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RESUMEN |

Frankia es un actinomiceto fijador de nitrogeno que establece una asociacién
simbidtica con plantas actinorricicas formando nédulos radiculares. | Rhamnaceae es una
de las familias actinorricias y sus géneros se encuentran formando parte del matorral
esclerofitico de Chile central. La familia estd compuesta por |7 géneros, Trevoa,

Colletia, Retanilla, Discaria, Talguenea y Ceanothus, donde algunos géneros tal como

Talguenea son endémicas,

La extension de diversidad genética de cepas de Frankia aisladas de esta familia
se estudié mediante polimorfismo enziméatico multilocus y la secue'ncia del rDNA 168.
Las relaciones filogenéticas se establecieron entre miembros de Frankia aislados de
Rhamnaceae y otras familias actinorricicas. Ademas, la capacidad| de cepas nativas de
infectar y fijar nitrdgeno en simbiosis con su planta huésped y plantas de la familia

Elacagnaceae se determind por ensayos de inoculacion cruzada para determinar el grupo

de infectividad.

El analisis de 8 sistemas enzimaticos usando electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE) con tincién especifica para cada enzima mostré que cepas de
Frankia representativas de 4 de las 8 familias actinorricicas se distribufan en 3 grupos
principales; un grupo con todas las cepas aisladas de plantas pertenecientes a la familia
Rhamnaceae; un segundo grupo con las cepas aisladas de plantas pertenecientes a la

familia Betulaceae, y un tercer grupo con cepas de la familia Casuarinaceae.




Por otra parte, el analisis del rDNA 168 mostrd tres clusters. El primero era un
cluster Rhamnaceae/Elaeagnaceae, lo cual corrobora lo encontrado anteriormente de una
baja variabilidad genética entre estas familias, El género Ceanothus sp. (Rhamnaceae)
formé un segundo cluster con la familia Rosaceae. Un tercer cluster agrupd
representantes de las familias Myricaceae, Betulaceae y Casuarinaceae.

Los ensayos de inoculacion cruzada mostraron que cepas de Frankia aisladas de
plantas rhamniceas eran capaces de infectar plantas hospederas pertenecientes a las
familias Rhamnaceae y Elacagnaceae. Las cepas ensayadas eran infectivas y efectivas,
siendo capaces de nodular y fijar nitrégeno. Esto apoya la hipotesis que cepas derivadas
de las familias Rhamnaceae y Elaeagnaceae constituyen un grupo de inoculacidn

cruzada.




ABSTRACT

Frankia is a nitrogen fixing actinomycete, which establishes a symbiotic association
with actinorhizal plants forming root nodules. Rhamnaceae is one of the actinorhizal
families and some of its genera are found forming part of the esclerofitic matorral of
central Chile. The family is composed of 7 genera, Trevoa, Colletia, Retanilla,
Discaria, Talguenea and Ceanothus, where some genera such as Talguenea are
endemic.

The extent of the genetic diversity of Framnkia strains isolated from this actinorhizal
family was studied by multilocus enzymatic polymorphism and 165 tDNA sequence.
The phylogenetic relationships were established between members of Frankia isolated
from the Rhamnaceae and other actinorhizal families. Furthermore, the capacity of
native strains to infect and fix nitrogen in symbiosis with their host plant and plants
from the Elaeagnaceae family was assessed by cross inoculation assays to determine
their infectivity group.

The analysis of 8 enzyme systems using polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)
with specific staining for each enzyme showed that Frankia strains representing 4 of the
8 actinorhizal families were distributed in 3 main groups; & group containing strains
isolated from plants belonging to the Rhamnaceae family; a second group with strains
isolated from plants from the Betulaceae family, and a third group containing strains

belonging to the Casuarinaceae family.



Likewise, the 168 rDNA sequence analysis showed three main clusters. The first
was a Rhamnaceae/Elacagnaceae cluster, supporting the previous finding of a low
degree of genetic variability between these two families. The genus Ceanothus sp.
(Rhamnaceae) formed a second cluster with a strain isolated from the Rosaceae family.
A third cluster grouped representatives of the Myricaceae, Betulaceae and
Casuarinaceae families as previously published.

The cross inoculation assays found that Frankia strains isolated from rhamnaceous
plants were able to infect host plants belonging to the Rhamnaceae and Elaeagnaceae
families. The strains assayed were both infective and effective, being capable of

nodulating and fixing nitrogen. This supports the hypothesis that strains derived from

Rhamnaceae and Elacagnaceae plants constitute a cross inoculation group.




1. INTRODUCCION

1.1. Frankia merfologia

Frankia, nico género representante de la familia Frankiaceae (Normand et al,
1996) son bacterias filamentosas, heterotroficas y gram positivas que pertenecen al orden
Actinomycetales, aisladas por primera vez por Callaham ef al., en 1978. Los criterios
taxondmicos més importantes para establecer el status genérico de este actinomicete son su
morfologia filamentosa (Newcomb & Wood, 1987), su capacidad para fijar nitrogeno
atmosférico en vida libre (in vitro) o en simbiosis (in planta) con plantas superiores, la
pared celular tipo I (presencia de acido meso-diaminopimélico, alanina, acido glutimico,
dcido murémico y gltilcosamina), fosfolipidos de tipo PL, y un alto contenido de G + C en el
rango de 68-72% (An et al., 1983; Lechevalier, 1994).

Frankia se diferencia en 3 tipos celulares i) hifas ramificadas y septadas, ii)
vesiculas NIR (Nitrogen Reducing vesicles), y iii) esporangios multiloculares. Estas
estructuras se observan tanto en cultivo puro como en los nddulos radiculares, excepto
los esporangios que se forman en algunos nddulos, denominados sp+ (Schwintzer,
1990). Las hifas estin divididas internamente por septas y constituyen la principal
estructura del micelio.

Bajo condiciones limitantes de nitrégeno, las hifas se diferencian
generando vesiculas NIR, estructuras especializadas &n la fijacién de nitrdgeno ya que
contienen el complejo nitrogenasa, el cual es responsable de Ia reduccién de nitrogeno

molecular en amonio (Meesters, 1987). En cultivo, las vesiculas son estructuras esféricas




de 2-3 pm de diametro que se encuentran unidas al micelio por un corto tallo a la hifa
parental. La forma de las vesiculas producidas en nédulos radiculares es determinada
por la planta huésped (Lalonde, 1979; Baker & Seling, 1984). En el caso de las familias
Betulaceae, Elacagnaceac y Rhamnaceae, excepto el género Ceanothus, las vesiculas
son esféricas y septadas, en Ceanothus tienen la forma alargada y no son septadas,
mientras que en Coriaria, Comptonia y Datisca las vesiculas tienen forma de mazo
(Torrey, 1985). La pared celular de las vesiculas esta formada por lipidos hopanoides
que actilan como una barrera para impedir la libre difusion de oxigeno al sitio de
actividad nitrogenasa y asi evitar su oxidacion (Berry, 1994). Aun cuando las vesiculas
son una respuesta de Frankia a la falta de nitrogeno, se han reportado cepas que
desarrollan vesiculas en medios de cultivos que contenian nitrégeno combinado
(Gauthier et al., 1984; Cart, 1993).

Las hifas también se pueden diferenciar, dependiendo de las condiciones de
cultivo, a esporangios y esporas, las cuales se producen en la etapa tardia de crecimiento
(Cart et al,, 1997). Los esporangios aparecen como estructuras terminales o intercalares
en la hifa. En la etapa inicial se produce una hinchazén de las hifas, para luego ser
septadas en forma transversal y longitudinal para dar origen a las esporas. Framkia no

produce estructuras miceliales aéreas.

1.2, Plantas actinorricicas
Frankia infecta y nodula un amplio rango de angiospermas dicotiledoneas
conocidas como plantas actinorricicas; estas incluyen aproximadamente 270 especies en 24

géneros pertenecientes a 8 familias (Tabla 1) (Schwencke & Carii, 2001). En la familia




Tabla 1. Familias y géneros de plantas actinorricicas”

Sub-clase®  Familia
Hamamelidae Betulaceae
Casuarinaceae
Myricaceae
Rosidae Elaeagnaceae
Rhamnaceae
Rosaceae
Magnoliidae Coriariaceae
Dilleniidae Datiscaceae

Género
Alnus

Allocasuarina
Casuarina
Ceuthostoma
Gymnostoma

Comptonia

Myrica

Elaeagnus
Hippophae
Sheperdia

Ceanothus
Colletia
Discaria
Kentrothamus
Retanilla
Talguenea
Trevoa

Cercocarpus
Chamaebatia

Cowania

Dryas
Purshia

Coriaria

Datisca

# Segiin Baker & Schwintzer (1990), y Swensen (1996).
® Clasificacion propuesta por Cronquist (1988)

Distribucion

Europa, Asia, América

Australia

Australia, Asia tropical

Australia

Sumatra a Nueva Caledonia, Fiji, Australia

Norteamérica
Amplia distribucion en regiones tropicales
y templadas

Europa, Asia, Norteamérica
Europa, Asia
Norteamérica

Norteamérica

Sudamérica

Sudamérica, Australia, Nueva Zelanda
Bolivia, Argentina

Sur de Sudamérica

Chile

Sudamérica

Norteamérica, México
Norteamérica

México, Norteamérica
Artico, zonas temperadas
Norteamérica

Mediterraneo, Japon, China, Nueva
Zelandia,
Chile, México

Mediterraneo a Himalayas, Asia Central,
Norteamérica




Rhamnaceae se han encontrado 7 géneros que forman nédulos radiculares fijadores de
nitrégeno: Trevoa, Colletia, Retanilla, Discaria, Talguenea, Kentrothamus y Ceanothus
(Bond & Becking, 1982; Cruz-Cisneros & Valdés, 1991; Delwiche et af., 1965, Medan &
Tortosa, 1981; Rundel & Neel, 1978; Silvester et al,, 1985). Algunos de estos géneros se
encuentran formando parte del matorral esclerofilo de Chile Central, con algunas especies
endémicas como Talguernea quinquinervia (Silvester ef al., 1985),

Las plantas actinorricicas tienen una amplia distribucién encontrando representantes
en todos los continentes excepto en la Antértica (Baker & Schwintzer, 1990). Las plantas
actinorricicas de los géneros Alnus, Casuarina y FElaeagnaceae exhiben la mayor
distribucion ya que han sido introducidas en casi todos los continentes, exceptuando Africa
donde se encuentran solo algunas especies de Myrica (Baker & Mullin, 1992),

Las plantas actinorricicas se consideran especies pioneras, capaces de colonizar
sitios deteriorados o erosionados y posiblemente contribuyen a las sucesiones vegetales
primarias estabilizando el suelo y aumentando su contenido de nitrégeno (Baker & Mullin,
1992). Las plantas actinorricicas de amplia distribucion se encuentran tanto en regiones
templadas como también en los trOpicos y 4reas subarticas y estin adaptadas a zonas
marginales con condiciones limitantes de humedad, temperatura y pH. La asociacién
simbidtica con Frawkia, hace a las plantas actinorricicas buenos candidatos en la
reforestacion y recuperacion de suelos de baja fertilidad y limitante en nitrogeno.

