 1000-850
Chl7 850-650 1500-1000-850-750-650- | 800-600

500-350
DsI12 nd. 450-700-750 1000-900
Dai 1200-650-660 nd. 1500-1000
Dt12 nd 1100-900-750 1000-700-350
Rel6 900 650-1200 1500-1100-800
Rel 7 900 1250-550 1100-800-700
Tq 15 800-700-600 550-500-1200-1500 550-250
Tq 20 8060-700-600 1500-350 1500-1100-900-800-
T 11 900-700 550-650-350 ?(5)80—850-700-250
TH 42 1200-800 1250-750-450 1500-1000-800
Aacl 1400-800-650-450-230 | 1500-1350-900 1200-1100-800-700
Aacll 1400-800-600-230 1500-700-850 500
Aaclll 1400-800-700-650-500- | 1000~750-650-350 1000-700-450
400-230

Arl3 1100-1000 500-100-350 1500-1000-800
BR 650-500-450-350-230  [750-550 850-700-600-500-450
Allo 2 650-500- 450- 400 700-900-1500 700-600
Eulb 1500-900-800-650-500- | 1100-500 1100-900-860-600

400

24
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que algunas bandas obtenidas+con los diferentes partidores son compartidas por
varias cepas por ejemplo las bandas de 1400, 800 y 650 amplificadas con el

partidor AAQG.

Para el andlisis de los datos, las bandas se identificaron de acuerdo a
su tamaiio y partidor utilizado, dando un patrén de bandas que caracterizé a cada
cepa. La comparacion entre ellas se realizé utilizando una matriz binaria que
indicaba presencia (1) o ausencia (0) de la banda. La matriz obtenida se sometid
a un analisis de cluster UPGMA y se obtuvo el dendrograma que se muesira en
IaFig. 3.

El dendrograma obfenido muestra las relaciones de similitud entre las
cepas estudiadas. La topologia del deadrograma indica que existe bastante
polimorfismo entre las cepas y valida el uso de estos marcadores para
diferenciar cepas estrechamente relacionadas. Las relaciones de similitud entre
las cepas son menores del 50% y por lo tanto en su conjunto las 21 cepas pueden
identificarse porque exhiben una combinacion de bandas distintivas. EI nimero
de marcadores RAPD (bandas amplificadas) es lo suficientemente alto y
polimérfico como para discriminar el conjunto de cepas de Frankia. 1.os

agrupamientos obteridos no muestran ninguna asociacion con el origen

geografico de las cepas o la planta huésped desde la cual fueron aisladas,
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Fig. 3
Dendrograma mediante anilisis de cluster UPGMA de los marcadores RAPDs
utilizando el coeficiente de Jaccard.
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Analisis de marcadores PCR-RFLP

Los marcadores RFLP se obtuvieron por amplificacion de dos regiones
intergénicas 1) la region entre los genes nifD-nifK y ii) la region ribosomal 16S-
23S. Los amplificados obtenidos y los partidores se muestran en la Figura 4.
Se obtuvo un fragmento de 1050 pb para la regién #ifD-nifK y de 2000 pb para
la regién IGS nbosomal 165-23S. Ambos fragmentos se trataron con
endonucleasas de restriccion de corte frecuente que reconocen secuencias de

4 bp que contienen las bases GC para obtener los marcadores RFLP.

Region intergénica nifD-nifK

En las figuras 5 y 6 se muestran los patrones electroforéticos de los
marcadores RFLP para Ia regién nifD-nifK. generados por las enzimas BstUl y
Mspl respectivamente.

Las Cepas aisladas de la familia Elaeagnaceae tales como Eulb y de Ia
familia Betulaceac correspondiente a las cepas Aacl, Aacll, Aaclil no se
amplificaron por la pareja de partidores utilizados para esta region intergénica.
Con la cepa ArI3 se obtuvo un amplificado muy tenue que posteriormente
impedia la visualizacién de patrones de restriccion claros y por este motivo se

excluy6 también del analisis PCR-RFLP.

Los fragmentos de restriccion para la regiéon IGS nifD-nifK, obtenidos
para cada cepa con las distintas enzimas se indican en la Tabla 4. El rango de los

fragmentos para esta regién vari6 entre 360 y 80 pb. Los datos muestran que
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Region intergénica nifD-nifK .
FGPD FGE
nifD 685-85 333-35 nif i

Fragmento esperado 1050 pb

Region intergénica 16S-23S  2000pb,

EGPL.
FD1 20‘4
168 |

Fragmento u,pumdo 2000 pb

Fig. 4

Localizacion de los partidores y productos de amplificacion esperados para las
regiones intergénicas entre los genes nifD-nifK y ribosomales 16S- 23S.

Los rectingulos representan los diferentes genes, las lineas punteadas
representan las regiones intergénicas. El nombre de cada partidor y su lugar de
apareamiento también se indica por las flechas. A la derecha se muestra la
electroforesis en geles de agarosa 1.0% tefiido con bromuro de etidio (0.5
ug/ml). A: Amplificacion por PCR con los partidores FGPD685-85 y FGPK333-
33 1) Allo2; 2) Aaclll; 3) Ttl11 y 4) Ds12; B: Amplificacion por PCR con los
partidores FGPL2054 y FDI1 1) ChI3; 2), Rel6; 3) TtI11l. M. marcador de
peso molecular 100 bp. Las flechas indican el producto de amplificacion
esperado en cada caso.
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M 9 101112 13 14 15

Fig. 5

Marcadores RFLP. Electroforesis en geles de
poliacrilamida al 8% en buffer TBE tefiidos con bromuro
de etidio 0.5 pg/ml con los productos de digestion del
amplificado de la region IGS entre nifD-nifK con la enzima
BstUL

Lineas M, marcador de peso molecular 50 bp; 1) ChlS5; 2)
Chl7; 3) Allo2; 4) Rel6; 5) Dti2; 6) Rel7; 7) Tql5: 8) Tq20;
9) TtI11; 10) TtI42; 11) ChI2; 12) Dtl1; 13) ChI3; 14) Chi4;
15) DsI12




30

Fig. 6

Marcadores RFLP. Electroforesis en geles de poliacrilamida al 8% en
buffer TBE tefiido con bromuro de etidio 0.5 ug/ml con los productos
de digestion del amplificado de la region IGS entre nifD-nifK con la
enzima Mspl. Linea M marcador 50 bp

1) BR, 2) 1111, 3) DsI12, 4) Dtl1, 5) Chil, 6) Chl2, 7) Rel6, 8) Chi4, 9)
ChI3, 10) Dti2, 11) Tq20, 12) Rel7, 13) Allo2, 14) TtI42, 15) Tql5, 16)
ChI7
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Tabla 4. Fragmentes de restriccién {(en pb) obtenides por digestién del producto
amplificado de la regién IGS nifD-nifK con diferentes enzimas de restriccion para las
distintas cepas de Frankia

Cepa Enzimas
BstUl Haelll Hhal Mspl
ChIl | 270-230-145-120- | 260-250-100 170-130 300-170-120-110
110-95-90
ChI2 | 270-230-120 95- | 260-250-210- 170-130 300-170-120-110
90 100
ChI3 | 270-230-120-110 [ 260-250-160 170-130 300-170-120-110
Chi4 | 270-230-120-110 | 260-250 170-130 300-170-120-110
ChI7 | 210-190-145-110 | 260-250-100 360-270-170-130 | 300-270
DsI12 | 270-230-190-145- | 360-150-130 190-170-130 300-170-120-110
120- 95-90
Dtl1 | 270-230-160 320-290-130- 170-130 300-170-120-110
120-100
DiI2 | 350-270-230 320-290-130- 170-130 300-170-120-110
120-100
Rel6 | 210-200-190 310-260-250- 170-130 300-190-170-120-
160 110
Rel7 | 270-230-120-95- | 260-250 170-130 300-170-120-110
90
Tql5 | 270-230-120-95- | 360-210-130 170-130 300-170-120-110
90
Tq20 | 270-230-160-145- | 260-250 170-130 300-170-120-110
120-95-90
Tt42 | 270-230-120-95- | 260-250 170-130 300-170-140-120-
90 110
TH11 | 270-230-120-95- | 260-250 170-130 300-170-140-120-
90 110
BR 240 -120-100-95- | 260-250-210- 360-170-120-110 | 170-130-120-110
80 140-130-100
Allo2 | 240-120-100-95- | 260-250-210- 360-300-170-130 § 170-120-110
30 140-130-100
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hubo wvariacidn en el ntmero de bandas obtenido con cada una de las enzimas de
restriccion, obteniéndose un total de 15 fragmentos variantes para la enzima

BsitUI, 14 fragmentos para FHaelll y 8 fragmentos para Hhal y Mspl.

Ea combinacién de bandas obtenida con cada enzima de restriccion
permiti6é asignar un patron para cada cepa que se definié como haplotipo y que
se identificé con la letra inicial de la enzima de restriccion utilizada.

