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ABSTRACT

Bacteria of the genus Frankia play a very important role in soil by inducing
nitrogen-fixing nodules on the roots of non-leguminous plants named actinorhizal
plants. They are a diverse group of trees and shrubs that grow in different habitats.
Some actinorhizal plants are a significant component of the matorral in Central
Chile, among them Colletia hystrix (Rhamnaceae).

The main objective of this thesis was to determine the genetic diversity of
uncultured Frankia growing in both habitats (nodules and so0il) and to evaluate the
importance of Frankia within the nitrogen-fixing bacterial guild and in the total
soil microbial community.

The studied site was located in Fl Romeral (Cajon del Maipo, Chile).
Eighty-eight samples of root nodules from C hystrix and fifteen samples of
rhizosphere soil from the same host plants, non-actinorhizal plants and soil
without plants were used. RFLP-PCR analysis in the intergenic region IGS rrm and
nif was used as a means to estimate molecular diversity of Frankia in actinorhizal
nodules. A Haelll digestion of the PCR product allowed us to identify PCR-RFLP
groups or haplotypes among the Collefia-infective Frankia strains tested. Fifteen
haplotypes were recognized on the basis of combining the restriction patterns in
each region analyzed. The data showed that the microsymbionts associated to each

host plant exhibited unique haplotypes, except the haplotype A3 which was




observed in all the host plants with a high frequency. This haplotype was also
exhibited by strain Chl4, isolated in 1991 in the same locality indicating that it is
the most common haplotype in this area and very stable over time.

The genetic diversity observed among the microsymbionts is organized in at
least three groups which exhibited a major genetic differentiation indicating a
spatial helerogeneity in the population. The data also showed that the genetic
diversity of these natural populations of Frankia is organized in a limited number
of clones in a nonrandom association of DNA fingerprinting of both genomic
regions, suggesting that the genetic structure of the populations can be considered
as clonal.

In the Frankia populations of soil, we found a high number of Frankia
genome units (5.6 x 10° GU/ g soil) associated to the rhizosphere of C, hystrix and
a lower number (5-6 x 10 GU/g soil). in soil without plants. However, in the
characterization of Frankia populations in soil by SSCP analysis, richness observed
as a means of estimating total genotype SSCP of Frankia was greater in soil than in
rhizosphere soil. We found nine SSCP genotypes in all sites, but only one SSCP
genotype (G1) was distributed in all the Frankia soil populations. This genotype
was also exhibited by strain Chl4.

We have also analyzed the variability in bacterial zzfH and 16S rRNA genes
by TRFLP analysis from soil samples and rhizosphere as a means to estimate
molecular diversity of nitrogen-fixing bacteria, and microbial community. We

found that each of the three clusters of nitrogen-fixing populations corresponded

W




to the three habitats studied. While the microbial community evenness and

richress was similar in rhizosphere soil of C. Aystrix.




RESUMEN

Las bacterias del género Frankia fijan nitrégeno en su estado de vida libre en
el suelo y en simbiosis con plantas no leguminosas. Algunas de estas plantas son
componentes importantes del matorral escleréfilo de Chile central, como es el caso
de Colletia hystrix (Rhamnaceae).

El principal objetivo de esta tesis fue el determinar la estructura genética de
las poblaciones de Frankiz en sus dos habitats (n6dulos y suelo) y evaluar la
diversidad genética del grupo de diazétrofos y la comunidad bacteriana total
asociada a la simbiosis actinorricica.

El sitio de estudio se localizé en “El Romeral” (Cajén del Maipo, Chile). Se
colecté un total de 88 nédulos radiculares de C hystrix y 15 muestras de suelo
provenientes de la rizésfera de C Aystrix (planta hospedera), de plantas no-
hospederas y de suelo sin cobertura vegetal.

El polimorfismo de la regiones intergénicas (GS) mn y nif revel6 15 haplotipos
RFLP en la poblacién de microsimbionte de Frankia (en el nédulo) asociados a
Colletia hystrix. Todos los haplotipos fueron exclusivos de cada planta hospedera
excepto el haplotipo A3, el cual fue comtin a todas las plantas y present6 la mayor
frecuencia. La cepa ChH4, aislada en la misma localidad en 1991, presenta el
haplotipo A3, indicando que este haplotipo es comiin en esta 4rea y estable en el

tiempo.
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En la poblacién microsimbionte se determinaron al menos tres grupos
genéticamente distintos indicando que existe una heterogeneidad espacial en la
poblacién. Adicionalmente, Ja diversidad genética observada se organizé en un
nimero limitado de haplotipos, lo que nos sugiere que la estructura genética de la
poblacién microsimbionte puede ser considerada principalmente clonal, es decir
que la variabilidad genética de la poblacién se debe a mutaciones mas que a
recombinacién genética.

La poblacién actinomicete de Frankia (poblacién de vida libre) se estudi6 en
la rizosfera de su planta hospedera, no-hospedera y en suelo sin cubjerta vegetal.
La abundancia medida como unidades gendmicas fue mayor en la rizésfera de
Colletia hystrix (5,6 x 106 UG/g suelo) que en el suelo sin plantas (5-6 x 104 UG/g
suelo). La riqueza genética de la poblacién actinomicete se determiné por el
polimorfismo de la regién JGSrm que revel6 9 perfiles SSCP. Uno de los perfiles
(G1) coincide con el patrén de la cepas Chl4 y ademas se encuentra presente en los
tres habitat estudiados Contrariamente, a los resultados de la abundancia, la
rizésfera-de las plantas hospederas presentaron la menor riqueza de genotipos,
probablemente como consecuencia de una seleccion  de los genotipos mas
infectivos por efecto de la planta,

Ademis se determiné el polimorfismo del “pool” de genes nift] de la
rizosferay en el suelo mediante T-RFLP, para evaluar la diversidad genética de las
bacteria fijadoras de nitrégeno (gremio o grupo funcional) y el polimorfismo de Ios
genes rDNA 16S para la comunidad bacteriana total. Los resultados indican que

1
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los diazétrofos forman tres grupos, uno reune a todas las muestras de suelo, el
segundo agrupa muestra de rizéfora de C hystrix y el tercero agrupa todas las
muesiras de plantas no-actinorricas. A mayor nivel de organizacién ecolégica
observamos menos homogeneidad entre las muestras de las comunidades

microbianas. Sélo la rizosfera de Colletia hystrix forman un grupo bien definido.

XX




INTRODUCCION.

Las comunidades microbianas y los procesos que llevar acabo son
criticos para el funcionamiento y mantenimiento de los ecosistemas terrestres
y la productividad de ambientes como la rizésfera. La rizésfera se define
como el suelo que rodea la raiz y cuya microbiota esta influenciada por esta
(Kent y Triplett, 2002). Para entender los procesos microbianos asociados a la
rizosfera se requiere conocer la composicion, estructura y funcién de los
ensambles microbianos a nivel de poblaciones, gremios y comunidades
microbianas complejas y a su vez como responden a los cambios ambientales
(Young y Ritz, 1998).

La diversidad genética de un ensamble microbiano se define en
términos del miimero de genotipos presentes (riqueza) y la frecuencia
(abundancia) de cada uno de ellos. La cuantificacién de estos dos pardmetros
tiene grandes limitaciones al emplear métodos convencionales dependientes
de cultivos, porque la mayoria de los microorganismos en los ambientes
naturales no son cultivables. Como una alternativa, las comunidades
microbianas se describen actualmente basandose en marcadores moleculares,

sin un paso previo de aislamiento en cultivos puros. Estos estudios son




inherentemente complejos debido a que todos los métodos empleados tienen
sus limitaciones. Sin embargo, el uso de los marcadores genéticos moleculares
ha permitido describir la diversidad de microorganismos en distintos
ambientes tales como suelo (Hahn ef al. 1992; Dunbar ef al. 1999) rizésfera
(Lovell et al 2000; Smalla ef al 2001;Kuske ef al, 2002), agua (Fishier y
Triplett, 1999), sedimentos (Burke ef al 2002) o en interacciones complejas
como consorcios (Entcheva ef al. 2001) y simbiosis (Hahn et al. 1997; Guevara
et al. 2002; Silva et al 2003). Especialmente, por que la mayoria de los
organismos son refractarios al aislamiento y cultivo, como es el caso del
actinomicete Frankia.

Frankia es una bacteria fijadora de nitrégeno que induce la formacién
de nédulos radiculares en un grupo heterogéneo de plantas angiospermas
dicotiledoneas, denominadas plantas actinorricicas (Torrey y Tjepkema,
1979). En esta simbiosis, los nédulos estan formados por agrupaciones de
raices laterales muy cortas que conforman una estructura lobular con
elementos vasculares centrales, rodeados de células corticales infectadas con
bacterias, que fijan nitrégeno en forma de amonio.

Desde el punto de vista ecolégico la bacteria ocupa dos habitats, los

nédulos radiculares y el suelo o la rizésfera de las plantas hospederas y no




hospederas. Los métodos moleculares han facilitado el estudio “in situ” de las
poblaciones de Frankia presentes en los nédulos, donde se observa una
mayor diversidad genética que en las cepas en cultivo (0 de coleccién). Sin
embargo, estas poblaciones representarian solo una fraccién fisiologicamente
activa e infectiva de la poblacién del suelo. La utilizacién de marcadores
geneticos mediante técnicas de biologia molecular permiten acceder a las
cepas que se encuentran en ambos habitats y facilitan la comprension de la
estructura genético-poblacional de estas bacterias y su potencial rol en el
ecosistema.

1. ANTECEDENTES GENERALES SOBRE FRANKIA.

1.1 Morfologia.

Frankia es una bacteria filamentosa, Gram-positiva, con un alto
contenido de G-C (68 al 72%). El micelio es aéreo y esta compuesto por hifas
delgadas y septadas de 0,8 a 1,2 um de didmetro; Ia hifas se diferencian en
esporangios multiloculares terminales o intercalados que contienen
numerosas esporas inméviles. Asimismo, Frankia desarrolla vesiculas
multicelulares en los extremos de sus hifas durante Ia simbiosis o en
condiciones limitantes de nitrégeno en su estado de vida libre. La vesicula es

una estructura especializada en la fijacién de nitr6geno, en cultivo es esférica




y septada con un didmetro que alcanza los 2,5 a 5 um, (Benson y Silvester,
1993) y esta envuelta por una estructura de naturaleza lipidica de maltiples
capas de compuestos hopanoides tipo esteroide formando una capsula que
protege a la nitrogenasa bacteriana de las altas concentraciones de oxigeno

(Harriot ef a/1991) (Fig 1).

B R

Figura 1. Célula de una planta infectada con Frankia (A) y Tipos de células en
Frankia: B Micelio, C Esporangio y D, vesicula. Fotografia M. Carg

1.2 Taxonomia.

Las caracteristicas morfologicas de la bacteria, la capacidad de fijar
nitr6geno, la infectividad y propiedades quimicas de la pared y membrana
celular se han empleado tradicionalmente para identificar el género Frankia,

La pared celular es de tipo I, constitufda fundamentalmente por dcido meso-




diamino-pimélico, acido glutamico, alanina glucosamina, acido muramico y
con un contenido de azficares totales como ramnosa, mucosa, xilosa,
galactosa, 3-0-metil-D-galactosa, glucosa y 2-O-metil-manosa. La membrana
celular esta compuesta por un patrén de fosfolipidos tipo PI
(fosfatidilinositol,  fosfatidilinositol ~mannosido y fosfatidilglicerol)
(Lechevalier, 1994).

La clasificacién a nivel de especie dentro el género Frankia ha sido
controvertida, el primer intento de clasificacién fue efectuado por Baker,
(1987) de acuerdo a ensayos de inoculacién cruzada que se basan en la
especificidad de las cepas cultivadas de Frankia para inducir la formacién de
nédulos en ciertas plantas. Con este sistema se defini6 4 grupos de
infectividad o de especificidad del hospedero conocidos como HSG. K| grupo
HSG 1 esta conformado por las cepas que infectan especies del género Alnus
y Myricg el grupo HSG 2, por las cepas que infectan especies de Casuarinay
Myrica; el grupo HSG 3, por cepas que infectan especies de Flacagnus y
Myrica y el grupo HSG 4, por cepas que sélo infectan especies de
Elaeagnaceae. Sin embargo, esta clasificacién ha sido cuestionada por otros
autores porque existen algunas cepas que atin no han sido aisladas de sus

hospederos (Hahn ef a/. 1988).




La clasificacién realizada por Fernandez ef al (1989), basada en las
caracteristicas genotipicas segtin los patrones de reasociacién del DNA-DNA
permiti6 definir 9 especies genémicas, que confirmaron la clasificacién por
grupos de especificidad. Los grupos gendmicos 1, 2 y 3 contienen cepas del
grupo de Alnus (HSG 1), los grupos gendmicos 4, 5, 6, 7 y 8 contienen cepas
del grupo de Elaeagnus (HSG 3), mientras que el grupo genémico 9 contiene
tnicamente cepas de Casuarinaceae (HSG 2).

La actual posicién taxonémica de este actinomiceto, de acuerdo a los
criterios morfologicos, fisiologicos y filogenéticos (basados en el analisis de
secuencias del DNA ribosomal 16S), 1o ubica en la familia Frankiaceae con un
Gnico género Frankia que comprende cuatro grupos: (1) el grupo Alnus,
incluye un amplio rango de cepas que infectan las especies de plantas de las
familias Betulaceae, Casuarinacaeae Y Myricaceaea; (2) el grupo Elaeagnius
que comprende los microsimbiontes de Elaeagnaceae y Rhamnaceeae y
algunas cepas de Frankia presentes en Gymnostoma; (3) el grupo Dryas que
comprende microsimbiontes de Jas familias Rosaceae, Coriariaceae,
Datiscacae y del género Ceanothus (Rhamnaceae) y &) el grupo de
microsimbiontes que incluye actinomicetos con e} fenotipo Nod-/Fix, que se

refieren a cepas que no infectan, ni fijan nitrégeno en las plantas hospederas




originales (Hahn. et a/ 1989; Normand ef al 1996). Estos resultados fueron
corroborados por los andlisis filogenéticos del gen 235 (Honerlage et al. 1994)
y maés tarde del gen recA (Marechal ef al, 2000). |

2. PLANTAS HOSPEDERAS.

La plantas que se asocian simbioticamente con Frankia se denominan
actinorricicas. Ellas se encuentran distribuidas en 25 géneros incluidos en 8
familias: Betulaceae, Casuarinaceae, Coriariaceae, Datiscaceae, Elaeagnaceae,
Myricaceae, Rhamnaceae y Rosaceae (Benson y Silvester,1993). Las plantas
actinorricicas son érboles pequefios o arbustos lefiosos de poca importancia
comercial que se desarrollan en diversos habitats desde las tundras articas a
las regiones templadas y tropicales. Frecuentemente se establecen como
vegetacién pionera en suelos marginales, siendo de gran utilidad en la
reforestacién; sin embargo muchas tienen la capacidad de persistir como
especies dominantes o componentes mas estables en las comunidades
vegetales (Benoit y Berry, 1990).

Aunque las plantas actinorricicas son tan eficientes en la fijacién de
nitrégeno como las leguminosas (Tjepkema y Winshop, 1980; Benson y
Silvester, 1993), se desconoce gran parte de los mecanismos implicados en ]a

simbiosis con Frankia. Los avances en los estudios genéticos de la simbiosis




actinorricica, se han valido del modelo Rhizobium-leguminosa, debido a que
muchos aspectos de estas dos simbiosis son similares.

3. DIVERSIDAD GENETICA DE FRANKIA.

3.1 Marcadores moleculares .

3.1.1 Oper6n nit

La localizacion de los genes rif en Frankia se logré a través de
hibridaciones heterélogas con genes de otros microorganismos diazotréfos,
los genes nif estan organizados en un operén en el cromosoma de la bacteria
(Normand et al 1988; Benson ef al. 1993) y poseen regiones conservadas y
variables que las hacen ttiles para la identificacién especifica por PCR de
cepas de Frankia (Simonet et al. 1990).

La alta conservacién del gen nifii lo convierte en un marcador
apropiado en los estudios de diversidad genética entre las bacterjas fijadoras
de nitrégeno (Ruvkun y Ausubel, 1980). No obstante, debido a las pocas
substituciones nucleotidicas, no es indicado para la discriminacién de cepas
estrechamente relacionadas (Normand y Bousquet, 1989). Por otra parte, el
espaciador intergénico (IGS) entre los genes niffl y nifD se emples poco
después en la diferenciacién de los individuos hasta el nivel de cepa, debido a

que son regiones més variables que los genes adyacentes (Rouvier et al 1997).




La IGS niffi-nifD también permite la diferenciacién del género Frankia de
otros organismos fijadores de nitrégeno (Simonet et al. 1991). Sin embargo, en
la actualidad, las secuencias del IGS nifD-rifK tienen mayor importancia en Ia
caracterizacion de cepas (Jamann et al 1993) por su mayor longitud y
variabilidad (Normand ef a/.1992).

3.1.2 Operén ribosomal.

En la identificacién y clasificacion de los microorganismos se emplea
muy a menudo los genes que codifican para el RNA ribosomal 16S (Woese,
1987). Esta molécula se encuentran en todos lo organismos Yy posee un alto
grado de conservacién estructural y funcional, ademas se supone que hay
una reducida transferencia lateral de los genes que la codifican. Las
moléculas 165 y 23S del RNAr contienen dominios en su secuencia con una
tasa de cambio independiente, siendo adecuada para reconstruir la relacién
filogenetica de los organismos (ZuckerkandL y Pauling, 1965).

En Frankia, el operén ribosomal consta de dos copias idénticas (Normand ef
al. 1992) con dos regiones hipervariables en el gen 165, empleadas
tradicionalmente para estimar relaciones filogenéticas entre especies
gendmicas de Frankia. Sin embargo, los estudios actuales se centran en los

espaciadores intergénicos (IGS) de los genes que codifican para los RNAs 165




¥ 235 que ademés de ser especificos, por su variabilidad son de gran utilidad
en la distincién entre cepas estrechamente relacionadas.
3.2 Diversidad en las cepas de coleccién.

Desde el primer reporte del aislamiento de Frankiza partir de nédulos
radiculares de Compfonia peregrina (Callaham et al, 1978), se han obtenido
numerosos aislados de Frankia de diferentes plantas hospederas. Los
estudios de diversidad de las cepas se basaron inicialmente en el andlisis de
los patrones de los fragmentos de restriccién (RFLP), con este método An et
al. (1985), identificaron cepas estrechamente relacionadas, Estas cepas
formaron grupos que coincidieron en un 73% con los reportados por
Fernandez et al (1989). Posteriormente, Blom e? al.(1989), identifico diferentes
patrones RFLP en cepas aisladas de Myrica pensylvania de acuerdo a la
localidad. Los patrones en las protefnas totales confirmé esta diversidad
genética en cepas aisladas de Alnus (Benson ef al 1984) y Casuarina
(Gauthier ef al. 1981).

En la actualidad, los fragmentos amplificados por PCR de los genes
que codifican para el RNA ribosomal 16S (McEwan et al 1994), el gen
glutamina sintetasa (gizil) (Cournoyer et al 1994), el espaciador intergénico

del operén del RNAr 165-23S (Rouvier ef al, 1996; Ritchie er al 1999) y el
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espaciador intergénico entre los genes de nitrogenasa niff y nifD (nift-D)
(Kim et al. 1997) o los genes nifD y nifK (nifD-K) (Jamann ef al, 1993; Nalin et
al. 1995) son analizados por RFLP.

Todos estos reportes coinciden con determinar una baja diversidad genética
en las cepas aisladas en cultivo de Frankia.

3.3 Ecologia molecular de las poblaciones naturales de Frankia.

Todos los organismos se encuentran conformando grupos de
indviduos estrechamente relacionados sobre la base de simililaridad de Ias
secuencias génicas. En las bacterias, cada “cluster” de secuencia similares
definiria una poblacién ecolégica. (Palys ef al. 1997). La teoria que apoya la
correspondencia entre las poblaciones ecoldgicas con clusters de secuencias
similares se basa en las mutaciones adaptativas y establece que: i) cada
mutacion adaptativa confiere un beneficio sélo a los descendientes genéticos
de la poblacién original y ii) las bacterias que poseen una mutacién
adaptativa competira sélo con los miembros de la misma poblacion. La
seleccién favorecera a los mutantes adaptativos dentro de una poblacién en
particular, depurando a esa poblacién de una diversidad genética en todos
los loci, debido a la baja tasa de recombianacion (Cohan, 1994; Guttman y

Dykhuizen,1994). Sin embargo, en bacterias es necesario una definicién
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operacional ya que el concepto de poblacion y de especie es atn
controversial. En el caso de las bacterias del género Frankia, estas pueden
ocupar potencialmente dos habitats: los nédulos y el suelo. Asi podemos
definir las poblaciones naturales de Frankiz como "poblaciones
microsimbiontes” para aquellas cepas que se encuentran dentro de los
nédulos de su planta hospedera y las "poblaciones actinomicetes” a Jas
bacterias en su estado de vida libre en el suelo o la rizésfera. Desde el punto
de vista genético-ecolégico, la diversidad de una poblacién es una funcién de
la riqueza de genotipos y de la distribucién de los individuos entre las clases
genotipicas. En ecologia microbiana la mayor dificultad ests en estimar el
nivel de abundancia de cada biotipo o especie microbiana y por lo tanto en la
literatura cientifica el término diversidad microbiana esta mas
frecuentemente relacionado con la riqueza (Hughes, et al. 2001).

Un mayor avance en los estudios de la ecologia de Frankia resulté del
uso de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) ya que permite acceder
en forma directa a la diversidad genetica de Frankia en muestras ambientales
(Simonet ef al. 1991).

El potencial de esta técnica fue inicialmente explorada para los analisis

filogenéticos de aislados de Frankia (Nazaret ef al 1989; Mirza ef al 1994;
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Benson ef al 1996) y posteriormente se ha empleado en la deteccion y el
analisis de poblaciones especificas de Frankia en nédulos (Ritchie y Myrold,
1999; Clawson y Benson, 1999) y suelo (Nalin ef al, 1999).

Actualmente, hay un creciente interés en evaluar la estructura de las
poblaciones naturales de bacterianas desde el punto de vista genético. Debido
a la naturaleza asexual de las bacterias, el paradigma ha sido que
frecuentemente forman poblaciones clonales; no obstante, las bacterias
poseen mecanismos de recombinacién genética tales como conjugacién,
transformacién y transduccién que permite la trasferencia horizontal de
genes cromosomales entre lineas clonales, por lo que hoy se considera que la
estructura genética de las poblaciones bacterianas abarca un rango desde el
estrictamente clonal hasta el panmitico (Maynard-Smith ef af, 1993; Bernhard
et al. 1998). En una estructura clonal, cada genotipo se reproducira asi mismo
en forma de una fotocopia genetica. Si la clonalidad permanece
preponderante, cada gen en la bacteria tendra similar historia evolutiva y los
arboles contruidos de diferentes loci seran congruentes. Los cambios
observados entre las lineas clonales se deberan basicamente por la

acumnulacién de mutaciones (T ibayrenc,1996).
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En el caso de los estudios genéticos de las poblaciones microsimbiontes
de Frankia se observa un bajo nivel de variabilidad genética que responde a
diferentes factores; sin embargo, se tiene un total desconocimiento de la
estructura genética de las poblaciones naturales de Frankia Yy como se
organiza esta variabilidad en los microsimbiontes o actinomicetes de Frankia
que coexisten en el tiempo y espacio.
3.3.1 Cuantificacién de cepas de Frankiaen el suelo.

el estudio de la distribucién cualitativa y cuantitativa de cepas de
Frankia ha empleado tradicionalmente el bioensayo de rescate de la bacteria
en la planta hospedera (plant-trapping) (Nickel ef 2001; Smolander, 1990).
Este ensayo considera a cada bacteria de Frankiz como una potencial unidad
de nodulacién (UN), capaz de infectar e inducir Ia formacién de nédulos en el
sistema radicular de la planta. De esta forma se estimé que en el suelo,
Frankia se encuentra en un rango enire 10° a 10% unidades de nodulacién /g
de suelo (Van Dijk, 1990; Smolander y Sudman, 1987). Aunque este método
proporciona una informacién valiosa acerca de la capacidad de Frankia de
inducir nodulos bajo condiciones naturales en el suelo, subestima Ia

diversidad y el niimero de unidades de Frankia, debido a que el método
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depende de la capacidad de infeccién de la bacteria y de la planta hospedera
utilizada como blanco en el ensayo.

Los primeros intentos que se hicieron para cuantificar las poblaciones
de Frankia directamente en el suelo emplearon a la molecula RNAr como
blanco. La hibridacién género-especifica con sondas de oligonucleétidos
permiti6 determinar a las bacterias de Frankiz con un limite estimado de 104
genomas por gr de suelo (Hahn ef al. 1990). Los métodos de cuantificacion
basados en la amplificacién por PCR de genes especificos combinado con el
concepto estadistico del Nvimero Mas Probable (PCR-NMP) es una forma
alternativa para medir cuantitativamente las poblaciones de Frankia del
suelo. Este método proporciona una estimacién de la abundancia de las
poblaciones microbianas determinando el ntimero de unidades genémicas
(UGs) presente en el suelo o la rizésfera. Una unidad gendmica se define
como la cantidad de genomas que contiene una célula de Frankia. Por el
método de PCR-NMP se estimé que en la rizosfera de plantas hospederas los
valores estan en el rango de de 10 a 108 UGs por gramo de suelo. Por lo
tanto esta técnica permitir detectar y enumerar los organismos presentes en

una muestra ambiental (Myrold y Hus-Danel, 1994; Picard et al. 1992).
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3.3.2 Estado microsimbionte.

El cultivo de las cepas de Frankiz es complejo, lo que dificulta el
aislamiento de microsimbiontes de plantas como Adolphia, Datisca,
Ceanothus, Dryas. En otros casos, como los simbiontes de Rhamnaceae son
dificiles de aislar y solamente se tiene un ntimero limitado de cepas en cultivo
(Cari, 1993). Probablemente la mayoria de las cepas aisladas de
Casuarinaceae y Betulaceae que son las que se desarrollan facilmente en
cultivo, corresponden a las cepas que crecen eficientemente en forma
saprofitica o con requerimientos nutricionales menos estrictos. Por lo tanto la
posibilidad de acceder directamente a la bacteria en el estado microsimbionte
facilita conocer su diversidad y distribuci6n en un habitat natural.