Las tasas de fijacion de nitrégeno encontrada para la simbiosis Frankia-plantas
actinorricicas son comparables a los valores obtenidos por la simbiosis de Rhizobium-

leguminosas (Dawson, 1986; Torrey, 1978).




1.3. Especificidad de Huésped

La mayoria de las cepas de Frankia descritas en la literatura, exhiben un amplio
rango de huésped. Los estudios de inoculacion cruzada permiten definir tres grupos de
especificidad de huésped (HSG): el HSG1 incluye cepas que nodulan 4lnus, Comptonia
y Myrica, HSG2 incluye aquellas cepas que nodulan Casuaring, Gymnostoma y algunas
especies de Allocasuarina y HSG3 corresponde a cepas que infectan Elaeagnus,
Hippophae y Sheperdia (Baker, 1987; Baker & Mullin, 1992).

Por otra parte algunos géneros vegetales exhiben un grado distinto de
promiscuidad, un término utilizado para describir la tolerancia de la planta para
establecer simbiosis con un amplio rango de cepas de Framkia genéticamente muy
distintas (Baker, 1987; Torrey & Racette, 1989).

Poco se conoce sobre la especificidad de huésped de las cepas aisladas de
rhamnéceas y si ellas pudiesen incluirse en algunos de los grupos de especificidad
descritos o constituir un grupo independiente. La razon de este desconocimiento ha sido
principalmente debido a la falta de cepas puras, ya que éstas han sido dificiles de obtener
en cultivo (Torrey, 1990). Hasta la fecha, hay sélo tres trabajos que incluyen cepas
derivadas de rhamniceas en estudios de infectividad: aquellos reportados por Gauthier ef
al, (1984) que sefalan que dos especies de los géneros Hippophae y Elaeagnus
(Elaeagnaceae) son noduladas por Frankia aislada de Colletia spinossisima, y Baker
(1987) que reportd que la cepa de Framkia Wgccl.17 aislada de Colletia cruciata fue
infectiva sobre Elaeagnus angustifolia, Hippophae rhamnoides y Myrica cerifera.
Resultados obtenidos en nuestro laboratorio muestran que algunas cepas de Frankia

tales como TtI42 aislada de Trevoa trinervis son capaces de nodular plantas de Trevoa




trinervis, Retanilla ephedra y Talguenea quinguinervis (Cari & Cabello, 1999). Estos
antecedentes sugieren que las cepas de Frankia derivadas de la familia Rhamnaceae
podrian tener un mayor rango de huésped, nodulando plantas pertenecientes a otras
familias como Elaeagnaceae y podrian constituir un grupo de infectividad cruzada al
menos entre los distintos géneros de la familia Rhamnaceae (Carl & Cabello, 1999). Por
otra parte, €l anélisis filogenético basado en la secuencia del rDNA 16S muestra que las
cepas de Frankia derivadas de thamnéceas exhiben una baja variabilidad genética y que se
agrupan con las cepas de Frankia aisladas de la familia Elacagnaceae formando un cluster

Rhamnaceae/Elacagnaceae (Clawson ez al., 1998).

1.4. Aislamiento y cultivo de cepas de Frankia

El aislamiento de cepas de Frankia ha sido lento debido al bajo crecimiento y la
presencia de contaminantes de rapido crecimiento presente en las muestras nodulares. A
partir de un homogenizado de nodulos es posible obtener colonias de Frankia después
de 2-4 semanas. La identificacion de una colonia de Framkia depende de una
verificacién microscopica de esporangios y/o vesiculas ademas de hifas ramificadas.

Frankia es una bacteria heterotrofica que utiliza acidos organicos de cadena corta
como fuente de carbono los cuales incluyen piruvato y propionato y/o algunos
carbohidratos tales como glucosa y sacarosa. La mayoria de las cepas de Frankia son
microaerofilicas y por lo tanto crecen mejor en condiciones estaticas o con una leve

agitacion, su crecimiento es muy lento y la temperatura optima esté entre los 25°— 30°C.




Cepas de Frankia aisladas de nddulos radiculares de plantas de la familia
Rhamnaceae han sido aisladas y caracterizadas (Cara ef al., 1990; Carrasco ef al., 1992,
Carti, 1993; Carrasco ef al., 1995). Todas ellas presentan las caracteristicas morfologicas
descritas para el género, es decir hifa septada, vesiculas y esporangios. Fijan nitrogeno en
vida libre y en simbiosis y utilizan principalmente glucosa como fuente de carbono (Cart,
1993; Carrasco ef al, 1995). Cultivos estaticos de cepas de Framkia aisladas de
Rhamnaceae muestran una fase lag de duracién variable seguido por un crecimiento
exponencial (Carli, 1993). Al fin de esta fase de crecimiento hay una rapida perdida de
biomasa, un efecto que se puede explicar por la autolisis de micelio probablemente
debido a actividades proteoliticas que se han detectado en esta etapa (Benoist ef al,,

1992).

1.5. Status taxonémico de Frankia

Hasta ahora, la designacion del género Framkia es ampliamente aceptado, sin
embargo, la designacion de especie con relacion a la planta huésped de la cual derivan es
ain controversial. Si bien, la capacidad de nodulacién de las cepas esta limitada a ciertos
grupos de especificidad de huésped, ésta no es determinante para la clasificacion a nivel de
especie. En un primer intento para clasificar las cepas de Frankia Baker (1987) utilizo
ensayos de inoculacion cruzada. Estos ensayos resultaron en la designacion de los tres
grupos de especificidad de huésped antes mencionados. Sin embargo, encontré que
algunas cepas eran capaces de infectar especies fuera de los tres grupos establecidos,

indicando un grado de promiscuidad dentro de las cepas de Frankia estudiadas,




Un método alternativo es la hibridizacion DNA-DNA con el cual se describieron 9
especies genomicas para Frankia de las cuales tres especies genémicas corresponden al
HSG 1; cinco especies son compatibles con miembros del grupo de Elacagnaceae (HSG 3)

y una con Casuarina (HSG 2) (Fernandez et al., 1989).

1.6. Diversidad genética

En general, la identificacién de grupos de cepas de Framkia fenotipicamente
relacionados ha resultado una tarea dificil, distintos enfoques han permitido evaluar el
grado de diversidad genética de las cepas aisladas, entre ellos se mencionan; estudios
fisiologicos (Ruan & Wang, 1991); capacidad de nodulacién (Baker, 1987; Nazaret et al,
1989); patrones de proteinas totales (Benson et al., 1984); estudios serologicos (Baker et
al, 1981); analisis isoenzimético (Gardes et al, 1987; Girgis & Schwencke, 1993),
utilizacién de fuentes de carbono (Shipton & Burggraaf, 1982; Sellsted e al., 1994);
patrones de restriccion (An et al., 1985; Bloom ef al., 1989; Beyazova & Lechevalier,
1992) y analisis de RFLP (Nittayajarn et al,, 1990; Jamann ef al.,, 1993). Todos estos
métodos revelan la existencia de diversidad genética entre cepas de Frankia aisladas de
diferentes familias de plantas. Analisis de cluster utilizando algunos de estos marcadores
genéticos como los RFLP de los genes niflIDK y region ribosomal (rrn) (Jamann ef al.,
1993) y los analisis de restriccion de DNA genoémico (Dobritsa & Stupar, 1992) identifican
grupos relacionados con su especificidad de huésped.

La caracterizacion mediante marcadores enzimaticos multilocus de 40 cepas de
Frankia pertenecientes a los grupos de Alnus y Elaeagnus revela que existe una alta

heterogeneidad. Los analisis de cluster identificaron tres grupos principales, dos de ellos




incluian cepas del HSGI, mientras gran parte de las cepas aisladas de Llaeagnus se
incluyen en el HSG3 (Gardes et al., 1987).

Un enfoque adicional es el analisis de secuencias de los genes que codifican para el
RNA ribosomal 16S (fDNA) el cual se usa para la identiftcacién molecular y en el estudio
de las relaciones filogenéticas entre cepas de Frankia aisladas a partir de nddulos de plantas
actinorricicas de las diferentes familias (Nazaret ef al,, 1991, Benson et al., 1996, Clawson
et al,, 1998). Las relaciones entre cepas de Frankia que infectan plantas de las familias
Coriariaceae (Benson ef al., 1996), Datiscaceae (Mirza et al., 1994), Rhamnaceae (Benson
et al, 1996), Rosaceae (Benson ef al., 1996), Elacagnaceae (Clawson ef al., 1998) y
Myricaceae (Clawson & Benson, 1999) se han estudiado utilizando la secuencia del tDNA
168 o regiones de ésta. Una estimacion de la variabilidad en estas cepas de Frankia no
cultivadas, revela una baja diversidad en algunas familias, tal como en Rhamnaceae y
Elacagnaceae, a pesar de la amplia distribucién geografica de las mmestras utilizadas
(Clawson et al., 1998).

Arboles filogenéticos generados del alineamiento de secuencias del rDNA 168
muestran tres grupos principales de Frankia. i) el grupo de Alnus, incluye cepas que
infectan plantas de las familias Betulaceae, Casuarinaceae y Myricaceae, ii) el grupo de
FElaeagnus, incluye microsimbiontes de las familias Elaeagnaceae y Rhammaceae y
algunas cepas de Gymnostoma, iii) el grupo Dryas que contiene microsimbiontes de las
familias Rosaceae, Coriariaceae, Datiscaceae y del género Ceanothus (Rhamnaceae). Un
cuarto grupo de cepas denominadas “Framkia-like” incluye actinomicetes de fenotipo
Nod-/Fix- (Clawson & Benson, 1999; Benson & Clawson, 2000). Analisis adicionales

realizados con la secuencia de glnd (glutamina sintetasa), un gen mas variable han
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confirmado la existencia de los tres grupos principales en Frankia (Benson & Clawson,
2000).

El alineamiento de un fragmento de 378 pb de rDNA 168 de Frankia asociadas a
plantas de las familias Rhamnaceae y Elacagnaceae, con la excepcion de aquellas que
establecen simbiosis con Ceanothus americanus y C. griseus forman un clado muy
homogéneo. Este clado se caracteriza por presentar una delecién de 2pb en las posiciones
50y 51 comparado con secuencias de Frankia infectivas en otras familias (Clawson ef al.,
1998).