La tabla 5 muestra los diferentes haplotipos obtenidos para la region IGS nifD-

nifK. Con la enzima BsfUI se obtuvieron 10 haplotipos; con Ia Haelll , 9 con
Hhal, 5 y Mspl se obtuvieron 7.  La distribucion de haplotipos muestra que
los patrones obtenidos con las enzimas BsfUl y Haelll exhiben mayor
variabilidad gue aguellos obtenidos con Hhal y Mspl. Para el caso de FHhdl la
mayoria de las cepas de Frankia aisladas de Rhamnaceae presenta el haplotipo
Iy, de manera similar las cepas nativas en su mayoria exhiben el haplotipo M;
con Mspl.

Por oftra parte las cepas de referencia usadas (BR y Allo2) presentan
haplotipos distintos a las cepas de Framkia nativas con las cuafro enzimas de

restriccion ensayadas.

La diversidad genética del grupo de 16 cepas de Frankia se estimd a
partir de las bandas de restriccion obtenidas en las cuatro reacciones de digestion.

Un total de 45 bandas distribuidas de 1a siguiente manera: 15 con BsfUI, 14 con

Haelll, 8 bandas con IThal y 8 con Mspl, que se compararon para establecer el




Tabla 5. Patrones RFLP obtenidos a partir de 1a region IGS nifD-nifK de Frankia.

CEPA BstUl Haelll Hhal Mspl
Chl1 B, H; hy M
Chi2 Bs Hs; hy M;
Chi3 By Hs hy M;
Chl4 Bg Hy hy M;
Chi7 B, Hs h, M,
Ds12 B1 0 HQ h4 MS
Dil1 Bs Hg h, M,
Dil2 Bs Hs Ny M3
Rel6 B. Hy hy M,
Rel7 Bs H; hy M,
Tq15 Bs Hs hy M,
Tq20 B; H; hy M;
Tt11 Bs Hy hy M,
Tt42 Bs H, hq Ms
BR B, Hy hs M,

Allo2 Bs H2 h5 M5

33
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grado de similitud de las cepas. El dendrograma obtenido se muestra en la fig. 7.

La mayoria de las cepas de Frankia aisladas de Rhamnaceae se agrupan
enun cluster con una similitud superior al 50% con la excepcién de dos cepas
Chi7 y Rel6 que forman un cluster independiente separado de todas las otras

cepas en estudio y con baja similitud entre ellas.

Regién IGS ribosomal 165-23S

Un fragmento de 2000 pb se amplifico con los partidores FDI y
FGPL2054 (fig4). Usando estos partidores se obtuvo amplificacién para todas
las cepas listadas en Ja tabla 1.

Las figuras 8 y 9 muestran un ejemplo de patrones de  restriccion
obtenidos con la enzima Mspl y Haelll respectivamente. El  analisis  de
restriccién del fragmento amplificado con las enzimas BsfUI, Cfol,
Haelll y Mspl, produjo aproximadamente el mismo nimero de fragmentos (15-
16 fragmentos por enzima). El rango de tamafio vari6 entre 450 y 100 bp (Tabla
6).

Al igual que para la regidn nif, cada patrén de bandas diferente se
registro como un haplotipo. En Ia tabla 7 se muestran los diferentes h?plotipos
obtenidos con cada enzima para cada una de las cepas. Con Ia enzima BsfUl se
obtuvieron 17 haplotipos, con Cfol 8; con Haelll, 13 y con Mspi 14.

El dendrograma obtenido a partir de los marcadores RFLP para la region
intergénica ribosomal (Fig. 10) muestra la formacién de un cluster con el nodo

mias interno en aproximadamente un 60% de similitud. Este cluster incluye
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Fig. 7
Dendrograma obtenido mediante andlisis de cluster UPGMA de los marcadores
PCR-RFLPde la region intergénica xifD-nifK utilizando el coeficiente de Jaccard.
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Fig.8

Marcadores RFLP. Electroforesis en geles de poliacrilamida al
8% en buffer TBE tefiido con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) con
los productos de digestion del amplificado de la region IGS entre
16S-23S con la enzima Mspl.

Lineas 1 y 10, marcador de peso molecular 50bp; 2), Chl2; 3),
Dsl12; 4) Ttl42; 5) DtI1; 6) ChI3; 7) Rel6; 8) Dtll; 9) Chl7; 11)
Chl4; 12) Ttl11; 13) Chll; 14) Alle2; 15) Eulb; 16) Aacll.




M 1 2 3 4 5 6 7 8 M 918 11 12

Fig. 9

Marcadores RFLP. Electroforesis en geles de
poliacrilamida al 8% en buffer TBE teiiido con
bromuro de etidio (0.5 pg/ml) con los productos de
digestion del amplificado de Ia region IGS entre 16S-
238 con la enzima Haelll.

M. marcador de peso molecular 50 bp.1) Chl7 2) Tt11
3) Rel7, 4) Eulb, 5) ChI3, 6) Aacll, 7) Tq20, 8)
DslI12, 9) TtI42 10)Rel6 11) DA1 12) DH2

37
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Tabla 6. Fragmentos de restriccion (en pb) obtenidos por digestion del producte amplificado
de Ia regién IGS 16S-23S con diferentes enzimas de restriccidnpara las distintas cepas de

Frankia
Cepa Enzimas
BstUI Cfol Haelll Mspl
Chil | 360-300-210-190- } 370-320-240-120 300-210-160-140-130 | 380-290-190-175-
160-150 170-130-120

170-160

125-120-110-100

Chiz | 280-210 370-320-240-120 300-210-160-140- 380-300-180-120-
130-120-110 125-110
Chi3 | 300-210-190-160 § 370-320-240-120 300-210-160-140 | 380-300-180-125-
130-120-110 120-110
Chi4 | 300-250-190 370-320-240-120 300-210-160-140-130 | 175-170-130
ChI7 | 360-300-250-210- | 370-320-220-200-140 | 300-210-160-140 290-175-170-140
160 130-120-110
DsliZ | 250-210-150 370-320-240-120 310-210-170-160- 270-140-125-110
130-120-110
il 360-300-280-210- | 370-320-240-120 "300-250-220-210- 430-380-300-290-
160 160-140-130-120-110 | 190-180-130-125-
120-110
Dili2 360-220-210-160- | 370-320-240-120 300-250-220-210- 430-380-300-290-
150 160-140-130-120-110 | 190-180-130-110
Rel6 | 360-300-210-160- | 370-320-240-120 310-300-210-160 430-300-190-180-
150 140-130-120-110 130-120
Rel7 | 360-280-210-160- | 370-320-240-120 310-300-210-160 430-300-190-180
150 140-130-120-110
Tqgl5 | 360-280-210-160- | 370-320-240-120 300-210-160 140- 430-300-190-180
150 130-120-110
Tq20 [ 250-210-160-150 | 370-320-240-120 300-210-160-140- 430-300-190-180
130-120-110
Til11 { 360-300-210-160- | 370-320-240-120 310-300-210-160 430-190-180-130-
150 140-130-120-110 120
Tt42 | 280-210 370-320-240-120 310-300-210-160 380-300-180-125-
140-130-120-110 120-110
Aacl | 360-350-300-210- | 370-320-250-120 310-300-210-170- 430-200-190-130-
180 160-140 120
Aacli | 360-350-300-180 | 370-320-200-180-120 | 310-300-210-160-140 | 290-175-170-140
Aaclll | 450-210-180 370-250-180 310-300-210 380-300-180-170-
140
Arl3 | 400-300-210-200 ) 320-250-120 300-210 380-190-175-170
Br 250-210-190 340-300-180 300-210 280-140
Allo2 | 210-170 390-370 250-210-140-130 290-175-170-140
Eslb | 360-300-220-210 | 410-370-240-210- 210-150-140-130 380-190-180-170-

130




‘Tabla 7. Patrones RFLP obtenidos a partir de Ia region IGS 16S-23S de Frankia.

Cepa BstUl Cfol Haelll Mspl
Chi1 Bis Cq Hg Ms
Chi2 B; Cq H; M;
Chi3 Bs Ci H, M;
Chi4 Bs; C, Hio Ms
Chi7 B1s Cy H, Ms
Dsl12 Bs Cq Hs M,
Dilt Bio Cq Hs Ms
D2 By C, He M,
Rel6 814 C1 H2 M4
Rel7 Bs Cq H; M
Tq1 5 Bs Cq H; M12
Tq20 B, Cq H;4 M2
TH11 By C H, M,
Tt42 Bio C H, M,
Aacl Be Cs Hsg Mis
Aacll B4 Cs Hy Ms
Aaclil B, C, Hi4 M4
Arl3 B, Cs Hio My
BR Bs Cr Hio Mio
Allo2 Bs Cs His M5

Eulb Bis Cs Hs; M,

39
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Fig10
Dendrograma obtenido mediante analisis de cluster UPGMA de los marcadores
PCR-RYLP de la region intergénica 16S-23S utilizando la distancia de de Jaccard




3.

3.1

41

solamente a cepas de Frankia derivadas de Rhamnaceae con representantes de
cepas obtenidas desde los distintos géneros de plantas hospederas. Hay sélo
cuatro cepas de Frankia de Rhamnaceas que se encuentran fuera de este cluster y
son: Chll, Chi4, Chl7 y DsIi2. La similitud enire estas cepas es baja, igual o
menor de un 50%. Todas las cepas derivadas de plantas de otras familias tales
como: BR y Allo2 (Casuarinaceae), Eulb (Eleagnaceae), Aacl, Aacli, Aaclll y
Arl3 (Betulaceae) presentan baja similitud entre ellas inferior al 40%. No se
observan la formacién de cluster definidos entre estas altimas cepas

mencionadas.