El estudio de la ecologia molecular de los microsimbiontes de Frankia
se inicia con los trabajos de Hahn et a/ (1990), quienes emplearon sondas de
oligonucleétidos de la region variable rRNA 16S, para defectar cepas de
Frankia y estudiar su diversidad en experimentos de nodulacién. Estos
andlisis revelaron que en la naturaleza existe una mayor diversidad de
Frankia que cuando se estudian cepas cultivadas (Benson ef al 1996). La
mayoria de estos estudios incluyen cepas y microsimbiontes de plantas

actinorricicas como Casuarinaceae (Navarro et al 1989), Elaeagnaceae b2
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Rhamnaceae (Clawson et al. 1998), Alnus (Simonet et al. 1989) Ceanothus
(Benson ef al. 1996; Ritchie et al, 1999) y diferentes especies de Myricaceaes
(Clawson y Benson ,1999b).

Recientemente, los estudios en las poblaciones naturales de Frankiz
tuvo gran avance cuando se emple6 técnicas mds resolutivas como el andlsis
del RFLP-PCR en biomarcadores como los IGS 111, y los genes nif (Jamann et
al. 1993; Nalin ef al. 1995; Lumini y Bosco, 1996). Este analisis permitié
determinar la variabilidad de microsimbiontes de plantas de géneros como
Casuarina (Rouvier ef al. 1996; Simonet ef al. 1999), Gymnostoma (Navarro et
al. 1997), Alnus (Normand y Chapelon, 1997), Ceanothus (Richie y Myrold,
1999), entre otros.

Los datos obtenidos en la mayoria de los estudios de microsimbiontes
revelan que los nédulos estan infectados por una sola cepa (Zepp et al. 1997).
Una excepci6n la constituye, los resultados obtenidos por Redell y Bowell,
(1986), que muestran que en los nédulos de Casuarina, pueden coexistir mas
de una cepa. ’

Diversos reportes sugieren que las poblaciones microsimbiontes de

Frankia de hospederos que crecen a diferentes escalas geogrificas presentan

una baja diversidad. En los estudios de Jeon y Myrold, (1999) se detectaron
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solo dos secuencias diferentes cuando se analizaron poblaciones
microsimbiontes de Ceanothus en Oregon, USA. A una mayor escala se
obtuvieron cinco patrones RFLP-PCR en cepas que nodulan especies de
Casuarinaceae nativas de Australia (Rouvier ef al 1996). El analisis de
diversidad extendido a una escala global s6lo aument6 a siete patrones RFLP-
PCR en las poblaciones microsimbiontes presentes en Casuarina y
Allocasuarina (Simonet et al 1999).

Los trabajos realizados por Ritchie Y Myrold (1999), en las poblaciones
microsimbiontes de Ceanothus sp, demostraron que la diversidad genética
estarfa relacionada con el origen geografico de la cepa. Sin embargo, la
caracterizacion genémica por RFLP de microsimbiontes de Frankia evaluadas
por RFLPs (Baker y Mullin, 1994) o por rep-PCR (Murry ef al. 1997) revelan
que la diversidad observada estaria relacionado con el origen geogrifico de
las plantas. Mientras que otros autores como Navarro ef af (1999) sugieren
que esta diversidad estaria influenciada por el tipo de suelo y la especie de la
planta hospedera.

3.2.3 Estado de vida libre.
Aunque s6lo se ha reportado un intento exitoso del aislamiento de

Frankia del suelo (Baker y O'Keefe, 1984), algunos investigadores sugieren
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que Frankia sobrevive y prolifera en la rizésfera de plantas hospederas
(Smolander, 1990) y de no hospederas como un organismos fijador de
nitrégeno asociado como en el caso de Pseudomonas, Klebsiella,
Azospirillum y Enterobacter (R6nkkd et al. 1993). También se ha indicado que
esta bacteria se distribuye ampliamente en el suelo y persiste por un largo
Hempo en él, atin después que sus plantas hospederas han desaparecido del
lugar (Baker y Schwintzer, 1990; Paschke y Dawson, 1992). Sin embargo,
existe escasa informacién acerca de la ecologia de las poblaciones de Frankia
en el suelo. La mayoria de los estudios describen la poblacién infectiva de
Frankia en el suelo mediante el bioensayo de rescate de la bacteria en plantas
hospederas o “plant ~trapping” (Huss-Danell y Myrold, 1994),

El estado fisiol6gico de las poblaciones de Frarnkia en el suelo puede
ser modulada por factores ambientales como la presencia de la vegetaci6n
que favorece el crecimiento saprofitico de la bacteria e incrementa su
habilidad competitiva en la formacion del nédulo radicular (Nickel et al.
2001). Como un factor relevante se atribuye a la presencia de la planta
hospedera que mantiene y amplifica las poblaciones de Frankia (Akkermans
et al. 1991). Estas poblaciones se desarrollan crecen y persisten por las fuentes

de carbono que obtienen de los exudados, lisados y mucilagos de la rizosfera
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(Paschke et al. 1992). No obstante, en la rizosfera hay una mayor presién por
las actividades antagonistas de los microorganismos, como resultado de la
competencia por los nutrientes y la secrecién de compuestos antibiéticos,
sider6foros o la combinacién de ambos que afectan la viabilidad de las
bacterias (De Leij y Lynch, 1997).

Algunos estudios demuestran que las propiedades del suelo afectan
las poblaciones de Frankia y a las plantas hospederas. Entre los principales
factores edéficos que modulan las poblaciones de Frankia se encuentra el pH.
El rango 6ptimo para la nodulacién y la sobrevivencia del actinomicete se ha
estimado que esta cercano a la neutralidad (Griffiths y McCormick, 1984;
Smolander ef al. 1988), este rango coincide con el pH éptimo para el cultivo
de la células de Frankia (Smolander et ai, 1987). El contenido de materia
organica actia también como un regulador poblacional, en tanto que los altos
niveles de nitrégeno y las deficiencias de fésforo disminuyen la capacidad de
nodulacién (Kohls et al. 1987; Sanginga ef a/, 1989). La profundidad del suelo,
el curso de la raiz de las plantas (Dawson ef al. 1989; Nalin ef al 1997) y Ia
variabilidad de habitats (Smolander ef a/ 1990) influyen en la distribucién de

las poblaciones de Frankia.
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La caracterizacién genética de las poblaciones de Frankia en el suelo se ha
valido del bioensayo de rescate de la bacteria en plantas hospederas seguido
por un analisis PCR/RFLP del DNA aislados a partir de los nédulos. De
acuerdo a este método la caracterizacién de poblaciones del suelo de Frankia
asociada a la rizésfera de Elaeagnus angustifolia (Jamann et al1992), Alnus
incana (Smolander, 1990) y Alnus glutinosa (Griffiths et al1984), demostré
mayor diversidad genética comparadas con las cepas en cultivo. Mientras que
el analisis de la estructura de las poblaciones de Frankia asociadas a la
rizésfera de Alnus viridis mostré que los patrones resultantes no guardaron
ninguna cercania con los obtenidos en las colecciones de cepas de Frankia
(Normand y Chapelon, 1997). En las poblaciones del suelo de Frankia que
infectan las plantas de Elaeagnus angustifolia, Nalin ef al (1997) defini6 7
perfiles nif-Haelll a diferentes profundidades del suelo,

3.2.4 Diversidad de los ensambles microbianos.

El conjunto de microorganismos que realizan y comparten una funcién
en el ecosistema y por lo tanto estdn relacionados metab6licamente constituye
un gremio microbiano. El gremio de fijadores de nitrégeno constituyen cerca
de 80 géneros bacterianos pertenecientes a las principales divisiones

filogenéticas (Young, 1992) y todos poseen genes rif. En el operon gif se
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encuentra el gen nift], este gen se ha usado como principal bio-marcador
para estudiar bacterias diazotréficas y su papel en la estructura de las
comunidades microbianas presentes en diferentes habitats (Normand y
Bousquet, 1989; Poly et al. 2001).

En la actualidad diversos estudios de ecologia microbiana estin
basados en la amplificacién por PCR de bio-marcadores como el rDNA 16S u
otro gen especifico y la posterior resolucién de Jos amplicones por la técnica
del anélisis por +RFLP (terminal restriction Fragment length polymorphism)
(Liu ef al 1997) y mas recientemente por SSCP (single strand conformation
polymorphisms) (Schwieger et al, 1998). Estos métodos permiten obtener un
DNA “fingerprint” poblacional, de gremio o comunitario dependiendo del
marcador genético utilizado y eventualmente permite identificar los biotipos
presente en las muestras ambientales.

4. Frankia asociada a plantas de la familia Rhamnaceae.

Varios estudios indican que Frankiz induce nédulos radiculares en
especies de siete géneros de la familia Rhamnaceae: Colletia, Trevoa,
1alguenea, Retanilla, Discaria, Ceanothus y Kentrothamus (Rundel y Neel,
1978; Medan y Tortosa, 1981; Silvester ef al 1985). En Chile, existen cinco

géneros de Rhamnaceae noduladas por Frankia, estas plantas se caracterizan




La caracterizacién genética de la cepas que nodulan estas plantas
permaneci6 desconocida por muchos afios debido a la dificultad de su
aislamiento en cultivos puros, probablemente estas cepas no crecen

eficientemente en forma saprofitica ¢ requieren de suplementos nutricionales

mas estrictos.
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Figura 2. A. Planta de Colletia hystrix, B. Noédulos actinorricicos de Colletin hystrix.
Fotografia M. cara, 1993

En nuestro laboratorio se han caracterizado fenotipica y genéticamente
las cepas de Frankia aisladas de las plantas de Colletia hystrix, Retanilla ephedra,
Talguenea quinquenervis y Trevoa trinervis (Carrasco et al;1992; Caru et al. 1990;
Cara, 1993). Recientemente se determiné la especificidad de huésped en
varias cepas de la familia Rhamnaceae y se encontr6 que algunas cepas son
capaces de reinfectar el sistema radicular de hospederos de la misma especie
y de otros géneros de plantas de la familia Rhamnaceae (Cara y Cabello,
1999) como también el género Elaeagnus de la familia Elaecagnaceae (Cart et

al. 2003).
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cepas son capaces de reinfectar el sistema radicular de hospederos de la
misma especie y de otros géneros de plantas de la familia Rhamnaceae (Cara
y Cabello, 1999) como también el género FElaeagnus de la familia
Elaeagnaceae (Carti ef al. 2003).

En el estudio de las poblaciones naturales de Frankia asociadas a estas
plantas actinorricicas que crecen en su habitat nativo, nos lleva a proponer las
siguientes hipétesis: i) la diversidad genética de las poblaciones naturales de
Frankia asociada a sus plantas hospederas es atin mayor que la observada
actualmente en las cepas en cultivo,, ii) la diversidad de las poblaciones de
Frankia estara afectada por factores abidticos (disponibilidad de nutrientes,
contenido de materia organica y pH)y la presencia de la planta hospedera y
iii) las poblaciones de Frankia seran predominantes en el gremio de fijadores
de nitrégeno y en la comunidad bacteriana total.

Para desarrollar estas hipétesis como objetivo general de esta tesis se
propuso determinar la diversidad genética de las poblaciones de Frankia
presentes en los nédulos y en la rizésfera de Colletia hystrix y evaluar el
efecto de las plantas hospederas sobre la composicién del gremio de bacterias

fijadoras de nitrégeno y la comunidad bacteriana total.
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Durante el desarrollo de esta tesis se determiné la diversidad genética
de las poblaciones de Frankia presente en nddulos de Colletia hystrix, y en el
suelo en su estado de vida libre asociada a plantas actinorricicas, no
actinorricicas y en el suelo sin cobertura vegetal y se correlaciono esta
diversidad con parametros edéficos. La diversidad genética del gremio de
fijadores de nitrégeno y de la comunidad total presentes en el suelo y

rizésfera de plantas actinorricicas y no-actinorricicas también se evalio,
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MATERIALES Y METODOS.

1. MATERIALES
1.1 Cepas, nédulos y muestras de suelo.
1.1.1 Cepas bacterianas .

La cepas de Frankia que se utilizaron como referencia, forma parte de
los cultivos de coleccién del laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias. (Card, 1993) (Tabla 1). La procedencia de las siguentes cepas:
Klebsiella pneumoniae, Agrobacterium tumefaciens Rhizobium spy
Escherichia coli utilizadas como controles, se indican en la Tabla 1.

1.1.2 Nodulos y muestras de suelo.

Las muestras de nédulos y suelos se colectaron a partir de la rizésfera
de 5 plantas de C. Aystrix (Col-1 a Col-5) del matorral escleréfilo de Chile
central en los meses de octubre del 2001 y abril del 2002. El sitio de estudio
comprendi6é un drea de 22 Mts x 18 Mts ubicada en la localidad El Romeral
(33°48'S, 70°14°'W), Cajoén del Maipo. Este sitio es una regién semi-arida con
una alta concentracion de la planta hospedera Colletia hystrix.
Simultdneamente también se colectaron muestras de rizosfera de 5 plantas

no-actinorricicas y de suelo sin cobertura vegetal con el fin de comparar las

26




poblaciones de Frankia de estos sitios. La distribucién de las plantas se
muestra en en el mapa de la Fig 3.

Los nédulos se lavaron exhaustivamente con agua destilada estéril y
peroxido de hidrégeno (30%, v/v) para remover los restos contaminantes que
se encuentran en la superficie de los nédulos. Las muestras se almacenaron a

-20°C hasta que el DNA se extrajo.
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TABLA 1. Lista de cepas referencia empleadas en la tesis.

Cepa Descripcién Procedencia
Chl Aislada de Colletia hystrixen | Laboratorio de Microbiologia,
Caleu, Chile Universidad de Chile
ChI? Aislada de C Aystrixen Caleu, [Laboratorio de Microbiclogia,
Chile Universidad de Chile
Chi3 Aislada de C Apstrixen Laboratorio de Microbiologia,
Romeral, Chile Universidad de Chile
Chi4 Aislada de C. Aystrixen Laboratorio de Microbiologia,
Romeral, Chile Universidad de Chile
Rel7 Aislada de Retanilla ephedraen | Laboratorio de Microbiologia,
Cuesta la Dormida, Chile Universidad de Chile
Tql5 Aislada de Talguenea Laboratorio de Microbiologia,
quinguinervisen Rio Clarillo, | Universidad de Chile
Chile
Tq20 Aislada de Talguenea Laboratorio de Microbiologia,
quinquinervisen Rio Clarillo, | Universidad de Chile
Chile
Ttil1 Aislada de Trevoa frinervisen | Laboratorio de Microbiologia,
Cajén del Maipo, Chile Universidad de Chile
TH42 Aislada de Trevoa trinervisen | Laboratorio de Microbiolo gia,
Caleu, Chile Universidad de Chile
Klebstella peumoniae, Cepa RCY992, aislado clinico | Laboratorio de Bioquimica,
Universidad de Chile
Nostoc sp. Microsimbionte de Gunnera Laboratorio de Microbiologia,
Universidad de chile
Acidithiobacillus ferroxidans Facultad de Medicina,
Universidad de Chile
Agrobacterium tumefaciens INIA, Chile
Rhizobium sp. Cepa CIAT3918 CIAT, Centro Internacional de
Agricultura Tropical, Colombia
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[ Prantas no actinorricicas
M-21 Quillaga saponaria
M-23 Bacharis linearis
M-21 M 25 Quillaga saponaria
M-28 Quillaga saponaria
M- 29 Kagenechea
54 oblongal
Colletia hystrix
@ Colletia hystrix con
nédulos ANTIAGO
S Suelosin cobertira

vegetal 4.

Sn.Josd de
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Figura 3. Mapa del sitio de recoleccién de las muestras de suelo y nédulos en el Romeral, cajon del Maipo.
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2. METODOS
2.1 Mantencién y Cultivo de las cepas.
2.1.1 Cepa de Frankia.

La cepa Chl4 se cultivé a 28°C durante 15 dias en medio BAP (Murry
et al. 1984) conteniendo 1% glucosa y 5 mM NH:Cl como tnica fuente de
carbono y nitrégeno respectivamente.

2.1.2 Cepas referencia del grupo fijador de nitrégeno.

Klebsiella pneumoniae, Agrobacterium tumefaciens, Rhizobium sp. y
Escherichia coli se crecieron a 37°C y 180 rpm durante toda la noche), en
medio liquido LB (triptona 10g/], extracto de levadura 5g/1y NaCl 5g/1) al
siguiente dia se cosecharon por centrifugacién para la extraccion del DNA
gendmico.

2.2 Extraccién del DNA genémico.

2.2.1 Obtencién del DNA de la cepa de Frankia Chl4.

El DNA genémico de Ia cepa referencia Chl4 se extrajo mediante
tratamiento con buffer TENC (Tris 100mM, EDTA pH (95) 20mM, NaCl
1,4M, CTAB 2% ) de acuerdo a la metodologia establecida por Lumini y
Bosco, (1996). Este DNA se empleé como control para los analisis por RFLP-

PCR, SSCP y secuenciacién.

30




2.2.2 Obtencién del DNA de las cepas referencia,

El DNA de las bacterias Gram negativas se obtuvo mediante lisis con
400 p! TE pH 8,0 (Tris HCI 10mM y EDTA 1 mM), 50 pl SDS al 10% y 90 pl de
proteinasa K (20 mg/ml en TE) con una incubacién a 37°C durante 1 hora, EI
homogenizado se paso 5 veces a través de una jeringa 26G y este extracto
celular se traté dos veces con fenol:cloroformo (1:1) y una vez con cloroformo.
El DNA se precipité con 25 ul de NaCl 5 M ¥ 1 ml de etanol frio al 95% y se

centrifugé por 10 min a 12.000 x § €N una microcentrifuga, El precipitado se

http:/ / Ivco.lvcoming.edu/ ~newman.

Los DNAs genémicos de Acidithiobacillys ferroxidans y Nostoc sp.
fueron donados por los laboratorios de las Facultades de Medicina y Ciencias,

de la Universidad de Chile, respectivamente.
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2.2.3 Obtencién del DNA a partir de nédulos.

El DNA a partir de los nédulos se obtuvo segtin la metodologia
propuesta por Bosco ef al. (1996). Los I6bulos de cada nédulo se excindieron
en forma aséptica y se lavaron con buffer TENP (Tris 50 mM, EDTA (pH 8,0)
20 mM, NaCl 100mM y PVPP 1,0%). El extracto celular se obtuvo macerando
los I6bulos con mini homogenizadores en buffer TEN-CPP (Tris 100mM,
EDTA (pH 9,5) 20 mM, NaCl 1,4 M CTAB 2%, PVP 0,5% y PVPP 0,5%) y se
incub6 a 65°C por 1 hora en el mismo buffer. La muestra se sometié a tres
ciclos de choque térmico (-196 en nitrégeno liquido y a 100°C en agua
hirviendo durante 3 min.) El homogenizado se centrifugé a 12.000 x g
durante 15 minutos en una microcentrifuga. El sobrenadante se traté dos
veces con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugé durante 10
minutos a 12.000 x g. E1 DNA se precipité con 1/10 volumen de acetato de
amonio 0,3 My 1 volumen de sopropanol frio. Posteriormente se realizé dos
lavados con etanol al 70 % , se secé y se resuspedio en 10 pl de agua destilada
estéril.

2.2.4 Obtencién del DNA a partir de muestras de suelo.
El DNA de las muestras de suelo y rizosfera se obtuvo a partir de 0,25

g de suelo, empleando el kit de extraccién “UltraClean Soil DNA Kit” (Mo
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Bio Laboratorios®, Inc. , www.mobio.com). El DNA obtenido se resupendié

en 50 ul de buffer TE.
225 Cuantificacién de DNA.

La calidad y concentracién del DNA se determiné por electroforesis en
geles de agarosa al 0,8% (p/V) en buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM pH 8,0,
EDTA 1mM) y se visualizé mediante tincién con bromuro de etidio
0,5 pg/ml) (Sigma®), comparandolo con cantidades conocidas del marcador
de peso molecular DNA de A/ Hindl (Gibco BRL®).

2.3 Anilisis de las poblaciones microsimbiontes.
2. 3.1 Amplificacién por PCR del DNA de los nédulos.

La amplificacién por PCR de la region IGS 165-23S (IGS r1n) se realizé
empleando lo partidores FD1 5- CCG AAT TCG TCG ACA ACA GAG TTT
GAT CCT GGC TCA G-3 (Weisburg e al 1991) y FGPL2054 5-GGC TTA
CCCCTT TGG GCC-3 (Maggia efal 1992). Las reacciones de PCR contenian
5-10 ng de DNA genémico, 1,5 mM MgCl, 10 pg/ml BSA (Gibco-BRL), 100
1M de cada ANTP, 0,2 pM de cada partidor y 2,5 U de 1aq polymerasa en
buffer PCR (Invitrogen®). El PCR se desarrolié bajo las siguientes
condiciones: Un ciclo a 95°C por 3 minutos, seguidos de 35 ciclos a 94°C por1

min, 50°C por 1 min 72°C por 1 min y una extensién final a 72°C por 5 min.
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El fragmento correspondiente al IGS nifD-K (GS nif) se amplifics
empleando el partidor. FGPD685-85 (5-CAC TGC TAC CGG TCG ATG AA-
3) (Lumini y Bosco, 1996) y el partidor FGPK333-355 (5-CCG GGC GAA
GTG GCT-3') (Nalin et al. 1995). Los ciclos térmicos fueron los siguientes: Un
ciclo a 95°C por 3 min, seguido de 35 ciclos a 95°C por 1 min, 59°C por 1 min
y 72°C por 2 min y luego la extensitén final a 72°C por 5 min. Todas las
reacciones de PCR se realizaron en 25 pl (volumen final) en un termociclador
GeneAmp PCR system 2400 (Perkin-Elmer Instruments®, Norwalk, Conn.).
Cinco microlitros del producto de la amplificacion se visualizé por
electroforesis en geles de agarosa al 1,2% (p/v) en buffer TAE (Tris-acetato 40
mM pH 8,0, EDTA 1mM), seguido por una tincién con bromuro de etidio
(0,5 ng/ml) (Sigma)

2.3.1 Perfiles RFLP-PCR.

Para definir los perfiles RFLP, los productos de PCR se digirieron
independientemente con 5 U de las enzimas de restriccion Haelll, Alul, Mspl
y Cfol (Gibco-BRL®) por al menos 4h a las condiciones 6ptimas
recomendadas por la casa comercial. Los fragmentos de restriccion se
separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida al 8,0% en buffer TBE

(Tris-borato 0,09 M, EDTA 2 mM, pH 8,0) y se revel6 con Nitrato de plata al
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0,2%. Para efectuar este proceso, el gel se surmergié en solucién fijadora
(etanol 10% y acido acético 0,5%) durante 4 min, después de un breve lavado
con agua destilada, se sumergié en la solucién de plata 0,2% por 5 min y
finalmente se revelé adicionando paraformaldehido al 0,3% con agitacién
constante hasta que las bandas aparecieron. Como marcador de peso
molecular se empleé el marcador de peso molecular 100 bp ladder (Gibco
BRL®). Los patrones RFLP se determinaron en ambas regiones genémicas
para cada muestra nodular, la combinacién de estos patrones permitié
definir los haplotipos o grupos RFLP-PCR- para cada muestra.

2.3.2 Secuencia parcial de los fragmentos en los IGS rrn.

Para determinar las secuencias del IGS rrz de Ia cepa ChH4 y del
haplotipo A3 presente en las diferentes plantas se secuenci6 el extremo 3' de
esta regién con el partidor FGLP2054. Previo a la secuenciacion, los
amplicones se purificaron empleando el kit de purificacién de productos de
PCR (Qiagen®) de acuerdo a las recomendaciones de la casa comercial y se
detectaron en un secuenciador automatico Avant 3100 ABI Prism®(Applied
Biosystems, California), las secuencias se alinearon con el programa de
alineamiento miiltiple Clustal W (Thompson et al, 1984) y se compararon con

las siguientes secuencias reportadas en la base de datos del GenBank:
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ORS020606 (néimero de acceso, Mb55343) de Casuarina equisetifolia, AcN14a
(M88466), AgTR (AJ40487) de Alnus glutinosa, HJVEI, (AFO36900), FrCvel-iz
(AFO50768) de Ceanothus velutinus Y Streptomyces griseus (M76388). El
dendrograma se construy6 empleando el analisis por neighbor joining con las
distancias genéticas calculadas por Jukes & Cantor's en el programa
TREECON (Van de Peer y De Wachter, 1994). Los valores de bootstrap fueron
desarrollados sobre 1.000 replicas.
2.3.3 Andlisis de datos y construccién de dendrogramas

Para estimar la diversidad genética para cada locus (%) en la poblacién
microsimbionte, se utilizé la expresion /= 1-Ix2[n/(r+1)], donde x; es la
frecuencia del i-nésimo alelo en cada locus, 1 es el niimero de aislados o
haplotipos singulares en la muestra y la diversidad genética (H) se calculé
como la media aritinética de los valores de A de los loci estudiados (Nei, 1972),
Los tamafios de los fragmentos de restriccién se determinaron con el
programa Kodak Digital Science ID. Cada individuo fue identificado por una
patron de bandas en un formato binario de presencia (1) o ausencia (0). El
célculo de la distancia genética entre grupos y entre individuos se realizé
empleando el coeficiente de Jaccard. Los dendrogramas se construyeron

usando el algoritmo de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
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Arithmetic mean) con el programa TREECON (Van de Peer y De Wachter,
1994) con el paquete de inferencia de filogenia PHYLIP, (version 4.5¢ by
Joseph Felsentein, University of Washington, Seattle, WA) (Felsentein, 1988).
El indice de diferenciacién genética intrapoblacional y entre
poblaciones microsimbiontes se calculé con la prueba no paramétrica de

Mantel, version 2.0 (http://www.sci.qut.edu.au/NRS/mantel. htm). EI grado

de significancia se evalué mediante el uso del procedimiento de Monte Carlo,
que redistribuye la matrix binaria para generar valores de bootstrap sobre
1.000 replicas. Para examinar las relaciones entre matrices de distancia
genética y geografica se empled una correlacién no paramétrica (coeficiente
de correlacién de Spearman). El dendrograma basado en la distancia genética
entre grupos o poblaciones se construyé por UPGMA disponible en el
Phylogeny Inference Package (PHYLIP, version 4.5c by Joseph Felsentein,
University of Washington, Seattle, WA) (Felsentein, 1988).