En estudios de variabilidad genética de cepas estrechamente relacionadas como
aquellas derivadas de una misma familia de plantas o de un tinico huésped requiere utilizar
marcadores mas polimorficos. Asi los perfiles de PCR-RFLP de las regiones intergenicas
IGS entre 165-23S rDNA (Rouvier et al., 1996; Mosquera, 2002) y la amplificaciéon por
PCR de regiones gendémicas utilizando partidores arbitrarios (RAPD) permiten la
discriminacion de cepas de Framkia cercanamente emparentadas (Sellsted ef al 1992;
Mosquera, 2002).

Los marcadores enzimaticos también han sido Utiles para identificar y detectar
polimorfismo genético entre cepas relacionadas, ya que cepas derivadas de un mismo
huésped exhiben diferentes fenotipos enzimaticos (Faure-Raynaud et al., 1990). Asimismo,
cepas de Frankia aisladas de plantas de la familia Casuarinaceae presentan variacion en los
patrones electroforéticos de esterasas y aminopeptidasas intracelulares (Girgis &
Schwencke, 1993).

En este estudio se utilizo un grupo de cepas aisladas de la familia Rhamnaceae, las

cuales presentan fenotipos morfolégicos y fisiologicos muy similares en cultivo (Canj,
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1993, 1995). Ademds estas cepas estan filogeneticamente muy relacionadas (Clawson ef
al., 1998). Resultados obtenidos en nuestro laboratorio muestran que existe una importante
similitud genética en el grupo de cepas derivadas de la familia Rhamnaceae utilizando
marcadores moleculares del tipo RFLP (Mosquera, 2002). Esta menor variabilidad
genética puede ser en parte consecuencia del proceso de aislamiento posiblemente debido a
la fuerte seleccion que se les impone al cultivo in vifro (en vida libre) ya que se seleccionan
aquellas que son més eficientes en su crecimiento en los medios de cultivo empleados.
Este fenémeno es frecuente, en particular para cepas de Frankia que fueron aisladas de
plantas actinorricicas creciendo fuera de su distribucién geografica original y por lo tanto la
baja diversidad encontrada puede ademas ser una consecuencia del bajo mimero de plantas
noduladas capaces de colonizar el nuevo habitat.

En la presente tesis se planted i) identificar la extension del polimorfismo genético
de las cepas de Framkia aisladas de Rhamnaceae mediante marcadores enzimaticos
multilocus, el cual permite encontrar diferencias entre cepas estrechamente relacionadas, ii)
obtener la secuencia parcial del rtDNA 168 con el proposito de establecer la identidad
genética de algunas cepas utilizadas en este estudio y compararla con las secuencias de
otras cepas previamente descritas en el GeneBank. Este analisis permite la asignacion de
estas nuevas cepas al clado Rhamnaceae/Elacagnaceae y iil) montar un ensayo de
inoculacion cruzada para establecer el grupo de infectividad de las cepas de Frankia
derivadas de las especies vegetales nativas de la familia Rhamnaceae. Para ello se

proponen las siguientes hipétesis:
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Hipotesis y Objetivos

1.- Diversidad genética de Frankia

Cepas de Frankia filogeneticamente relacionadas, como aquellas aisladas de la familia
Rhamnaceae y perteneciente al clado Elaeagnaceae/Rhamnaceae pueden ser identificadas

mediante marcadores enzimaticos multilocus.

2.- Especificidad de huésped

Las cepas de Frankia aisladas de especies vegetales de la familia Rhamnaceae son
capaces de infectar tanto a huéspedes de las familias Rhamnaceae y Elacagnaceae. Por
lo tanto, estas cepas forman parte del HSG3 que incluyen las cepas de Frankia aisladas

de plantas de ambas familias.

Objetivo General
El objetivo general de la tesis es identificar el grupo de infectividad de las cepas que

infectan rhamnéceas y determinar el grado de diversidad genética del grupo.

Objetivos Especificos

1.- Identificacion de patrones multienzimaticos mediante la utilizacion de los
siguientes sistemas: Esterasas (EST), Fosfoglucomutasa (PGM), Fosfoglucoisomerasa
®GI), Isocitrato-deshidrogenasa (IDH), Malato-deshidrogenasa (MDH),
Fosfogluconato-deshidrogenasa (PGD), Diaforasa (DIA) y Menadiona reductasa

(MNR).
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2.- Determinacion de la secuencia parcial del 16S tDNA de algunas cepas de
Frankia de la familia Rhamnaceae.

3.- Comparacion de los dendrogramas obtenidos a partir de marcadores enzimaticos
multilocus y secuencia de 16S rDNA.

4.- Determinacion de la infectividad de las cepas mediante ensayos de

inoculacion cruzada entre las cepas de Frankia y plantas actinorricicas de la familia

Rhamnaceae (Trevoa trinervis) y Elaeagnaceae (Elaeagnus angustifolia).




2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales
2.1.1. Cepas de Frankia estudiadas

Las cepas de Frankia utilizadas en este estudio, se indican en la Tabla 2. Se
incluyen cepas aisladas de otras familias de plantas actinorricicas para comparar la
diversidad intra e interfamilia. Las cepas BR (ORS 020608), Allo2, G82, Eulb y ArI3

fueron gentilmente proporcionadas por Dr. J. Schwencke (CNRS-Francia).

2.1.2, Reactivos

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Merck: acrilamida, glicerol,
piruvato, D(+)-glucosa monohidrato, fosfato de potasio monobasico y dibasico. De
Sigma se obtuvieron glicina y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y los reactivos
utilizados para las tinciones;: NADH, DL-4cido citrico, Menadiona, Fast Blue BB Salt
(4-benzoilamino —2,5— dietoxibenzo diazonio cloruro), PMS (N-Metildibenzopirazina
metil sulfato), 1% o-naftil acetato, Fast garnet GBC Salt (2-metil-4-[(2-metilfenil)-
azo] benzodiazonio, NADP, NAD, D-fructosa-6-fosfato, o-D-glucosa 1-fosfato, f3-
naftil acetato, DL-acido malico, o-D-glucosa 1,6 difosfato, DPIP (2,6-
diclorofenolindofenol). El reactivo de Bradford y TRIS se obtuvieron de Bio-Rad y

p-nitroblue tetrazolium de Calbiochem.

14
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Tabla 2. Planta huésped y localidad de las cepas de Frankia utilizadas en este estudio.

Cepa

Chil, Chi2
ChI7
ChI3, Chl4, Chi5
DtI1, D12
DsIi2
Tt142
TiI11

Rel6

Rel7
Tqll5
Tql20

Planta Huésped

Familia Rhamnaceae
Colletia hystrix
Colletia hystrix
Colletia hystrix
Discaria trinervis
Discaria serratifolia
Trevoa trinervis
Trevoa irinervis
Retanilla ephedra
Retanilla ephedra
Talguenea quinquinervis

Talguenea quinguinervis

Familia Betulaceae

Aacl, Aacll, Aaclll  Ainus acuminata

Ar1l3

BR

Allo2
G82

Eulb

Alnus rubra

Familia Casuarinaceae

Casuarina equisetifolia

Casuarina cunninghamiana

Allocasuarina verticillata

Gymnostoma

Familia Elaeagnaceae
Elaeagnus umbellata

Localidad

Caleu, Chile

Caleu, Chile

El Romeral, Chile
Bariloche, Argentina
Concepcion, Chile

Calen, Chile

Cajon del Maipo, Chile
Cuesta La Dormida, Chile
Cuesta La Donnida, Chile
Rio Clarillo, Chile

Rio Clarillo, Chile

Tucuman, Argentina
Oregon, USA

B;azil
Egipto
Urugnay
USA

Tilinois, USA

Referencia

Cami, 1993

En este estndio
Cani, 1993

En este estudio

En este estudio
Card, 1993
Carrasco et af, 1992
Carn, 1993

En este estudio

Carn, 1993
En este estudio

Carg, 2000
Berry & Torrey 1979

Miiller ez af.,1991
Girgis et al., 1990

Girgis &Schwencke 1993

Savouré & Lim 1991
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2.2. Métodos
2.2.13. Condiciones de cultivo

Las cepas de Frankia de Rhamnaceae se crecieron rutinariamente a 28°C sin
agitacion en medio BAP liquido suplementado con 1% glucosa y SmM NH;Cl como
unicas fuentes de carbono y nitrégeno respectivamente,

Cepas derivadas de otras familias actinorricicas utilizan diferentes fuentes de
carbono como sigue: cepas BR, Aaclll, Allo2, Eulb, G82, Thr piruvato 10mM; cepas
Aacll, Aacl propionato SmM,; cepa G82 casaminoécidos 0.5 g/l.

El medio de cultivo BAP es una modificacion del medio descrito por Murry ef
al. (1984) y contiene (g/l): glucosa 10; MgS0,:7H,0 005, CaCl;2H,O 0.01;
FeNaEDTA 0.01; NH,Cl 0.267; 1ml de una solucién stock de micronutrientes ((g/1):
H3BO; 2.86;, MnCl,.4H,0 1.81; ZnS04.7H;0 0.22; CuS04.5H;0 0.08; Na;Mo04.2H,0
0.025; CoS04.7H;O 0.001); 1ml de una solucion stock de vitaminas (mg/100ml):
tiamina 10; pirodoxina 50; acido nicotinico 50; biotina 22.5; acido folico 10; riboflavina
10. Luego de esterilizar se le agregd 10 ml de tamp6n fosfato estéril (10mM), El
tampon fosfato se prepard titulando 1M K2HPOQO4 con 1M KH,PO, hasta obtener un pH

6.8.

2.2.2. Preparacién de extracto crudo
Las bacterias se cultivaron en botellas de 100ml a 28°C en medio BAP con los

suplementos seglin la cepa durante 20 dias sin agitacion. El micelio se obtuvo por

centrifugacion (5000 x g, 15 min.), se lavd y se resuspendié en un tampon de extraccion
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Tris-HCI (0.16M pH6.8) y se mantuvo en hielo. Las células se sonicaron durante 5 x
15 seg. a 45 W usando un W185 Sonifier Cell Disruptor (Heat Systems Ultrasonic, Inc.
Planview) en frio. Las muestras se centrifugaron a 5000 x g por 10 min, el
sobrenadante se colect6 y se mantuvo a ~20°C en glicerol al 10% por un méaximo de 7

dias.