Los resultados sugieren que el anilisis PCR-RFLP es un método rapido y
efectivo para obtener un “fingerprinting” genémico. Los patrones generados por
ambos marcadores moleculares son reproducibles y fienen  suficiente
polimorfismo para diferenciar cepas de Frankia estrechamente relacionadas

derivadas de Rhamuaceae.

Rango de huésped
Infectividad y efectividad de las cepas

Para la determinacién del rango de huésped de las cepas nativas de
Rhamnaceae se utilizé 4 plantas hospederas que pertenecen a distintas familias
actinorricicas: Trevoa trinervis (Rhammaceae), Casuarina cumingamiana

(Casuarinaceae), Alnus glutinosa (Betulaceae) y Elaeagnus angustifolia
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(Elacagnaceae). En la tabla 8 se muestra el porcentaje de nodulacion obtenido
con las distintas cepas sobre las cuatro especies vegetales usadas como
blanco. Se puede observar que las plantas de 7. frinervis ademis de ser
noduladas por las cepas de Frankia aisladas de Rhamnaceae, fueron noduladas
también por la cepa Eulb aislada de E. umbellata (Elacagnaceae). El mayor
porcentaje de nodulacién en este género se obtuvo a partir de la cepa Tt42, con
un 100% de las plantas noduladas.

La especie E. amgustifolia perteneciente a la familia Elacagnaceae fue

nodulada por todas las cepas aisladas de Rhamnaceae, observandose hasta un
100% de nodulacién con algunas cepas como Chl4, Chi5, Tql5 y Dfil.
La cepa Chi4 aislada de Colletia hystrix exhibe un rango de huésped mas amplio
ya que ademas es capaz de inducir nodulacion y fijar nitrégeno en simbiosis con
A. glutinesa. Ninguna cepa de Rhamnaceae es capaz de inducir nédulos en C.
cunninghamiana. S6lo se observo nodulacion con las cepas control BR y Allo2
aisladas desde plantas de la familia Casuarinaceae.

Los experimentos de inoculacién cruzada indican que todas las cepas
nativas aisladas de la familia Rhamnaceae son capaces de nodular al menos un
representante de la familia Elaeagnaceae (E. angustifolia) y por lo tanto podrian
asignarse al grupo de especificidad 3. Este grupo de especificidad de huésped
definido previamente por Baker (1987), incluye a las cepas de Frankia que infectan
la familia Elacagnaceae. Los datos obtenidos permiten incluir en este grupo a las

cepas de Frankia aisladas de planias de la familia Rhamnaceae.
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Tabla 8. Porcentaje de nodulacién inducida por cepas de Frankia.

Plantas bospederas
In6culo” T.trinervis E. angustifolia A.glutinosa  C.curminghamiana
Control ® 0 0 0 0
Chll 50 80 0 0
ChI2 60 65 0 0
Chi4 ND 100 40 0
Dtt1 ND 100 0 0
Rel6 45 85 0 ¢
Tql5 70 100 0 0
Tq20 60 70 0 0
Tti11 65 40 0 0
Tti42 100 55 0 0
AacHI 0 0 90 0
Arl3 ND 0 15 0
BR 0 0 0 100
Allo2 0 0 0 100
Eulb 85 100 0 0

* 5 ml de una suspension bacteriana en Hoagland % sin nitr6geno.
® o inoculado. ND = nio determinado
Nitmero total de plantas inoculadas en cada ensayo =20

Nota: datos de la columna de T. trinervis y E. angustifolia corresponden a resultados de Ja tesis de
Magister en Genética de L. Bravo (2002). Se colocaron para propdsitos de comparacion.
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La infectividad de cada cepa se determind por el nimero de nédulos por
planta, y el peso seco de los nédulos. La efectividad de la asociacion simbidtica,
es decir capacidad de fijacién de nitrogeno se determiné por la actividad
especifica de nitrogenasa.

Las cepas de Frankia aisladas de Rhamnaceae inducen la formacion de
un menor nimero de nédulos por planta y més bajo peso seco cuando establecen
simabiosis con 7. trinervis (tabla 9), comparado con los valores observados sobre
E. angustifolia (tabla 10). Aunque se encuentran algunas excepciones, como por
ejemplo Tti42 que produjo un promedio de 2,5 nédulos en T. trinervis en
contraste con 1.7 sobre E. angustifolia. Asimismo, las cepas TqlS y Tq 20 si
bien produce un mayor nimero de nédulos en E. angustifolia su biomasa es

reducida. Ningiin nddulo fue obtenido en el control sin inocular.

En cuanto al peso seco de los nddulos, se puede observar que en 7.
trinervis (Tabla 9) la mayor biomasa nodular fue inducida por la cepa Chli (15.2
mg) y Eulb (15.3 mg), mientras que el menor valor de peso seco nodular se
encuentra en plantas noduladas por Rel6, (5.8 mg).

La actividad de nitrogenasa se determind como la capacidad de
reduccién de acetileno a etileno. Las cepas nativas de Frankia que establecen
nodulacion con plantas actinorricicas son también efectivas en la fijacion de
nitrogeno ya sea en simbiosis con Trevoa trinervis (Tabla 9) como en simbiosis

cont Elaeagnus angustifolia (Tabla 10). Las cepas Ttll1 y Til42 exhiben las

mas altas actividades especificas de nitrogenasa sobre 7. frinervis que coincide
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Tabla 9. Infectividad y Efectividad de las cepas de Frankia en simbiesis con
Trevoa trinervis *

Cepa N°nédulos  Pesoseconodulos  Actividad especﬁica Nitrogenasa
xplanta”  x planta ! (mg) ( nmol CoHy h™" mg ™ peso seco nédulo )

Control 0.0 0.0 0.0 1
CHI1 13404 15,2437 8.1+2.7 ‘
ChI2  22+04 11.2442 2.1+0.7
Rel6 13404 58414 7.0+2.1
Tgls 14405 7.9414 1.740.3
Tq20  16+05 13.24209 1.4£0.3
Tall 17406 7.54£25 14.143.9
Ta42  25+05 14.9+4.4 14.3+3.1
Eulb  2.1+08 15.3+47 1.5+0.4

“ Plantulas de T. trinervis se inocularon con 5 ml de suspension bacteriana equivalente a 3 ug
mL." de proteina total en Hoagland % sin nitrogeno. Los valores corresponden a Ia media + SD
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Tabla 10. Infectividad y Efectividad de las cepas de Frankia en simbiosis con Elacagnus
angustifolia *

Cepa N°nodulos  Pesoseconodulos  Actividad especnﬁca Nitrogenasa
x planta ! x planta ! (mg) (nmol C;H4 h! mg "' peso seco nodulo )

Control 0.0 60 0.0

Chil 22+0.6 215+64 13.0+5.3
ChI2 41+19 21.0+42 8.9+3.1
Chi4 45+11 154+52 40+1.5
Dtl 42424 157+48 15.8+6.7
Rel6 42+12 373+76 6.8+2.1
Tql5 27+08 52+1.5 35.7+8.5
Tq20 44118 8321 45.7+9.3
Tl 23+1.1 431 £8.1 15.4%+3.7
Ttl42 1.7+04 75895 4.5+2.3
Eulb 64+£23 276+73 5.9+2.4

“P]antu]as de E. angustifolia se inocularon con 5 ml de suspensién bacteriana equivalente a 3 pg
mL" de proteina total en Hoa gland % sin nitrégeno. Los valores corresponden a 1a media + SD



47

con su hospedero original (Tabla 9). Las otras cepas presentan actividades
menores pero todas ellas son capaces de establecer una simbiosis efectiva con 7.
trinervis. Bajo las mismas condiciones de ensayo, las cepas de Frankia aisladas
de Rhamniceas son también infectivas y efectivas en Ja fijacion de nitrégeno
sobre E. angustifolia (Tabla 10).