2.4. Determinacién de las unidades genémicas de Klebsiella pneumonieae
por MNP-PCR.

Para llevar a cabo la cuantificacion de la UGs por gramo de suelo de K
pneumonieae por el método del NMP-PCR, se realizé diluciones seriadas en

réplicas de a tres, a partir de 100 pl de un cultivo bacteriano en fase de
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crecimiento exponencial y cada dilucién se inoculé en 250 mg de suelo estéril.
Las muestras de suelo se incubaron a 4°C durante media hora y el DNA se
extrajo empleando el kit de extraccion “UltraClean Soil DNA® ~ (Mo Bio
Laboratories, Solana Beach, Calif.). Se realizé diluciones seriadas (1/10) del
DNA obtenido y cada dilucién se amplificé para un fragmento de un tamafio
aproximado de 800 pb en el gen de la microcina. La amplificacién se realizé
hasta que la sefial fue negativa, los datos se tabularon de acuerdo a la tabla de
MNP y se estimé la densidad de la poblacién de Frankia en el suelo como
unidades gendmicas. Los resultados obtenidos se compararon con el recuento
de células viables y totales .

24.1 Determinaci6n de las unidades genémicas (UG) de Frankia por NMP-
PCR.

Para estimar la abundancia de las poblaciones del suelo de Frankia se
diluyé el DNA en un factor de 10, realizando diluciones seriadas, cada
dilucién se amplificé por triplicado mediante un PCR anidado, empleando
partidores especificos para Frankia. La primera reaccién se efectué con los
partidores FR183: CTG GTG GTG TGG AAA GAT TTA T y FR1401: TTCGGG
TGT TAC CGA CIT TCG TGA C (Myrold y Huss-Danell, 1994). Para

amplificar un fragmento de 1218 pb en 30 ciclos. La extincién de la sefial se
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verificé por una segunda reaccién que consta de 30 ciclos que amplificé un
fragmento de 524 pb empleando los partidores FR484: CAG CAG CCG CGG
TAA TACy FR1009: TGC AGG ACC CTT ACG GA(C/T) CC. Los partidores
FR183 y FR1009 son especificos de Frankia (Myrold y Huss-Danell, 1994). La
reacciones de PCR contenfan 1 pl de DNA genomico, 2,0 mM MgCl;, 10
ug/ml BSA (Gibco-BRL®), 100 pM de cada ANTP, 0,5 pM de cada partidor y
25U de Taq polymerasa en buffer PCR (Invitrogen®). El PCR para cada
reaccién se desarrollé bajo las siguientes condiciones: Un ciclo a 95°C por 3
minutos, seguidos de 30 ciclos a 94°C por 30 seg, 50°C por 1 min 72°C por 2
min y luego 72°C por 10 min. Los amplicones resultantes se visualizaron en
un gel de agarosa al 1,2% tefiido con bromuro de etidio y el nimero de
reacciones positivas y negativas para cada dilucién fueron tabuladas para la
estimacion de los valores del MNP. El niimero de Unidades Genémicas (UG)
de Frankiase determiné de acuerdo a la tabla de Conchran,
2.5. Generaci6n de los perfiles SSCP.

Para aplicar la técnica de SSCP (Single Strand Conformation
polymorphism) se analizaron dos fragmentos. El primero correspondié al
fragmento de 524 pb del rDNA 168 (este fragmento se emple6 para estimar el

niimero de unidades genémicas (UGs) de Frankia), el fragmento amplificado
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se digiri6 con la enzima EcoRl El segundo fragmento que se analizé,
correspondi6 a la region IGS rrni. En este caso se realizé un PCR semi-anidado
empleando los partidores Fr485 y FGPL2054 para obtener un fragmento
inicial de 1523 pb, que sirvi6é de molde en la segunda ronda de amplificacién
con los partidores FGPS-1440 y FGPL-2054 para obtener el fragmento final de
537 pb. Las reacciones de PCR contenian 10 ng de DNA genémico, 2,0 mM
MgCla, 10 pg/ml BSA (Gibco-BRL®), 100 pM de cada ANT P, 0.5 uM de cada
partidor y 2,5 U de 7aq polymerasa en buffer PCR (Invitrogen®). Los PCRs se
desarrollaron bajo las siguientes condiciones: Un ciclo a 95°C por 3 minutos,
seguidos de 30 ciclos a 94°C por 30 s, 55°C por 1 min 72°C por 2 min y luego
72°C por 10 min. El fragmento obtenido se digirié en forma independiente
con las enzimas EcoRly Cfol

Los DNAs digeridos se separaron en geles de agarosa al 1,2% y se aislé la
banda de 189 bp de la digestion del fragmento de 524 del 16S con EcoRL. En
el caso del amplicon de IGSrrn de 537 bp se aislé el fragmento de 84 pby 187
pb obtenidos por la digestiones con Cfol y EcoRI y respectivamente. FEl
analisis por SSCP se efetiio de acuerdo al protocolo establecido por Dong-
Hung et al. 1996 (Fig 4). Para desarrollar los perfiles SSCP, las bandas aisladas

se purificaron con el kit de limpieza GeneClean® (Life Technologies) y se
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sometieron a un proceso de denaturacién mediante el siguiente tratamiento:
Cinco microlitros del DNA se mezclé con 5 il de buffer de danaturacién
(EDTA 5mM, azul de bromofenol 0,05%, xilencianol 0,05% en formamida al
95%) y se incub6 a 95°C durante 10 min. Para evitar la formacién de bandas
de heteroduplex, el DNA se mezclé con un volumen igual de buffer
denaturante alcalino (NaOFH 0,1M, EDTA 20 mM) y se calent6 a 95°C por 5
min. Las muestras se dejaron enfriar en hielo por 10 minutos y se mezclaron
con buffer de carga (azul de bromofenol y xilencianol 0,1% en formamida)
para luego ser cargadas en el gel. Las corridas se realizaron por al menos 4
horas a 180 volt en geles de acrilamida:bisacrilamida (19:1) al 5%. Los
fragmentos se visualizaron con tincién con Nitrato de plata al 0,2%. Los geles
tefiidos se secaron cubriéndolos con papel celofan y se fotografiaron con una

camara Digital Kodak Science ID.
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Figura 4. Esquema de la determinacién de riqueza de genotipos en la poblaciéon del
suelo de Frankia por la técnica del SSCP.
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2.5.1 Secuenciacién del fragmento del gen 16S.

El fragmento de 524 pb del DNAr 16S se obtuvo por una amplificacién
por PCR y la banda se excindi6 a partir del gel utilizando un bisturi, del trozo
del gel se purificé el DNA empleando el kit de limpieza GeneClean® (Life
Technologies). La secuenciacion se realizé en el analizador de secuencias ABI
PRISM 3100 Avant-Genetic-Analyzer Prism®(Applied Biosystems,
California).

La biisqueda de similaridad de las secuencias en la base de datos se
desarrollé con la herramienta de investigacién BLAST (Pearson y Lipman,
1988; Altschul ef al 1990) y el alineamiento de multiples secuencias con el
programa ClustalW (Thompson, ef al 1994).

2.6. Anélisis de los genes niffl mediante prediccién de los perfiles T-RFLP .

Para el andlisis se empleé un total de 64 alineamientos de secuencias
del gen nift], los T-RFLP se obtuvieron a partir de la base de datos de
secuencias genéticas del Genbank y TIGR para la secuencia de Agrobacterium
fumefaciens. Las secuencias contienen los grupos bacteriales fijadores de
nitrogeno comprendidos en las divisiones Proteobacteria, bacterias Verde
Sulforosa, Firmibacteria, Thallobacteria, Heliobactera, Cianobacteria y

Campylobacter. La prediccién de los T-RFLP se desarrollé para las enzimas
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Haelll, Hhal, Mspl y Rsal y se identificé el sitio de restriccion con el
programa  Webcutter 2.0 (copyright 1997 Max Heiman),
www.ccsi.com/ firstmarket/ first/ cutter/ cut2.htm]),

2.6.1 Obtencién de los perfiles nifill por T-RFLP.

El gen niftl se amplicé a partir del DNA de suelo, empleando los
partidores PolF (5-TGC GAY CCS AAR GCB GAC TC-3) y PoIR (5-ATS
GCC ATC ATY TCR CCG GAC-3) (Poly ef al. 2001), este ultimo, marcado
fluorescentemente con NED (Applied Biosystems, Oster city. USA®), se
amplificé un fragmento de 360 pb entre las posiciones 115 y 476 de la
secuencia codificante para el gen niftl de Azofobacter vinelandii [M20568]. La
amplificacién se desarrollé de acuerdo a lo descrito por Poly ef al. (2001).
Aproximadamente 10 ng de DNA se amplific en 2,0 mM MgClz, 10 pg/ml
BSA (Gibco-BRL®), 200 uM de cada dNTP, 0,5 uM de cada partidory 2,5 U de
1aq polymerasa en buffer PCR (Invitrogen®). E1 PCR se desarrollé bajo las
siguientes condiciones: Un ciclo a 94°C por 3 minutos, seguidos de 30 ciclos a
94°C por 1 min, 52°C por 1 min 72°C por 2 min y luego 72°C por 3 min. Los
patrones de amplificacién se verificaron con las cepas referencia del grupo
fijador de nitrégeno y la cepa de E. coli como control negativo. Los productos
amplificados se purificaron con el kit de limpieza de DNA UltraClean PCR

Clean-up (MoBio. Laboratories, Inc®) Y aproximadamente 50 ng de DNA se




digerié con las enzimas de restriccion Haelll, Mspl y Rsal. 2,5 ul de DNA
digerido se mezclé con 0,3 pl del estandar de tamaiio Genescan 500 Rox size
(Applied Biosystems, Foster City, Calif.) y luego 0,4 pl of Azul Dextrano (50
mg por ml of 25 mM EDTA, PH 8,0 con NaOH) y se adicioné 1,8 pl de
formamida, antes de la denaturacién a 95°C por 3 min. 1-pl de la muestra se
resolvié en el secuenciador ABI PRISM 3100 Avant-Genetic-Analyzer
Prism®(Applied Biosystems, California) con un tiempo de corrida de 30 min
(Fig. 5). Se determiné los tamafios de Jos fragmentos terminales de restriccién
(TRFs) entre 20 y 350 pb por comparacion con un estandar interno empleando
el programa de analisis GeneScan 3.1 (ABI} y se seleccionaron los TRFs con

una altura del pico mayor de 100 unidades de fluorescencia,

4
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Figura 5. Evaluacién de la diversidad genética del pool génico del nifH en el
gremio fijador de nitrégeno por la técnica T-RFLP.
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2.7. Anilisis de los perfiles del DNAr 16S.

Los partidores universales empleados para el grupo bacteria fueron:
fD1 (GAG TIT GAT CCT GGC TCA GGA CGA A) y 1P2 ( ACG GCT ACC
TTG TTA CGA CTT) (Weisburg et al 1991) y se amplificé un fragmento de
1470 pb del DNAr 165. Para el anilisis cada partidor se marcé
fluorescentemente en el extremo 5°con NED (Applied Biosystems, Foster
City, Calif.) y se emplearon en reacciones independientes. En cada mezcla de
reaccion de PCR se empleé 0,2 mM de MgCl: 10ug/ml de BSA (Gibco, BRL®),
cada dNTP a 200uM , 2,5 U de Taq polimerasa (Invitrogen) y 10 pmol de
cada partidor en buffer PCR (Invitrogen). Los ciclos térmicos comprendieron
un ciclo de denaturacién a 94°C por 3 min, seguida de 35 ciclos a 94°C por
1 min, 57°C por 1 min, 72°C por 1 min y un ciclo adicional de extensién por
5 min a 72°C, Todas las reacciones se desarrollaron en un volumen final de 25
pl en un termociclador GeneAmp PCR system 2400 (Perkin-Elmer
Instruments, Norwalk, Conn.). Los productos de la amplificacién se
verificaron por electroforesis en geles de agarosa al 1,2%, tehidos con
bromuro de etidio. Los productos amplificados se purificaron con el kit de
limpieza de DNA UltraClean PCR Clean-up (MoBio. Laboratories, Inc) y 50

ng del producto amplificado se digirié con la enzima de restriccion Haelll
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{(Gibco, BRL). La separacion de los fragmentos terminales de restriccion
(TRFs) se realizé en un secuenciador automéatico ABI PRISM 3100 Avant-
Genetic-Analyzer Prism®(Applied Biosystems, California) segiin las
condiciones indicadas anteriormente en la seccion 2.6.1. Para el analisis se
consideraron los fragmentos con un tamafio comprendido entre 60 y 800 pb y
una altura de pico mayor de 50 unidades de fluorescencia. Para propésitos de
comparar los perfiles comunitarios entre las distintas muestras, los TRFs
identificados con el partidor fD1 en e} electroferograma fueron confirmados
con los TRFs obtenidos con el partidor rP2.
2.8 Analisis de los perfiles T-RFLP en el gen niftly DNAr 16S.

Para el analisis se comparé los perfiles TRFs en un procedimiento de 6
pasos: (i) alineamiento de los perfiles en relacién al tamafio molecular, (ii)
identificacién de las bandas significativas (TRFsz 100 U para el gen niftl y
250 U para el DNAr 16S), (iii) normalizacién de las unidades de fluorescencia,
(iv) determinacién manual de bandas finicas entre 1-1.5pb, los fragmentos
reunidos en un grapo, se asignaron con el promedio del tamaiio del grupo,
(v) elaboracién de una matriz binaria de presencia (1} y ausencia (0) de TRFs
para cada muestra. La similitud entre las muestra fue estimada usando el

indice de Neif y Li, 1979 y confirmado por Simple Maiching teniendo en
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cuenta los TRFs que se encuentran en una o ambas muestras. El dendrograma
se obtuvo utilizando el algoritmo de agrupamiento UPGMA del programa
TREECON. Un anélisis de confidencia boostrap se desarrollé sobre 1.000
réplicas para determinar la confiabilidad de la topologia del dendrograma,
(vi) identificaci6n de unidades taxonémicas operacionales (OTUs) de acuerdo
a la base de datos de las secuencia del gen 165 empleando el programa MICA.
Para el caso del gen niff], se comparé con la base de datos generada en forma
manual a partir de las secuencias genicas presente en GenBank y Tigr. Para
confirmar los agrupamientos obtenidos en los dendrograma, se realizé un
analisis estadistico multivariado, empleando el analisis de componentes
principales (PCA) (Gower, 1966).
La diversidad de especies (medida como TFRs) se calculé mediante el indice
de diversidad de Shannon (Hs) =-Z(p)(In p;) , donde s= niimero T-RFs en la
muestra, Pi= abundancia relativa de los TRFs= 17/ N, N= fluorescencia total
en todos los TRFs, = fluorescencia en ;-ésimo TRFs.
2.9 Determinacién de los parametros edaficos

La determinacién de los parametros edéficos del suelo se efectué en el

laboratorio diagnéstico del INIA (Instituto de Investigaciones Agropecuarias)
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con un analisis quimico de micronutrientes, en el cual se considero: contenido

de materia orgénica, nitrégeno, potasio, fésforoy pH (Tabla 2).

_ R




TABLA 2. Determinacién de micronutrientes:
nitrégeno, fésforo y potasio en la rizésfera de C.

pPH, contenido de materia orgénica,

hystrix, plantas no-actinorricicas y

de suelo sin cobertura vegetal.
Muestras de pH Nitrégeno Fésforo Potasio Materia
suelo (ppm) (ppm) (ppm) Orgénica
%
Col-1 7.2 35 111 194 1(3,;
Col-2 7,5 34 93 505 11,2
Col-3 74 25 79 535 10,5
Col4 7,7 38 79 369 8,7
Col-5 7,3 20 68 332 84
X 7,42+0,17 30,416,77 86+14,8 387+123,3 10,5+1,91
M-21 7,2 20 89 406 129
M-23 7,4 11 45 230 6,2
M-25 7.4 50 87 590 9,7
M-28 7,3 18 88 220 12,6
M-29 7,6 10 66 780 10,0
X 7,38+0,2 21,8+8,79 75042215 | 445,2+250,48 | 10,28+1,87
51 7.3 11 77 236 9,6
S3 6,9 36 61 272 13,5
S4 71 10 45 222 5,3
5.7 6,7 11 62 236 6,5
59 7,0 49 39 232 29
X 7,00+0,56 23,4+17,8 57,4+11,03 239,6+53,64 7,56+2,47
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RESULTADOS

1. Polimorfismo genético de la poblacién del microsimbionte asociado a

Colletia hystrix (Frankia en nédulos).

La diversidad genética del microsimbionte Frankia asociado a Colletia
hystrix se evalud en los marcadores IGSrrn y IGSnif por anélisis RFLP-PCR.
El DNA derivado de 88 nédulos de las plantas hospederas y de la cepa
referencia de Frankia Chi4 fue amplificado con partidores especificos para las
regiones genémicas: IGSrrny IGSnify se obtuvo un fragmento de 2047 y 1050
pb, respectivamente (Fig. 6). El IGSrrn incluyé una porcién del extremo 3’ del

DNATr 165, la regién intergénica y un pequefio fragmento del DNAr 238,
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Figura 6. Amplificacién por PCR de las Regiones IGSrrn (A) y IGSnif (B) en los
microsimbiontes presentes en la planta hospedera de C. hystrix.
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Para el andlisis por RFLP-PCR se emplearon cuatro enzimas de restriccién en
las dos regiones intergénicas mencionadas. Los patrones que se generaron en
cada region genémica se muestran en la Fig. 7. Para generar los perfiles RFLP
se empleo cuatro enzimas de restricién (Cfl, Alul, Mspl y Haelll). La
digestion con la enzima Haelll permitié determinar 49 diferentes fragmentos
de restriccién en todas las muestras analizadas con nueve patrones en cada
region IGS. Los patrones de restriccién generados por RFLP-PCR en el IGSrm
fueron designados desde A hasta I, estos perfiles contiene entre ocho a doce
fragmentos de un tamaiio entre 80a 300 pb (Fig. 7A). Los patrones de
restriccion en la regién IGSnif fueron designados del 1 al 9, en esta region
genomica se encontré entre seis y ocho fragmentos con un tamafio que varid
entre 70 a 270 pb (Fig. 7B). Los fragmentos de restriccién menores de 70 pby
mayores de 300 pb no se consideraron para el analisis. La disgestién con Ia
enzima Cfol no mostré polimorfismo en ninguna de las dos regiones, Mspl
resolvié dos patrones en la region IGSnif y Alul fue capaz de identificar tres
patrones en la regién ribosomal y dos patrones en Ia regién IGSnif Sin
embargo, estas tres enzimas no aumentaron los haplotipos o grupos RFLP-
PCR obtenidos con Haelll. Por lo tanto, el analisis se realizs teniendo en

cuenta Gnicamentfe los perfiles obtenidos con HzellL.
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Figura 7. Patrones RFLP-PCR obtenidos a partir de las regiones amplificadas en el
IGSrrn (A) y la region IGSnif (B). El carril M corresponde al marcador de P.M 50 bp. El
carril P representa la cepa ChI4. Los carriles A-I y 1-9 representan los patrones de restriccion
encontrados en los microsimbiontes analizados. Estos patrones se encuentran en la Tabla 2.
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1.1 Andlisis de los grupos RFLP-PCR.

La combinacién de los patrones de restriccién obtenidos en ambas
regiones gendémicas defini6é 15 grupos RFLP-PCR o haplotipos en los
microsimbiontes de las 5 plantas estudiadas (Tabla 3). En el andlisis se
consideré a los microsimbiontes asociadas a cada planta como un grupo
independiente debido a que cada planta se present6 diferentes haplotipos,
excepto el haplotipo A3, el cual fue comin a todos los grupos y el mas
abundante con una frecuencia total del 0,62 (Tabla 3). Este haplotipo también
se observo en la cepa de referencia Chl4 aislada previamente de C hystrix en
la misma localidad, Io cual indica que ademas de ser el mas comtn en esta
area es muy estable en el tiempo.

Para determinar los cambios nucleotidicos no detectados por el anélisis
RFLP-PCR se secuencié un fragmento de 362 nucléotidos del haplotipo A3
correspondiente a la region integénica 16S-23S, La secuenciacién se realizé en
cinco muestras nodulares de cada planta hospedera. Fl alineamiento de las
secuencias confirmé la identidad de las muestras con el género Frankia y
mostr6 un 100% de identidad entre las secuencias y con la cepa Chi4 (Fig. 8),
lo que indica que el anélisis por RFLP-PCR es capaz de detectar casi toda la

diversidad presente entre los microsimbiontes.
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TABLA 3. Frecuencia de haplotipos PCR-RFLP en cada grupo de microsimbiontes
asociada a una planta hospedera.

Haplotipos

RFLP-PCR RFLP-PCR Grupos Frecuencia

n IGS nifIGS  Col-1 Col-2 Col-3 Col4 Col-5 Totald

13 21 15 23 16 880

A 1 — — — 0,26 — 0,07

A 3 0,77 081 087 0,26 0,56 0,62

A 4 — e — — 0,06 0,01

A 6 S — — 013 —_ 0,03

A 9 — 0,10 — — —_— 0,02

B 2 - — — — 0,12 002

B 3 - -— 0,13 - _ 0,02

C 5 — — —_— 022 — 0,06

D 7 - i - 0109 —— 0,02

E 1 — — — 0,04 — 0,01

E 4 — -~ = — o2 0.0

F 4 —= - — — 0,12 0,02

G 8 023 — — —_— 0,03

H 3 005  — —_ —_— 0,01

I 2 — 005 - —_— — 0,01

* Numero de individuos en cada grapo.

*Nimero total de individuos.

¢ Frecuencia de cada haplotipo en cada grupo

4 Frecuencia de cada haplotipo en la muestra total .
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CLUSTAL ¥ (1.81) multiple sequence alignment

ChI4 AAA.!.CCCGGGGATCMCCCCGGGCCTGCLGTCGATACGGGCRGGCTAGAGTCCTC TGCGG
haplotipo A3-2 AALACCCGGGGATCAACCCCGGGCCTGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTCCTC'I‘GCGG
haplotipo. A33 ALAACCCGGGGATCAACCCCGGGT CTGCAGTCGATACGGGCAGGC TAGAGTCCTC TGCGG
haplotipo, A3-4 LLRACCCGGGGR.TCMCCCCGGGCCTGCAGTCGATLCGGGCAGGCTAGAGTCC'I'C TGCGG
haplotipo. A3-1 .!AMCCCGGGGATCMCCCCGGG-CCTGCAGTCGLTACGGGC.RGGCTAGAGTCCTCTGCGG
Hplotipod! A3zs AAAACCCGGGGATCAACCCCGGGCC TGCAGTCGATACGGGCAGGCTAGAGTCCTC TGCGG

Tﬂ!Iﬁkktatfﬂiﬁﬁ#t*tiﬁiit*IEE'ttf"iﬂtt?RRf**wTﬂ*ttﬁfitITi*t?

ChIg GSGLCTGGAAT'I‘CC'I‘GG'I‘GTAGCGGTGA&!.TGCGCAGATATC)‘LGGAGGMC.&CCGGTGGC
haplotipn A32 G.!.G.!I.CTGGM'I'I‘CCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAG-GMCACCGGTGGC
haplotipo A33 GAGACTGGMTI‘CCTGGTGTJLGcGGTGmTGCGCAGATA.TCAGGAGGMCACCGGTGGC
haplotipo A3 GLGACTGGA..!L‘ITCCTGGTGTLGCGGTGALLTGCGCAGATLTCAGGLGGMCACCGGTGGC
haplotipo A3l GAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG—A.LLTGCGCAGATATCAGGAGGAACECCGGTGGC
Hplotipod A3-S GAGLCTGGM’I'I‘CCTGG‘ICTAGCGGTGA,!..!.TGCGCAGATATCILGGAGGMCJLCCGGTGGC

Iffttt?ittttttrﬂrtttﬂn'f?tIittttl!tttrrtttt'itttlﬂtttﬁtt:Tit
Chil4 G!.AGGCGGGTCTCTGGGCCGGAACTGACGCTAAGGAGCGMAGCGTGGGGAGCGAL.CAGG
haplotipo A3-2 GLAGGCGGGTCTCNGGCCGG-AJ!.CTGACGCTAAGGAGCGAA}.GCGTGGGGAGCGALCAGG
haplotipo A3-3 GLA.GGCGGGTCTC'I‘GGGCCGGMC’I‘GS.CGCTLAGGRGCGMGCGTGGGGAGCGAACAGG
haplotipeo A34 r.;.uGGcGccrc'rc"nsc;cccch.c'rmcscruccacccmccc’rssccmcsucmc
haplotipa A3-] GLAGGCGGGTC'I‘CTGGGCCGGALCTGACGCTA.LGGAGCGAMGCGTGGGG&GCGAACAGG
Hplotipof A3-$ GB.AGGCGGGTC'I"CTGGGCCGGAACTGACGCTAAGGAGCGMGCGTGGGGAGCG.k.kC.lGG

rftttwntttttwwﬂitt!i*t*tliittr!ftttnw**tﬂ?kt*ﬂttt!it!ﬂ!tt!it
ChT4 ATTAGATACCCTGG’I‘AGTCCACGCCGTA.LACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGACCTTCCL
haplotipo. A3-2 .a.'rmcxr.q.cccmcnc'rcc.n.csccana.cGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGACC'r"rcc.s.
haplotipo. A33 lTTAGATkCCCTGGTAGTCCACGCCG'I'.u.j.cG'I"I'GGGCGCTAGGTGTGGGGGACC‘I‘TCCL
haplocipo A3-4 ATTAGLT&CCCTGGTAGTCCACGCCGTAILCGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGG&CCT’I‘CC.!.
haplotipo. A3-1 .LTTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGTGTGGGGGACCTTCC.!.
HplotipoA. A3-5 ATTAGATACCCTGGTAG‘I‘CCACGCCGTAAACGTTGGGCGCTAGGMTGGGG—ACCTTCCL

Figura 8. A. Alineamiento de las secuencias del haplotipo A3 presentes en cada una
de las plantas de C Aystrix (Col-1 al Col-5) y de la cepa Chl4. El programa utilizado
fue ClustalW1,8.