2.2.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

Las muestras se separaron por electroforesis discontinua no-denaturante en geles
de acrilamida - bisacrilamida (30:0.8). EI gel separador se preparé al 10% (pH 8.8) y
gel concentrador al 5% (pH 6.8). El tampén de corrida fue Tris-glicina (Tris
50mM/Glicina 0.38M pH8.3) (Gardes ef al, 1987). 40pl de extracto crudo en
glicerol 10% se cargaron en cada pocillo del gel. El gel se corrio a 24mV a 4°C por
3-4 horas o hasta que el colorante marcador (azul de bromofenol) alcanzoé el final del
gel,

Una vez terminada la electroforesis se realizaron tinciones especificas para cada
sistema enzimatico, Las reacciones histoquimicas se prepararon segin Murphy ef al.,
(1996). El gel se incubd a 28°C por 2-3 horas o hasta que aparecieran bandas. Después
de tener un registro de las bandas, los geles se secaron para conservarlos. Se ensayaron
19 sistemas enzimaticos, la preparacion de las mezclas de reaccion para cada sistema

enzimatico se describen a continuacion
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SISTEMA ENZIMATICOY REACTIVOS CANTIDAD DE REACTIVOS
TAMPON DE REACCION PARA UN VOLUMEN FINAL
DE 75 ml
Diaforasa (DIA, 2,6-dicloroindofenol® Iml
EC.1.643) NADH 25mg
Tampon Tris-HCI 0.2M NBT* 1ml
pH7.0
Menadiona reductasa NADH 25mg
(MNR, EC. 1.6.99) Menadiona 20mg
Tampon Tris-HCI 0.05M NBT 1ml
pH7.0
Malato-deshidrogenasa DL-Acido malico® 5ml
(MDH,E.C. 1.1.1.37) NAD® 1ml
Tampén Tris-HCI 0.05M NBT 1mi
pH8.0 PMS* 0.5ml
Esterasas (EST, E.C. Fast Blue BB Salt 60mg
3.1.1.1) 1% o-naftil acetato® Iml
c-esterasa Fast Garnet GBC Salt 100mg
B-esterasa 1% B-naftil acetato® 1ml
Tampon Tris HC1 0.2M

pH7.0
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Isocitrato-deshidrogenasa DL-4cido isocitrico 60mg
(IDH, EC. 1.1.1.42) NADP* 1ml
Tampon Tris-HCI 0.05M 0.25M MgCl, 1ml
pHS.0 NBT Imi
PMS 0.5ml
Fosfoglucoisomerasa D-fructosa-6-fosfato 25mg
(PGLE.C.53.1.9) 1% MgCl, Iml
Tampén Tris-HCI 0.05M NADP ml
pHS.0 NBT 1ml
PMS 0.5ml
G6PDH 20units
Fosfoglucomutasa a-D-glucosa 1,6-difosfato Iml*
(PGM,E.C.2.75.1) o-D-glucosa 1-fosfato 140mg
Tampon Tris-HC1 0.05mi 1% MgCl, Iml
pHS8.0 NADP 1ml
NBT 1ml
PMS 0.5ml
G6PDH 20units
Alcohol deshidrogenasa Etanol 2ml
(ADH,E.C. 1.1.1.1) NAD 40mg
Tampén Tris-Hel 0.05M NBT 10mg
pHS8.5 PMS

Img
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Glicerol deshidrogenasa Glicerol 5ml
(GLYD,E.C. 1.1.1.72) NADP 8mg
Tampon Tris-HCI 0.1M NBT 10mg
pH8.4 PMS 2mg
Leucina deshidrogenasa L-leucina 50mg
(LEUDH,E.C. 14.1.9) NAD 50mg
Tampon Tris-HC1 0.1M NBT 30mg
pH7.0 PMS 2mg
Alanina deshidrogenasa D,L-alanina 100mg
(ALADHE.C. 1.4.1.1) NAD 50mg
Tampodn Tris-HC1 0.1M NBT 30mg
pH7.0 PMS 2mg
Histidinol deshidrogenasa L-histidinol 40mg
(HISDHE.C. 1.1.1.23) NAD 20mg
Tampon Tris-HCL 0.1M NBT 10mg
pHS8.0 PMS Img

* Ver apéndice
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2.2.4. Anilisis del polimorfismo enzimatico multilocus

La identificacion de las cepas fue a través de una comparacion visual en donde
se determind la presencia y/o ausencia de bandas y no la intensidad de la tincion. Para
propdsitos del andlisis se consideraron solo aquellas bandas que eran reproducibles
después de varios ensayos. En algunas cepas no se detecto actividad enzimatica ni
siquiera después de tres ensayos independientes. En estos casos la ausencia de
actividad se registré como no detectado (nd) y para el analisis se consideré como alelo
nulo.

Para cada cepa estudiada se registrd el patron de bandas para los distintos
sistemas enzimaticos ensayados. Cada electromorfo se designé por un numero, 1, 2, 3
etc de acuerdo a su posicion en el gel, siendo 1 el de menor migracién. La combinacién
de electromorfos se considerd como fenotipo electroforético de la cepa.

La diversidad de electromorfos (H) se calculé para cada enzima segin la
formula H=1-Ex;* donde x; es la frecuencia del i esimo electromorfo (Gardes e7 al,
1987). Los coeficientes de similitud de Jaccard se calcularon mediante la razon entre el
numero de fenotipos electroforéticos compartidos y el nimero total de sistemas
enzimaticos comparados. Con estos datos se construy6 una matriz de similitud que fue
sometida a un andlisis de cluster usando el programa UPGMA. del PHYLIP
(Felsenstein, 1993). Este método de "cluster" comienza agrupando los dos OTUs
(unidades taxonomicas operacionales) con menor distancia formando un grupo

compuesto el cual es luego comparado con el resto de los OTUs. En cada paso se

agrupan los dos OTUs mas cercanos y el andlisis finaliza cuando los dos altimos
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OTU son agrupados. Este método supone una tasa evolutiva constante en los
distintos linajes lo cual no siempre se cumple, Los datos también fueron sometidos a
un anilisis de Neighbor-Joining (PHYLIP) el cual es método alternativo de
agrupamiento que corrige la suposicién de una tasa evolutiva constante (Felsenstein,

1993).

3. Secuenciacion y analisis del rDNA 168

Para la identificacion filogenética de algunas cepas del estudio se secuencié un
fragmento del 168 rDNA de Framkia comrespondiente a 378 pb que segin estudios
previos contiene el 45% de los sitios variables (Clawson ef al., 1998). La secuenciacién
de los fragmentos de rDNA se realizé en el laboratorio del Dr. D. Benson (University of
Connecticut) segin ¢l método descrito por Benson ef al., (1996). En breve, el DNA
gendmico de Frankia se aisl6 a partir de micelio lavado y resuspendido en 0.1ml de TE.
Se agregd 0.1ml de 0.2N NaOH-1% sodium dodecyl sulfate (SDS) vy se agit6. Las
muestras se colocaron en un bafio de agua por 7 minutos, se enfriaron en hiele y
centrifugaron (12,500 rpm, 5 min). Luego, se agregd 0.33 volumen de 7.5M acetato de
amonio y 2 volumenes de etanol fifo. El precipitado se colectd por centrifugacion
(12,500 rpm, 10 min), el pellet se lavo dos veces con etanol 70% se secd y resuspendio
en 50ul de TE. La mezcla de reaccion para la amplificacion de tDNA 16S por PCR
consistic en DNA cromosomico como templado; 0.2uM partidor fD1; 0.2uM partidor

DB1; 200uM de cada dNTP; 2.5mM MgCl;; 3.75U de AmpliTaqg DNA polimerasa

100uM albtimina bovina estéril; 10mM Tris-HCI (pH 8.3), vy S0mM KCl.
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El PCR se realizo en un termociclador Perkin-Elmer modelo 2400, bajo las
siguientes condiciones: denaturacion inicial a 95°C por 2min, 35 ciclos de denaturacion
a 94°C por 30 s, annealing a 57°C por 30 s, y extension a 72°C por 1min. La extension
final fue a 72°C por 7min. Los fragmento de 378 pb del 16S rDNA de las cepas de
Frankia fueron amplificados utilizando los partidores bacterianos universales fD1
(partidor directo 5’-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3")
(Weisburg et al, 1991), y DB1 (partidor Ieverso 5=
CCAAGCTTGAGGTTTACAACCCGAA-3’) disefiado para evitar la amplificacién de
DNA de organelos (Benson ef al.,, 1996). Ambos partidores estan disefiados para
generar 16S rDNA de mayoria de las bacterias. Los partidores fD1 y rDB1 flanquean
las posiciones 28 a 419 en ¢l 16S rRNA de Escherichia coli y en Frankia, corresponde
a una region proxima al terminal 5° (Clawson ef al., 1998).

Las secuencias del rfDNA 16S se alinearon por el método de ClustalW
(http://www.ebiac.uk/ClustalW), El arbol filogenético se construyd por el método de
Neighbor-Joining utilizando el coeficiente de Kimura (K2P) con un anilisis de
bootstrap de 500 réplicas en el programa TREECON para Windows (Van de Peer & De
Wachter, 1993). El método de agrupamiento por Neighbor-Joining estima la distancia
de cada OTU al nodo que los une y agrupa a los de menor distancia para luego construir
una nueva matriz de distancia que se somete al analisis y asi sucesivamente.

En este estudio se incluyeron las siguientes cepas aisladas de la familia

Rhamnaceae; Chil, Chi4, Rel7, Til42, Tql20 y Dtl1, ademas de 2 cepas aisladas de la
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familia Betulaceae, Aacl y AacIl. Para el analisis filogenético se compararon las

secuencias en estudio con secuencias previamente publicadas de otras cepas de Frankia.

4. Determinacion de infectividad de las cepas de Frankia (ensayo de inoculacion)
4.1. Preparacion del ineculo

Las cepas de Frankia se mantuvieron en medio BAP-glucosa sin nitrégeno
mediante traspaso cada 5 dias de una suspension de micelic homogenizado. Las
células fueron colectadas por centrifugacién (5000 x g, 15 min), lavadas y
resuspendidas en una solucion de Hoagland 1/4 sin nitrogeno pHS.5 (Hoagland &
Arnon, 1950) (Apéndice) a una concentracion micelial equivalente a 3pg/ml de
proteinas totales. La concentracion de la muestra se determiné por el ensayo de

Bradford (BioRad).