En 1a tabla 9 podemos observar que existen marcadas diferencias en la
actividad especifica de nitrogenasa presente en los nédulos de 7. frinervis
inducidos por las cepas nativas de Frankia. Por ejemplo las cepas Tt142 y TtI11
son las que muestran los valores mas altos, 14.3 y 14.1 respectivamente, que
difieren significativamente de los valores obtenidos en nodulos inducidos por
cepas como Chi2 (2.1), Tql5 (1,7), Tg20, (14); y de la cepa aislada de
Elaeagnaceae, Eulb (1.5). Esta variabilidad en la actividad de nitrogenasa
también se observa en nddulos inducidos en E. angustifolia. La tabla 10 muestra
que la enzima es mas activa en los nodulos producidos por la cepa Tq20, (45.7),
y Tql5 (35.7) lo cual es significativamente diferente de la actividad encontrada
en los nddulos obtenidos con la cepa control Eulb, (5.9). El rango de variacion
de la actividad enzimatica de los nédulos producidos por las diferentes cepas es
bastante amplio, encontramos valores que van desde 4.0 con la cepa ChI4, hasta
45.7 con la cepa Tq20. La raiz de plantas no inoculadas no presenta ninguna
actividad enzimatica,

En los experimentos de inoculacion cruzada se realizaron varios controles

positivos con cepas de stock BR y Alio2 en C. cunninghamiana (Tabla 11), Eulb

en E. angustifolia (Tabla 10) y Arl3 en A.glutinosa (Tabla 12). Los controles

.
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Tabla 11. Infectividad y Efectividad de las cepas de Frankia en simbiosis con Casuarina
cunninghamiana *

Cepa N°nodulos  Peso seco nddulos  Actividad especifica Nitrogenasa |
x planta x planta * (mg) (nmol C;H; b mg ! peso seco nddulo) |

Control 0.0 0.0 0.0

BR 6016 342+98 279+52

Allo2 95+28 43.0+69 270+28

“ Plantulas de Casuarina curminghamiana se inocularon con 5 ml de suspension bacteriana equivalente
a3 pg mL™" de proteina total en Hoagland Y% sin nitrégeno. Los valores corresponden a la media + SD
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Tabla 12. Infectividad y Efectividad de las cepas de Frankia en simbiesis con Alnus glutinosa”

Cepa N°nodulos  Pesoseconddulos  Actividad especifica Nitrogenasa

x planta x planta ! (mg) (nmol C;H, h! mg ™ peso seco nédulo)
Control 0.0 0.0 0.0 ?
Chi4 1.1+:04 45+06 235497 ‘
Aacill 127+4.1 260+4.7 98+39
Ari3 1.0+£00 163+1.5 08 £0.09

° Plantulas de Alnus glutinosa se inocularon con 5 ml de suspension bacteriana equivalente a 3 pg mL™
de proteina total.en Hoagland % sin nitrégeno. Los valores corresponden a la media 4 SD
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positivos permiten confirmar o descartar la posibilidad de cepas atipicas Nod-
/Fix- entre las cepas que se estan ensayando. Un hallazgo novedoso constituye Ia
cepa Chi4 que tiene un amplio rango de huésped y establece simbiosis efectiva
con A. glutinosa (Betulaceae) con altos valores de actividad de nitrogenasa
comparado con cepas aisladas desde plantas actinorricicas de la familia
Betulaceae usadas como control (Tabla 12).

De acuerdo al numero de nddulos presentes en cada planta, podemos ver
que la cepa aislada de A. acuminata, Aaclll, fue la mas mnfectiva sobre 4.
glutinosa (Tabla 12) ya que produjo 12 nédulos con la mayor biomasa, aunque
este efecto no refleja una mayor efectividad en la fijacién de nitrégeno.

Si bien los datos de infectividad y efectividad de las cepas presentan
importantes diferencias entre los pares planta-bacteria ensayadas, estas
diferencias  no son exclusivamente debido a las cepas de Frankia, ya que las
plantas utilizadas en los ensayos son genéticamente heterogéneas. No obstante,
los datos obtenidos permiten concluir que las cepas de Frankia aisladas de
Rhamndceas son promiscuas en el establecimiento de la simbiosis ya que son

capaces de infectar y fijar nitrgeno con plantas pertenecientes a otra familia.

Efecto de la nodulacién inducida por Frankia sobre el crecimiento de las
plantas
Con el fin de determinar el efecto de Ia nodulacién sobre ¢l crecimiento

de las plantas hospederas, se evaluaron los siguientes parametros de crecimiento:

altura del tallo (cm), peso seco de las plantas (mg), diametro del tallo a 1a altura
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del cuello (mm)} y contenido de niirégeno total (%), los cuales son indicativos del
efecto que tiene el nitrogeno fijado por las cepas en simbiosis sobre las diferentes
plantas. En la tabla 13 podemos observar los efectos de la inoculacién de cepas
de Frankia sobre las plantas de T. trinervis. El mayor efecto se obtuvo con la
cepa Eulb (Elacagnaceae) con valores de 20.6 cm para altura del tallo, 575 mg,
para peso seco y 2.8 mm para didmetro del tallo. Todas las cepas de Frankia
aisladas de Rhamnaceae también tuvieron un efecto positivo sobre todos los
parametros estudiados comparado con ¢l control ne nodulado. Si consideramos
altura, peso seco y diametro del tallo las cepas con mayor efecto sobre 7.
trinervis fueron Tq20, TtI11 y Tti42. El contenido de nitrégeno total fue
también mayor en Ias plantas noduladas por Tq20 y Til11 (tabla 13).

En Ia tabla 14 se muestra el efecto de la nodulacién sobre E. angustifolia.
Si bien la mayoria de las cepas producen un aumento en la altura del tallo,
biomasa y diametro del tallo, el mejor efecto se obtuvo con la cepa Ttl42 que
produce un aumento del 58% en al altura, un 100% en el peso seco, 150% en el
diametro del tallo y un 91% en el contenido de nitrogeno total. El efecto de las
otras cepas fue bastante similar entre ellas, aunque se observa que la Tqi5 y
Tq20 no tuvieron efecto sobre la altura de Ia planta en comparacién con el
control, y no produjeron un aumento importante del peso seco. El didmetro del
tallo a la altura del cuello se considera una caracteristica importante de la calidad
y vigor de la planta ya que se encuentra asociado al grado de lignificacién de la

planta.
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Tabla 13. Efecto de Ia inoculaciéon con cepas de Frankia sobre el crecimiento de Trevoa
trinervis *

Cepa Alturatallo Peso Seco Diametrotallo Nitrégeno Total
(cm) (mg) (mm) (%)
Control’ 128+1.2 248 + 39 1.7x03 1.10
Chil 159+38 309+78 1.8+04 1.39
Chi2 16.1 2.8 373+94 21+04 1.42
Rel6 156+1.4 27058 23+02 1.67
Tqls 14.6 +3.1 33178 21+03 1.43
Tq20 17.9+47 48697 26x04 1.75
Ttill 18535 485+89 2502 1.85
Tti42 19.0+22 49179 23x03 1.41
Eulb 296 +34 575+98 2.8+03 I.39

¢ Plantulas de 3 meses de edad de T. trinervis se inocularon con 5 ml de una suspensién
bacteriana equivalente 2 3 pg ml™ de proteina total en Hoagland % sin nitrégeno. Cada valor
es la media = SD medida ocho meses después de la inoculacién (n= 20 plantulas).

® Control corresponde a plantas no inoculadas.
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Tabla 14. Efecto de Ia inoculacién con cepas de Frankia sobre el crecimiento de Elaeagnus
angustifolia *

Cepa Alwura tallo  Peso Seco Diametio tallo  Nifrogeno Total
(cm) (mg) (mm) (%)
Control® 12519 293 + 47 14+03 1.45
Chll 139+1.6 450 + 68 25+04 2.05
ChI2 13.6+1.7 405 + 67 1.8+0.2 1.96
Chi4 140+19 452 + 65 23+03 2.24
Dtl 15523 496 90 24+06 3.02
Rel6 149+24 504 +90 26+04 2.72
Tqls 12412 342470 20:£03 2.44
Tq20 123+1.6 334 4 50 2303 1.99
TH11 153+25 33171 25+03 2.75
Ttl42 19.8+38 591 +34 35£06 2.78
Eulb 152238 384 +68 34+06 3.36

“ Plantulas de 3 meses de edad de E. angustifolia se inocularon con 5 ml de una suspension
bacteriana equivalente a 3 ug mi” de proteina total en Hoagland % sin nitrégeno. Cada valor es
la media = SD medida ocho meses después de la inoculacioén (n= 20 plantulas).

® Control corresponde a plantas no inoculadas.
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Los datos indican que las plantas de E. angustifolia noduladas son mds
robustas que las no noduladas (tabla 14) en todas las parejas E. angustifolia -
Frankia estudiadas. Si se comparan las planias de T, trinervis (tabla 13) y E.
angustifolia  (tabla 14), se observa que el rango de distribucion de Ias plantas
en felacién con la altura, peso seco y didgmetro del cuello es similar, Sin
embargo, todas las plantas noduladas de E. angustifolia (tabla 14) presentan
mayores valores de nitrégeno total comparadas con plantas de T, trinervis
(Tabla 13).

En Ia tabla 15 se muestra el efecto de Ia nodulacion inducida por Frankia
sobre 4. glutinosa. Las plantas noduladas por Chl4, Ia tinica cepa de Frankia de
Rhamnacae infectiva y efectiva sobre esta planta hospedera, no tiene un efecto
detectable sobre el crecimiento y contenido de nitrégeno total de Ia planta
comparado con el control sin inocular. Las otras dos cepas (Aaclll y Arl3)
utilizadas como control no mejoraron significativamente el crecimiento de
la planta. Una posible dificultad para determinar diferencias significativas entre
tratamienios y controles en esta especie puede deberse a que A. glutinosa, es
una especie forestal de mayor envergadura y de mas lento crecimieato, por lo
tanto cambios en su desarrollo durante el periodo de estudio son mis dificiles de
detectar.