38




1.2 Diversidad genética del microsimbionte Frankia en un tinico nédulo.

Para determinar si el nédulo puede estar colonizado por més de una
cepa de Frankia, se analizé individualmente los diferentes 16bulos que
forman un nédulo. Todos los 16bulos analizados, derivados de un solo
nédulos mostraron identicos perfiles RFLP-PCR para ambas regiones (Fig. 9).
Los resultados indican que los nédulos estin colonizados por s6lo una cepa o
un grupo de cepas estrechamente relacionadas. Por lo tanto para propésitos
de analisis cada nédulo puede tratarse como un microsimbionte individual.
1.3 Diversidad genética de microsimbiontes de Frankiz dentro Yy entre grupos
derivados de plantas diferentes.

La diversidad genética de los microsimbiontes en cada planta de C
hAystrix calculada en ambos loci y basada en la frecuencia de Jos haplotipos se
muestra en la Tabla 4 . Los microsimbiontes de las plantas Col-4 (H=0,674) y
Col-5 (H=0,616), presentan la mayor diversidad genética comparada con los

microsimbiontes presentes en las otras plantas.
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Figura 9. Patrones RFLP-PCR en lédulos del mismo nédulo. A. IGSrrn, B. 1GSnif
Carriles a y b corresponden a los 16bulos del nédulo 5; Los carriles ¢, d y e son los
l6bulos del nédulo 4.
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TABLA 4. Diversidad genética de los microsimbiontes de Frankia presentes en hystrix
basada en la frecuencia de cada haplotipo.

Grupos N° de nédulos Diversidad Genética (f) 2 Promedio (H)
(microsimbiontes) mnIGS nifIGS
Col-1 13 0,383 0,383 0,383+ 0,0
Col-2 21 0,268 0,194 0,231+ 0,012
Col-3 15 0,242 0,000 0,121+ 0,032
Col-4 23 0,543 0,804 0,674+ 0,04
Col-5 16 0,611 0,621 0,616+ 0,013

2 La diversidad genética esta expresada como A= 1-£x2) / (#-1), donde x;es la frecuencia
del 7nésimo patrén y nes el niimero de microsimbiontes en la poblacién. H es e] promedio de
la diversidad genética entre los dos loci estudiados.
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Para estimar el nivel de divergencia entre los microsimbiontes, se
calcul6 una matriz de distancia para las 88 muestras teniendo en cuenta la
presencia y ausencia de cada banda y se contruyé un dendrograma basado en
el algoritmo UPGMA (Fig. 10). En este dendrograma se observé cuatro
“Clusters”, pero sélo los clusters I y III incluyeron microsimbiontes presentes
de una sola planta i.e. Col4 y Col 5, respectivamente, cabe mencionar que
aunque estas plantas presentan la mayor diversidad entre sus
microsimbiontes, los haplotipos que estos exhiben estin mds relacionados
geneticamente. Los cluster Il y IV son heterogéneos en cuanto al origen de los

microsimbiontes.
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Figura 10. Dendrograma basado en los patrones RFLP-PCR que muestra Ia relacién

entre individuos. La distancia
drbol fue obtenido por UPGM
las ramas representan los valores d

genética fue calculada por el coeficiente de Jaccard. El
A empleando el programa TREECON. [ os nitmeros en

e bootstrap sobre 100 réplicas.
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El analisis a nivel de grupo basado en la frecuencia de cada banda y
empleando el coeficiente de distancia genetica de Jaccard, revelé Ias
diferencias dentro y entre los grupos de microsimbiontes asociadas a cada
planta hospedera. Dentro de los grupos, el valor maés alto de distancia
genética se encontré en las plantas Col-4 (0,3828) y Col-5 (0,4119), indicando
nuevamente que son los dos grupos de microsimbiontes mas heterogéneos
mientras que en la planta Col-3 se registr6 el menor valor de distancia
genética (0,1256) (Tabla 5).

En la poblacién microsimbionte se distingué tres grupos
genéticamente diferenciados con un valor estadistico significativo, (P<0,001,
basado en 1.000 iteraciones) de acuerdo a los resultados obltenidos por la
prueba de Mantel. FEstos grupos son los siguientes: grupo I reune los
microsimbiontes derivados de Col-1, Col-2 y Col-3, el grupo II a Jlos
microsimbiontes de la planta Col-5 y el grupo II a los microsimbiontes
derivados de las plantas Col-4 (Tabla 5). El dendrograma basado en Ja
distancia genética entre poblaciones se muestra en 1a Fig 11. La topologia del
dendrograma que muestra la diferenciacién genetica entre grupos de
microsimbiontes es concordante con la distribucién espacial de las plantas

hospederas.
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TABLA 5. Matriz de distancia genética empleando el coeficiente de Jaccard, los
valores en la diagonal son los promedios dentro los grupos, debajo de la diagonal
esta la distancia genética entre los grupos y sobre la diagonal la distancia geogréfica
enire los grupos de microsimbiontes de Frankia,

Groups Col-1 Col-2 Col-3 Col4 Col-5
Col-1 (,2958 5,2 4,5 98 6,9
Col-2 0,2414 0,1419 64 11,9 91
Col-3 0,2255 0,1410 0,1256 72 4,6
Col4 0,4820% 0,4140* 04129+ 0,3828 29
Coal-5 0,3977 0,3325* G,3205 0,4875* 0,4119

* Los valores de p-values de los grupos comparados < 0.01
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—— Col-1 ]

e  Col-2
Col-3

> Grupo I

7

001-4 Grupo 11

4.1 0.0

e

corresponden a grupos
de p < 0.01 (Tabla 4).

l distancia

66




La distancia genética entre los microsimbiontes asociados a cada planta
hospedera no se correlacioné con la distancia geografica segin el andlisis de
correlacién no paramétrica (R spearman = 0,1393, p-level 0,7). Sin embargo, la
diversidad genética de cada poblacién versus la distribucién espacial de las
plantas hospederas sugiere la existencia de una gradiente de valores de
diversidad genética que podria estar relacionada con la distribucién espacial
y temporal del clon que presenta el haplotipo A3 (Fig 12).

Los datos muestran que la diversidad genética de los microsimbiontes
asociados a diferentes plantas hospederas esta organizada en un ndmero
limitado de clones (haplotipos) indicando que en estas poblaciones no hay
una distribucién al azar de los fingerprinting DNA de ambas regiones
gendmicas o loci que es caracteristico de una poblacion con una alta
recombinacior, sugiriendo que la poblacién tiene una estructura clonal, Los
haplotipos esperados y observados entre los microsimbiontes se muestra en

la Tabla 6.
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=0.231

Figura 12. Mapa que muestra la relacién entre la distribucion espacial y la diversidad
genética de los haplotipos de los grupos microsimbiontes presentes en cada planta
hospedera.
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Tabla 6. Estructura genética de la poblacién microsimbionte presente en las
plantas hospederas de C. hystrix. Los cuadros en blanco representan los
haplotipos esperados y los amarillos los observados. La escasez de haplotipos
observados nos indica que la estructura de la poblacién es clonal

Alelos

S 2 3 4 5 6 7 8 9

Al A | A2| a3 | M| A5 | A6 | A7 | A8 | A9

B | B1 | B2 | B3| B4 | B5 | B6 | B7 | B8 | B9

Alelos) | o1 | c2 | c3 | ca | c5 | c6 | c7 | c8 | co
D | p1 | b2 | p3 | pa | o5 | pe | b7 | D8 | D9

E | E1 | e2 | e3 | B4 | E5 | E6 | E7 | EB | EO

F | Fm | 2| 3| Fa| r5 | F6 | F7 | F8 | Fo

G | 61| G2 | 63| ca | 65| 6 | 67 | 68 | Go

H | H1 | H2 | H3 | Ha | 15 | He | H7 | H8 | Ho

| M|l 2| B | |l s w6 | 7] 8| 19
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2. Analisis de Frankia en el suelo.
21 Comparacién de la técnica del NMP-PCR con otros métodos de
cuantificacién de bacterias.

El andlisis de la poblacién actinomicete por la técnica del PCR-NMP
requiri6 determinar el grado de sensibilidad de la técnica. Se empleo la cepa

RCY492 de Klebsiella pneumoniae y se amplific6 el gen de la microcina que

se encuentra en el cromosoma de la bacteria como copia tinica. Se tomé 100 pl
del cultivo bacteriano en fase de crecimiento exponencial (D.Ogpo 0,5) y se
realizé diluciones seriadas (1/10), se tomé 100 pl de cada dilucion para
efectuar una cuantificacion por los siguientes métodos: un recuento en placa
de células viables, un conteo directo de células totales en el microscoépio
empleando la camara Neubauer y una estimacién de Unidades Genémicas
(UGs) por el método del NMP-PCR. Se hicieron tres determinaciones
independientes para los tres procedimientos de enumeracién.

Los resultados mosiraron que las unidades genémicas (UGs) de K

prneumoniae  (2,5X101" UGs/g de suelo) se encuentran un orden de
magnitud mayor que el nimero de células viables (2X10% células /g de
suelo) (Fig 13). La diferencia se debe a que el PCR amplifica el DNA de

células vivas y muertas. Sin embargo, los valores de UGs fueron



aproximadamente la mitad de los valores obtenidos por conteo directo de
células al microscopio (6X10M). Las diferencias podrian deberse al efecto de
sorcion (adsorcién y absorcion) de las células a la matriz reduciendo la
eficiencia para extraer el DNA. Estos datos indican que la determinacion de

UGs es un metodologia adecuada para estimar la abundancia de un grupo

microbiano en una muestra de suelo.
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Cepa: Klebsiella pneumonieae
RCY492

v

" D.0gi=0.5
Dilu cione*s seriadas
Recuento Conteo directo Inoculacién
en placa Cimara Neubauer en suelo

v

Cuantificacion

NMP/PCR
Diluciones Células Células Unidades
Viables Totales Gendmicas 110" 110°  1/10° 110°
Cels/ml Cels/ml UGs/ml
10° 1.4x10" 3.9x10" 0.55x10"
10° 1.65x10™ 6.5x10" 2.3x10"
107 1.6x10" 7.5x10" 4.6x10"
promedio 1.5x10" 6.0x10" 2.5x10"""

Figura 13. Comparacion del método PCR-NMP con las técnicas del recuento
en placa de células viables y conteo en el microscopio de células totales.
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Para las muestras de suelo, el DNA fue aislado Yy cuantificado
obteniendose valores en el rango de 1040 pug de DNA g! de suelo. Para la
estimacion de la abundancia por el método del NMP-PCR, las UGs de
Frankia se determinaron a partir de los productos amplificados del fragmento
de 524 pb del DNAr 16S para cada dilucién y los resultados obtenidos del
niamero mas probable fueron divididos por dos debido a la presencia de dos
operones ribosomales en Frankia (Normand ef al. 1992) (Fig. 14A). Para
verificar que el fragmento amplificado s6lo detecté Frankia, el fragmento de
524 bp fue secuenciado y se hizo un Blast el cual mostré un hit
estadisticamente significativo con diferentes secuencias 16S de Frankia
reportadas en la base de datos del GenBank. Por lo tanto, el marcador y el
método de cuantificacién son adecuados para estimar la abundancia de
Frankia como UGs en la rizésfera de las plantas de C Aystrix, no
actinorricicas y en suelo sin cobertura vegetal.

Los datos muestran que las bacterias de Frankia presentes en la rizésfera de
C. Aystrix son la mas abundante con un orden de magnitud mayor que en la
rizésfera de las plantas no hospederas y dos érdenes de magnitud mayor que

en el suelo sin cobertura vegetal (Fig 14B).
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—> 1218 P
FR485 pb FR1009

Fig 14A. PCR anidado del fragmento de 524 pb del gen 16S. Se efectué 3 replicas de
cada dilucién de la muestra inicial de DNA. Los datos del NMP-PCR 3-2-1-0 para un
valor de UGs de Frankia de 7,5x10°. La flecha indica el tamano del fragmento
amplificado.

UGs/g suelo
X10°

60
50
40 +——
30
20
10 1=+

0 T

DOctubre
mAbril

Colletia No-act suelo

Fig 14B. Cuantificacién de la poblacion actinomicete de Frankia por el método del
NMP-PCR. La poblacién asociada a la rizostera de C. hystrix fue 5,6x106, a la
rizésfera de plantas no-actinorricicas 3,4X10° (octubre) y 1,9 x105 (abril) y en suelo
sin cobertura vegetal fue de 5x10¢y 6x10* en octubre y abril, respectivamente.
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2.2 Analisis de la diversidad genética de Frankia en el suelo,

Para evaluar la diversidad genética de Frankiz en el suelo, una
muestra de rizésfera de la planta de C hystrix (Col-3) y la cepa referencia
Ch14 fueron secuenciadas en el fragmento de 524 pb del DNAr 16S con el
partidor Fr1009. Las secuencias se alinearon Yy compararon con secuencias del
DNATr 165 de diferentes cepas de Frankia reportadas en la base de datos del
GenBank aislada de C. Aystrix (N° de acceso, AF063640), la cepa aislada de C
hystrix, (AF063642) v Ia cepa SCN10a (140619). En la secuencia de la muestra
Col-3 se encontré nueve diferencias nucleotidicas (Fig 15). Sin embargo,
cuando se analiz6 el fragmento de 189 pb del DNAr 16S mediante el perfil
presentado en la conformacién de la simple hebra (SSCP) solo se observé un
perfil SSCP en las cepas de referencia (aisladas de algunos géneros de

Rhamnaceae) (Fig 16A) y dos perfiles SSCP en las 15 muestras de suelo (Fig.
16B).
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1 15 16 3D 31 45 46 60 61 75 78 20

1 AFO63642. “TTGG GCGTARAGAGCTCGT ASGCGGCCTGTICGCG TCGGCTGTGALAACC CGGGGCTCLACCCCG 64
Z AFDE3640, TTGG GCGTAAAGAGCTCGT AGGCGGCLTGICGCE TCGGCTGTCARRACC CGGGGLTCAACCCCG 63
3 ASCEIL~1 wu—s——coccawe=Gl TTGTCCOGATTTTGG GOGTARAGAGCTCGT AGGCGGCCTGTCGCG TCGGCTGTGAARACC CGGGGCTCAACCCCG 77
4 SCNiDa AATTATTGG GCGTARAGAGCTCGT AGGLGGCCTGICGCG TCGGCTGTGAMARCC CGGGGCTCARCCCCG 69

5 )11C0L-2 GTATGGTGCAIGCGT TEICCGGACTITTGG GCGTAMMGAGETCST Acscodrmierrocs TesscTsToanThe cfibsctcarcdihe 90

e 2.1
91 105 108 120 121 135 136 150 151 165 1E6 180
1 AFDE3642. GGCCTGCAGTCGATA CGGGCAGGCTAGR-G TCCGGTAGGGGAGLC TGGA-ATTCCTGGT- GTA-GCGGTGARATG CGCAGATATCAGGAG 150
2 AF063640. GGCCTGCAGTCGATA CGGGCAGGCTAGA-G TCCGGTAGGGGAGAC TGGA~ATTCCTGGT~ GTL-GCGGTGAAITG CGCAGATITCAGGAG 150
3 ASCHIL~1 GGUCTGCAGTCGATA CGGGCAGGCTAGA-G TCCGGTAGGGGAGAC TGGA-ATTCCTGGT~ GTA-GCGGTGAALTG CGCAGRTATCRGGAG 163
4 SCN10a GGCCTGCAGTCGATA CGGGCAGGCTAGA-G TCCGGTAGGGGAGAC TGGA-ATTCCTGGT~ GTA-GCGGTGRAATG CGCAGRTATCAGGAG 155

5 a11co1-2  6fifTecacTeonTa Corcc IETAGA-G TYTI}{che66GAGAT TEGL-ATTCCTGOT- GTA-GCGGTGAATS CGCLGATATCAGGAG 176

e 3.1
i81 195 196 210 211 225 226 240 291 255 256 270
1 AFDE3I6A2. GARCACCGGIGG-CG AX-GGCGGGTCTLTS GGCCGGAACTGACGC T-AAGGAGCGAMGC GTGGGGRGCGRACLG GATTAGATACCCIGG 237
%2 AFD63640. GAACACCGGTGG—CG AA-GGCGGGTCTCTG GOGCCGGRACTGACGC T-AMGGAGCGAARGC GTGGGGAGCGAACAG GATTAGATACCCIGG 237
3 A9CHI1~1 GRACACCGHTG6—CG AL-~GGCGGGICTCTG GGCCGGARCTGACGE T-AAGGLAGCGAAAGE GTGGGGAGCGAACKG GATIRGATACCCTGG 250
4 SCNida GARCACCGSTGG-CG AA-GGCGGETCTCTG GGCCGGAACTGACGE T-AAGGAGCGRALGEC GTGGGGAGCGAACLG GATTAGATACCCTIGG 242

5 k11COL~Z GARCACCGGTGG-CG AA-GGCGGGICTCIG GGCARCMCTGRCGC T-GAGGAGCGAAAGC GTGGGGAGCGAACAG GATTAGATACCCTGG 263

1 AFD63642. TAGTCCICGCCGTRL ACGTTGGGCGCTAGG TGTGGGGGACCTICC RCGSCCTCCGTGLCG CRGCTAACGCHTTAN GCGCCCCGCCT-GGE 326
2 AF063640. TAGTCCACGCCGTAL ACGTTGGGCGETAGG TGTGGGGGACCTICC ACGGCCTCCGTGCCE CRGCTRACGCATTAN GCGLCCCGLCT-G6G 328
3 MA3CHI1~1 TAGTCCACGCCGTAA ACGTTGGGCGCTAGG TGTGGGGGACCTTCC ACGGCCTCCOTGCCE CAGCTARCGCHTTRY GCGRCCCGICT-GGG 339
4 SCH10a TAGTCCACGCCGTAL ACGTTGGGCGCTAGG TGTGGGGGACCTTCC RCGGCCTCCGTGCCE CAGCTARCGCATTAY GCGCCCCELET-GGG 33t

5 MICOE~2 TAGTCCACGCCGTAR ACGTIGGGCGCTAGG TGTGGGGCTCATTCC ACGAGTTCCGTIGCCG CAGCTAACGCATTAN 6CGCCCCGLCT-GGG 352
6 A11COL~1 TAGTCCACGCCETAR ACGTTGGGCGCTAGG TGTGHGGCTCATICE ACGAGTTCCOTGCCG CAGCTAACGCHTTAL GCGCCCCGECTTACG 347

EcoRI

J8 5,1
361 375 376 390 391 405 406 420 421 135 436 450
1 AF053642. GRGTACGGCCGCALG GCTALRACTCALAGG AATTGACGGGGGCCC GCACRAGCGGCGGRG CATGTGGCTTAMTTC GATGCAACGCGAAGL 415
2 MFO63564D. GAGTRCGGCCGCAAG CCTRAAACTCARAGG LATTGACGGGGGCCC GCACALGCGGCGGAG CATGTGOCTTAATIC GITGCAACGCGARGK 416
9 AGCHII~1 GBGTACGGCCGCRAG GCTAAARCTCALAGG AATTGACGGGGGCCC GCACALGCGGCGGAG CATGTGGCTTAATIC GATGCAACGCGALGR 429
4 5CH10a GAGTACGGCCGEMG GCTARARCTCALAGG RRTTGRCGGGGGCCC GCACALGEGGCGOAG CATGTGGCTTARTTC GATGCAACGCGRAGE 421

5 AT1€0L~2 GAGTACGGCCGCAAG GCTRAMACTCRINGG MATTGACGGGGGCCC GCACARGCGGCGGAG CATGTTGCTTALTTC GATGCLACGCGALGA 442
6 AlICOL~1 GAGTACGGCCGCAAG GCTARARCTCARAGG AATTGACGGGGGCCC GCACAAGCGGCGGAG CATGTTGCTIAATIC GATGCAACGCGAAGA 437

J= 6.1
451 465 465 480 481 195 496 510 511 525 526 540
1 AFD63642. RCCTTACCAGGGCTT GACATGCAGAGARAT CCTGTAGAGATATGS GGTC-————————mm ——m—m 465
2 AF063640. ACCTTACCAGGUCTT GACATGCAGAGALET CCTGTAGAGATATGG GGTCCTm~—rmmm—m ——m et 167
3 ASCHIL~1 ACCTTACCRGGGCTT GLCATGCAGAGAAT CCTGTAGRGATLTGG GGTCCGTALGENCC TGCA- 4093
4 5010a ACCTTACCAGGGCTT GACATGCAGAGAMAT GCTGTAGAGATATGG GGTC-————m——— —mmmm 470

5 R11CQL~2 ACCTTACCTAGGCTT GACATGCACGGAART CCTCCANAGATGGGG GNTCCNTAAGGNNNG CTGCA 507
6 A11COL~1 ACCTTACCTAGGCTT GACATGCACGGHART CCTCCAGAGATGRNG GNTOCNTAGGG—rme ——mmm 493

Figura 15. Alineamiento de la secuencia de 524 pb del DNATr 165 de la muestra Col-3 y
la cepa Chll con las secuencias DNAr de Frankiz AFO63642, AFO63640, SCN10a
reportadas en la base de datos del GenBank.




ChIl ChI2 ChI3 Chl4 R-7 Ttl42 Ttlll Tqll5 Tql0 C

Figura 16. Perfiles SSCP del fragmento de 189 pb obtenido por digestién con la
enzima EcoRI del amplificado de 524 pb del DNAr 16S. A. Cepas de referencia
aisladas de plantas de la familia Rhamnaceae (ver tabla 1). B. Muestras del suelo:
Coll-Col-5 rizésfera de C. hystrix; 21, 22, 23, 25 y 29 rizoésfera de plantas no-
actinorricicas y S-1, S-4, S-5, 5-7 y S-10 de suelo sin cobertura vegetal.
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Con el fin de incrementar la resolucién de nuestro analisis, se amplificé
el fragmento IGS rrn de 537 pb (Fig. 17), posteriormente se digirié con las
enzimas de restriccion Cfol y FcoRl y se analizé los fragmentos de menor
tamatio de 84 y 187 pb, respectivamente. Se observé 4 perfiles SSCP en el
fragmento de 84 pb (Fig 18a) y 6 perfiles en el fragmento de 187 pb (Fig.18b).
La combinacién de los dos perfiles permitié6 definir 9 genotipos en la
poblacién del suelo (Tabla 7).

En nuestro analisis, el patrén de bandas obtenido con cada fragmento
(84pb y 187pb del IGSr1r) entregd informacién complementaria que permiti6
confirmar algunos genotipos. Asi, por ejemplo los patrones obtenidos en
ambos fragmentos fueron consistentes para las muestras Col-2, M-29, S-4, S-7,
¥ 5-10 agrupadas en el genotipo G1 junto con la cepa Chl4, las muestras Col-
1, Col-3, Col4 y S-1 corresponden al genotipo G2, la muestra Col-5 al
genotipo G3 y las muestras M-22 y M-23 al genotipo G4. La secuenciacién del
fragmento de 537 pb se realizo con el partidor FGPL2054 en las muestras de
rizésfera Col-1, Col-2, Col-3, Col-4 Col-5, M-25 y en la muestra de suelo S-10.
La alineaci6n de las secuencias confirmé la similitud de la secuencia S-10 con

la de la cepa Chl4 (Fig 19).
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La combinacion de los perfiles SSCP obtenidos para cada fragmento
IGSrrz se logré determinar genotipos independientes para la muestra M-21
en el genotipo G5, M-25 en el G6 y S-3 en el G7. Ademds en las muestras S-1 y
5-10 se detectd la presencia de dos cepas adicionales con los genotipos G8 y
G9, respectivamente.

El perfil SSCP que presenté la cepa referencia ChI4, se encontré en una
muestra de la rizésfera de C. Aystrix (Col-2), en la rizésfera de una planta no
actinorricica (M-29) y en dos muestras de suelo (54 y S-7).

En general se observé un mayor niimero de perfiles SSCP en las muestras de
suelo con un indice de riqueza H=1,59, mientras que el menor indice de
riqueza se registré en la poblacién del suelo asociada a la rizosfera de las

plantas hospederas con un indice de riqueza H=0,95 (Tabla 7).
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IGS IGS

— g—
FR485 FGPL-2054
|
1573 pb
il <+
FGPS-1440 FGPL-2054
]
537 pb

537 p
Cfol - 448pb, 89 pb
EcoRI- 350 pb, 187 pb

Figura 17. PCR semi anidado del la region IGSrrn para el analisis SSCP. La digestion
del fragmento de 537 pb con las enzimas Cfol origina dos bandas de 448 y 89 pb, y
con la enzima EcoRI las bandas de 350 y 187 pb. Para los analisis SSCP se empleo el
fragmento de menor tamano en cada digestion.
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Figura 18. Perfiles SSCP del fragmento de 89 pb (a) y 117pb (b) obtenido por
digestién con Cfol y EcoRI, respectivamente en el producto amplificado de 537 pb de
la region IGSrrn.
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TABLA 7. Genotipos SSCP generados por la combinacién de los

perfiles SSCP de los fragmentos Cfoly EcoRI en las muestras de
suelo y rizdsfera.

Genotipos SSCP
G1 G2 G5 G4 Gs G5 G G Gy H,
Chl4
Colletial| 1 3 1 - - <. - - - 0,95
No-Aet) 1 - - 2 1 1 - - - 133
Suelo 3 1 - - - - 1 1 1 159

Hs = Indice de diversidad de Shannon

Hs = - £ 5(pj} (In pi) .donde 8= No haplotipos en la muestra,
P#= haplotipos totales, ni= haplotipos en el
i-ésimo individuo
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Figura 19. Alineamiento de la secuencia de 537 pb del IGSrrn de las muestras de suelo y vizésfera delas
plantas de C. Aystrixy las no hospederas con la cepa de referencia Chl4. Los cuadros en rosado sefialan los
sitios de corte de la enzimas EcoRl y Cfol.



3. Analisis de la diversidad genética del gremio fijador de nitrégeno.
3.1 Andlisis de los perfiles T-RFLP en el gen niftl.