4.2. Produccion de plantas y ensayo de infectividad

Semillas de Trevoa trinervis (Rhamnaceae) y FElaeagnus angustifolia
(Elacagnaceae) se germinaron en arena estéril, previa aplicacion de tratamientos
pregerminativos, las semillas se trataron con H,SO4 concentrado del tipo comercial, por
20 min, y luego se lavaron en agua por 24 horas. A continuacion se hizo una
estratificacion fria durante 30 dias a 5°C (hiimeda/fria). Una vez que las plantulas
alcanzaron una altura de 4-5cm se transfirieron a una mezcla de turba-vermiculita (1:1)
en bandejas de poliestireno expandido (speedlings) y regadas una vez por semana con

1ml solucion Hoagland Y. Tres semanas previas a la inoculacion, se les administro
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Hoagland % sin nitrégeno. Luego, las plantas se inocularon con 5 ml de la suspension
micelial homogenizada preparada a 3ug/ml de proteinas totales (Selim & Schwencke,
1995).

La infectividad de cada cepa aislada de rhamniceas se determino sobre 20
plantas en una especie de Rhamnaceae (Trevoa ftrinervis) y uma especie de
Elaeagnaceae (Elaeagnus angustifolia). Como un control positivo de los ensayos de
inoculacién se utiliz6 la pareja Eulb sobre Elaeagnus angustifolia y TtI42 sobre Trevoa
trinervis. Tanto las plantas inoculadas y las plantas controles se crecieron en
invernaderos en condiciones idénticas. Las plantas se mantuvieron en el vivero

durante 8 meses y luego se evalud la infectividad y efectividad.

4.3. Infectividad y efectividad
En los ensayos de infectividad se analizaron los siguientes parametros
simbidticos: capacidad de nodulacién (% de plantas noduladas) y la fijacion de

nitrogeno (actividad de nitrogenasa).

4.4. Actividad de nitrogenasa
La actividad nitrogenasa de los nodulos se determiné por el ensayo de
reduccidn de acetileno a etileno segin el método de Postgate (1972). Los nodulos

fueron escindidos del sistema radicular e inmediatamente expuestos a una mezcla de

acetileno-aire al 10% v/v, en viales sellados e incubados a 28°C durante 12 horas. La

produccion de etileno se midid en un cromatégrafo de gases Shimadzu GC-8*




26

equipado con un detector FID (Flame Ionization Detector) y una columna de acero

inoxidable (1.0m x 3mm) empacada con Porapak N (divinilbenzeno/vinyl
pyrrolidona). La temperatura de Ia columna fue 50°C, la temperatura del inyector y
del detector fue 100°C. El flujo de N; (gas carmrier) fue 2ml/min. La actividad
nitrogenasa in planta se registrd como nmol de C;H; producido por hora por

miligramo de peso seco de nddulos por planta (ARA).



3. RESULTADOS

3.1. Polimorfismoe Enzimatico Multilocus
3.1.1. Sistemas Enzimaticos

Para el estudio del polimorfismo enzimdatico multilocus se ensayaron 19
sistemas enzimaticos, sin embargo la mayoria de las cepas mostraron actividad con 8
de estos sistemas los cuales se consideraron en el analisis final. Los sistemas
enzimaticos con deteccidn positiva fueron los siguientes: DIA, MNR, MDH, o-EST,
B-EST, IDH, PGI y PGM (Tabla 3).

En la Tabla 3 se registran los fenotipos electroforéticos y el niimero de
electromorfos de todas las cepas utilizadas con cada sistema enzimatico ensayado.
Los nimeros fueron asignados para cada banda segtin la direccion de corrida del gel
de anodo a catodo para indicar los distintos electromorfos observados. Los sistemas
con mayor nimero de electromorfos fueron DIA, MNR y B-EST, mientras PGI y
PGM presentaron el menor mimero de electromorfos. Combinaciones de estos
electromorfos permitieron identificar un fenotipo enzimatico para cada cepa (Tabla
3). Los resultados obtenidos con las tinciones especificas para cada sistema
enzimatico se detallan a continuacion. Las fotos (Fig. 1-8) muestran algunos
fenotipos obtenidos para algunas de las cepas del estudio luego de cada tincidn

especifica y solo representan un ejemplo de cada marcador utilizado.
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Tabla 3. Fenotipos Electroforéticos de las cepas de Frankia
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Cepas DIA MNR MDH «-EST B-EST IDH PGI PGM
Rhamnaceae
ChIl 2,9 2,8 4 4 5 2,6 3 5
Chl2 2,9 2,8 4 4 5 2,6 3 5
ChI3 2,9 3,8 4 4 5 1,6 3 5
Chil4 2,9 2,8 4 4 5 6 3 3
ChI5 2,9 2,8 nd 4 5 1,6 nd 4
ChI7 2,9 2,8 4 4 5 6 3 4
Dtll nd 2,8 4 4 5 6 3 3
Di2 2,7 2,6 4 4 5 6 4 3
Dsi12 8 3,6 4 nd 5 nd 3 4
Ttl42 2,9 2,8 5 4 5 1,6 3 4
Ttil1 2,9 2,8 3 4 5 1,6 3 4
Rel6 2,9 2,8 4 4 5 6 2 4
Rel7 2,9 2,8 4 4 5 6 2 4
Tgkl5 2,9 38 4 3,5,6 6 2,6 3 4
Tql20 2,9 2,8 4 4 5 6 3 5
Betulaceae
Aacl 6,7 5,6 4 4,5 2,5 24,5 1,4 nd
Aacll 4,5 4 4 2,3 34 2,5 1,4 nd
Aaclll 4,5 4 4 23 34 2,5 4,5 nd
Arl3 2,9 2,7 4 4 5 2,6 3 5
Casuarinaceae
BR 4,5 1.4 15 1 1,7 2,3 1,2
Allo2 4,5 4 1,5 1 1,5 2,3 12
Thr 1 4 1,5 1 1 2,3 nd 1,2
G382 2,5 1,6 6 5 6 1,2 nd 4
Elaeagnaceae
Eulb 3 1,3,8 2 5 1,6 nd 3 5
No. Electromorfos 9 8 6 6 7 6 5 5
No. Fenotipos 8 10 6 6 8 7 5 4
Diversidad 0639 0.743 0491 0594 0587 0801 0467 0.694
Fenotipica

nd = no detectado
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DIA (Fig. 1. Tabla 3) - Todas las cepas pertenecienies al grupo de Rhamnaceae
exhibian dos electromorfos con las excepciones de Dsl12 identificada por un solo
electromorfo y la cepa Dtll que no mostré actividad. Las cepas DtI2 y Dsl12
exhibieron patrones distintos tanto con el resto del grupo como entre ellas. La cepa
ArI3 (Betulaceae) exhibié el mismo patron de electromorfos que las cepas de
Rhamnaceae. Dentro de las cepas aisladas de Betulaceae, dos de ellas Aacll y Aaclli
compartieron los electromorfos 4 y 5. Dos cepas aisladas de la familia Casuarinaceae,
BR y Allo2 también presentan los mismos electromorfos 4 y 5, y mostraron diferencias
con Thr y G82, también pertenecientes a la familia Casuarinaceae que presentan un
fenotipo distinto. La cepa Eulb se discrimind facilmente ya que el electromorfo 3 fue
unico entre las cepas. En este sistema enzimético se observaron 9 electromorfos

distintos, el valor mas alto de los 8 sistemas ensayados.

MNR (Fig. 2, Tabla 3) - La mayoria de las cepas pertenecientes al grupo de
Rhamnaceae mostraron los mismos electromorfos, sin embargo las cepas DsI12
(Discaria), Chl3 (Colletia) y Tql15 (Talguenea) exhiben un patron de banda distinto en
el grupo. Estas tres cepas comparten el electromorfo 3, mientras las cepas DtI2 y DsI12
ambas derivadas del género Discaria comparten el electromorfo 6. Los resultados
indican que dentro de la familia Rhamnaceae hay un alto grado de homogeneidad. Las
cepas de la familia Casuarinaceae (Allo2 y Thr) presentan el mismo electromorfo,
mientras BR y G82 exhiben dos fenotipos distintos pero compartiendo el electromorfo

1. La cepa Eulb se diferencia claramente del resto de las cepas estudiadas, presentando
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Figura 1: Patrones electroforéticos de diaforasa (DIA) para algunas cepas de Frankia.
Las muestras (40pl de extracto crudo) se separaron por electroforesis en geles de
acrilamida-bisacrilamida 10%. El tampén de corrida fue Tris-glicina (Tris
50mM/Glicina 0.38M pHS8.3).

Carril 1) BR, 2) ChI5, 3) Tql15, 4) ChI3, 5) Dtl1, 6) Ttl11, 7) Aacll, 8) DtI2, 9) Aaclll y

10) TqI20. Electromorfos identificados 1-8.
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Figura 2: Patrones electroforéticos de menadiona reductasa (MNR) para algunas cepas
de Frankia. Las muestras (40pl de extracto crudo) se separaron por electroforesis en
geles de acrilamida-bisacrilamida 10%. El tampon de corrida fue Tris-glicina (Tris
50mM/Glicina 0.38M pH8&.3).

Carril 1) BR, 2) Rel7, 3) Ttl42, 4) Allo2, 5) control negativo, 6) Chl7, 7) Chl5, 8)

Tql20, 9) DtI2 y 10) Rel6. Electromorfos identificados 1-9.
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un fenotipo diferente y siendo la tinica cepa dentro de este sistema identificada por tres

electromorfos 1,3,8.

MDH (Fig. 3, Tabla 3) - El grupo compuesto por las cepas aisladas de la familia
Betulaceae (Aacl, Aacll, Aaclll y ArI3) también compartié el mismo electromorfo que
las cepas de la familia Rhamnaceae. Las cepas de Rhamnaceae mostraron gran
homogeneidad en el patron de actividad MDH, excepto la cepa ChIS que no expreso
actividad y las dos cepas aisladas de Trevoa trinervis Ttl42 y TtIl11 que tenian
electromorfos distintos al resto del grupo de cepas. El grupo de cepas de Casuarinaceae
comparten el mismo patrén enzimético, excepto G82 cuyo electromorfo era tnico
dentro de todas las cepas. La cepa Eulb (Elaeagnaceae) también exhibe un
electromorfo que la distingue del resto de las cepas estudiadas. La diversidad fenotipica
de este enzima fiie baja con un valor similar a PGI, siendo estos valores los mas bajos

de todos los sistemas enzimaticos ensayados (Tabla 3).

o-EST (Fig. 4, Tabla 3) - A excepcion de dos cepas, el grupo de la familia
Rhamnaceae mostro, como en los sistemas anteriores, un mismo electromorfo indicando
la existencia de una alta homogeneidad entre las cepas. Las excepciones fueron las
cepas DsI12 a la cual no se le detecto actividad, y TqIl5 que era discriminada
facilmente del resto del grupo por tener un patréon de tres electromorfos (3,5,6)

comparada con el electromorfo 4 observado en el resto del grupo de las rhamnaceas.