En la Tabla 16 se muestra el efecto de las cepas control (BR y Allo2)
sobre C. cunnighamiana. Ambas cepas aisladas de Casuarinaceae fueron capaces

de mejorar €l crecimiento de las plantas mostrando valores considerablemente

mayores en cuanto la altura del tallo y peso seco total en comparacién con las
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plantas sin inocular. También se observd un gran incremento en el nitrégeno

contenido por las plantas inoculadas duplicando €l contenido por las plantas sin

inocular.
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Tabla 15. Efecto de la inoculacién con Frankia sobre el crecimiento de Alnus glutinosa °

Inéculo  Altura Peso seco Didmetro del Nitrégeno Total
tallo (cm) total (mg) tallo (xnm) (%)
Control® 7408 239 +73 24+02 126
Chi4 92132 279 4 41 22104 1.31
Aaclli 9127 311 £64 26402 1.87
Arl3 81+36 235 +£91 25:+03 142

¢ Plantulas de 3 meses de edad de Alnus glutinosa se inocularon con 5 ml de una suspensién
bacteriana equivalente a 3 pg ml™ de proteina total en Hoagland % sin nitrégeno. Cada valor
es la media % SD medida ocho meses después de la inoculacién (n=20 plantulas).

® Control corresponde a plantas no inoculadas.
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Tabla 16. Efecto de la inoculacién con Frankia sobre el crecimiento de Casuarina

cunninghamiana *

Indculo Altura Peso seco Didmetro del Nitrogeno Total
tallo (cm) total (mg) tallo (mm) (%)

Control > 16514 528 190 14+02 0.76

BR 205432 735 £105 26+04 1.44

Alilo2 224434 812 +101 21x03 1.74

¢ Plantulas de 3 meses de edad de Casuarina cunninghamiana se inocularon con 5 ml de una

suspensién bacteriana equivalente a 3 pg ml" de proteina total en Hoagland % sin nifrogeno.
Cada valor es la media + SD medida ocho meses después de la inoculacién (n= 20 plantulas).
® Control corresponde a plantas no inoculadas,




DISCUSION

Diversidad de las cepas de Frankia

En principio, toda Ia informacion genotipica, fenotipica y filogenética puede
utilizarse en los estudios de diversidad genética aplicados a Ia tipificacion y sistematica
bacteriana (Vandamme ef al., 1996). La informacién genotipica, basada en los acidos
nucleicos, emplea diferentes genes o regiones gémicas, mientras que la informacion
fenofipica esta derivada del polimorfismo de proteinas, de marcadores
quimiotaxondmicos u otros rasgos expresados como la morfologia y fisiologia.

Los estudios de diversidad y sistemdtica bacteriana utilizan numerosas y
diferentes moléculas como marcadores con variadas aplicaciones. Asi, Ia seleccién del
marcador genético, como la técnica empleada en Ia tipificacién depende del mivel de
resolucion que se desee obtener y del tipo de estudio que se desee abordar. Por ejemplo,
Ia secuencia de los genes ribosomales 16S es adecuada para estudios filogenéticos ya
que el marcador es una molécula que presentan regiones muy conservadas que permiten
trazar la historia evolutiva de grupos taxondmicos mayores y regiones menos
conservadas que permite discriminar entre microorganismos més relacionados.

Oftros marcadores genéticos, como los patrones de restriccion RFLP, o de

amplificacién del DNA por PCR como RAPDs, rep-PCR son muy variables y
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generalmente se utilizan para tipificar cepas dentro de una especie o género bacteriano
(Vandamme et al., 1996).

Los marcadores genéticos RFLP y RAPDs son ampliamente utilizados en la
identificacion de individuos con importante aplicaciones en el andlisis genético,
identificacion de cepas y en la comprension de la estructura y evolucion de poblaciones
microbianas (Welsh y MacClelland, 1990; Megnegneau ef al., 1993; Stefan ef al., 1997).
El proposito de este estudio fue establecer el nivel de variabilidad genética que existe
entre las diferentes cepas de Frankia aisladas desde nédulos radiculares de plantas de Ia
familia Rhamnaceae. Las cepas en estudio estan estrechamente relacionadas tanfo por su
origen geografico como por ser simbiontes de una misma familia de plantas;
Rhamnaceai (Carti, 1993; Cara, 1999). Estas cepas presentan bajo polimorfismo tanto
en su moriologia como en sus requerimientos nutricionales y capacidad de fijacion de
nifrégeno (Carii 1993). Asimismo, en un analisis enzimatico multilocus exhiben un alto
grado de similitud genética (Bravo, 2002). Por otra parte la mayoria de las cepas de
Frankia aisladas de Rhamndceas se agrupan en un cluster de acnerdo al anilisis
filogenético basado en el IDNA 16S (Clawson et al, 1998).

Dado que las cepas en estudio estin estrechamente relacionadas y presentan bajo
polimorfismo genético, fue necesario buscar marcadores mds variables como RAPDs y
PCR-RFLP de regiones mtergénicas para su tipificacion.

La metodologia RAPD’s permite obfener un gran mimero de marcadores
genéticos aleatorios y no requiere un conocimiento previc del genoma (Welsh y
McClelland, 1990). Los resultados obtenidos en este estudic muestran que Ios

marcadores RAPD's tiene gran poder de discriminacién entre los distintos aislados de




60

Frankia. E]l namero de partidores seleccionados fue suficiente para generar patrones de
bandas distintivos entre las cepas de Frankia.

Como se muestra en la tabla 3, si bien hay bandas compartidas entre las cepas,
existe aun suficiente heterogeneidad genética para su identificacion. Para los propositos
del andlisis los fragmentos que comigran en las distintas cepas se supone representan
regiones homélogas dentro del genoma. Sin embargo, una himitacion del método es que
igual tamaiio de las bandas no es una evidencia per se que los individuos comparten €l
mismo fragmento homologo. La variabilidad encontrada se observa mas claramente en
el dendrograma (Fig. 3) que muestran bajo coeficiente de similitud enfre las cepas.
También puede observarse que no hay agrupamientos que indiquen una asociacidn
entre cepas aisladas de una misma familia o género de plantas.

De los datos también se concluye que los marcadores RAPDs no son apropiados
para definir relaciones filogenéticas entre las cepas ya que presentan un grado similar de
variabilidad entre cepas que infectan plantas de una misina especie como de plantas
pertenecientes a distintos géneros o familias. Sin embargo, esta metodologia es atil para
estudiar la variabilidad genética entre cepas bacterianas estrechamente relacionadas, las
cuales se espera que exhiban un alto grado de similitud genética, como ocurre con las
cepas en estudio. Resultados obtemidos en el Iaboratorio mediante anjlisis enzimatico
multilocus revela que las cepas de Frankia aisladas de Rhamnaceae presentan patrones
enzimaticos idénticos en varios loci (Bravo, 2002), sin embargo son identificables por
marcadores RAPD's. Similares observaciones se hicieron por Wang ef al., (1993)
quienes mostraron que los marcadores RAPDs son mas sensibles para la identificacion

de cepas que el andlisis enzimatico multilocus. También estos marcadores se han usado
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para identificar cepas de Frankia que infectan plantas del género Casuarina (Sellsted,
1992).

Alternativamente, Los marcadores PCR-RFLP se usan frecuentemente para
tipificar especies bacterianas. El método esta basado en la amplificacién de regiones
especificas del genoma y una posterior identificacién del polimorfismo de restriccién en
el amplic6n correspondiente (Olive, 1999).

Para evaluar el grado de diversidad genética presente en este conjunto de cepas
se realizd un andlisis PCR-RFLP correspondiente a regiones intergénicas, las cuales en
general muestran mayor variabilidad que las regiones codificantes que ellas separan.
Para el estudio se utiliz6 Ia amplificacién de la region IGS que separa los genes que
codifican el RNA ribosomal 16 y 23S y la regidn entre los genes nifD-nifK.

Se ha observado que la region intergénica entre mifD-nifK presenta mayor
longitud y variabilidad entre cepas que la region nifH-nifD (Jamman, 1993; Lumini,
1996a; Nalin, 1995). Asi, Cournoyer et al, (1993), estudiando el polimorfismo de
secuencia en la region intergénica nifH-nifD de especies gendmicas de Frankia del
grupo de especificidad de Elaeagnus, encontrd que algunas de ellas no pueden
diferenciarse por el bajo polimorfismo en esta region IGS, pero si se pueden discriminar
utilizando la regién IGS nifD-nifK. (Lumini, 1996a; Nalin, 1995).

En puestro estudio, la IGS seleccionada entre nifD-nifK mostré us tamafio de
1050 pb el cual aparentemente no varié de una cepa a otra (fig.4), excepfo en las cepas
de Alnus las cuales no dieron amplificados. Este hecho también habia sido reportado en
estudios anteriores realizados en cepas aisladas de Ceanothus donde sélo se obtuvo

amplificacién positiva en algunas cepas (Ritchie, 1999).
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Para generar patrones RFLP se utilizaron enzimas de resiriccion de corte
frecuente que reconocen 4 pb ricas en GC. Esto aumentaria la probabilidad de encontrar
sitios de corte {polimorfismo) ya que Frankia tiene un genoma con un alto porcentaje
de GC (Anetal, 1983).

Se obtuvo un mayor nimero de haplotipos para Ia region ribosomal comparada
con la region IGS nif, para todas las enzimas de restriccion ensayadas. La mayor
variabilidad encontrada a nivel de la region IGS nbosomal puede entenderse, ya que el

tamatfio de la regidon amplificada es casi el doble de tamafio que la region IGS nif
(fig 4).