Para caracterizar el gremio de fijadores de nitrégeno se efectud un
analisis de la diversidad genética del grupo fijador de nitrégeno asociado a la
rizosfera de las plantas actinorricicas, no actinorricicas y en suelo sin
cobertura vegetal, en este analisis se tuvo en cuenta los perfiles generados en
cada muestra por la combinacién del patrén de digestién con las enzimas
Mspl, Haelll y Rsal. Los perfiles consistieron de TRFs con un tamafio o
longitud del fragmento (en nucleétidos), el cual es aportado por una bacteria
© un grupo de bacterias fijadoras de nitrégeno y con una altura (que refleja la
cantidad del DNA marcado con NED) representando la abundancia relativa

de cada TRF (Fig 20).
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Figura 20. Perfil T-RFLP en el gremio fijador de nitrégeno de una muestra de rizés fera
de la planta hospedera Col-1, generado por la digestion con la enzima Rsal (A), MspI(B)
y Haelll (C). El perfil se compone de picos (TRFs) que indican el tamafio del fragmento
terminal (en nucledtidos) y la altura (intensidad de fluorescencia)




A partir de los valores de TRFs normalizados se elaboré la matriz
binaria de presencia y ausencia de TRFS y se construy6 el dendrograma por
UPGMA que se muestra en la Fig. 21. En el dendrograma se diferencio tres
grupos. El grupo I contiene las bacterias fijadoras de nitrégeno asociadas a la
rizosfera de las plantas no hospederas y a la planta de C Aystrix Col-4, el
grupo Il contiene las bacterias que se encuentran asociadas a la rizésfera de C
hystrix, mientras que en el grupo I se agruparon tnicamente las muestras
de suelo con un alto valor de bootstrap, evidenciando una marcada diferencia
enire las bacterias fijadoras de nitrégeno presentes en el suelo con las
asociadas a la rizésfera. Los resultados de este andlisis fué corroborado por el

andlisis estadistico multivariado PCA (Fig 22).
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Figura 21. Dendrograma que muestra la relacién de las bacterias del gremio fijador
de nitrégeno asociado al suelo y la rizésfera de Ias plantas hospederas y no
hospederas. El dendrograma se construy6 a partir del anélisis de distancia por
simple matching y confirmada por el andlisis de Nei & Li, 1979 empleando el
algoritmo UPGMA en el programa TREECON. Los valores de bootstrap se
encuentran sobre las ramas.
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24—

Figura 22. Analisis estadistico multivariado de Componentes principales (PCA) del
gremio fijador de nitrégeno de las muestras de suelo y riz6sfera analizadas por T-
RFLP. El analisis se efectfio teniendo en cuenta los valores de los TRFs de cada sitio
estudiado y confirma el agrupamiento por matriz de distancia obtenido en el

dendrograma.
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3.2 Diversidad del gremio fijador de nitrégeno.

E] valor estimado de la diversidad del gremio fijador de nitrégeno de
acuerdo al indice de Shannon fue mayor en la rizésfera de C hystrix (H=1,53)
comparada con la registrada en la rizésfera de las plantas no hospederas
(H=1,46) y suelo (H=1,43) (Tabla 8).

El porcentaje de distribucién de los TRFs entre las muestras de suelo y
rizosfera estudiadas indica que Frankia represent6 el 13,5% del gremio fijador
de la rizésfera de su planta hospedera, en cambio sélo representa el 0,34% de
los diazétrofos del suelo sin cobertura vegetal (Fig 23). Estos datos son

concordantes con los obtenidos en la cuantificacién por NMP-PCR.
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TABLA 8. Diversidad genética del gremio de fijadores de nitrégeno y de la
comunidad bacteriana total determinada de acuerdo al indice de Shannon a partir
del anélisis de los perfiles del T-RFLP.

Colletia hystrix| Plantas no- Suelo sin
(Rizosfera) hospederas cobertura
(Rizésfera) vegetal
Comunidad 1,42 1,38 1,14
bacteriana
Gremio de 1,53 1,46 1,43
fijadores de N2

Hs=-X (pj{In pj, donde S= No TRFs en la, muestra, P~ Abundancia relativa de
=1 los TRFs= ni/N, N= flourescencia total en todos los
TRFs, ni= fluorescencia en i-ésimo TRFs
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Unidades de fluorescencia

Muestras

Figura 23. Porcentaje de distribucion de los TRFs del gremio de fijadores de
nitr6geno. La flecha indica el TRF que corresponde a Frankia con una
representatividad relativa de: (A) 13,5% en C. hystrix (B) 6,7% en Plantas no
hospederas y de (C) 0,34% en el suelo.
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4. Andlisis de la diversidad genética de la comunidad bacteriana.

E]l “fingerprinting” de la comunidad microbiana se caracterizé por el
namero, la distribucién y la altura de los TRFs, permitiendo diferenciar la
estructura de la comunidad bacteriana entre los tres sitios estudiados (Fig 24).
Un total de 91 TRFs se identificaron en la rizésfera de las plantas de C
hystrix, 79 TRFs en la rizésfera de las plantas no hospederas y 77 TRFs en el
suelo sin cobertura vegetal. en la rizésfera de Chystrix se determiné las
mayores unidades de fluorescencia, esta diferencia estuvo probablemente
influenciada por intensidad de fluorescencia , aportada por los TRFs con un
tamafio de 65, 71, 81, 112, 209 y 213 en la rizésfera de las plantas hospederas.

Una comparacién de la abundancia relativa se realizé entre los tres
sitios muesireados y se observé una menor abundancia en el suelo
comparada con la rizésfera de C. Aystrix (Fig 24).

Para obtener la informacién acerca de la diversidad bacteriana
asociada a los sitios de estudio, se compar6 los patrones de diversidad de los
TRFs mediante el indice de Shannon, dando evidencia que la microbiota del

suelo es menos diversa que la asociada a la rizésfera (tabla 8).
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Figura 24. Distribuciéon de los TRFs entre los tres sitios de estudio: rizésfera de C.

hystrix (A), plantas no actinorricicas (B) y suelo sin cobertura vegetal (C). La altura
del pico representa la abundancia relativa y los niimero sobre el eje X el tamatfio en
nucleétidos correspondiente a los TRFs con el partidor forward (fD1) y reverse (rP2).
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El dendrograma de la Fig. 25 se construyé empleando la distancia genética
entre los TRFs aportados por la comunidad bacteriana asociada a cada sitio
de estudio. Las comunidades bacterianas de la rizésfera de C hystrix fueron
las tinicas que formaron un solo “cluster” (grupo I). Mientras que los grupos
Il y Il estuvieron conformados por muestras de suelo y rizésfera de plantas
no hospederas sin una distincién con respecto al origen de la muestra. Asi,
por ejemplo tres muestras de suelo (S-3, S4 y $-9) formaron el grupo I con
dos muestras de rizésfera de plantas no hospederas que corresponde a la
especie Quillaga saponaria (M-25 y M-21). El grapo 11 integré6 la comunidad
microbiana del suelo S-1 y S-10 con la de la rizésfera de las plantas no
hospederas M-28, M-23 y M-29 que corresponde a plantas de las especies
Bracharis lIinearis, cactus sp. y Kagenechea oblonga, respectivamente,
indicando diferencias en la estructura de las comunidades microbianas del
suelo y la rizésfera de las plantas no hospederas. Este agrupamiento obtenido
fue confirmado por el analisis PCA (Fig. 26).

En el andlisis de los parametros edaficos, P no presenté variacién entre los
sitios muestreados, siendo cercano a la neutralidad. Del mismso modo, no se
obtuvo cambios significativos en los contenidos de materia organica, f6sforo

y potasio en los sitios. El contenido de nitrégeno fue ligeramente mayor en la
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rizsfera de las plantas hospederas, lo cual puede ser reflejo de la actividad

fiajadora de nitrégeno en estos habitats (Tabla 2).
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Figura 25. Dendrograma que muestra la relacién genética de la comunidad
bacterian total de cada sitio estudiado. El dendrograma se construyé a
partir del analisis de distancia por simple matching empleando e} algoritmo
UPGMA en el programa TREECON.
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Figura 26. Analisis estadistico multivariado de componentes principales
(PCA) de la comunidad microbiana total teniendo en cuenta los valores de
TRFs, para confirmar el agruparmiento obtenido por los valores de distancia
genética
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DISCUSION
1. Diversidad genética en las poblaciones microsimbiontes de Frankia.

Una observacién comiin en los estudios de diversidad de los aislados
Frankia es su baja variabilidad genética. Al menos hay dos causas principales
para esta reducida diversidad: i} la seleccién que se produce durante el
proceso de aislamiento que favorece a aquellas cepas mas eficientes para el
crecimiento en cultivo y ii) el crecimiento lento de la bacteria en cultivo que
reduce las posibilidades de obtener un alto ntimero de aislados. Por lo tanto,
en los estudios de diversidad genética de Frankia es mas relevante, que en
muchas otras bacterias, acceder a los microorganismos en muestras
ambientales y evitar el proceso de aislamiento y purificacién de clones.

El uso de técnicas moleculares es una alternativa a los métodos
convencionales para proporcionar informacién acerca de la diversidad de las
poblaciones naturales de Frankia (Murry et al, 1997; Nalin et al, 1999; Ritchie
y Myrold. 1999; Rouvier et al 1996; Simonet ef al, 1999). Determinandose
marcadores genéticos adecuados para acceder al actinomicete directamente
tanto en nédulos como en el suelo (Jeong & Myrold 1999; Nalin et al 1999)

Para evaluar el nivel de diferenciacién genética entre los

microsimbiontes de una planta hospedera y entre diferentes plantas
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hospederas de la misma especie, en un 4rea restringida del matorral de Chile
central se realiz6 un andlisis directamente en nédulos radiculares colectados
de arbustos de Colletia hystrix (Rhamnaceae). La combinacién de los
patrones RFLP-PCR/ Haélll en las regiones IGS nif ¥ 7711 mostré 15 haplotipos
0 grupos RFLP-PCR- entre las cepas de Frankia infectivas de Collefia. Para
este andlisis se empleé tres enzimas de restriccion mas, pero no
incrementaron el niimero de haplotipos. Un andlisis similar con el espaciador
intergénico entre los genes RNAr 16S y 23S empleando 12 enzimas de
restriccién  resulté en sélo cuatro patrones RFLP-PCR- entre los
microsimbiontes de Ceanothus (Rhamnaceae) (Ritchie & Myrold 1999), 1o que
sugiere una reducida variabilidad a nivel de los sitios de restriccién en el
microsimbionte, a un nivel de muestreo regional nuestros datos, en cambio
muestran que a nivel local existe un mayor nimero de haplotipos, validando
que los perfiles IGSrrn/ Haelll e IGSnif/Haelll probablemente representan
casi toda la diversidad presente en nuestras muestras. Esta afirmacién fue
corroborada secuenciando el IGS 777 del haplotipo comtin A3 en cada planta
hospedera. Todos los haplotipos A3 presentan la misma secuencia indicando

que no hay nuevos sitios polimorficos en la IGSrmn. Ademéss el haplotipo A3




coincide con la secuencia IGS rrn de la cepa de Franmkia Chi4 usada como
referencia
1.1 Diversidad de microsimbiontes de Frankia dentro de un nédulo.

Los patrones PCR-RFLP de los 16bulos derivados de un tinico nédulo
resuftaron idénticos esto sugiere que cada nédulo contiene una tnica cepa o
un grupo de cepas genéticamente muy relacionadas. En estudios previos,
empleando un analisis similar, en los nédulos de Casuarina (Rouvier et al,
1996) y Myrica (Clawson y Benson, 1999b) se encontrd que siempre éste
estaba colonizado por una sola cepa de Frankia. Resultados similares también
fueron reportados en nédulos inducidos por Rhizobium donde no se
observan mezclas de cepas asociadas a nédulos individuales (Laguerre, et al.
2003). Hay sélo un reporte en Frankia que describe la presencia de més de un
microsimbionte asociado a noédulos de Casuarina (Redell y Bowen, 1985). La
presencia de més de una cepa en un nédulo podria ser el resultado de la alta
abundancia de varias cepas altamente infectivas y competitivas en la rizésfera
de las plantas hospederas. Por el contrario, si s6lo una cepa es la abundante y
competitiva en la rizésfera, la mayoria de los nédulos podrian ser

colonizados e inducidos por esta cepa dominante.
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1.2 Dominancia de un microsimbionte en los nédulos radiculares.

Nuestros resultados muestran que un haplotipo domina la poblacién
de nédulos estudiada con ura frecuencia promedio del 0,62. En todas las
plantas hospederas, el mismo haplotipo tiene la frecuencia més alta con un
rango entre 0;26 y 0;82. Similares resultados se observaron en nédulos de
Frankia de Alnus incana 'y Myrica pensylvanica, donde el 72% de las cepas
tienen la misma secuencia del DN Ar (Clawson y Benson, 1999a). Los estudios
de diversidad de cepas aisladas de una planta de Alnus incana subsp. rugosa
mediante electroforesis en geles bidimensionales mostraron que una cepa
estuvo presente en un 80% de los nddulos examinados (Benson, 1984). La
dominancia de una cepa de Frankia también se ha observado en nédulos de
Alnus viridis (Simonet, 1994). Esto indica que la dominancia de una cepa de
Frankia es un fenémeno frecuente en la poblacién de microsimbiontes de una
planta. La alta frecuencia de una haplotipo en la poblacién del nédulo
radicular de una planta podria reflejar la presencia de cepas con alta

abundancia y altamente competitivas en la rizésfera. La influencia de la
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seleccién por el hospedero y/o los pardmetros edéficos también afectan la
vida saprofitica y la competencia en la rizésfera por ocupar el nédulo.

En la simbiosis actinorricica existe poca evidencia sobre el efecto de
estos factores para ocupar el nédulo, principalmente debido a la dificultad
del aislamiento de Frankia del suelo. Sin embargo, la dominancia de las cepas
se ha descrito en la simbiosis Rhizobiunrleguminosa y se ha sugerido que la
dominancia de un genotipo particular en nédulos puede ser el resultado de
una alta abundancia en el suelo mas que una fuerte competencia por ocupar
el nédulo (Hartamann, 1998; Veldsquez, 1997). Sin embargo, en otro reporte
se destaca el efecto de la competencia de cepas rhizobiales, donde las cepas
dominantes en los nédulos no son necesariamente las que dominan en el
suelo (Laguerre, 2003).

1.3 Estabilidad de genotipos y diseminacién de clones.

Los microsimbiontes que presentaron el haplotipo A3 fueron los mas
comunes entre los nédulos de los arbustos estudiados. Este haplotipo
también lo posee la cepa Chl4, aislada de nédulos de C hystrix en 1991
(Card, 1993) en la misma localidad y especificamente de la planta designada
como Col-3. Este hallazgo sugiere que este haplotipo es estable en el tiempo.

Una observacién similar fue hecha por Clawson y Benson, (1999a) quienes
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encontraron una cepa dominante en los nédulos de Alnus y secuencia
nucleotidica parcial para rDNA 16S fue similar a la cepa CplIl previamente
aislada de Compronia peregrinaen 1978. En otras especies bacterianas como
E. coli se ha determinado que ciertos genotipos multilocus que se distribuyen
ampliamente, son estables Y persisten por varias décadas (Ochman vy
Selander, 1984).

Nuestros resultados también sugieren que el haplotipo dominante fue
capaz de infectar todos los arbustos estudiados Y por lo tanto fue capaz
diseminarse en el 4rea de estudio. La dominancia y la diseminacién refleja la
habilidad de crecer y competir saprofiticamente en la rizésfera Y por lo tanto
sobrevivir en el suelo. Recientemente Vogel ef 2/ (2003), estudiaron Ia
diseminacién de Agrobacterium spp. Biovar 1 a nivel de microhabitat en un
muestreo intenso en 1 cm?® de suelo. Ellos encontraron clones agrobacteriales
que se esparcieron al menos 1 cm. Nuestros datos muestran que un clon
(haplotipo A3) fue capaz de diseminarse en un 4rea Inayor, asi por ejémplo

las plantas Col4 y Col-2 que estin separadas por aproximadamente de 11

por un transporte pasivo por el agua, viento, invertebrados u otros agentes,
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En Frankia no existen estudios al respecto sino observaciones indirectas que
muestran que un microsimbionte es capaz de colonizar la mayorfa de las
plantas que estan relacionadas espacialmente.
1.4 Diversidad genotipica de Frankia dentro ¥ entre plantas hospederas.
Previos reportes sefialan una baja diversidad de Frankiz en las cepas
que habitan nédulos de plantas hospederas. Esta baja diversidad se observa
incluso en diferentes escalas de muestreo, Asi por ejemplo en cepas de
Frankia que nodulan plantas hospederas de Casuarinaceae en distintas
regiones de Australia, el habitat nativo de estos arboles, se identificaron cinco
patrones RFLP-PCR- (Rouvier ef al 1996). A una escala mayor, la diversidad
de Frankia de nédulos de Casuarina y Allocasuarina colectados en Australia
¥ 11 paises distribuidos en tres continentes sélo revel$ siete grupos RFLP de
Frankia, considerando las regiones IGSrrn e IGSnif (Simonet et af, 1999). A
una escala regional la diversidad de cepas infectivas de Frankiz en diferentes
especies de Ceanothus (Rhamnaceae) en 19 sitios de muestreo en Oregon,
USA resulté en sélo cuatro perfiles PCR-RFLP para las mismas regiones
gendmicas (Ritchie y Myrold, 1999). Paralelamente, Jeong y Myrold (1999)
secuenciaron 592 bp correspondiente a la regién IGSrm completa y sélo

detectaron dos sustituciones de bases entre los simbiontes derivados de dos

104




copoblaciones de Ceanothus en Oregon, USA. En contraste, nuestros
resultados muestran que los microsimbiontes de las cinco plantas de Colletia
que crecen en un en un area reducida de 10 x 5 m presentan 15 haplotipos
RFLP-PCR- indicando una mayor diversidad genética que la reportada
previamente, Una explicacién a este hallazgo puede ser que nuestro muestreo
se hizo en nédulos de plantas que estan creciendo en su habitat nativo y por
lo tanto ambos miembros de la simbiosis podria tener mayor variabilidad
genética. Otros estudios sugieren que cuando Ia planta es introducida se
presenta una reducida diversidad genética. Es asi, que cuando se analiz6
microsimbiontes de nédulos de Casuarina en su habitat natural en Australia
estos exhibian mayor diversidad que los microsimbiontes derivados de
nédulos colectados de Casuarina que crecen fuera del habitat nativo,
presentando el mismo haplotipo. (Simonet, 1999). Cabe mencionar que en esta
tesis, las plantas fueron muestreadas exhaustivamente y se identificaron
todos los nédulos presente en cada una ellas, este mayor esfuerzo de
muestreo puede dar cuenta también de la mayor diversidad observada,

Cuando analizamos a los microsimbiontes asociados a cada planta hospedera
la diversidad genética intragrupo (microsimbiontes de una planta), basada en

la frecuencia de dos los loci fue variable, asi por ejemplo se encontrs una alta




diversidad genética en los microsimbiontes presentes en las plantas Col4 y
Col-5 (H=0,674 y 0,616, respectivamente), pero en las plantas Col-2 y Col-3 el
valor fue casi la mitad (H=0,231 y 0,121, respectivamente). Sin embargo, el
promedio de la diversidad genética para toda la poblacién microsimbionte
fue de 0,51, encontrdndose en el rango estimado para las poblaciones
bacterianas reportadas con una alta diversidad genética (Bernhard, 1998). El
nivel de la diversidad genética dentro del grupo fue también estimada
mediante el coeficiente de distancia genética basado en la frecuencia de cada
banda donde se observé la misia tendencia (Tabla 4).

La presencia de microsimbiontes con haplotipos tinicos en las
diferentes plantas indica la existencia de diferenciacién genética entre los
grupos microsimbiontes. Los datos muestran que se logré determinar tres
grupos genéticamente diferenciadas entre los microsimbiontes de Frankia, lo
que sugiere un posible aislamiento espacial de los microsimbiontes asociadas
con diferentes plantas, excepto para el haplotipo A3. Curiosamente, Ia
mayoria de los microsimbiontes asociadas con las plantas Col-4 y Col-5 se
relacionan estrechamente debido a que conforman los clusters I y I,

respectivamente en el dendrograma (Fig 10).
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Una importante variacién genética se detecté en los microsimbiontes
deniro de algunos grupos (intra-planta) compa/;ada con la variacién entre
grupos (interplanta) (Tabla 5). En contraste, los estudios en los
microsimbiontes de Frankia en tres especies de Ceanothus mostré que la
diversidad de los microsimbiontes dentro de cada poblacién fue menor que la
diversidad entre poblaciones, lo que los llevé a sugerir que en la divergencia
de microsimbiontes de Frankia, la separacidn geogréfica es mas importante
que la influencia de la planta hospedera (Jeong y Myrold, 1999), aunque el
sitio muestreado en este anélisis abarcé kilémetros. En contraste, las muestras
se colectaron en un é4rea de 5x10 mts ¥ representan una menor escala de
muestreo, donde la migracién o diseminacién de clones, discutidas
anteriormente, pueden afectar la diversidad de las poblaciones.

Otros factores pueden ademés estar involucrados en la diversidad y Ia
estructura genética de poblaciones microsimbiontes, como son el efecto de la
planta hospedera, la competencia por ocupar el nédulo, la sobrevida en el
suelo y los factores edaficos. Existe evidencia que algunas cepas de Frankia se
distribuyen de acuerdo a la elevacién de un drea geografica, pero no se ha
demostrado una clara correlacién con la taxonomia del hospedero o

distribucién geografica (Ritchie y Myrold, 1999). En esta tesis, los valores de

107




algunos pardmetros edéficos como el contenido de nitrégeno, fésforo y
potasio no parecen estar relacionado con la diversidad genética de los tres
grupos identificados (Tabla 2) . Aunque en un reporte previo se encontr6 una
relacion entre pH y el tipo de Frankiz que habita nédulos de Elacagnus
(Jamann, 1992). En nuestro caso el PH fue igual entre los sitios muestreados.
Sin embargo, se observé una tendencia entre una alta diversidad de la
poblacién (por ejemplo, Col4 y Col-5) con un bajo contenido de nitrégeno y
materia organica, aunque esta relacién no fue significativa. En los estudios
con microsimbiontes de Ceanothus (Murry, 1997) y de Flacagnus (Jamann,
1992) se ha sugerido que las diferencias en la poblaciones de Frankia son una
funcién del ambiente mas que un efecto de Ia planta hospedera. Mientras que
en otros reportes se sugiere que la distribucién de las cepas de Frankia puede
ser el resultado de adaptaciones a microclimas locales (Clawson Y Benson,
1999a, Clawson y Benson, 1999b). Los datos en esta tesis no muestran
diferencias significativas en los parametros edaficos de los sitios de muestreo,

por lo que sugerimos que Ia planta hospedera puede ser un importante factor

biético que determina la estructura genética de las poblaciones de Frankia en
los nédulos. Por otro lado, si en una planta hospedera hay microsimbiontes

con diversos haplotipos (por ejemplo Col-4) esto puede deberse a una mayor
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diversidad genética de las bacterias en el suelo con igual capacidad de
competir para ocupar el nédulo 6 que la planta hospedera es mas promiscua
y por lo tanto acepta ficilmente diferentes microsimbiontes.

Aunque en nuestro anélisis no encontramos relacién entre la distancia
genética con la separaci6n geografica de los cinco grupos de microsimbiontes,
la diversidad genética de cada poblacién parece guardar una relacién con la
distribucién espacial de las plantas (Fig 12). Los valores de diversidad
genética estin ordenados en un gradiente que coincide con la distribucion
espacial de las plantas. La topologia del dendrograma de los grupos de
microsimbiontes de Frankia derivados de cada planta también represents
esta distribucién espacial de las plantas hospederas, Sin embargo, deberiamos
considerar que los resultados observados corresponden a un progresivo
proceso de infeccién. Por lo tanto, la actual diversidad observada entre
microsimbiontes puede ser el resultado de multiples eventos de infeccién
separados en el tiempo y el espacio y dependiente de la habilidad de
diseminacién de las cepas.

1.4 Estructura genética de Ia poblacién microsimbionte.
Las poblaciones naturales de las bacterias se consideran como clonales

debido a que su multiplicacién ocurre por fisién binaria. Sin embargo,
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dependiendo del grado de intercambio genelico que ocurre entre las
bacterias, la estructura genética de las poblaciones bacterianas pueden
llegara ser panmiticas (Maynard-Smith, 1993). Bajo una hipotesis de
asociacion al azar en las regiones genémicas estudiadas, se esperaria una
mayor diversidad de haplotipos. Sin embargo la diversidad genética de
nuestras poblaciones esta organizada en un reducido niimero de haplotipos
indicando una asociacién no al azar y por lo tanto concordando mejor con
una estructura clonal de la poblacién. Asf, por ejemplo en Ia poblacion Col-1
se encontraron s6lo dos haplotipos (A3 y G8) y los haplotipos reciprocos G3 y
A8 estaban ausentes. La escasez de algunos haplotipos de los esperados en
una libre recombinacion, sugiere que la estructura de las poblaciones
microsimbionets de Frankia puede ser clonal como en el caso de las bacterias
patogénicas. Los estudios de genética de poblaciones en F. coli mediante
andlisis de electroforesis enzimética multilocus han revelado que estas
poblaciones poseen una alta diversidad, pero esta diversidad esta organizada
en un namero limitado de clones distintos genéticamente (Caugant, et al
1981; Hartl y Dykhuizen, 1984; Whittam ef al 1983). Los estudios con
Pseudomonas stutzeri (Rius ef al, 2001), Serratia marcescens (Gargallo-Viola,

1989) y Salmonella spp (Selander ef al, 1990) también encontraron que la
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estrucutura de las poblaciones de estas bacterias es fuertemente clonal, Por
otra Jado O'Rourke & Stevens, (1993) demostraron que las poblaciones de
Neisseria gonorrheae exhiben una asociacién al azar de los alelos en los
diferentes loci, indicando que estas poblaciones pueden ser consideradas mas
bien como unidades panmiticas. Resultados similares fueron reportado por
Souza ef al. (1992) en el andlisis de la estructura genética de Rhizobium
leguminosarum,

En el caso de Frankia, varios reportes realizados a escala local, regional
o global muestran que en microsimbiontes de Casuarina, Allocasuarina
(Simonet et al 1999 ; Pérez et al 1999; Rouvier et al. 1996), Ceanothus (Jeong y
Myrold, 1999 Ritchie, y Myrold, 1999) y Elacagnus (Nalin ef al, 1999)
presentan una baja diversidad con un reducido ntmero de clones,
concordando con la hipétesis de una estructura clonal en lag poblaciones
microsimbiontes.
2. Diversidad genética de Frankia en el suelo.
2.1 Densidad de la poblacién de Frankia en el suelo.