Esta caracteristica puede servir para su identificacién dentro del grupo. Las cepas
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Figura 3: Patrones electroforéticos de malato deshidrogenasa (MDH) para algunas cepas
de Frankia. Las muestras (40pul de extracto crudo) se separaron por electroforesis en
geles de acrilamida-bisacrilamida 10%. El tampén de corrida fue Tris-glicina (Tris
50mM/Glicina 0.38M pH8.3).

Carril 1) BR, 2) Aaclll, 3) Aacl, 4) Dsl12, 5) Eulb, 6) TqI20, 7) Chl4, 8) Chl7, 9) ChI5

y 10) Arl3. Electromorfos identificados 1-5.




Figura 4: Patrones electroforéticos de alpha-esterasa (a-EST) para algunas cepas de
Frankia. Las muestras (40pl de extracto crudo) se separaron por electroforesis en geles
de acrilamida-bisacrilamida 10%. El tampon de corrida fue Tris-glicina (Tris
50mM/Glicina 0.38M pH8.3).

Carril 1) Arl3, 2) Aacll, 3) Tqll5, 4) Rel6, 5) Ttl42, 6) Dsl12, 7) Dtl1, 8) Chll1, 9) ChI3

y 10) BR. Electromorfos identificados 1-6.




35

derivadas de la familia Betulaceae tienen patrones electroforéticos distintos entre ellas,
excepto Aacll y Aaclll que exhiben el mismo fenotipo enzimatico de dos bandas.
Asimismo, la cepa Arl3 comparte el electromorfo 4 con las cepas derivadas de
Rhamnaceae. Las cepas de Framkia del grupo Casuarinaceae mostraron
homogeneidad, excepto por la cepa G82 que tanto en este como en los. otros sistemas
enzimaticos aparece con un patron de electromorfos distinto. Sin embargo para este

sistema, G82 y Eulb (Elaecagnaceae) tienen el mismo electromorfo (5).

B-EST (Fig. 5, Tabla 3) - Todas las cepas aisladas de la familia Rhamnaceae
demostraron ser un grupo muy homogéneo, exceptuando la cepa Tqil5. Curiosamente,
las cepas GB82 (Casuarinaceae) y Tqll5 (Rhamnaceae) comparten el mismo
electromorfo, mientras Arl3 (Betulaceae) exhibe el mismo electromorfo que el resto del
grupo de las cepas de la familia Rhamnaceae. Las cepas de la familia Betulaceae
muestran 3 fenotipos enzimaticos, las cepas Aacll y Aaclll comparten el mismo patron
para este enzima, mientras la cepa ArI3 como en muchos sistemas, tiene el electromorfo
6 el cual identifica a las cepas de la familia Rhamnaceae. Para este marcador
enzimatico las cepas de la familia Casuarinaceae presentan mayor heterogeneidad
intrafamilia ya que cada una de ellas tiene un patron de electromorfos distinto aunque
las cepas BR, Allo2 y Thr comparten el electromorfo 1 entre ellas. Este marcador

genético presentd un bajo valor de diversidad fenotipica (0.587).



Figura 5: Patrones electroforéticos de beta-esterasa (B-EST) para algunas cepas de
Frankia. Las muestras (40pl de extracto crudo) se separaron por electroforesis en geles
de acrilamida-bisacrilamida 10%. El tampén de corrida fue Tris-glicina (Tris
50mM/Glicina 0.38M pH8.3).

Carril 1) Thr, 2) Aaclll, 3) control negativo, 4) Chl7, 5) Rel6, 6) Rel7, 7) TqI20, 8)

Arl3, 9) Chi3 y 10) BR. Electromorfos identificados 1-8.
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IDH (Fig. 6, Tabla 3) - El grupo de las cepas pertenecientes a la familia
Rhamnaceae presentaron tres fenotipos diferentes, mientras que para la cepa DsI12 no
se le detecto actividad a pesar de multiples intentos. Para este marcador, fenemos un
polimorfismo intrafamiliar comparable con otros sistemas tal como PGI y PGM.
Muchas de las cepas pertenecientes a la familia Rhamnaceae se identificaron con dos
electromorfos, donde el electromorfo 6 era comun para todas las cepas. Las cepas Aacll
y Aaclll (Betulaceae) compartieron el mismo fenotipo mientras la cepa Aacl present6
un electromorfo adicional. La cepa aislada de Alnus rubra (Arl3) present6 un fenotipo
idéntico a Tqll5 (Rhamnaceae), y es claramente distinta a las otras cepas aisladas de
Alnus sp. Dentro de la familia Casuarinaceae G82 era facilmente discriminada por su
fenotipo, mientras BR, Allo2 y Thr presentan el mismo fenotipo (2,3). El valor

obtenido de diversidad fenotipica es el mas alto de los 8 sistemas (0.801).

PGI (Fig. 7, Tabla 3) — En el grupo de Rhamnaceae el marcador PGI es
moderadamente variable, en él se pueden distinguir 3 fenotipos enzimaticos y un
fenotipo “nulo” en el caso de ChI5. Sin embargo, el electromorfo mas comin (3) esta
presente en las otras familias dando cuenta de una baja heterogeneidad interfamilia. Las
cepas aisladas de Alnus acuminata Aacl, Aacll y Aaclll (Betulaceae) muesiran un
patron de electromorfos distintos a las cepas derivadas de plantas de Rhamnaceae. Por
el contrario, la cepa ArI3 presenta el electromorfo mas comin entre las cepas derivadas

de Rhamnaceae (3). En el grupo de cepas aisladas desde Casuarinaceae, dos de ellas

BR y Allo2 exhibieron el electromorfo 3 presente en Rhamnaceae, mientras Thr como
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Figura 6: Patrones electroforéticos de isocitrato deshidrogenasa (IDH) para algunas
cepas de Frankia. Las muestras (40pul de extracto crudo) se separaron por electroforesis
en geles de acrilamida-bisacrilamida 10%. El tampon de corrida fue Tris-glicina (Tris
50mM/Glicina 0.38M pH8.3).

Carril 1) BR, 2) Chll, 3) Aacl, 4) Aaclll, 5) Arl3, 6) Eulb, 7) Dsl12, 8) Ttl42, 9) Aacl y

10) Thr. Electromorfos identificados 1-6.
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Figura 7: Patrones electroforéticos de fosfoglucoisomerasa (PGI) para algunas cepas de
Frankia. Las muestras (40pl de extracto crudo) se separaron por electroforesis en geles
de acrilamida-bisacrilamida 10%. El tampon de corrida fue Tris-glicina (Tris
50mM/Glicina 0.38M pHS8.3).

Carril 1) Rel6, 2) Chi2, 3) Ttl11, 4) Chil, 5) Rel7, 6) Dtl2, 7) ChI5 8) Aacl, 9) DtI2 y

10) Aaclll. Electromorfos identificados 1-5.
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(G82 no mostraron actividad para este sistema ensayado. Se obtuvo un bajo nivel de

diversidad fenotipica (0.467) para el marcador PGI.

PGM (Fig. 8, Tabla 3) - A diferencia del resto de los sistemas enziméaticos el
marcador PGM presenté un gran polimorfismo entre las cepas derivadas de
Rhamnaceae, identificandose 3 electromorfos dentro del grupo como se cobservo para
IDH. Este sistema enzimatico presenta uno de los mayores valores de diversidad
fenotipica (0.694) junto con los sistemas MNR y IDH. Aunque el sistema PGI presenta
también 3 electromorfos, aparece menos variable, ya que hay un electromorfo en alta
frecuencia. Ninguna de las cepas aisladas de Almus acuminata (Aacl, Aacll y AacllIl)
(Betulaceae) mostr6 actividad para este sistema excepto Arl3 derivada de Alnus rubra.
Como en muchos de los otros sistemas enzimaticos, estd claro que la cepa Arl3 difiere
de las otras cepas del grupo Betulaceae, y en el dendrograma construido con estos datos,
¢ésta cepas se ubica en el cluster formado por las cepas derivadas de Rhamnaceae (Fig.
9). En el caso de Ia familia Casuarinaceae, G82 comparte el electromorfo 4 con algunas
cepas derivadas de la familia Rhamnaceae, mientras las otras cepas presentan el mismo

fenotipo (1,2).

En gran parte, las cepas derivadas de la familia Rhamnaceae se identificaron con
un patrén de un solo electromorfo. Sin embargo, cepas como Tqll5 y DsI12 fueron
facilmente identificadas por la presencia de mas bandas o una banda con migracién
diferente o en el caso de DsI12 por la ausencia de actividad (nd) en muchos de los

sistemas ensayados. En algunos de los sistemas enzimaéticos, si bien se detectan varios
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Figura 8: Patrones electroforéticos de fosfoglucomutasa (PGM) para algunas cepas de
Frankia. 1.as muestras (40ul de extracto crudo) se separaron por electroforesis en geles
de acrilamida-bisacrilamida 10%. El tampoén de corrida fue Tris-glicina (Tris
50mM/Glicina 0.38M pH8.3).

Carril 1) BR, 2) Thr, 3) Rel6, 4) DtI2, 5) Eulb, 6) TtI11, 7) Chl5, 8) Ttl42, 9) Aaclll y

10) Chl7. Electromorfos identificados 1-4.
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electromorfos la diversidad fenotipica del marcador es baja ya que uno de los
electromorfos aparece con alta frecuencia, Por el contrario, el marcador IDH presenta
la mayor diversidad fenotipica (0.801) con la presencia de 6 electromorfos, los cuales se
encuentran a frecuencias intermedias dentro de las 4 familias.

También se ensayaron otros sistemas enzimaticos los cuales no se consideraron
en el analisis final ya que dieron una tincion positiva con sélo algunas cepas. Estos
sistemas enzimaticos son los siguientes: alcohol deshidrogenasa (ADH), gliceraldehido
deshidrogenasa (GLYD), leucina deshidrogenasa (LEUDH), alanina deshidrogenasa
(ALADH) y histidina deshidrogenasa (HISDH). Las cepas que presentan estas
actividades se indican en la Tabla 4. Estos marcadores enzimaticos permitieron
identificar solamente cepas pertenecientes al grupo de la familia Casuarinaceae, BR,
Thr y Allo2, con respecto al resto de las cepas de Frankia estudiadas. Dentro de la
familia Rhamnaceae solo 3 cepas mostraron actividad para estos sistemas, ChI1, ChI2 y
Tqll5. Esta Gltima mostro un fenotipo electroforético distinto en varios de los sistemas
ensayados. Por otra parte quedd claramente establecido que las cepas ChIl y ChI2

muestran un fenotipo idéntico.