En general, el poder de discriminacién de estas regiones intergénicas es bastante
alto y ha sido reportado por otros autores (Lumini y Bosco, 1996a) en los que se pudo
caracterizar Frankia aislada de Alnus a nivel de cepa. De igual manera PCR-RFLP
fueron 1itiles en la identificacion de la variabilidad genética de una poblacion de
Frankia de Casuarina en la que se mostrd que las 30 cepas estudiadas se distribuyen en
5 grupos RFLP (Rouvier et al., 1996)

Utilizando esta misma metodologia, Maggia et al., (1992) encontraron que la
mayoria de las cepas Frankia aisladas de Casuarina equisetifolia en Senegal y Gambia,
mostraban patrones de resiriccién muy similares entre si y que todas ellas estin
estrechamente relacionadas con la cepa de referencia CeD, una cepa tipica de Frankia
aislada desde C. eguisetifolia. Estos resultados indican que la mayoria de las cepas
analizadas podrian pertenecer a la misma especie genomica que la cepa de referencia
{(Maggia et al., 1992). La baja diversidad de las cepas de Framkia aisladas desde

Casuarina en Africa podria también ser consecuencia de que esta especie vegetal es
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nativa de Australia e Islas del Pacifico y que en todos aquellos lugares en que ha sido
infroducida ha llevado comsigo solo una fraccion de la diversidad de los
microsimbiontes. La homogeneidad genética exhibida por las cepas de Frankia aisladas
de Casuarinaceae 'que crecen fuera de su drea de distribucion geografica nativa ha sido
confirmada en ofros estudios utilizando los mismos marcadores genéticos (Rouvier et
al., 1992, 1996; Perez et al., 1999). En nuestro estudio las cepas que se analizan se
aislaron desde plantas nativas y por tanto es esperable encontrar un mayor polimorfismo
genético ya que toda la diversidad asociada al microsimbionte estaria representada en el
rango de distribucidn de la planta huésped. Los resultados de esta tesis muestran que con
excepeidn de Ia enzima C/ol, donde el haplotipo C1 es compartido por 1a mayoria de las
cepas nativgs, las demas enzimas revelan algin grado de diversidad genética entre ellas.

Por ofra parte estudi(;s realizados sobre 128 aislados de Frankia desde nédulos
radiculares de Gymmnostoma (Casuarinaceae) muestran una reducida variabilidad del
microsimbionte. Utilizando marcadores RFLP-Haelll y RFLP-Mspl para la region IGS
165-238, ellos se distribuyen en solo 4 grupos siendo dos de ellos mayoritarios ya que
reunen a microsimbiontes asociados a las diferentes especies de Gymnostoma en sus
diferentes habitats (Gauthier ef al., 1999). En esta tesis, por el contrario, cuando se
analizaron 5 cepas aisladas desde un misma especie Cofletia hystrix tales como ChIl,
Chi2, Chl3, ChI4 y Chl7, todas ellas exhiben un haplotipo distintivo cuando se
combinan los patrones obtenidos con las distintas enzimas, para ambas regiones IGS
(Tabla 5y 7). Esto nos da una idea de Ia mayor variabilidad que existe entre las cepas

aisladas de Rhamnaceas comparadas con cepas aisladas desde otras familias de plantas

actinorricicas.
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Los resultados obtenidos a partir de las cepas de Rhamnaceae utilizando 1a regién
nifD-nifK son comparables con los obtenidos en cepas aisladas de Elaecagnaceae (Jamman
et al., 1993), en los que se encontré6 un gran poder de discriminacion. Por ejemplo, se
obtuvieron 10 patrones diferentes en 12 cepas utilizando la enzima Haelll. En cambio, en
estudios realizados con simbiontes obtenidos de ofro género de Rhamnaceae como
Ceanothus, se obtuvieron sélo 4 grupos de RFLP utilizando 7 enzimas de restriccién para
1a region IGS 16S-23S, observandose poca variabilidad entre simbiontes de un mismo
género (Rutchie y Myrold, 1999). Estudios del microsimbionte Frankia asociadas a
distintas poblaciones de la planta huésped Ceanothus, revela que la region IGS 16-23S
posee baja variabilidad genética sugiriendo que las cepas estén estrechamente relacionadas

a nivel intraespecifico (Jeong y Myrold, 1999).

Los datos obtenidos indican que los marcadores RFLP de Ia regiones IGS
ribosomal y nif no serian utiles para evaluar relaciones filogenéticas entre cepas de
Frankia, ya que se observa importante variabilidad intragrupo como entre grupos de
cepas. Hasta ahora, el mejor marcador para estudiar filogenia en Frankia es la secuencia
del tDNA 168S ya que posee regiones conservadas que permiiten establecer agrupaciones
faxondmicas mayores y regiones mds variables para discriminar clados entre cepas
dentro del género Frankia. Es asi como mediante Ia utilizacién de la secuencia parcial
del 16S rDNA se pudo demostrar que cepas de Frankia presentes en noédulos radiculares
de Gymnostoma también estaban filogenéticamente relacionadas con las cepas

infectivas de Elaeagnus, pero que los espaciadores intergénicos de la region nifD-nifK
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eran diferentes en todas las cepas analizadas apoyando !a mayor variabilidad de esta

region gendmica (Navarro ef al., 1997).

La diferente topologia de los dendrogramas obtenidos con los marcadores
RAPDs y PCR-RFLP podria explicarse por el distinto grado de resolucién de los
marcadores genéticos utilizados. La amplificacion al azar del genoma produce patrones
muy polimorficos entre las cepas, con solo algunas bandas en comin. Por lo tanto, el
grado de similitud entre las cepas es bajo y eso se observa en el dendrograma que no
agrupa las cepas en relacion a su hospedero, origen o filogenia previamente establecida
(Clawson et al., 1998). Sin embargo, es un marcador muy itil para su identificacién ya
que cada cepa presenta un patron nico de bandas.

En el caso de los marcadores PCR-RFLP son menos variables que los
marcadores RAPDs y pueden, en algunos casos, dar agrupamientos que se correlacionen
con alguna otra caracteristica de las cepas, como por ejemplo con el tipo de planta que
infectan. Asi, PCR-RFLP de la region 7ifD-nifK muestra un agrupamiento de las cepas
derivadas de Rhamndceas con un coeficiente de similitud > 0.5, con solo dos cepas
(Chi7 y Rel6) que se separan del cluster principal.

Un Agrupamiento similar se observo con los marcadores PCR-RFLP de la regién IGS
165-235 1DNA, la mayoria de las cepas de Frankia forman un cluster con un nodo

correspondiente a un coeficiente de similitud > 0.6 con algunas excepciones como Chil,

ChI4, ChI7 y Dsl12.
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En sintesis, los dos marcadores usados, tanto RAPDs como PCR-RFLP,
identifican cepas estrechamente emparentadas donde es esperable una alta
homogeneidad genética. Los RAPDs resultan ser mucho més informativos que otros
marcadores moleculares, ya que no estin limitados a regiones codificantes como ocurre
con el andlisis enzimatico multilocus y tienen una distribucién al azar a lo largo del
genoma.

Por su parte, los marcadores PCR-RFLP han sido exitosamente usados para
acceder a la diversidad genética entre especies bacterianas tales como Rhizobium
(Laguerre et al., 1994), Ralstonia (Poussier et al., 1999); Pseudomonas ( Manceau et al.,
1997) entre otras. Esto marcadores son faciles de analizar y tienen alta reproducibilidad.
Los RFLP son el resultado de rearreglos genémicos tales como inserciones y deleciones
o mutaciones de punto. Por estas razones los RFLP asociados a regiones intergénicas se
espera que exhiban un mayor polimorfismo que las regiones codificantes, las cuales

tienen una mayor restriccion funcional.

RANGO DE HUESPED

Frankia ha sido definida como un simbionte bastante promiscuo, en comparacion
con la asociacién Rhizobium-Leguminosa, ya que tiene la capacidad de infectar no
solamente su huésped original sino que también puede establecer relaciones simbi6ticas
efectivas con plantas de diferentes géneros y familias. Es asi como se han definido los 4

grupos de infectividad (HSG): HSG 1, cepas que infectan Alnus y Myrica, HSG 2, cepas

que infectan diferentes géneros de la familia Casuarinacea; HSG3, que infectan
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diferentes géneros de Elacagnaceae y algunos de Casuarinaceae; (Baker, 1987; Baker y
Mullin, 1992). Como podemos ver las cepas que infectan Rhamnaceae no estin
incluidas entre los diferentes grupos de infectividad hasta ahora definidos, la principal
causa ha sido la falta de cultivos puros del simbionte de esta familia de plantas
actinorricicas.