La aplicacion de la técnica del NMP-PCR para cuantificar las
poblaciones del suelo de Frankia en la rizosfera de las plantas de C hystrix,

no-actinorricicas y en suelo sin cobertura vegetal.
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Aunque la menor abundancia de Frankia se observé en el suelo sin
cobertura vegetal (5x10% y 6x104 genomas/g de suelo en octubre y abril,
respectivamente) (Fig 14B), estos valores se encuentran en el rango de previas
cuantificaciones de Frankia en el suelo, donde se estiman entre 0,2x104 y
0,9x10° genomas de Frankia por gramo de suelo (Picard er al. 1992Myrold y
Hus-Danell, 1994). Sin embargo, el niimero de UGs que obtuvimos fue mayor
que las unidades de nodulacién reportados por Van Dijk ef al, (1988), los
cuales se estimaron entre 1-2x10% unidades de nodulacién/g de suelo
mediante el bioensayo plant-trapping.

En la comparacién del método NMP-PCR con métodos convencionales
de cuantificacién de bacterias, los genomas de la bacteria de K. preumoniaea
determinados como UGs fueron un orden de magnitud mayor que el de
células viables, esto indica que la cuantificacién por el NMP-PCR resulta ser
adecuado cuando se desea estimar la abundancia de Frankia en el suelo. Sin
embargo, este sistema de cuantificacién posee limitaciones, por que el
nimerc de UGs que obtuvimos fue casi la mitad que el namero de células
totales observadas en el microscopio, esto se debe probablemente a la
dificultad de lisar estructuras como las esporas y las hifas, ya que Frankia es

considerado un organismo refractario a la lisis celular; asi mismo muchas
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células de Frankia por su naturaleza filamentosa queden adheridas o
absorbidas entre las particulas del suelo, disminuyendo el rendimiento en la
extraccién del DNA,

A pesar que los muestreos se realizaron en dos épocas diferentes (en
octubre y en abril), la abundancia de Frankia asociada a la rizésfera de C
hystrix permanecio invariable con un nimero de 5,6x10¢ UGs por gramo de
suelo (Fig. 14B). El analisis quimico del suelo muestra que en la rizésfera de
estas plantas actinorricicas hay un mayor contenido de micronutrientes
especialmente nitrégeno, lo que podria ser consecuencia de la actividad
fijadora de nitrégeno en vida libre de Frankiz, la abundancia estimada de
Frankia asociada a la rizésfera de plantas no actinorricicas fue de 3,4x105 y
1,9x10° en los meses de octubre y abril, respectivamente. Los exudados de las
raices pueden ser un aporte importante de fuente de energia para mantener
las poblaciones de Frankiz en la rizésfera de las plantas hospederas y no-
hospederas. Sin embargo, El miimero de UGs en la rizésfera de las plantas no-
hospederas fue menor que le presente en la rizésfera de C hystrix.
Resultados similares se obtuvieron cuando se compararon las unidades de
nodulacién de Frankia presentes en suelos de Alnus spp (1x10° UN/cmd) con

las de plantas no hospederas (3x10° UN/cm® de stelo) (Somolander y
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Sundman, 1987; Van Dijk ef al. 1988). Joen y Myrold, (2001) determinaron por
ensayos de planta-trapping que la poblacién de Frankia en suelos de
Ceanothus velutinus fue 10 veces mayor que en suelos con plantas no-
hospederas. Sin embargo en los estudios de cuantificacién de Frankis
realizados por Smolander, (1990) en la rizésfera de plantas no hospedras de
abedules se enconiré entre 5x102 y 6,5x103 UN/cm? de suelo, este valor fue
igual e incluso en algunos casos llegé a ser mayor que el obtenido en suelos
de plantas hospederas de Alnus spp. Existen ciertos factores que pueden
influenciar las flutuaciones en el nimero de las poblaciones bacterianas
asociadas a la rizésfera de las plantas, asi por ejemplo Smith, (1976)
determiné que en las plantas de Betula alleghaniensis hay un contenido
elevado de acidos organicos como acetato, que es una fuente de carbono
importante para Frankia, esto explicaria el mayor ndmero de la poblacién de
Frankia asociada a la rizésfera de estas plantas no-hospederas. Otro factor
que se debe considerar es la composicion floristica, en los estudios de Paschke
y Dawson, (1992), en plantas de Betula nigray otras plantas no-actinorricicas
encontraron que este factor fue un modulador importante en la densidad de

Frankia presente en el suelo de estas plantas.
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Las caracteristicas del suelo también influyen en la abundancia de
Frankia en el suelo, el pH ejerce una alta influencia en la densidad de
Frankia en el suelo encontrando un rango optimo de crecimiento cercano a Ja
neutralidad (Smolander y Sarsa, 1990), esto explicaria la alta densidad de
Frankia en la rizésfera de las plantas hospederas,no-hospederas y en los
suelos de los alrededores sin cobertura vegetal, en todos estos sitios el pH
determinado fue alrededor de 7.0 (Tabla 2).

2.2 Riqueza génetica de de Frankia en el suelo.

Para analizar la diversidad genética de de Frankia en el suelo, no se
considerd el aislamiento de esta bacteria debido a la dificultad que ofrece este
proceso. En ecologia molecular, los estudios de poblaciones generalmente se
basan en la estimacién de las diferencias genéticas entre los individuos o
grupos de individuos. Para estos anilisis es apropiado emplear una técnica
que permita determinar gran parte de la variacién nucleotidica en los
marcadores moleculares empleados, como los patrones del SSCP. En estudios
previos basados en el analisis por SSCP se determing Ia estructura genética de
las comunidades de bacterias y de hongos, empleando las moléculas RNAr
165 y 18S, respectivamente como indicadoras de diversidad (Koschinsky ef al.

1999; Peters et al. 2000). Sin embargo, cuando analizamos el fragmento de 189
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pb del DNAr 168 sélo obtuvimos dos genotipos SSCP en la poblacién de
Frankia en el suelo, revelando la ausencia de polimorfismo en este fragmento.,
Cuando las muestras se analizaron utilizando como marcador Ia regién
IGSrrn se detecté una mayor variabilidad, determin4ndose nueve genotipos
SSCP, aunque en general la diversidad genetica observada en los tres habitats
fue reducida. Resultados obtenidos por Sunnucks et al (2000), indican que en
los analisis SSCP de 1a region IGSzrm en la poblaciones naturales de Frankia,
revelan mayor polimorfismo que en los genes ribosomales, Niveles reducidos
de variabilidad también se han encontrado utilizando Plant-trapping para
rescatar la poblacién de Frankia del suelo, en este ensayo Nalin ef 2/ (1997)
observé la presencia de siete perfiles PCR-RFLP nif Haelll en la poblacién
infectiva de Flaeagnus, cuya distribucién varié con Ia profundidad del suelo.
Por otra parte, los resultados indican que existe una mayor riqueza de

genotipos (H=1,59) en el suelo sin cobertura vegetal con una baja densidad de

contrariamente, en la rizésfera de lag plantas hospederas se determiné un
baja riqueza genética (con un indice de Shannon (H)=0,95 y una alta densidad
de bacterias de Frankia. Es asi que los resultados muestran que de los nueve

genotipos SSCP determinados, cinco de ellos estaban Presentes en el suelo sin
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coberfura vegetal la baja riqueza de genotipos SSCP obtenidos en la
rizésofera de C Aystrix parece un resultado inesperado, debido a que la
rizosfera se considera un habitat que favorece el crecimiento microbiano, Dos
explicaciones puede dar cuenta de este hallazgo i) una mayor competencia
heterotréfica en la rizosfera debido a 1Ia mayor abundancia de
microorganismos que favorece a algunos genotipos y por la tanto hay una
reduccién de la riqueza y ii) un efecto de seleccién por parte de la planta
hospedera que podria estar mediado por las sefiales quimicas de
reconocimiento bacteria-planta que favorece a los genotipos mas infectivos,
Este tltimo seria consistente con la hipétesis que establece que la presencia de
una cepa dominante en la poblacién microsimbionte seria consecuencia del
efecto de seleccién ejercido por Ia planta hospedera,
Asimismo, el valor intermedio de la diversidad genética (H=1,33) encontrada
en la rizésfera de las plantas no-hospederas sugiere que la competencia
saprofitica es una explicacién posible para los datos, Ya que en este habitat no
hay efecto de la planta hospedera.

Olro aspecto relevante de destacar es que, al igual que en las
poblaciones microsimbiontes, en las poblaciones de vida libre se detects Ia

presencia de un genotipo compartido con la cepa Chl4 en Jos tres sjtios
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muestreados. Similares resultados fueron obtenidos por Joeng y Myrold,
(2001) cuando compararon la poblacién de Frankia asociada a 1a rizésfera de
Ceanothus velutinus (Rhamnaceae) con otras plantas hospederas, ellos
encontraron un grupo rep-PCR coman a los dos sitios y cepas tinicas para
cada sitio,

3. Estructura genética del gremio fijador de nitrégeno.

La evaluacién de la diversidad genética de las bacterias fijadoras de
nitrégeno se realizé mediante Ia caracterizacién genética de pools del gen
nift] en los tres sitios muestreados,

La combinacién de los TRFs obtenidos por las enzimas Haelll, Mspl, y
Rsal permitié identificar algunas bacterias como pertenecientes al genero
Frankia sp correspondiente a los fragmentos 262Haelll, 23Mspl y 46Rsal y al
grupo de bacterias rhizobiales (179Haelll, 23Mspl y 46Rsal) entre otras, Se
construy6 una base de datos a partir de las secuencias reportadas por el

GenBank, sin embargo, muchos TRFs permanecieron sin identifcar. De forma

Scalay Kerkhof, 2000).
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El gremio fijador de nitrégeno presente en el suelo sin cobertura
vegetal se distingui6 del asociado a las rizésferas en el analisis de los perfiles
de los pools génicos del nifF{ Estos resultados fueron confirmados con el
analisis de distancia genética realizado por simple matching en el
dendrograma de la Fig 21, donde el cluster II agrupé todas las muestras de
suelo con un alto valor de boostrap. Los patrones TRFs se compararon
empleando el analisis PCA para estimar la relacién entre los grupos nifH
identificados en los tres sitios y confirmé los resultados obtenidos en el
agrapamiento. Poly ef al. 2001 evalué la estructura de pools de genes niffl en
seis tipos de suelo y determinaron que la composicién de las comunidades
diazotréficas difieren en gran medida en una gran escala (entre suelos) y a
una microescala (entre micro-ambientes de un tipo de suelo). Muchos
reportes indican la influencia de las propiedades fisicas y quimicas del suelo
en la actividad diazotrépica (Riffkin ef al, 1999). Los resultados obtenidos
sugieren que las diferencias en la estructura del gremio fijador de nitrégeno
entre los tres sitios analizados pueden ser explicadas en parte por los factores
edaficos tales como el contenido de nifrégeno, el fésforo y el contenido de
materia organica que son significativamente mayores en las rizésfera de las

plantas hospederas. La cantidad total de nitrégeno inorgénico en la rizésfera
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de las plantas de C hsytrix fue de 30,4+6,77 y estas plantas presentan la
mayor diversidad de bacterias diazotrépicas con un H=1,53, mientras que en
la rizésfera de las plantas no-actinorricicas la diversidad fue de 1,46, con un
contenido de nitrégeno de 21,8+8,79 y en el suelo sin cobertura vegetal la
diversidad fue de 1,43 v un contenido de nitrégeno de 23,4+17,8. La
abundancia de las poblaciones de Frankia, es mayor en la rizésfera de fas
plantas hospederas con un 13,5%, seguido de un 6,7% en la rizésfera de
plantas no hospederas y 0,34% en el suelo sin cobertura vegetal, esto nos
indica que el contenido de nitrégeno puede ser un ﬁ:nportante factor que esta
modulando la estructura de las comunidades diazotépicas y a la abundancia
de las poblaciones de Frankia en el drea analizada. Sin embargo, varios
reportes indican que la actividad y abundancia de las bacterias diazotropicas
totales o de poblaciones especificas puedan estar influenciadas en forma
negativa por el nitrégeno inorganico. Asi por ejemplo Peoples ef al, (1992)
determin6 que el amonio y el nitrato inhiben a la enzima nitrogenasa, atin en
bajas cantidades. Herridge y Brockwell, (1989), reportaron que el contenido
de nitrato también esta relacionado negativamente con el nimero de
diazétrofos. Sin embargo, los datos obtenidos en esta tesis indican, que el

contenido total de nitrégeno podria estar relacionado con la diversidad de
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diazétrofos, lo cual es independiente de la actividad de fijacién de nitrégeno
que esta regulada por nitrégeno combinado.

Por otra parte, Bardgett et al (1999) ha sugerido que la especie vegetal
define un microhabitat que afecta mayoritariamente la estructura de la
comunidad fijadora de nitrégeno mas que las propiedades fisico-quimicas del
suelo. Esto explicaria por que en el dendrograma el gremio de diazétrofos del
suelo forman un grupo independiente (cluster I), lo que indica que la
rizésfera define un microhabitat claramente distinto del suelo y por lo tanto
podria ser el factor determinante en la estructura y diversidad de las bacteria
fijadoras de nitrogeno y en la abundancia relativa de Frankia dentro del
gremio de diazétrofos.

4. Diversidad genética de la comunidad bacteriana total.

De acuerdo a nuestros resultados encontramos que el andlisis del
fragmento del DNAr 16S permitié detectar cambios en la estructura de la
comunidad bacteriana asociada a la rizésfera de las plantas hospederas de
Frankia, no-hospederas y en suelo sin cobertura vegetal. Los resultados
obtenidos en esta tesis muestran que la comunidad bacteriana del suelo sin
cobertura vegetal presenta un menor nitmero de TRFs que la asociada a las

riz6sferas. La comunidad bacteriana asociada a la rizésfera fue dominada
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principalmente por cuatro ribotipos, el tamatio de estos (209omward Y 71Tevorse;
224f y 125r; 198f y 305r; 41f y 123r) coincidié con la especies de Frankia, el
grupo de bacterias rthizobiales, Desulfovibrio sp y Halomonas sp,
respectivamente. Mientras que en el suelo sin cobertura vegetal los ribotipos
dominantes (39f y 125r; 39f y124r) se identificaron como Pseudomonas sutzeri
y Xanthomonas campestris.

Aunque la intensidad de fluorescencia no es una medida estricta de
abundancia, ésta puede ser una buena aproximacién cuando se comparan
muestras ambientales. Es asi como los resultados obtenidos corroboran que
las mayores abundancias se encuentran en la rizésfera. Estas observaciones
indican que existen diferencias tanto en la composicién y la abundancia de las
poblaciones asociadas a la rizoésfera y al suelo sin cobertura vegetal. En los
estudios de Smalla et al (2001) mediante analisis DGGE también se detecté
diferencias significativas entre las comunidades microbianas asociadas a la
rizésfera de frutilla, canola 6 papa con las comunidades del suelo.

En los estudios ecolégicos se establecen que la riqueza y la abundancia
de las comunidades biolégicas reflejan la presion que ejerce el tipo de
rizésfera que moldea la diversidad en las comunidades. Asi por ejemplo una

mayor riqueza y abundancia de ribotipos fue observada en la rizosfera de C
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hystrix, mientras que cuando analizamos estos parametros en la rizésfera de
las plantas no actinorricicas vario de una especie de planta a otra. Esto nos
indica que diferentes especies de plantas seleccionan distintas comunidades
bacterianas. Nuestros resultados estan acordes con los hallazgos reportados
por Smalla et al (2001), quiemes encontraron que las comunidades
microbianas asociadas a la rizésfera de canola y papa fueron similares, pero
diferentes a las de frutilla. Del mismo modo Schweiger y Tebbe, (2000)
reportaron diferencias en los perfiles SSCP del DNAr 16S entre Album y
Medicago sativa. Finalmente Berg et al. 2002 sugieren que la rizésfera de cada
especie de plantas proporciona condiciones especiales que seleccionan cierto
tipo de cepas.

Por otra parte, se compar6 la composicién de las comunidades
bacterianas presentes en los tres sitios empleando la medida de distancia
genética de Jaccard de los perfiles T-RFLP del DNAr 16S. En el dendrograma
de la Fig 25, dnicamente las comunidades asociadas a la rizésfera de C
hystrix formaron un grupo. La rizosfera de las plantas hospederas
proporcionan condiciones similares que favorecerian el desarrollo de
comunidades bacterianas mas homogéneas, mientras que las diferentes

especies de plantas no-actinorricicas proporcionan habitats especificos debido
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a un crecimiento radicular con condiciones espaciales a cada especie de
planta que puede alterar las condiciones locales del suelo y asi contribuir a las
diferencias observadas en las comunidades microbianas asociadas.
Normander y Prosser, (2000), determinaron que la superficie de la raiz y la
liberacién de exudados ricos en aminoacidos y azucares influyen en la
composicion de las comunidades bacterianas de la rizésfera, Asi mismo,
Meschner et al. (2001) reportaron que la especie de Ia planta, la zona de la raiz
y el tipo de suelo influyen en la comunidad microbiana de la rizésfera. Sin
embargo de acuerdo a nuestros resultados, las comunidades microbianas que
se encuentran en el suelo sin cobertura vegetal estarian influenciadas
principalmente por las caracteristicas edéficas, de acuerdo a los estudios de
Yang y Crowley, (2000) y Wieland ef al. (2001) quienes han sugerido que las
diferencias en las comunidades microbianas dependen del tipo de suelo
(estructura del suelo, la humedad y el contenido de materia organica).

A pesar que esta tesis abre una luz en el conocimiento del
comportamiento de las poblaciones naturales de Frankia en los distintos
niveles de organizacion ecolégica, muchas preguntas permanecen por ser
resueltas acerca de la estructura y ecologia de las poblaciones de Frankia,

Estudios adicionales que consideren otra areas de muestreo o acceder a la
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poblaci6n del suelo mediante plant-trapping podria revelar mayores niveles
de diversidad genética de Frankia. Asi mismo wuna aproximacion
metagendmica de la diversidad del suelo podrfa dar cuenta por ejemplo de

filotipos predominantes o de nuevos filotipos en la rizésfera actinorricica.
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CONCLUSIONES

1. En Ja poblacién microsimbionte se determiné 15 haplotipos o grupos RFLP-
PCR, con un haplotipo (A3) comiin y dominante (0,62) que es compartido con
la cepa Chl4 y confirmado por secuencia.

2. Los 14 haplotipos restantes son tinicos de los microsimbiontes asociados a
cada planta hospedera, es decir son privativos.

3. En la poblacién microsimbionte se distinguieron al menos tres grupos de
Frankia genéticamente diferenciadas de Frankia y con una estructura clonal.
4. En la poblacién de Frankia del suelo, existe mayor numero de unidades
genbmicas en el suelo rizosférico de las plantas actinorricicas que en los otros
dos habitats estudiados.

5. La poblacion de Frankia del suelo esta definida por 9 perfiles SSCP, el perfil
obsrvado en la cepa Chl4 (G1) se encontré en ambas rizésferas Yy en el suelo.

6. Se detecté menos riqueza genética en la poblacién actinomicete que en la
poblacién microsimbionte.

7. Las bacterias fijadoras de nitrégeno se agruparon de acuerdo al habitat:

rizosfera de planta hospedera, no-hospedera y suelo sin cobertura vegetal, La
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composicién quimica del suelo y la influencia de la rizésfera explicarian estas
diferencias.

8. Frankia es un grupo funcional significativo en la rizésfera de las plantas
hospederas, mientras que en el suelo se reduce su abundancia relativa,

9. Las comunidades bacterianas asociadas a la rizésfera de las plantas

hospederas son las mas homogéneas entre si .
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1.1 Secuencias del fragmento de 360 pb del gen nifH de diferentes bacterias
fijadoras de nitrégeno para el analisis por T-RFLP




Bacterias verde—-sulfurosas

Pelodictyen luteolum
1 tegacccgte tecetgetegy cggactecag cagaaaaccg tgecttgacac gctecegcegag

61 gagggagagg aagtcgaact Cgaagacatc atcaaagagg gataccgcaa

cacccgetge

121 accgagtecg
catcacctca

181 gtcaacctge
ctatgtgtte

241 tacgacgtgc
cgacggaaaa

301 gctgaagaaa

Chlorobium limicola

1 tctacccgee tectgetegy cggictccag cagaaaaccg tactcgatac ccetgegtgag
6l gagggagaag aagtcgaact

cacccgctgt

121 acggagtccg
cataacctcg

181 gtaaacctgc
ttatgtgtte

241 tacgatgtgc
cgacggcaaa

301 gcagaagaga
Chlorobiam tepidem

gecggacctga
ttgagcagcet
teggegacgt

tctacatcgt

gcggaccgga
tcgaacaget
tcggtgatgt

tetatategt

gcccggegtg ggctgegeag gocgeggeat

gggegcatac gacgaagaat gggacctcga

ggtctgtgge ggattcgeaa tgccgatecg

ctgetec

tgaagatatc atcaaagagg gatacagaaa

accaggcegtg ggctgtgcag gacgeggeat

tggagcctac gatgaggaat gggatctcga

cgtatgeggc ggattcgeca tgectatceg

ctgctec

1 tccaccegec teetgetegg cggtcttcag cagaaaaccg ttctcgacac

cctgogegag
61l gagggcgaag
cacccgetge
121 acegagtcceg
catcaccteg
181 gtcaacctge
ctacgtgtte
241 tacgatgtge
cgacggtaaa

aggtcgaact
gtegtectga
tcgaacaget

ttggcgacgt

301 gccgaagaga tctatatcgt

Firmibacteria

Clostridium beijerinekii

1 gaggaggaaa
aggaaaatct

6l actaccacac
aatgatagta

121 ggatgtgatc ctaaagcaga

acaaaaaaca
181 gttctagata
cttaaaaaca

ctaatatgag

aaaatttaac

ctttaagaga

cgaagacatc
gcctggegte
cggcgettac
ggtgtgegge

ctgctet

acaagtagct
ttecagcttta
ttetacaaga

agaaggagac

attaaagaag
ggctgegety
gatgacgaat

ggtttcgeca

atttatggaa
gctgaaatgg
ttagttettg

gacattgaat

gttacagaaa
gcegeggeat
gggaactcga

tgccgatccg

agggtggaat
ggaaaaatat
gaggtttage

tagatgcaat




601 tctgeggtgg
tacatcgtca
661 cctccggega
gtccteaagt
721 acgegeacte
aacaccgacc
781 gcgaggacga
atccacttea
B41 tccegeogeaa
atcgagtacyg
901 accccaagaa
gtcgacaacg
961 acatgaagac
ctcatcgagt
1021 tegggateat
gtcgectgac
1081 cccageccag
gaggatgagg
1141 tcccgatcat

Cvanobacteria

MNostoc sp

1 atgactgacg aaaacattag acagataget ttctacggta aaggcggtat cggtaaatet

cttogegatg
gatgatggcg
cggtggtgtc
gctgatcatg
caacgtegtg
ctogcaggeo
gatcecgacg
geadgcaggag
acaccgacgc

gacgac

cegatecegeco
atgtacgcgg
cggcteggeg
gagctegecoe
cagcacgceg
gaccagtacc
ccgatcacea
gacgagagca

gcacccgacg

agggcaaggc

cgaacaacat
ggctcatetyg
gecgectcaa
agctgcgcoeyg
gegagetgge
tggacgagct
tecatcgecaa

cteeetgete

gcaggagatc
cgccegegga
caacagccgt
cacccagatg
gatgacggtc
ccggaagate
cgaggagcett
ggccgeegec

cgacaccgtc

6l accacctcec aaaacaccct tgcagctatg gcagaaatgg gtcaacgcat

catgattgta

121 gyt tgegacce ctaaagetga ctecaceegt ctgatgeotte actecaaage

tcaaaccacc

181 gtactacact
cgaagtaatg

241 ttgaccggtt
cggtgtaggt

301 tgcgeeggte
cgcttaccaa

361 gacctagact
tttegetatg

421 cctateccgtg
aatgatggeg

481 atgtatgctg
cggtggtgta

541 cgtttaggtg
gttaatcatg

601 aacttggcety
caacatcgtt

66) caacacgcag
caaccaaggt

721 caagagtacc
cattcctaca

781 ccaatggaaa
agacgacgac

tagetgctga
tcegtggegt
gtggtatcat
tegtatccta
aaggtaaage
ctaacaacat
gtttgatctg
aacgtttgaa
aattgcgeceg
gcgeattage

tggatgaact

acgcggtgea
taagtgegta
caccgecatt
cgacgtatty
acaagaaatc
cgetegeggt
taacagcecgt
cacccaaatg
tatgacegtt
taagaagatc

agaagctetg

gtagaagact
gaatectgygtg
aacttettag
ggtgacgttyg
tacategtta
attttgaaat
aaggttgacc
attcacttcg
aacgagtacg
atcaacaacy

ttgatcgaat

tagaactcca
gtcecagaacce
aagaaaacgq
tatgtggtgyg
cetotggtga
atgctcacte
gtgaagacga
tacctegtga
caccagacag
acaagctcac

acggtctatt




841 ttagaacaaa
atgtaaaact

tattaatgga

Clostridium cellobioparum

1 atgagacagg
cactcagaac
61 ctcacggcag
tgatccaaag
121 gcegactcta
ggacaccctc
181 cgcgaggaag
cgccggaatce
241 aagggtgtgy
cattatcacc
301 tcaattggec
tgtattctac
361 gacgttcttg
aggcaaggce
421 caggagattt
aaacaatatc
481 gcaaagggga
actgatctgce
541 aacteccegta
ggagatecgga
601 acccagatga
atcaataaaa
661 agacagttat
attggegege
721 aagattgacg
caggctggaa
781 gcaattttga

tagctattta
ggttyggaga
ccegteotggt
gcgaagacat
aatcgggagg
tgctggageg
gggatgttgt
atatcgtgtyg
tttcaaaata
aggtagacygg
ttcactttgt
cgacttttceg
gcaatgacat

tggaacacgg

Desulfotomaculum nigrificans
1 gttgteggt t gtgatcocaa ggetgactec acteggetge ttttacacgg

tttaaaccaa
61l aagacggtat
ggacatcatqg
121 cggcaggget
aggegtcggc
181 tgcgecggtce
ggettatact
241 cccgacctgg
cggttttgec
301 atgecccatce
tgaaatgatg
361 geettatacg
ttceggeggt
421 gttegectgyg