3.1.2, Anilisis del polimorfismo enzimatico multilocus

Para establecer si los fenotipos electroforéticos permiten establecer diferencias
entre cepas derivadas de plantas de una familia (intrafamilia) o entre familias
(interfamilia), se determiné un coeficiente de similitud (Jaccard) entre todos los pares
posibles. La similitud genética se define como la proporcion de marcadores o bandas

que son compartidas entre las dos cepas en comparacion,



Tabla 4. Sistemas enzimaticos adicionales.
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Cepas con actividad Sistemas enzimaticos

ADH GLYD LEUDH ALADH
Rhamnaceae
Chi1l - - - -
Chi2 - - - -
Tqll5 - - + +
Casuarinaceae
BR + + + +
Thr + + + +
Allo2 - + - +

HISDH
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Existen al menos tres indices de similitud para datos genéticos, el indice de Jaccard,
Simple Matching y el indice de Nei y Li. El indice de similitud de Jaccard fue utilizado
en este estudio de MLEE para cuantificar el grado de similitud intra e inter familia de
las cepas de Frankia. Este es un indice mas conservador y no sobrestima la similitud ya
que consiste en comparar los fenotipos electroforéticos como un todo y no los
electromorfos en forma individual, en este tiltimo caso la similitud podria estar dada
mas por la ausencia de bandas que por la presencia de éstas. Sin embargo, el indice de
Nei y Li es bastante parecido al de Jaccard, particularmente a medida que los dos
indices se aproximan a un valor de 1, es decir total similitud
(hitp://www.bioss sari.ac uk/tele/newtech/newmole. htm).

Los coeficientes de similitud pueden ser convertidos a disimilitud antes de hacer
el analisis de cluster. Por lo tanto, el coeficiente de Jaccard fue convertido a una medida
de distancia por sustraccion desde 1 (distancia = 1 - coeficiente Jaccard). A partir de
estos datos se construyd una matriz de distancia (Tabla 5). La matriz obtenida se
sometid a un analisis de UPGMA y el dendrograma resultante se muestra en la figura 9.
Los datos también fueron sometidos al analisis de Neighbor-Joining observandose una
topologia similar a la obtenida por el método de UPGMA, es decir se confirmaban las
mismas relaciones genéticas por ambos métodos.

La robustez de cada nodo en el dendrograma no ha sido determinada dado que
no disponemos de un analisis para matrices de distancia triangular. Sin embargo la
topologia del dendrograma es coincidente con nodos del arbol filogenético obtenido a

partir de las secuencias del rDNA 168.
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Fig. 9. Dendrograma construido usando coeficientes
de similitud de Jaccard basado en la variacion de 8
sistemas enzimaticos v un analisis de cluster UPGMA.
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El dendrograma obtenido mediante anlisis de UPGMA muestra al menos tres
grupos (Fig. 9). El Grupo I esta compuesto por todas las cepas aisladas de la familia
Rhamnaceae y la cepa ArI3 (Betulaceae) que mostrd un fenotipo idéntico o muy
parecido a varias de las cepas de esta familia;, el Grupo II retne a las cepas aisladas de
la familia Betulaceae (Aacll y AaclIlil). La tercera cepa de este grupo Aacl, se encuentra
alejada de las otras dos en una rama independiente indicando una mayor distancia
genética dentro de este grupo. El Grupo III estd compuesto por cepas aisladas de la
familia Casuarinaceae (BR, Allo2 y Thr) con la cepa G82 cayendo fuera de este grupo.
La cepa Eulb (Elacagnaceae) no forma parte de ningiin grupo mostrando una mayor
distancia genética de las otras familias y encontrandose en una rama independiente.

Es evidente del dendrograma que las diferencias interfamilia son mayores que
las que se encuentran intrafamilia, quedando claro que dentro de la familia Rhamnaceae
existe un bajo polimorfismo enzimatico multilocus. Se encontré que dentro de este
grupo muchas de las cepas presentan fenotipos electroforéticos idénticos y por lo tanto
en el dendrograma aparecen con un coeficiente de similitud de 1. Estas incluyen Chil,

Chl2, TqI20 y ArlI3 entre otras.

3.2. Anilisis del rDNA 16S

Para confirmar la identidad genética de algunas cepas de Frankia, utilizadas en
este estudio, se realiz6 un analisis filogenético comparando Ias secuencias del tDNA
16S. Secuencias de un fragmento de 378 bp del fDNA 16S de seis cepas de Frankia
aisladas de plantas de Rhamnaceae nativas (Chll, Chl4, DtI1, Rel7, TqI20, Tti42) v dos

cepas aisladas desde nodulos de Alnus acuminata (Betulaceae) (Aacl y Aacll) fueron
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alineadas con 21 secuencias publicadas y obtenidas del NCIB GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/). Estas secuencias corresponden a cepas de

Frankia aisladas de representantes de las familias Betulaceae (A/nus sp.), Myricaceae
(Myrica sp., Compionia sp.), Casuarinaceae (Casuarina sp.), Rhamnaceae (Talguenea
sp., Colletia sp., Discaria sp., Retanilla sp., Trevoa sp., Ceanothus sp.), Elacagnaceae
(Flaeagnus sp.) y Rosaceae (Purshia sp.) y se indican en la Tabla 6, El alineamiento de
todas las secuencias se muestra en la Tabla 7, y se observa la delecidon de 2pb en las
posiciones 50 y 51 descrita previamente como caracteristica del cluster
Rhamnaceae/Elacagnaceae (Clawson et al., 1998). Es evidente desde el punto de vista
de identificacion de cepas de Framkia, que esta herramienta necesita ser utilizada en
conjunto con otros métodos de identificacion ya que las diferencias existentes dentro de
este grupo de organismos son muy baja y por lo tanto no sirve para discriminar entre
cepas estrechamente relacionadas.

A partir de los datos de secuencia se construyd un arbol filogenético usando el
analisis de Neighbor Joining del programa TREECON (Van de Peer & De Wachter,
1993) con un andlisis de bootstrapping de 500 réplicas para determinar la robustez de
cada nodo (Fig. 10). Como grupo externo se utilizd Geodermatophilus obscurus. El
arbol filogenético muestra tres grupos principales. En un primer cluster se encuentran
las secuencias de Frankia que se asocian simbidticamente con plantas de las familias
Elacagnaceae y Rhamnaceae incluyendo las cepas aisladas de arboles nativos. En un
segundo cluster se agrupan las secuencias de cepas provenientes de las familias

Myricaceae, Betulaceae y Casuarinaceae. Finalmente hay un tercer grupo que redne a



Tabla 6. Secuencias de 16S rDNA utilizadas en este estudio

Cepas de Frankia
Rhamnaceae

Ceanothus griseus nod
Collefia hystrix cepa Chll
Colletia hystrix cepa Chl4
Colletia hysirix cepa ChI5
Discaria serratifolia cepaDsl12
Discaria trinervis cepa D2
Discaria trinervis cepa Dill
Retanilla ephedra cepa Rel6
Retanilla ephedra cepa Rel7
Talguenea quinquinervia cepa Tl15
Talguenea quinguinervia cepa Tql20
Talguenea quinguinervia nod
Trevoa trinervis cepa Til11
Trevoa trinervis cepa Ttl42
Elacagnaceae

Elaeagnus angustifolia nod
Elaeagnus sp. nod
Betulaceae

Alnus acuminata cepa Aacl
Alnus acuminata cepa Aacll
Alnus glutinosa nod

Alnus acuminata nod

Alnus glutinosa nod

Alnus viridis nod
Myricaceae

Myrica gale nod

Myrica pensylvanica nod
Comptonia peregrina nod
Casuarinaceae

Casuarina equisetifolia nod
Rosaceae

Purshia tridentata

Outgroup
Geodermatophilus obscurus

Localidad

Nueva Zelandia

Calen, Santiago, Chile

El Romeral, Chile

Caleu, Santiago, Chile

Concepcidn, Chile

Bariloche, Argentina

Bariloche, Argentina

Cuesta La Dormida, Santiago, Chile
Cuesta La Dormida, santiago, Chile
Rio Clarillo, Santiago, Chile

Rio Clarillo, Santiago, Chile

Chile

Las vertientes, Santiago, Chile
Caleu, Santiago, Chile

Willington, Connecticut
University Of Chile, Santiago

Tucumén, Argentina
Tucumin, Argentina
Nueva Zelandia
Argentina

Chile

Nueva Zelandia

Suecia
New Jersey
Connecticit

Nueva Zelandia

Palmersten North, Nueva Zelandia
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No.acceso GenBank

U54608

Este estudio
Este estudio

AF064148
AF064149
AF064146

Este estudio

AF064150

Este estudio

AF064147

Este estudio

AF063643
AF064151

Este estudio

AF064144
AF064145

Este estudio
Este estudio

U82101
AF116172
AF116171
182103

AF116075

AF116076

AF116077

U82104

Us54611

140620
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Tqll5

Dil2
Elaeagrus sp.
Elacagnns angustifolia
— Dill
— Chi4
Tql20
T4z
L Chll
Tilll
Rel6
|— Dsli2
81 L cns
50 L Taignenea quinguinervia
Alnags virdss
I' Aacl
Aacll
Alnns gintinosa
Casnarina equisetifolia
100 Casuarina peregrina
Alnos angustifolia
Myrica pensyivanica
Myrnica gale
Alngs gintinosa
Purshia tridentata
Ceanothos gnsens
Geodermatophilns obscurns

Figura 10. Arbol filogenetico basado en secuencias de 16S rDNA obtemdas por el algontmo de

Neighbor Joining con los valores correspondientes a 500 rephicas
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Cearnothus griseus (Rhamnaceae) y Purshia tridentata (Rosaceae) ambos aislados a
partir de nédulos (Fig. 10).

Dentro del grupo de cepas aisladas de Rhamnaceae y analizadas segin su
secuencia de 16S rDNA, el género Ceanorthus es el Gnico que se encuentra en
Norteamérica, mientras que los otros géneros de esta familia se encuentran al sur del

continente siendo muchos de ellos endémicos (Cari, 1993),

3.3. Especificidad de Huésped
3.3.1. Ensayo de nodulacion (infectividad)

La tabla 8 muestra el porcentaje de nodulacion en las dos plantas huéspedes
Trevoa trinervis (Rhamnaceae) y Elaeagnus angustifolia (Elacagnaceae) inoculadas con
las cepas de Frankia estudiadas. Todos los nédulos encontrados mostraron las
estructuras coraloides caracteristicas de los nodulos actinorricicos inducidos por cepas
de Frankia. El control no inoculado no mostré nodulacidn para ninguna de las dos
plantas huéspedes.

Todas las cepas de Framkia aisladas desde plantas nativas de Rhamnaceae
resultaron ser infectivas en los ensayos de nodulacion sobre Trevoa trinervis, que se usé
como planta huésped para medir la infectividad sobre la familia Rhamnaceae.