En la literatura hay reportes que incluyen cepas de Frankia aisladas desde las
thamnaceas Colletia espinossisima (Gauthier et al., 1984) y Colletia cruciata (Baker,
1987) que fueron capaces de nodular dos especies de Elacagnaceae.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que las cepas de
Rhamnéaceas ademds de infectar plantas de esta misma familia, en este caso T. trinervis,
también pueden infectar la especie E. angustifolia de 1a familia Elacagnaceae. A partir
de los datos obtenidos podemos proponer que las cepas de Frankia aisladas desde
Rhamnaceae pertenecen al grupo de infectividad 3 que incluye ademds las cepas
aisladas desde plantas de la familia Elaeagnaceae, como describié previamente Baker
(1987). Por otra parte los resultados obtenidos son congruentes con los antecedentes
filogenéticos que agrupan a las cepas Frankia derivadas de Rhamanceae y
Elaeagnaceae en un cluster que se obtuvo utilizando la secuencia de rDNA de 16S en el
cual, a excepcioén de los microsimbiontes de Ceanothus, se evidencia Ia asociacion que
existe entre los simbiontes de estas dos familias (Clawson et al., 1998).

La actual filogenia molecular basada en la secuencia del DNA ribosomal de
165 (Clawson ef al., 1998) y en el gen nifH de la nitrogenasa (Jeong et al., 1999)

identifican tres principales clados de Frankia infectivas. Un cuarto clado agrupa las

cepas de Frankia no-infectivas y no fijadoras de nitrégeno que han sido detectadas en
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nddulos de plantas de casi todas las familias actinorricicas (Normand et al., 1996). Las
cepas infectivas se agrupan en el clado I o grupo Alnus, un amplio grupo de cepas que
infectan especies de Betulaceae, Casuarinaceae y Myricacea; clado II o grupo
Elaeagnus que comprende microsimbiontes de Elaegnaceae y Rhamnaceae; y el clado
IIT o grupo Dryas que agrupa cepas que infectan Rosacaea, Coriariceae, Datiscaceae y el
género Ceanothus (Rhamnaceae). Estos grupos corresponden a los principales clusters
del género Frankia descrito previamente por Norman et al., (1996).

Los ensayos de inoculacion cruzada también revelan la presencia de cepas méas
promiscuas como Chl4, la cual es capaz de infectar plantas pertenecientes a tres
familias actinomricicas: Rhamnaceae, Elacagnaceae y Betulaceae. Estas cepas han sido
denominadas "flexibles” ya que son capaces de traspasar las barreras entre familias de
plantas. Cepas con igual comportamiento en su capacidad de infeccion han sido
previamente descritas, las cuales inducen nodulacién en plantas de los géneros
Elaeganus y Alnus (Bosco et al., 1992). En contraste, algunos aislados de Casuariana
tales como Cel2, DIl y G2 no infectan su planta hospedera original pero nodulan
especies de Elaeagnus (Torrey y Raccette 1989).

La infectividad de Ias cepas depende tanto del microsimbionte como de 1a planta
hospedera. Los ensayos de inoculacién cruzada también revelan que hay especies
vegetales que son promiscuas como ocurre con algunas especies de Myrica y
Gymnostoma las cuales son noduladas por la mayoria de las cepas estudiadas y los
microsimbiontes presentes en sus nédulos son altamente diversos (Benson y Clawson

2000; Clawson y Benson 1999). Por el contrario las especies de Allocasuarina parecen
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ser muy especificas en su interaccion con Frankia ya que son noduladas por una pocas
cepas (Benson y Clawson, 2000; Maggia y Bousquet, 1994).

Al respecto fue importante considerar el hecho que a pesar que las cepas de
Rhamnaceae se aislaron de diferentes géneros (ver tabla 1), ellas fueron probadas en el
ensayo de inoculacion contra 7. trinervis para probar infectividad en Rhamnaceae. La
eleccion de la planta hospedera se realizé en base a antecedentes reportados previamente
por Cari y Cabello {1999) que muestran que las cepas de Frankia son infectivas en al
menos cuatro géneros de Rhamnaceae (Colletia, Trevoa, Retanilla y Talguenea). Por lo
tanto cualquier especie actinorricica de estos géneros seria un hospedero adecuado para
realizar estas pruebas de infectividad. Asf nuestros datos muestran que todas infectaron 7.
irinervis, y no hay diferencias con las 2 cepas aisladas de este mismo género Ttill y
Ttl42 como lo muestra Ia tabla 8.

En los ensayos de inoculacién cruzada también se utilizaron como control
positivo especies de los géneros Casuariana, Elaeagnus y Alnus con cepas derivadas
de estas plantas actinorricicas. Estos controles permitirian validar los ensayos de
infeccidn y descartar la posibilidad de falsos negativos sobre las especies vegetales de
estos géneros. Por lo tanto podemos afirmar que las cepas de Frankia no son infectivas
en Casuarina cunnighamina, ni en Alnus glutinosa con excepcién de la cepa Chl4.

Hay que hacer énfasis también en el hecho de que los resultados obtenidos en
cuanto al rango de huésped de cepas de Rhamnaceae que infectaron preferencialmente
solo plantas de esta misma familia y Elaeagnus, dan cuenta s6lo de lo que pasa a nivel

de laboratorio. Tal vez lo que suceda en el campo sea muy diferente ya que existen

varios aspectos que podrian influenciar en los resultados finales. ¥s el caso de la
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competencia entre cepas, puede ser que existan cepas mas “habiles” que otras para llevar
a cabo el proceso de infeccidn. También puede haber diferencias a nivel de la planta, es
decir, en nuestro caso trabajamos con plantas genéticamente heterogéneas y la
asociacion simbi6tica depende tanto de la bacteria como de la planta. Por lo tanto las
diferencias observadas entre los porcentajes de podulacién no son exclusivamente

debidas al componente microbiano de la simbiosis.
INFECTIVIDAD Y EFECTIVIDAD

Después de evaluar el rango de huésped de las cepas de Frankia aisladas de
Rhamancea._s“ fue importante determinar la magnitud de 1a nodulacién o infectividad
(N°de nédulos y biomasa nodular) y Ia eficiencia de la simbiosis o efectividad (actividad
de nitrogenasa y nitrogeno total). La infectividad y la efectividad son procesos que
dependen fanto del microorganismo como también de la planta.

Los resultados de los experimentos indican que las diferentes cepas aisladas de
Rhbamndéceas son infectivas sobre 7. trinervis y E. umbellata.

En Iz tabla 9 vemos que el peso seco de los ndédulos producidos por las
diferentes ;:epas en I. trinervis es variable, esto esta muy relacionado con el tamafio de
los mismos, mas no con la actividad enzimética de lIa nitrogenasa. La tabla 9 ilustra
mejor esta conclusion. Si vemos por ejemplo la actividad enzimdtica de Ia cepa Tti1,
14.1 nmol C,H; h™ mg™ peso seco nddulo, es uno de los valores mas altos de la tabla,
pero si revisamos los valores del peso seco de los nédulos, estos presentan una reducida

biomasa. De acuerdo a los resultados obtenidos en estas dos mediciones podemos
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sugerir que el desarrollo nodular no tiene una relaciéon directa con la actividad
enzimdtica. El crecimiento y desarrollo del nddulo no solo depende de la cepa
microbiana sino que también esta influenciado por los niveles alterados de fitohormonas
en la regi6n del tejido radicular infectado como por ejemplo las citoquininas (Baker y
Mullin, 1992).

De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos de efectividad de las cepas
sobre T. trinervis, (tabla 9), encontramos que existen diferencias entre las cepas en
cuanto a su capacidad de inducir la formacién de n6édulos. Asi tenemos que la Tt42 fue
la que produjo mas nddulos, lo que es esperable ya que esta cepa es aislada de este
mismo género de planta, pero no se ve un resultado similar con la cepa Tf11 también
aislada de T.hrrmirvis. Estas variaciones ya han sido descritas en estudios realizados con
Retanilla ephedra en los que se mostré que las cepas aisladas de este género produjeron
menos nédulos que los producidos por otra cepa aislada del género Colletia (Cart 1999).

En inoculaciones realizadas sobre 4lnus acuminata también se observo variacion
de la actividad enzimdtica inducida por dos cepas aisladas del mismo género (Card,
2000). Es asi como diferentes especies de plantas dentro de un mismo género, diferentes
ecotipos, o clones de la misma planta huésped pueden responder de diferente manera a la
infeccion por una determinada cepa de Frankia (Benson y Silvester, 1993).

En relacién a la efectividad, encontramos que las cepas aisladas de 7. trinervis,
Tilll y Ti42, mostraron una mayor actividad enzimatica, probablemente como
consecuencia que se aislaron desde Ia misma planta hospedera y por lo tanto podrian

estar mejor adaptadas a esta asociacion especifica. Numerosos factores tanto genéticos

como ambientales afectan las relaciones planta-microorganismo y han sido descritos en
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otras asociaciones simbidficas como Rhizobium- leguminosas (Dénarie, 1996). Sin
embargo en la simbiosis actinorricica estos son desconocidos. Por ejemplo, hasta ahora
no se han descrito los genes responsables de Ia nodulacion del tipo "nod" de Rhizobium
spp.