Thallobacteria

tggataccct
atggcggcac
ggggcatcat
attacgtctt
gggaaggcaa
ccgccaacaa

gcoggcattat

acatggtctt

cggaaaaggc
gatgggcaag
gttgggcggt
tgagctggat
accggagceg
tttaggtgea
gtgceggeggg
ttcegecgag
tgccaacace
cgaagcggat
ccoogegaca
ccecgatgacce
gtttgtggtt

aattttagat

aagggacgag
cctatgtgtyg
cacttcecatt
ttacgatgtc
ggcecaggaa
cattteccaag

ctacaacggyg

attgattaaqg

ggcatcggea
aaaattatga
ctggcgcaaa
acggttctga
gcgteggetg
tatgaggctyg
ttegegatge
atgatgggecc
ggcggegtge
ttggtcagee
atgcggtgca
caggccgacqg
cccagaccta

taa

ggggaagaca
gaatctggeg
aacctgctgg
ctgggggacg
atctatattyg
ggcattcaaa

cgcaagaccy

atagtattaa

aatccacaac
ttgtaggttyg
agacggtttt
aggtaggata
cgggacgegg
atttggatta
ccattcgtga
tgtatgcgge
gtctgggagg
gggtagcgaa
gaaggcggaa
aataccggac

tgtceatega

ttgaactgga
gcceggaacc
agtcecectggg
tagtgtgcgg
tggcctecdg
aatacgeccea

acaat
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Frankiaalni

1 aggadgagca ccgecatgege cagatcgect tetacggeaa gggtggtatt ggcaagtcch

61 ccacccageca gaacaccatg gcggecatgg cegagatggg ccagegggte

atgatcgtcg

121 gg tgtgaccc gaacgctgac tegaccegee tgatcetgea ctegaaggeg

cagacctcecg

181 tcatcecagcet cgoggecgag aagggttcgg tcgaggacct ggagetcgac

gaggtgcteg

241 tcgagggcca
ggcgtegget

301 gcgeeggeeg
gcgtacgaga

361 acctegactt
ttcgegatge

421 cgatecgcea
atgatggega

481 tgtacgcgge
ggcggegteo

541 ggcteggegg
ctgatcatqgg

601 agctcgeceqg
aacgtegtge

@6l agcacgccga
agccaggecy

721 acgagtaccy
atcectaccce

781 cgatcacaat
gcgcaggagyg

841 acgagagcgt
cteetgeace

gtggggeatc
tggcgteate
cgtgacctac
gggcaaggcyg
gaacaacatc
gcteatctge
ccgectcaac
gctgegecgg
ccagctcgce
ggacgagctc

gatcggcaag

aagtgcgtcg
accteocatca
gacgtecteg
caggagatct
goccgaggea
aacagccgca
acccagatga
atgacggtca
aacaagatcg
gaggagctcc

gccgecgcegyg

agtceggtgg
cctacctgga
gtgacgttgt
acatcgtcac
tectgaagta
agaccgaccyg
tccactteat
tcgagtacga
tcaacaacga
tcategactt

tegectgacg

901 gacaccgtey aggatgaggt cccgaceatg acgacgacte

Frankia sp

1 ccgaccgeat ccgcgeegac gggttceageca cgaccagcaa ggccccgeac atccageagg

ccoggagecg
ggaggcceggo
gtgtggtgge
ctoceggegag
cgogeactec
cgaggacgag
ccegegtaac
cccgaagaac
catgaagacg
cgggatcatg
atcceacgeco

cggcaccc

61 gttcagcacg acccagcaac ggtagtgceg aggtcececggt ccaacccgac

cggcgacgcec

121 cggcatcccyg cagacccgaa cecgtgtgace

ccegttgate

181 cgcgageege
ttetacggea

241 agggtggtat
gcegagatgg

301 gcaagaaggt
ctgatcctge

36l actegaagge
gtcgaggace

421 tggagctcga
gagtccggtg

481 gcceggagee
aactacctgg

541 aggaggccgg
ggcgacgtcg

agaccgtace
cggcaagtec
catgategtce
gcagacctce
cgaggtcctyg
ggcggtggge

cgectacgag

aaggaggacg
accacccagce
ggctgtgace
gtcatccecage
gtcgagggcece
tgcgeeggee

gacctegact

ggggcgacceg
accacatgcg
agaacaccat
cgaaggccga
tggeggeega
agtggggcat
gtggecgtecat

tcgtgaccta

cctggteacy
ccagatcgece
ggcggcecatg
ctecgacecge
gaaggggtcg
caagtgegtg
cacctecate

cgacgtectt




841 accaagcact ctgaaatcat cggtaagcece geagaagcta ccaaatag

Nodularia sp.
1 teecacccgtt tgatgctaca cagtaaagct caaacaaccqg ttcttecactt ggctgngaa
61 cgtggtgeag tagaagatat cgaaatcgaa gaagtaatgc tgaceggttt
ccgtaacgtt
121 cgttgcgtag aatctggtgg tcragaaccc ggtgtaggtt gtgctggtcg
tggtattatc
181 accgccatea acttcttaga agaaaatggt gcttaccaag acttagattt
cgtatcttac
241 gacgtattag gtgacgttgt atgtygtggt tttgctatge ctatccgtga
aggtaaggca
301 caagaaatct acatcgtgac a
Synechocystis sp
1 tctaccegtt taatcctcaa ctgtaaagct caggtaactg tattacactt agctgctgaa
61 atgggttctg ttgaagactt agaactcgaa gacgtaatgc tcgaagggtt
tgaaggeatc
121 aagtgtgtag aatctggtgg tectgageet ggagttggtt gtgctggteg
tggtattate
181 acctccatca acttcctaga agaagaagga gcttacgaag acttagaatt
cgtatcetac
241 gacgtattag gggacgttgt atgtggtggt ttcgctatgce ctatcegtga
aggaaaagca
301 caagaaatct acatcgttac ctct
Anabaena variabilis
1 atgactgacg aaaacattag acagataget ttctacggta aaggeggtat cggtaaatet
81 accacctcce aaaacaccet tgcagctatg geagaaatgg gtcaacgeat
catgatcgta
121 ggttgegace ctaaagctga ctccaccegt ttgatgctec acgctaaage
gcaaaccact
181 gtacttcact tggctgctga acgcgytgca gtagaagact tagaactaca
cgaagtaatg
241 ttgaccggtt tecgtggegt tcgttgegta gaatetggtg gtccagaace
cggtgtaggt
301 tgcgeceggtce gtggtatcat caccgccatt aacttcttag aagaaaacgg
tgcttaccaa

361 gacctagact tcgtatccta cgacgtattg ggtgacgttg tatgtggtgg
tttcgetatg

421 cctatccgtg aaggtaaagc acaagaaatc tacategtta cectetggtga
aatgatggcg

481 atgtatgctg ctaacaacat cgctegeggt attttgaaat atgetcacte
cggtggtgta

541 egett gggtg gtttgatttg taacagccgt aaaactgacc gggaagccga
attgatcgaa

601 aacttggetg aacgtttgaa cactcaaatg attcacttcg tacctegtga
caacatcgtt

661 caacacgctg aattgegteg gatgactgtt aacgagtacq caccagacag
caaccaaggt

721 caagagtace gtgcattagc caagaaaatc atcaacaacg acaagceteac
cattcctaca




781 ccaattgaaa tggatgaact cgaagoectyg ttgatcgaat acggtattcet

tgatgatgat

841 tctaagcacg cagaaatcat cggtaagecce gcagaageta ccaaatag

Gloeothece sp

1 tctacteget tgatccttaa ctgtaaageg cat

61 cggggttcetg
tgaagacatc
121 aaatgegtag
tgggattatc
181 actgccatca
cgtatecctac
241 gacgtattag
aggaaaagca
301 caagaaatct
Fischerella sp
1 aggagaaate
gtaaaggcgg
61l tattggtaaa
tgggtaaacyg
121 gattttgatt
tccactgtaa
181 agctcaaacc
acttagaatt
241 ggaagaagta
gtggtcctga
301 acctggtgta
ttgaagaaaa
361 cggcgettac
ttgtgtgegyg
421 tggttteget
ttacctcetygg
481 tgagatgatg
agtatgccca
541 ctceggtggt
accgcgaaty
601 ggacttaatc
ttgtccceceg
661 tgacaacatt
atgcaccaga
721 cagcaatcaa
acgaatttat
781 ggctgttcca
agtttggtat
841 tctcgaaagc
ctaaagaaag
901 tgagaaaaaa

Chloroglocopsis sp
1 tctacceget
ggctgetgaa

ttgaagatat
aatcaggtgg
acttececttga
gggacgttgt
acatcgtaac
atcatgteceg
tctaccacct
gtaggatgeg
accgtgttac
gtaatcaatg
ggttgtgetg
caagacctag
atgcetatcee
gcgatgtttg
gtgcgettgg
agcgagttgg
gtgcaacatg
gcaaatgaat
acacccctgyg
gatgaacaag

caagaagatg

tgatgctaca

agaactcgaa
tectgaaccet
agaagaagga
ctgcggtggt
ctet

acgaaagaat
cgcaaaatac
atcctaaage
acctggeage
gttttegtaa
gtcggggtat
attttgtete
gtgaaggtaa
ctgccaacaa
gtggtttaat
caagacgaat
ctgagttgeg
accgtacatt
aaatggacga
ttaagcaact

ctgaaggega

cagtaaaget

gatgtactge
ggcgtaggat
gcttacgaaqg

ttegetatge

tagacaaata
cctegetgea
tgactccace
agaaaagggt
tattaggtgt
catcactgec
ctatgatgta
agcccaagaa
catctetcge
ttgtaacagc
tagtactcaa
tecggatgact
agctacgaag
gctagaagag
gactgagaca

agectag

caaactaccg

gtcacag ttctacactt agcecgeagaa

tcacagggtt
gcgetggteg
acatagattt

ctatcegtga

gctttcetaty
atggcagaaa
cgcttaatec
gcagtagaag
gtagaatctg
attaacttte
ttgggtgacy
atctacateg
ggtattctca
cgtaaaactg
atgattcact
gtaaatgagt
atcatcgaca
ctgctgattg

gataaagcag

tattgeactt




61 cgtggagecag
ccgtggtgtg
121 aagtgegttg
tggtattate
181 accgccatca
cgtatettat
241 gacgtactag
aaataaagca
301 caagagattt
Xenococcus sp

1 tccactegtt tgatgctgea cactaaa

61 agaggttctg
taacaacgtt
121 egctgegttg
cggtattatt
181 acagcaatta
agtatcctac
241 gatgtattgg
aggtaaagce
301 caagaaatct

tcggagacet agaactagaa gaagtaatgc tcactggett

agtctggtgg
acttecttaga
gcgatgttge

acattgtaac

gccagaacca
agaaaatggt
gtgtggtggt

atcce

ggcgtaggtt
gcctaccaag

tttgcaatge

gtgctggteg
atgttgactt

ctatcocgega

gec caaactacta ttetttctet tgecagcagaa

tcgaagacct tgaactcegaa gaagtattac tcactggeta

aatctggtgg tccegaacct ggtgtaggtt gtcectggteg

acttcctaga agaagaaggt gettacgaag atctagactt

gtgacgttgt ttgcggtggt tttgegatge caattcgtga

acattgtecac

ttet

Proteocbacteria: subdivision alpha

Rhizobium sp

attcaagaca tgtegtcact gagacagatc
541 gcattttacg gcaagggggg catcggcaag tcgacgacgt cccagaacac

gctggceggeg
601 ctggcggaga
cgacteaacc
661 cgcetcatce
cgeegeegge
721 agcgtcgaag
catcegetge
781 gtggaatccg
catcacctee
841 atcaatttec
ctacgacgtg
901 cteggegacg
ggcgeaggaa
961 atctacatcg
catctecaag
1021 ggecattctea
ctgcaacgaqg
1081 cgccagacyg
cdgcacceag
1141 ctecatetatt
ccgcatgacy
1201 gtgatcgagt
cgctgagege
1261 gtccacaaca
cgagctcegag

tgggccateg
tgcacgecaa
acctegaget
gcggecegga
tggaggagaa
tggtgtgegg
tcatgteegy
agtacgccaa
acaaggagct
tcgtgecgeg
atgecgccega

atggcggcaa

catceteate
ggcgcaggac
cgaagaggtc
gccgggcegte
cggegectat
cggcttegee
cgagatgatg
tteeggegge
ggaactggcc
cgacaacatc
cagcgttcag

gggcatcatc

gtcgge tgeg accecaagge

accatcctgt
atgaagatcg
ggctgegegg
gaggacatcg
atgcceatcec
gecatgtatg
gtgcgcetgg
gagaacctcg
gtgcageacyg
gecgaaccact

ccgaccecca

cgctggecge
gctaccgoga
ggcgeggegt
actacgtcte
gcgagaacaa
cggccaacaa
gcgggcetegt
ccaagaagct
cegagetgeg
atecgeaacct

tcaccatgga



241 gccractegg
gacggaccgc

301 gaactegate
ccacttcegtyg

361 ccacgagaca
ccagtatgeg

421 ceggagtceca
tgccaatteg

481 ggtcaaggca
gctgcteogac

541 tteggcatca

Bradyrhizobium sp

1 cagatcgegt tttacggcaa aggcggcatce ggcaaatcga cgacgtegeca gaacaccctc

geggegtgeg
tcgecgagge
acategteca
aacaggegygce
ccatccegac

tgaagacc

gcteggeggyg

actggcggcce
gcatgcegag
ggagtatcge

ccegatecace

ctgatttgea
aagctcaatt
cteaggaaga
gegctagetg

atggaggaat

61 gcagegcteg ccgagatggg tcatcggate ctgatcgtceg

caaggeggat

121 tegactegec tgatcctgea

ggccgctgeco

181 gccggeageg
tcgegacate

241 cgttgcogteg
cggcgtcate

301 acctegatea
cgtgtcctac

361 gacgtgetcg
gaacaaggcg

421 caggagatct
Xanthobacter flawvus

tcgaggacct
agtceggegg
acttcetgga
gegacgtggt

acatcgtgat

cgccaaggca
cgagatcgaa
tceggageceg
agagaacggc

ctgcggegge

caggacaccea
gaggtcatga
ggcgtegget
gcctatgagg

ttegegatge

atgagcgcca
ccaagctcat
tgacggttat
agaagatcca

tggaagacat

gc tgegacoe
tecectgagecet
aggtecggcta
gcgccggecy
acatcgacta

cgatccgega

gtccggegaa atgatggeaa t

tcgaccegee tgatecetgea cgccaaggey caggacaceca tccttteget ggccgegaac
61 gegggttegg tggaagacct cgagctegag gacgtgatga aggtecggeta

caacgacatc

121 cgetgegtgg agtcgg

tggegtgatce
181 acctegatca
cgtgtcctac

241 gacgtgetgg gegacgtggt gtgc

gaacaaggct

acttcecttga

gtgg ¢ccggagecg ggegtegget dgegcocggecg

ggagaacggce gectacgagg acatcgacta

301 caggaaatct acatcgtcat gtcc

Rhodobacter sphacroides

ccatgggaaa actccggeag atcgetttet acggcaaggqg

301 c¢gggatcgge aagtcgac

agatgggtca

361 gaagatccte ategte

tcectgaacac

421 caagctgcag gacaccgtge ttcaccte

aggatctcega

481 actcgaggat gtggtcaaga tcggetacaa

cocggegggee

541 ggagccggge gtggget

tecctggaaga

gggcatcaaa

ggcgge ttcgegatgc cgatecgcga

ga cctegcagaa cacectegeg gcactggteg
ggc t gegateceaa ggoegacteg acccgectga

gc cgccgaageg ggcteoegtcg

tgcacegaaqg

gcg cgggecegegg cgtcatcace gecatcaact




601 gaacggegec
acgtggtctg
661 cggeggette
tegteatgte
721 gggcgagatg
tgaaatacgc
781 gaactcggge
ccgaccgega
841 gctggaactg
acttegttce
801 gcgcgacaat
agtatgcgee
961 egagagcaag
agaactcggg
1021 caagggcgtg
tgatggattt

Rhodopseudomonas sp

caaggcggac

121 tecacecgee
cgecogeggaa

181 gecyggttegg
caagggcatc

241 aagtgcaccyg
cggcgteatce

301 accgcgatca
cgtctectac

361 gacgtgcetceg
gaacaaggcec

421 caggaaatct
Methylosinus sp

61 ggcatcgega
gtagtcgacqg

acggccggcg
gaagccgace
cagggaaagq

301 atggtgtact
aggatcgcea

Azoarcus sp

O

1 agagccatca tctegeegga catgac

tatgacgacg
gccatgcecga
atggegotet
ggogtgegee
goegaggeee
atcgtgecage
caggcgcagyg

atccegaccee

tgatccteaa
tecgaggaccet
aagccggigg
acttcctega
gcgacgtggt

acatcgtgat

tcgactacgt
tcegegagaa
atgcggccaa
tecggeggeet
tegecgegeg
acgccgagcet
aatategega

cgatcaccat

caccaagatg
cgaactcgaa
tecccgagecg
agagaacggc
gtgceggegge

gtceggtgaa

ctecctacgac
caaggcgcag
caacatcgec
gatctgcaac
tctgggetge
cegecgegay
actggccege

ggaagagctg

1081 cggeatcatg cagtecgagg aagaccgect cgecgeeate geogecgeeg aggectgate

caggacacgqg
gacgtgatga
ggegtcegget
gecctatgagg
ttcegegatge

atgatggcac

gtgctgggeg
gaaatctaca
aagggcatcc
gagcgcaaga
aagatgatcc
acggteatce
aagatccacg

gaagagatgc

1 cagatcgcet tttacggcaa gggcggeatc ggcaagtcca ccacctegea gaacactotg
61 gccgectetgg tegagatggy tcagaagatt ctgatcgteg getgegacec

tgctgagcct
aggtcggcta
gegeeggecg
acgtcgacta
cgatecgega

t

gatg tagatctcct gagecttgtt ctcacggatc

agccgccgca gaccacgteg ccgagcacgt cataagaaac

121 cegtcgtaag cgcecctgete cte
181 cagccaactc cecggetocgg accace

241 ttcatgacgt cttcgagcecte gagatcete

gagcettgge

gaggaag ttgatcgagg tgataacgec
ggac tcgacgcaac ggatgtette

g accgaaccgg ctteggegge

gtgecaggate agacgggtcg agtcegectt

-

Proteobacteria: subdivision beta

agttteaaca tggocaaaget gegtocaatge gecatttatg gcaagggegg



661 tatcggcaag tcegaccacca cccagaacct ggttgeggee ctggecgaag

ceggcaagaa
721 ggtcatgatc
tccacagceaa

781 ggcccagacce accgtgatge acct

acctegaact
841 cgacgacgtc
geggtocgga
901 acccggegtc
tggaagaaga
961 aggegcectac
acgtggtgty
1021 tggtggette
tcgtetgete
1081 gggegaaatg
tgaagtacge
1141 caactceggt
cegacegcga
1201 agacgaactg
acttegtgce
1261 gcgtgacaac
agtacgacco
1321 gacccacaag
acaacaagat
1381 gctegtcatc
tggaattcgg
1441 catcatggaa
ttgoegecgg
1501 cgcegetgec
Alcaligenes faecalis

601 taattatggc aatgegtcaa tgcgetattt ac

aaatccacca

gteggt tgeg accegaagge tgactecace cgtctgatec

ctgtcyggteg
ggctgcgecy
gacgacgaac
dgcgatgccga
atggccatgt
ggcgtgegec
ategaagege
gccgtgeage
caggccgacc
ccgaccecga
caggaagacg

taagtcagce

ggcege tgaagccgge teggttgaag

gctteggtgg cgtgaagtge gtegagteeg

gccgtggegt
tcgacttegt
ttecgogaaaa
acgcecgecaa
teggeggeet
tggccgeege
acgccgaaat
agtaccgtca
tegagatgga

agtccatcgt

661 cgacccagaa cetegtggey gecctggecg

atcgtcgge t
721 gegaceccaa
aacaccatca
781 tggaaatggc
gtgcteaaga
841 ceggctacgg
gtgggctgeg
901 ceggtcgeyyg
tacgaggatg
961 acctggactt
ttegecatge
1021 ccatccgega
atgatggega
1081 tgtatgccge
ggcagcgtgce
1141 ggcteggegg
ctgatcatgg

ggecgactec
cgcocgaggec
cgacatcaag
cgtgatcace
cgtettectac
gaacaaggcce
caacaacatc

gctgatctge

actegcetga
ggtaccgtgyg
tgcgtegagt
gcgatcaact
gacgtygctcy
caggagatct
tccaagggea

aacageccgca

tatcaccgee
gttctacgac
caaggcccag
caacategee
gatctgcaac
catgggcace
ccgecgeatyg
gctegoccag
acagctcgaa

cggccagacc

aactcggcaa
tectgeactce
aagacctgga
cgggcggtee
tecctegaaga
gcgacgtggt
acgtggtetg
tegtgaagta

acaccgaceg

atcaacttcec
gtgctgggeg
gaaatctaca
aagggcatcg
agccgcaaca
cagatgatce
accgtcatcg
aaggtgctga
gcecctgetga

gctgccgage

gggaaggg tggaatcgga

aaaggttatg
caaggcgcag
actcgaggac
ggagecggge
gaaggccgeo
ctgtggegge
ctocggegag
Ccgccaactcee

cgaggacgag




1201 eccetggeega caagctgggc tcgeagatga tccacttegt

aacgtggtge

1261 agcgegceega aatccgeege atgaccgtea tcgagtacga

aagcaggccg

1321 acgaataceg gaccetggeyg aagaagatcg tcgagaacaa

atcececaccee

1381 cgatcagcat ggacgagctg gaagccttge ttatggagtt

gacgaggaag

1441 acatgaccat cgtcggeang aCCECCEces aggaacea,

gcaatttacg

T.ferrooxidans ni

cecegegegac
ccecgecgea
gaaactggtce

cgggatcatg

£C ttitgtice ctitagtgaagatpgcatt gogteagtpt

121 catagtgtta aataggccat gatgaacttg gcacggccct tgcaacagcg

aggacggaac

181 gegactegte cettttggg

aataggagac

241 atggcaatga gtgacaaact aa

cattggcaag

301 tccacgacct cgcagaaaca cct

aattctecate

g ggcttccate tggcaagcta gtcattttia
gacaaatc gccttttatg gtaaaggggg

gdgeggca ctggeggaaa tgggacagaa

361 gtcggeccaacaacat ctecaaggge gtgetcaagt atgccaacte

cggcggeogta
781 cgtctgggey
actggccgag
841 gecattggceceg
cttcatcegtg
801 cagcatgecyg
caagcaggceyg
961 caagaatacc
ggctateece
1021 accecgatca
catgcagaag
1081 gaagacacca
aatgtaatga

gecteatetg
gcaaactggg
aattgecggcg
ggactctgge
ccatggacga

gecatcatcgyg

taacgagegt
caccaagcte
catgacggtg
ggaaaaaatt
gttggaagat

caagactgct

cagaccgaca
attcatttcg
ctggaatacg
catgeccaatg
ctgettatgg

gccgaattgg

1141 acggtggcec ggpttgtica cegteeecac caggatgtgg cacctaattg aagcaaggag

proteobacteria: subdivisién gamma

Azotobacter chroococcum

1 cagacacgaa gaagccggge ccgtgacatg ccegecatgg actgetgete cgtcgeogea
61 cgccacttec tgcaccagce ggcatgaacc ceggtaccac

atcgecgegg
121 cgttactacc
cgactcceega

ggtacgcege cageccggga cgacgcagat

181 cacatgccat atgcagcatg aaatatcgct gaaaacatat

tttatccaaa

241 aaacaaacaa catatgaaat tcacatcttg atggcaccac

tcecctgega

aggaactgga
taccecgega
caccggaatc
ccggeaaccee

acttcggcat

cggctgeggg

atgggaacgg
cgectgeagte
Lactggtttt

ccttgcteea




301 caccagtcaa
agtgtgcaat
361 ttacggcaag
cegegetege
421 cgaggcegge
ecacccgect
481 gatcctgeat
ccggcteggg
541 tgaagacctc
agtgcgtcega
601 gteceggegge
ccgcgatceaa
661 cttectggaa
acgacgtget
721 gggcgacytg
cccaggaaat
781 ctacatcgte
tcgecaaggg
841 categtgaag
gcaacagccy
901 caagaccgac
gcacccagat
961 gatccacttt
gcatgaccegt
1021 gatcgaatac
cccagaagat
1081 cctcaacaac
tcgaagaget
1141 gctgatggag
aggecggege
1201 cgagggctga
gctgtecgga
1261 atggcttcte
tctccaaccet
1321 caggagctga
tgcggcgact
1381 gcaageccggt
gtgatcgacg
1441 cegacagetg
gtctgceceg
1501 tggacttctg
cegettgecg
1561 gcgacagage
tttecteagg
1621 gegatcgecg

Methylomonas sp
1 atcgecatca
ttcacgaatt

acgccacgaa
ggtggtatcg
aagaaggitga
tccaaggecce
gagctggaag
cctgagecgg
gaggaaggcg
gtgtgcggeg
tgotecggeyg
tacgceccact
cgcgaagacyg
gtgcegegeg
gatccgaaag
aagcetgctgg
ttcggecatca
tcecogeegge
gcggecggea
ccctatggeco
ctgcccgace
caacgagtge
catccagccg
ateececgecge

ttttttetet

tctcgectga

tcaatggagg
gcaagtccac
tgatcgtegg
agaacaccgt
acgtgetgea
gcgteggetg
cctacagega
gcttogecat
agatgatgge
coggecagegt
agctgatcat
acaacgtcgt
ccaagcagge
tcateccegaa
tggaagccga
gcagtgtttg
cgcegeccte
atggcecatcg
ggctegateg
gccgacctgg
ctecgatgact
tectgecaceg

cctgacegea

gcatacgatg

tteccaagatg

caccacccag

geattgegto

aacctggteg

t tgegacceg aaagoecgact

catggagatg
gatcggctac
cgcgggeegt
cgacctggac
gccocgatcecge
catgtacgce
gegictggge
ggcectggece
gcagcacgcgc
cgacgagtac
cceggcgage
agacgagtcc
cggaggagcg
ccttttgaat
acggctacga
tecectecaggg
dgcgagccacy
gaagactgaa
gaccaccaaa

cctt

taaatttett

gccgeateog
ggcggcogtea
dggcgtgatcea
ttegtgttet
gagaacaagg
gccaacaaca
gggctgatet
gcgaagatcg
gaaatcegece
cgtgcecetgg
atggaggacc
ategteggea
tgcagtegegg
cgceccegaat
atgcaccgtce
cggtatctac
ctgtctegge
¢gagccgeac

cggegatoge

gggctttgtt




6l ggcategega
gaagtcgagg
121 tcgteggtat
accacggccg
181 gegcaaccta
gcggtaacec
241 actttcaata
tgceatttge
301 atgatagagt
ctteggatea
361 ca

aaccaccgca
aagcaccttc
cacocggetce
cgtcettecag

tttgegettt

aacaacgtca
ttcttecaag
tggacecgeet
tteccaaatct

cgcatgcagg

cccaatacat
aagttgatcg
gattecaacge
tctacgetac

atcaaacgag

cgtagaatac
cggtgataac
atttaacgte
cggcatcagce

tagaatcggce

Klebsiella pneumconiae
1 atgaccatge gtcaatgage tatttacggt aaaggeggta tcggtaaatc caccaccacy

61 cagaaccteg

cggce tgegat

121 ccgaaggegy
cattatggag

181 atggcegegg
gcaaattgge

241 tacggcgatg
ctgegeggga

301 cgcggegtga
ggacgatcte

361 gatttcgtgt
catgccgatce

421 cgcgaaaaca
ggcgatgtac

481 geggecaaca
ggtgcgectce

541 ggcggectga
tattgeectg

601 gcggaaaage
cgtgcagege

661 gcggagatce
ggccaacgaa

721 taccgeaccec
gacgccetge

781 accatggatg
ggaagacacc

841 agcatcattg
caattat
K oxytoca

tcgecgeget
acteccacceqg
aagtcggcete
tgegetgege
tecacggegat
tetatgacgt
aagcecagga
atatctccaa
tctgtaacte
tcggtaccea
gccgcatgac
tggcgcagaa
agctggaatg

gcaaaaccge

1 tcocaccegece tgatcctgea cgctaaa

61 gtcggetcgg
cggcgacgtyg

121 egctgegegyg
cggcgtgate

181 acggcgatca
ttttgtctte

tcgaggatct

ggcggagatyg
tetgattotg
ggtcgaggac
ggaatccggce
caactttctt
gctcggegac
gatctacatce
agggatcgtt
acgtcagacc
gatgatccac
ggttatcgag
gategtcaac
gctgetgatg

cgccgaagaa

gca cagaacacca ttatggagat ggcegcggaa

ggtaagaaag tgatgatcgt

cacgccaaag
ctegaacteg
ggcccggage
gaagaagaag
gtggtctgeg
gtctgcteeg
aaatacgcca
gaccgtgaag
tttgtgccec
tacgaccecg
aacaccatga
gagtteggca

aacgcggccet

cacagaacac
aagacgtget
caggcgtcgg
gegectacga
gcgdcttege
gcgaaatgat
aatccggeaa
acgaactgat
gcgacaacat
cctgtaaaca
aagtggtgecce
tcatggaaga

gagcacagga

cgagctcgaa gacgtgctge aaattggcta

aatceggegg cccggageca ggcgtegget gegeggggeg

actttcttga agaagaagdgc gcctacgagg acgatctcega




61 aaagtgatga
cctgeactce
121 aaagcccaga
agatctggaqg
181 ctggaagacg
cggtggtecca
241 gagccaggcg
cttagaagaa
301 gaaggecgegt
tgacgtagtt
361 tgeggtgget
catcgtec
1 ggtattggta
agcgggcaagq
61 aaagtgatga
cctgecactee
121 aaagcccaga
agatctggag
181 ctggaagacg
cggtggteca
241 gagccaggcg
cttagaagaa
301 gaaggegegt
tgacgtagtt

Psendomonas stutzeri

1 atcggcaaat ccaccacgac ccagaaccte

cggcaagaaqg
61 gtcatgatcg

gcactceaag

121 gcgcagaaca
cctggaacte

181 gaggacgtgc
cggtccggag

241 ccgggegttg
cgaagaggaa

301 ggcgectacg
cgtcegte

Vibrio diazotrophicus

tegteggetyg
acaccatcat
ttctgaaagt
ttggttgcge
acgaagacga
tegetatgee
agtcgacgac
tcgteggetyg
acaccatcat
ttetgaaagt
ttggttgcge

acgaagacga

cgaccctaaa
ggaaatggcet
cggctteggt
tggcegtggt
tctggactte
aatccgtgaa
tactcaaaac
cgaccctaaa
ggaaatgget
cggetteggt
tggcegtggt

tctggactte

gctgactcecea
gctgaageceg
ggcgttaagt
gttatcaceq
gtattctacg
aacaaagctc
ctcgtggecg
gctgactceca
gctgaageeg
ggcgttaagt
gttatcaccg

gtattctacg

ctegtctgat
gtaccgttga
gcgttgaatc
ccatcaactt
acgtactggg
aggaaatcta
ctectggecga
ctegtcotgat
gtaccgttga
gcgttgaate
ccatcaactt

acgtactggg

gtggcggeee tggecgaact

tecggetgega ccccaaggece gactecacte gectgatcct

ccatcatgga aatggegdgcyg gaggccggta ccgtggaaga

tcaagaccgg ctacggegac atcaagtgcg tegagteggg

gctgegeedg tegoggegtyg atcaccgcga tcaacttccet

aggatgacct ggacttcgte ttctacgacg tgcteggega

1l tcaactegtce tcatcctgca ctcaaaa

61 gccggtacgg
tagegatgtt
121 cgctgtgtgg
eggtgttatc
181 acagcaatca
tttegtttie
241 tacgacgtat
tgaaaacaaa
301 gcggaagaaa

ctgaagacat
aatcaggegg
acttcctega
tgggtgacgt

tetacategt

gca caaaacacca tcatgggaat ggcagcggaa

cgaactagaa gatgtattga aagteggtta

ccectgagoea ggcgtaggtt gtgctggteg

agaagaagge gegtatgaag atgacttaga

tgtgtgtggt ggtttcgega tgccaatteg

atgttet




Proteobacteria:

Desulfovibrio salexigens
1 tccaccegte tgctgetegg
ccttegtgaa
61 gaaggtgaag acgttgaact
atcatggtgt
121 gttgagtceg gcggtectga
catcacttee
181 atecaacatgc tcgaaaacct
ctatgttttc
241 tatgacgttc tcggtgacgt
cgatggtaag
301 gctgaagaaa tttacatcgt
Desulfovibrio africanus
1 tccaccegge tectgetgea
cctgegegag
61 gagggtgagg acgtggagct
cgtcatgtge
121 accgagtcog geggaccega
catcacttce
181 atcaacttgc tggaacagcet
ctacaccttc
241 tacgacgtgce toggegacgt
cgagggcaay
301 gcecaggaga tetatatogt

Desulfobacter latus

1 tccgeaegqge tcatgetceaa cggactggcc Ccagaaaaccyg ttctggagac cctgagggaa
atgtggaact ggaagacgtg agaaaagaag ggtacggegg

61 gagggtgagg
ggtcctgtgt
121 acggaatccg
catcacctcc
181 atcaatcetge
ttatgtattt
241 tatgatgtte
tgagggcaaa

301 gcecaggaga tetatattgt

Archecbactgria

Methanococcus vannielii

1 agtacaaggt taatcttgea cggaaaacaa caaac
61 aaaggggaag acgaatgtac tectgata

tggagtcagg

tggtetgget
tgaggatatc
acccggegta
cggtgectac
tgtttgeggt
atgttce

cggcctggeco
tgaggacatc
gecgggegtg
cggegectac
tgtetgegge

ggtcteg

tgtatecce

subdivisidn delta

cagaaatcecqy
cgtaaacceg
ggctgtgeaqg
gaagaaggcy

ggattcgcea

cagaagaccqg
atcaagctcg
ggttgegeeg
aatgaagaca

ggcttegeca

ttetegacac
gttteggega
gtegeggtat
aaaacctcga

tgcecatecy

tgcteogacac
gctacggegy
goecgeggaat
agaacctaga

tgceccateeg

gegggecgga acccggtgte ggctgegegg gccgggggat
tggaacaget gggtgcetat gacgaagagc agcatctgga

tgggoegacgt ggtctgcgge gggtttgeca tgcccatceg

aacaa tgatggacac attaagggaa
aa gttattgaaa ccggattttg

121 tgtgtagaat caggtgggec ggaaccaggt gtggggtgtg caggtagagg

cgttataacc




181 gcaattacac tcatggaaca acacggtgtt tacgqaagaca accttgactt
cgtattctte

241 gatgttttag gggacgttgt atgeggtgga tttgcaatgc ctgtaaggga
cggtaaagca

301 gacgaaatct acgttgtage atcg
Methancthermocbacter thermautotrophicus
1 agcacacgce tgatactggy cggtaaaatyg cagacaacaa tgatggacac cctgegtgaa

61 cttggagagg gegeatgeac accagataag gttatagaaa caggatttgg

aggtgtaaag

121 tgtgttgagt caggaggcec agaaccaggt gtcggatgeg caggcagggg
tgttataace

181 gccataacce tecatggagag acacggggtc tacgaaaatg atctggactt
tgtattettt

241 gacgttctag gggacgtggt atgcggcegge ttcgeaatge cagtgagaga
cggaaaggca

301 gaggaaatat acattgtggc atca

Burkholderia tropicalis
1 ttgegattta tgggaaggqg ggcatcggca agtegaccac ctcgecagaac
acgctcocgeogg
61 cgctcaccga cctegggecag aagatcctga tcgtceggetg cgacccgaag

gccgattcega

121 cgeggctgat cctgcacgeg aaggcgcaqgy acacgatcett gtcgectegea
gcggaagcegg

181 gatcggtcga ggacctcgaa ctegaggacyg tgatgaagat cggttacaag
gacatececgcet

241 gcgtcgagtce gggcggcecy gaaccgggeg tcggetgege cggtegaggo
gtgatcacgt

301 cgatcaactt cctegaggaa aacggtgcct atgacggtgt cgactacgtyg
tcgtacgacg

361 tgcteggega cgtcgtetge ggegge

Burkholderia sp
tecatgagea aagcgectet gegteagatce gecttttacg gcaagggagg

1201 tatcggcaag tccaceacet Cgcagaacac cttggecgec ctggtegatce
tcggtcagaa

1261 gatectgatc gtcgge tgeg acceegaagge ggactcgace cgectgatce
tgcacgcaaa

1321 ggcccaggac accgteectge atctggecge cgaggctggt tcggtcgagg
atctggaact

1381 cgaagacqgtt ctgaagatcg gctacaagaa catcaagtgce gtegagtegg
gcggecogga

1441 gcegggggte ggctgcgeeg ggegeggegt catcacctcg atcaacttec
tggaagaaaa

1501 cggecgectac gacgacgtgg attatgtgte ctacgacgtg ctgggcgacg
tggtgtgcgg

1561 cggtttegee atgcecatece gtgaaaacaa agcccaggaa atctacateg
tcatgtccgg

1621 ecgagatgatg gegotetacqg ceogecaacaa catcgccaag ggcattttga
agtacgccca




1.2 Anélisis del patrén de restriccion de la secuencias nifH de las bacterias fijadoras
de nitrégeno por el programa WebCutter 2.0,




Klebsiella

Enzyme No. Positions Recognition
name cuts of sites sequence
HaeIll 2 70 158 gg/cc
HhaI 4 140 145 181 229 gcg/c
MspI 3 152 160 344 c/eqgg
RsaTl 1 364 gt/ac
Frankia alnii
Enzyme No. Positions Recognition
name cuts of sites sequence
HaelIX 5 73 125 158 185 223 gg/ce
HhaI 4 48 181 229 318 gcg/c
MspI 6 152 160 166 182 224 341 c/cag
Rsarl 1 232 gt/ac
Nostoe sp o
Enzyme No. Positions Recognition
name cuts of sites sequence
HhaIl 2 181 229 gcg/c
MspI 3 122 167 182 c/cgg
Rsar 1 59 gt/ac
Aciditiocbacillus ferroxidans
Enzyme No. Positions Recognition
name cuts of sites sequence
HaeIITI 5 13 73 158 229 352 gg/cec
HBhal 4 48 181 241 315 geg/c
MspI 5 80 152 166 303 338 ¢/cgg
Rsal 1 358 gt/ac
Azotobacter chroococcum
Table by Enzyme Name
Enzyme No. Positions Recognition
name cuts of sites sequence
HaelXll ) 46 70 158 185 319 358 gg/cc
HhaZl 2 181 229 gcg/e




MspT 4 80 152 166 344 c/egg
Rsal 1 364 gt/ac
Azoarcus sp

Table by Enzyme Name
Enzyme No. Positions Recognition
name cuts of sites sequence
HaelIl 5 46 70 185 319 358 gg/fcc
Hhal 2 181 229 gcg/o
MspI 5 80 152 160 187 182 e/ eqgq
RsaX 1 364 gt/ac
Bradyrhizobium

Table by Enzyme Name
Enzyme No. Positions Recognition
name cuts of sites segquence
HaeIIl 2 70 185 gg/cc
HhaT 3 181 229 318 geg/c
MspI 6 80 152 160 166 182 341 c/cgg
Burkholderia sp

Table by Enzyme Name
Enzyme No. Positions Recegnition
name cuts of sites sequence
HaeIII 3 46 70 158 gg/cc
Hhal 4 181 188 229 357 gcg/c
MspI 4 160 166 182 341 cfcag
Alcaligenes faecalis

Table by Enzyme Name
Enzyme No. Positions Recognition
name cuts of sites sequence
HaeXIT 5 13 70 79 226 319 gg/cc
Hhal 2 48 181 geg/c
MspI 6 80 122 160 166 182 344 c/cgg
Rsal i 84 gt/ac
Rhodobacter sphacroides

Table by Enzyme Name
Enzyme No. ©Positions Recognition




name cuts of sites

HaelIX 3 13 159 185
Hhal 4 181 229 318 357
MspT 3 152 160 166

Rhizobium sp

Table by Enzyme Name

Enzyme No. Positions
name cuts of gites
HaelIX 4 13 70 158 355
Hhal 5 48 181 188 225 318
MspI 5 80 152 160 166 341
Azospiriltum brasilense
Table by Enzyme Name
Enzyme No. Positions
hame cuts of sites
HaeIII 3 13 185 316
HhaT 4 48 181 229 357
MspT 6 80 152 160 166 182 341

Desulfotomaculum nigrificans

Table by Enzyme Name

Enzyme No.
name

Positions
cuts of sites

HaeIII 4 152 313 334 352
HhaT 1 175
MspI 4 154 176 300 338

Anabaenz variabilisg
Table by Enzyme Name

Enzyme No. Positions

name cuts of sites

HhaT 2 51 184

MspI1 4 125 170 185 410
Rsal 2 62 419

sequence
gg/cc
gcg/c
c/cgg

Recognition
sequence
gg/cc

gcg/c

c/cgg

Recognition
sequence
gg/cc
gcg/c

c¢/cgg

Recognition
sequence
gg/cc

gcg/c

c/cgg

Recognition
sequence
geg/c

e/cqg

gt/ac




1.3 Analisis de la secuencia nucleotidica del fragmento de 524 pb del
DNAr 16S para la cepa referencia ChIl y las muestra de suelo Col-2
por elann{alisi inform{atico BLAST.
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722¥A RLAST « esulte
Your BLAST query:

hlastall -1 o -0 hlastn —-d rrna - 1n.0 “G D RN X0 -WwoD =T -3 -r 1T -m @ ~v 100 - 100

If you believe this command is incorrect, you can see the script that generated it here, or you can contact Jan Wayvts,

BLAST results:

BLASIN 2.2.2 [Jan-08-2002]

felfvreuce:

2T nilaen N el wwn 1™ Mh onan o T B ) e 2T At me A W ok FE, ..

treumbaun, Lolpacn DL, Thomoo T sraBiily LslGonoare M, CchXffon,

x4 nohui 7h ang, Phanecs ?H:ng‘ Weahh Mi11? ar and Dawi T, Tivman (19407
SRR Thone Lana Zhano venh Milleyr anad Dawrid b

"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of
programs™, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402,

Query=
(493 letters)
Database, 33TIL3T LRNA
21,724 Soguoncezy 24,900 5234 +o+ea1 lottoxs

SeATChIng. .. ... done

Score E
Sequences producing significant alignments (bits) vValue
Franklia sp. 540615 524 0.0
Frankia_sp. 140617 s23 ¢.0
Frankia sp. amngagas $24 o.n
Frankia_sp. ARDG3640 $24 0.0
Frankia sp. L40618 216 0.0
Frankia ap. 140956 200 0.0
Frankia sp. U60287 508 0.0
Frankia_sp. U60286 %00 0.0
¥rankia _sp. Mudsse QUU u.u
Franhia_sp. FRIZ_AFi35637 351 6.0
Trankis zp. Lajelo €ce o.2
Frankia_sp _Wan2es 88¢ o.n
Frankia_sp. U60284 886 0.0
Frankia sp. 140622 884 0.0
Frankiamsp._L40613 884 0.0
Frankia sp. M58598 884 0.0
Frankia sp. M55343 884 0.0
¥rankia sp. u7z271s 87z 0.9
Fratthia >p. L4612 868 0.0
Frankia cp. arngagm SE4 0.0
Frankia ep 172717 RR4 0 n
Frankia_sp. AF063639 841 0.0
Frankia sp. U69265 841 0.0
Frankia sp. L40616 833 0.0
Frankiaﬂsp._FrCam_AFOSO?SB 833 0.0
Frankla‘sp._FrCth_AFUbUYbB Bdy u.v
Frankia_sp. AFG34776 817 0.0
annkia_sp._L113B7 S8% .o
Reidathermus cellnlelsvticong aJ007200 Tea o0
F‘ranlria__ap._ﬂ?:d'lﬂdﬂ - 757 0.0
gnidentified_actinomycete_L43598 143598 737 0.0
Geodermatophilus sp. X92366 730 0.0 I




rRNA BLAST results

Microsphaera_multipartitustSO066
Geodermatophilus_sp._392360
Geodermatophilus_pp._x92362
Frankia_sp. X53208
Streptomyces_espinosus_xB0826
St:eptomyces_;p.“381574
Geodermatophilus_pbscurus_X92355
Sporichthyq_polymorphamABO25317
Geodermatophilus“obscuzus_XQZB57
Stxeptomycesﬂ;p._A254AF184081
Geodermatophilus_obscurus_LdO620
Saccharothrix_cryophilis;AFl14806
Geodermatophilus_obscurus_892359
CryptosporangiunLﬁp._ABOD6168
Cryptosporangium_sp._33006166
CryptosporangiunLjaponicum_D85466
Streptomyces_;hermocarboxydus_AJZ49627
Sporichthya_polymorpha_ﬁ?ZB77
Streptomyces_sp._NTéaJOO1433
Geodermatophilus_sp._x92363
Amycolatopsis_thermoflava_AFDSZS90
Streptomyces_thermncarboxydus_U94490
Amycolatopsis_sp.HAJODOZBS
Streptomyces_pseudogriseolus_XB0827
Streptomyces_sp._pHRB_AFOZGOBO
Modestobacter_multiseptatusqu8646
Actinosynnema_mirumLXB4447
Nocardioides_thermolilacinus_AFO05019
Nocardioides_thermolilacinus_AEO05018
Streptomyces_thermncarhoxydovoran_UQ4489
Streptomyces_thermocarboxydovoran_US4488
streptomyces_thermocarboxydovoran_UQ4487
Streptomyces_caelestia_XS0824
Streptomyces_caelestis;AJ399467
Streptomyces_purpurascens_AJSQ9486
Geodermatophilus_sp._X92361
Streptomyces_sp._Y15494
Streptomyces_vellosus_x99942
Streptomyces_ﬁumanus_AJB99463
Geodermatophilususp.hx92358
Streptomyces_pallidus;AJ399492
Streptomyces_thermotolerans_AJS99482
Streptomycetaceae_295470
streptomyces_cyaneus_AJB99470
Streptomyces_coeruleofuscus_AJ399473
Saccharothrix_flava_AFl14808
Saccharothrix_aerocolonigenes;AF114804
Actinosynnema_pretiosum_suhsp.__AF114800
Amycolatopsis_methanolica_xs4274
Streptomyces“sp._NRRL_S?SQAAJ391814
Streptomyces_hawaiiensisAAJ399466
Stxeptomyces_coelicolor_D;RL353862
Streptomyces_coelicolorﬁD_ALO?9345
Unidentified_actinomycete“L43597_L43597
Streptomyces_coelicolor_c_ALBSBB61
Streptcmyces_coelicolo;;A;ALSS6612
Streptomyces_poelicolor_Z__D_AL353862
Streptomyces_lividans_B_YO0484
Streptomycesmthermoalkalitoleza_AJO00284
Amycolatopsis_orientalis_xs1573
streptomyces_tendae_D63873
streptoverticilliumqmashuense_X?9323
Streptomyces_panescens_z76684
Streptomyces_sampsonii_Z?6680
Geodermatophilus_obscurus_xs2356
Streptomyces_limosus_Z?ﬁ679
Streptomyces_sampsoniiﬂn63871
Streptomyces_rutgersensis_z76638

>Frankia sp. 140619




RNA BLAST results

Length = 1498

Score = 924 bhits (466) , Expect = 0.0
Identities = 466/466 (100%)
Strand = Plus / Plus

Query: 14 ttgggcgtaaagagctcgtaggcggcctgtcgcgtcggctgtgaaaacccggggctcaac
l!1I|llltll!llfi!llli!llflilllllllllilllrlllllflltlllIlfllil
Sbjct: 523 ttgggcgtaaagagctcgtaggcggcctgtcgcgtcggctgtgaaaacccggggctcaac

Query: 74 cccgggcctgcagtcgatacgggcaggctagagtccggtaggggagactggaattcctgg
IllI!llfI{Ifllllll!lilllltlli!IIIllIl!I!f[lf!lllillillllllll
Sbjct: 583 cccgggcctgcagtcgatacgggcaggctagagtccggtaggggagactggaattcctgg

Query: 134 tgtagcggtgaaatgcgcagatatcaggaggaacaccggtggcgaaggcgggtctctggg
ll!llIlilllllllIllll!IlliililiIIllfllfillII!]II!IIIIIIIIEIII
Shjct: 643 tgtagcggtgaaatgcgcagatatcaggaggaacaccggtggcgaaggcgggtctctggg

Query: 194 ccggaactgacgctaaggagcgaaagcgtggggagcgaacaggattagataccctggtag
1IIIIllilllillll[lllitillIIlIfiEll!llll!illllllllli!lli!lllr
el T -r&umuu;ﬁupgv;u;ggagcgaaagcgtggggagcgaacaggattagataccctggtag

Query: 254 tccacgccgtaaachLguu;:;:w“_LﬂH_qﬁHq_,,___H"_h___._~ﬂu__-“hmq
iii%iiiEIIIIIII!IIIIIJIIIIII!illIlIillltllilifi!iillfIllIIlI
Sbjct: 783 tccacgccgtaaacgttgggcgctaggtgtgggggaccttccacggcctccgtgccgcag

Query: 314 ctaacgcattaagcgccccgcctggggagtacggccgcaaggctaaaactcaaaggaatt
Ellfifl!i!i!lllllillll[l!llllllllltlrllllllll!lillflllflf!ll
.. T n-“nuu,nu,u““,uuvuvycctggggagtacggccgcaaggctaaaactcaaaggaatt

Query: 374 gacgggggccchJ;;uuhw“U“ﬂ““,ut“-"”,-.“"_.-N"-h_"","-"""""",--

2:1255335ififl[Illil!l!IIiilllillllllillllilillllIiil!lllli!
Sbjct: 883 gacgggggcccgcacaagcggcggagcatgtggcttaattcgatgcaacgcgaagaacct
Query: 434 taccagggcttgacatgcagagaaatcctgtagagatatggggtcc 479

Ilfll[l[!llllllf!f!Ilil!lllllllililllllllllliI
L_uuagggcttgacatgcagagaaatcctgtagagatatggggtcc o988

(9]
1

e iz,

>annkiamsp._L40617
Length = 1498

Score = 924 bits (466}, Expect = ¢.g
Identities = 466/466 (100%)
Strand = pPlus / Plus

Query: 14 ttgggcgtaaagagctcgtaggcggcctgtcgcgtcggctgtgaaaacccggggctcaac
lllIillIfiIl[lIiIII!!l!llitll!llll!IlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbyjct: 523 ttgggcgtaaagagctcgtaggcggcctgtcgcgtcggctgtgaaaacccggggctcaac

Query: 74 cccgggcctgcagtcgatacgggcaggctagagtccggtaggggagactggaattcctgg
o ll!IIflll[Il!IIf!i!IIIIlllIIlIlIIllillflltlllfillllillllllll
-, Lnl ,,,:E?u_tgcagtcgatacgggcaggctagagtccggtaggggagactggaattcctgg

o gtageasteasntact LT T T LT T T T
Sbjct: 643 tgtagcggtgaaatgcgcagatatcaggaqgaacaccggtggcgaaggcgggtctctggg

ﬁle:I/C:\WH\]DOWS\Escritorio\publicoZ\BLAS'I%ZOChM.htm
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