La importancia de Ia planta huésped en el establecimiento de Ia simbiosis se
puede observar al comparar los valores de actividad de nitrogenasa obtenidos con una
cepa cuando ésta infecta diferentes plantas huésped (tabla 9 y 10)  Asi, las mismas
cepas de Frankia muestran una simbiosis mas efectiva con E. angustifolia que con T.
trinervis. Igualmente la biomasa nodular y mitmero de nddulos por planta es mayor con
E. angustifolia. Dobritza (1992) reporté  1a presencia de un mecanismo en Hippophae
rham_noide.si, que suprime la formacion de nodulos en excese. De esta manera la planta
evalia que tan efectiva esta siendo la simbiosis 2 medida que se va desarrollando el
proceso de nodulacidn, es decir, si la simbiosis es muy efectiva con nédulos pequefios la
planta no gastaria mas energia aumentando su divisién celular 2 nivel de la raiz

induciendo nuevos nddulos.

EFECTO DE LA NODULACION SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA PLANTA

La inoculacién de plantas de vivero con cepas de Frankia tuvo efectos positivos
sobre el desarrollo de planta ya que se observ incremento en los la altura del tallo, peso

seco, didmetro del tallo a la altura del cuello y nitrégeno total para las cuatro especies

vegetales ensayadas.
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Parametros como el peso seco muestra que la inoculacién en algunos casos
puede llegar a duplicar la biomasa de la planta nodulada comparada con el control, por
ejemplo en Trevoa trinervis las cepas Tt142 y Eulb (tabla 13) promueve el desarrollo de
plantas vigorosas. El didmetro del cuello por su parte también refleja el vigor de la
planta debido a que se encuentra asociado al grado de lignificacion de ellas. Asi en
general las plantas noduladas incrementan el diametro del cuello de Trevoa trinervis
(tabla 13) entre 23-67% estando entre las mas vigorosas aquellas noduladas por Tq20 y
Eulb. Una respuesta aiin mas notoria ocurre con Elaeagnus angustifolia, planta en la
cual el efecto de nodulacién produce un aumento de 2,5 veces el didmetro del cuello
cuando estd nodulada con Eulb o Ttl42. Asimismo el nittogeno total de las plantas
noduladas es mayor que en el control no inoculado, para la mayoria de los pares
simbibticos Frankia-planta ensayados. El contenido de nitrogeno total es una medida
mas directa de la efectividad de la simbiosis, ya que las plantas obtienen principalmente
el nitrogeno via simbiosis porque fueron crecidas en ayuno de nitrégeno. El nitrégeno
presente en los controles representa el nitrégeno inicial aplicado previo a la germinacién
y el nitrégeno residual presente en el sustrato.

Resultados previos obtenidos por Carit y Cabello (1999) muestran que plantas de
R. ephedra (Rhammaceae) inoculadas con cepas de Frankia nativas tuvieron un
desarrollo superior al de plantas controles, tanto en altura, peso seco, didmetro del cuello
y largo de las raices, lo que concuerda con los datos obtenidos en esta tesis.

Los datos muestran que los mejores resultados para desarrollo de la planta se

obtuvieron con T. trinervis nodulada por Tq20, Til1l y Eulb y con E. angustifolia

inoculada con DtI1, Tilll, TtH42 y Eulb. Para el caso de A. glutinosa se observa un
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efecto menor por la nodulacién comparada con el control, en particular 1a cepa Chl4 no
produce un efecto significativo en el peso seco, didmetro del cuello y nitrogeno foliar.
Probablemente, por tratarse el 4. glutinosa una especie forestal de mayor envergadura,
el tiempo de crecimiento de la planta no es suficiente para observar diferencias
significativas entre Ias plantas noduladas y controles.

En algunos casos el efecto de la nodulacién altura y peso seco de la planta es
casi nulo como ocurre con E. angustifolia nodulada por Tql5 y Tq20 (tabla 14). Por el
contrario hay cepas que tienen un importante efecto en el crecimiento de la planta. Esto
sugiere que hay asociaciones simbidticas mis exifosas que otras cuando existe
promiscuidad en el simbionte. Este aspecto es muy relevante cuando se proponen
estrategias de utilizacion de la simbiosis actinorricica con propésito de reforestacion, ya
que se deben determinar los pares simbibticos (cepa-planta) mas adecuados. Gauthier
(1999) propuso utilizar Frankia aislada de Gymnostoma para ser inoculada en Casuarina
collina como huésped alternativo en habitats donde no se encuentre Gymnostoma o
cuando las condiciones ecoldgicas sean mas favorables para C. collina.

Por otro lado Steele et al., 1989, recomiendan escoger cepas que tengan los
tiempos de crecimiento mas cortos. Es asi como ellos encontraron que la optimizacion
de las condiciones de crecimiento de cada una de las cepas deberia aumentar la actividad
simbiética. Sus resultados mostraron que la altura de los rebrotes de plantas inoculadas

era el doble de aquellas no inoculadas y que su peso era también 10 veces mis que los

respectivos controles.
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PERSPECTIVAS

A pesar de que el disefio experimental no nos permite valorar cambios
tmportantes en las plantas como efecto de la inoculacion con Frankia debido a que son
plantas que tienen crectmiento lento y su desarrollo total no puede medirse a los 7 meses
de edad, se ha logrado tener una idea del comportamiento de las cepas aisladas de
rhamndceas sobre diferentes plantas huésped. Esto puede dar paso a un anilisis mas
exhaustivo que permita la obtencién de pares simbitticos altamente eficientes que
puedan ser empleados en programas de reforestacion y recuperacion de suelos
erosionados o pobres en nutrientes.

La disponibilidad de nitrégeno combinado en el suelo mediante fijacién
biologica es importante para la fertilidad y sustentabilidad del suelo. Comparado con el
fertilizante quimico, la fijacion simbibtica de nitrogeno es una alternativa para el
desarrollo de inoculante biologico. Lo cual es relevante en términos econdmicos y de
seguridad ambiental, ya que los primeros son importantes fuentes de contaminacién. En
tal sentido 1a simbiosis actinorricica adquiere importancia ecolégica en la rehabilitacién
de suelo y puede tener valor econémico en la nodulacién en vivero de especies de

importancia forestal.




CONCLUSIONES

1.- Los marcadores moleculares RAPDs y RFLP permiten detectar la diversidad

genética entre cepas estrechamente relacionadas, como es el caso de cepas de Frankia

que mfectan a una misma famitia de plantas hospederas.

2.- Las regiones intergénicas de los genes nifD-nifK y las regiones intergénicas de los

genes ribosomales 168 y 23S muesiran suficiente variabilidad entre las cepas de
Frankia derivadas de plantas de diferentes familias actinorricicas como a nivel de

diferentes géneros de una misma familia actinorricica, por Ej: Rhamnaceae.

3.- La especificidad de huésped de las cepas de Frankia aisladas de plantas de la familia

Rhamnaceae permite asignarlas en su mayoria al grupo Elaeagnaceac-Rhamnaceae.

4.- Hay al menos una cepa, ChI4 que tiene un mayor rango de hospedero, siendo una

cepa mds "flexible” en el establecimiento de la simbiosis, la cual también es capaz de

nodular a Alnus glutinosa (Betulaceae).

5.- Todas las cepas de Frankia estudiadas que derivan de plantas de la familia

Rhamnaceae son infectivas y efectivas en la fijacion de nitrégeno en simbiosis.

6.- Las cepas de Frankia estudiadas en los ensayos de inoculacion afectan positivamente

el crecimiento y desarrollo de la planta que son capaces de nodular.
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APENDICE 1

Buffer TENC
Tris-HCI 100 mM
EDTA20 mMpH9.5
NaCl 1.4M

CTAB 2% wlv.

Gel de acrilamida 8% (50ml)

Acril-Bisacrilamida 40% 10 ml
TBE 5X 10 ml
TEMED 25 ul
Persulfato de amonio 10% 350 ut

Agua bidestilada 29,62 ml




TBE 5X (11)

Tris base
Acido borico

EDTA 0.5M pH8.0

TAE 50X (1L)
Tris base
Acido acético glacial

EDTA 0.5M pH8.0

Medio BAP(IL)

Glucosa

MgSO4. THO

CaCl;. 2H;0

FeEDTA

NH,CI

Solucion micronutrienes
Solucion de vitaminas

Buffer fosfato 10mM

54 g
275g.

20 ml

242 g,
57,1 ml

100 mi

10 g.
0,05 g.
0,01
0,01 g
0,267 g.
1 ml

1 ml

10 ml
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Solucidn de micronutrientes (1L)

H3;BO,

MnCl,. 4H,0
ZaS50y4. TH,0
CuSQOq. 5H,0
Na;MoQ;. 2H,0

COSO4 . 7H20

Solucion de vitaminas (100ml)

Hidroclorhidrato de tiamina
Hidroclorhidrato de piridoxina
Acido nicotinico

Biotina

Acido folico

Riboflavina

2,86 g.
1,81 g.
0,22 g.
0,08 ¢.
0,025 g,

0,001 g.

10 mg.
50 mg,
50 mg.
22.5 mg.
10 mg.

10 mg,
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Solucién Hoagland

Stock

micronutrientes (BAP)
Fe DTA 0.02M
IMKNO; IM

IM MgS0,4.7H,0 IM
1M KH,PO4 IM
IMCaCL2H,0 IM
IMKCI IM

1M Ca(NOs), 4H;0 IM

Con N (It}

I ml

I ml

5 ml

2 ml

1 ml

5 ml

SinN
1 ml

1 ml

2ml

1 ml

5 ml

5 ml
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