Los ensayos de nodulacion sobre la planta hospedera heterdloga Elaeagnus
angustifolia (Elaeagnaceae), mostraron que todas las cepas de Frankia derivadas de la
familia Rhamnaceae también fueron capaces de inducir la formacion de nédulos
radiculares. Asi, cepas de Frankia aisladas de Colletia hystrix (Chll, Chl2, Chl4 y

ChI5) infectaron E. angustifolia induciendo nodulos en un alto porcentaje de plantas
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Tabla 8. Porcentaje de nodulacion inducida por cepas de Frankia

Plantas huésped
Inéculo® T.trinervis E. angustifolia
Control® 0 0
Rhamnaceae
ChIl 50 80
ChI2 60 65
Chl4 ND 100
ChI5 ND 100
Tqll5 70 100
Tql20 60 70
Dtil ND 100
Dti2 10 15
Dsli2 30 ND
Ti11 65 40
T140 ND 490
Ttl42 100 55
Rel6 45 85
Rel7 ND 35
Elaeagnaceae
Eulb 85 160
Betulaceae
Aacl 0 0
Aaclll 0 0
Casuarinaceae
BR 0 0
Allo2 0 0
Thr 0 0
* 5 ml de una suspensién bacteriana en Hoagland % sin nitrogeno
® no inoculado.
ND = no determinado
Numero total de plantas inoculadas en cada ensayo = 20

|
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que en el caso de Chl4 y ChI5 fue de 100%. Las cepas TqIl5 y Tql20 aisladas de
Talguenea quinguinervis también mostraron altos porcentajes de nodulacion en ambas
plantas hospederas.

Resultados de cepas aisladas de plantas del género Discaria sp. (DtIl, DtI2 y
DsI12) mostraron un menor porcentaje de nodulacién excepto la cepa DtI1 que noduld
el 100% de las plantas de E. angustifolia. Dos cepas aisladas de Trevoa trinervis (TtIl1
y Ttl40) mostraron un porcentaje moderado de nodulacion cuando se examin6 E.
angustifolia, de un 40%, mientras TtI42 noduld estas plantas en un 55%. Asimismo, las
cepas aisladas de Retanilla ephedra Rel6y Rel7 nodularon E. angustifolia con un 85%
y 35% respectivamente.

Dentro de la familia Betulaceae, las cepas aisladas de Alnus acuminata (Aacl y
Aaclll) y Alnus rubra (Arl3) no fueron capaces de infectar ni inducir nédulos en las dos
plantas huésped.

La cepa Eulb aislada de Elaeagrus umbellata se utilizd como control positivo
sobre E. angustifolia obteniéndose un 100% de nodulacion. Esta cepa también fue
capaz de nodular 7. #rinervis en un 85%, indicando que las cepas derivadas de plantas
de ambas familias (Rhamnaceae - Elaeagnaceae) pertenecen al mismo grupo de
especificidad de hospedero (HSG 3) y constituirian un grupo de inoculacién cruzada.
Por otra parte, las cepas aisladas desde plantas de la familia Casuarinaceae (BR, Allo2
y Thr) y Betulaceae (AacI) no fueron capaces de inducir nodulacion en ninguna de las

dos plantas huéspedes.
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3.3.2. Ensayo de efectividad

La efectividad de las cepas se midié como la capacidad de fijar nitrdgeno en
simbiosis con la planta huésped. La actividad de la enzima nitrogenasa se midi6
mediante el ensayo de reduccién de acetileno a etileno. La Tabla 9 muestra la
efectividad de las cepas en simbiosis con Trevoa frinervis y Elaeagnus angustifolia
como representantes de las familias Rhamnaceae y Elacagnaceae respectivamente. El
control negativo no muestra nodulacion y las raices no noduladas no tienen actividad de
reduccion de acetileno.

Las cepas de Frankia aisladas de Rhamnaceae no solo resultaron infectivas en
ambas plantas huéspedes utilizadas, sino también efectivas en la fijacion de nitrégeno.
Los nddulos inducidos en T. #rinervis exhibieron diferente actividad especifica de
nitrogenasa dependiendo de la cepa utilizada. Todas las cepas estudiadas mostraron
actividad nitrogenasa con valores entre 13 - 213 nmol de C;H; por hora por planta. Las
cepas ChIl, TtI11 y Tti42 derivadas de 1. frinervis presentan la mayor actividad de
reduccion de acetileno en el huésped de la familia Rhamnaceae. Todas las cepas de
Frankia aisladas de la familia Rhamnaceae fueron también capaces de inducir nddulos
en E. angustifolia siendo mas efectivas en la fijacion de nitr6geno sobre esta planta
huésped que sobre las plantas pertenecientes a Ia familia Rhamnaceae.

Los valores mas altos de actividad nitrogenasa se obtuvieron para la cepa Chi4
en simbiosis con Elaeagnus angustifolia (Tabla 9).

Los resultados muestran inoculacion cruzada entre miembros de las familias

Rhamnaceae y Elacagnaceae. Asimismo, la cepa control Eulb aislada desde Elaeagnus
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Tabla 9. Efectividad de las cepas de Frankia en simbiosis

Cepa Actividad de nitrogenasa (ARA")

Trevoa trinervis Elaeagnus angustifolia
Control 0.0 0.0
Rhamnaceae
ChIl 123.12+64 27950+ 11.7
ChI2 23.52+£5.2 186.90+ 83
ChI3 ND 61.60x 6.7
Chi4 ND 1013.84 £ 11.7
Tqll5 1343 +1.7 185.64+11.0
Tql20 18.48 £3.2 37931119
Ditll ND 24806+ 9.5
TtIl1 105.75 £ 6.5 663.74 +11.8
Tti42 213.07 +8.3 341.10+11.8
Rel6 40.60 +4.1 25364+ 97
Elaeagnaceae
Eulb 22.95+5.2 162.84 + 9.7
“Plantulas de Trevoa trinervis y Elaeagnus angustifolia se inocularon con 5 ml
de suspensién bacteriana equivalentea 3 pg mL™ de proteina total en
Hoagland ¥4 sin nitrogeno. Los valores corresponden a la media + SD
® Actividad de reducccién de acetileno por planta (ARA) fue expresada como
nmol Czk h™* mg ™ por planta +SE
ND = no determinado
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umbellata (Elacagnaceae) también resulto ser infectiva y efectiva sobre Trevoa frinervis

(Rhamnaceae), aunque con una baja actividad de reduccién de acetileno (Tabla 9).




4, DISCUSION

4.1 Polimorfismo Multienzimatice

El estudio de la diversidad genética de microorganismos mediante
polimorfismo enzimatico multilocus (multilocus enzyme electrophoresis, MLEE) ha
sido utilizado con diversos propdsitos, ya sea para estudios en genética y sistematica
(Ho et al., 1994; Taylor et al., 1999), para la identificacion de aislados (Rosa ef al,,
2000; Engvild & Nielsen, 1985) o para determinar la extension de variabilidad en
poblaciones bacterianas naturales (Triana et al., 1999; Harrison ef al., 1989).

Nuestro proposito en este estudio fue caracterizar los fenotipos electroforéticos
de un grupo de cepas de Frankia aisladas de la familia Rhamnaceae y determinar la
extension de su diversidad comparada con cepas aisladas de plantas de otras familias
de plantas actinorricicas. Aun cuando se ensayaron muchos sistemas enzimaéticos, solo
ocho se incluyeron en el anilisis final ya que daban resultados reproducibles y la
mayoria de las cepas mostraban actividad. El analisis de los patrones enzimaticos con
cada uno de los sistemas ensayados se realizd comparando el patrén de bandeo total
(fenotipo electroforético) y no bandas individuales (electromorfos). Esta forma de
analisis no sobrestima la variabilidad. Otro aspecto del analisis considera que aquellas
cepas en las cuales la actividad enzimatica no fue detectada (nd) después de tres
ensayos independientes se consideraron como alelos nulos.

Los datos muestran que existe un bajo polimorfismo enzimatico entre las cepas

derivadas de la familia Rhamnaceae. La diversidad promedio de -electromorfos

60
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(H) dentro del grupo es de aproximadamente 0.35 lo cual muestra una gran similitud
entre las cepas de Rhamnaceae quedando agrupadas en el dendrograma con un
coeficiente de similitud superior a 0.75. La homogeneidad observada dentro del
grupo de cepas aisladas desde plantas de la familia Rhamnaceae es claramente
visible en los fenotipos electroforéticos donde la mayoria de las cepas comparten el
mismo electromorfo (Tabla 3). Sin embargo, una excepcion la constituyen las cepas
TqIl5 y DsI12 las cuales mostraron diferentes electromorfos para varios de los
sistemas analizados.

Aln cuando existe una gran homogeneidad de estas cepas, algunos sistemas
enzimaticos fueron dtiles para discriminar entre cepas aisladas desde un mismo
género, es asi como con el sistema de MDH se pudo discriminar entre las cepas
TtI42 y TtI11, mientras para las cepas TqIl5 y Tql20, los sistemas MNR, a-EST, B-
EST, IDH y PGM mostraron distintos fenotipos electroforéticos (Tabla 3).

El dendrograma obtenido permite distinguir al menos tres grupos,
encontrandose ain suficiente variabilidad genética dentro de cada uno de ellos (Fig.
9). Un grupo incluye Jas cepas aisladas de la familia Rhamnaceae, un segundo grupo
retine a las cepas pertenecientes a la familia Betulaceae y un tercer grupo incluye las
cepas derivadas de la familia Casuarinaceae.

Estos hallazgos estdan de acuerdo con estudios previos morfoldgicos y
fisiologicos hechos en estas cepas que muestran pocas diferencias (Carti, 1993). La
extension de diversidad de las cepas aisladas de la familia Rhamnaceae parece no ser
muy amplia. Esta falta de variacion genética en cepas cultivadas se podria deber a la

fuerte selecci6n impuesta al momento de aislar y cultivar las cepas, ya que se

seleccionan aquellas que son mas exitosas en su crecimiento en los medios de cultivo
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disefiados. Es asi como la mayoria de las cepas derivadas de Rhamnaceae fueron
aisladas en medio con glucosa como tnica fuente de carbono (Cari, 1993), lo cual
impone una restriccion a cepas que prefieren fuentes de carbono alternativas, como
acidos grasos.

Asimismo desde el punto de vista filogenético usando el marcador molecular
rDNA 168 las cepas de Rhamnaceae bajo estudio se encuentran formando un cluster
muy distintivo con un bajo niimero de sitios variables en la secuencia analizada
(Tabla 7). Estos analisis ademas mostraron que en este cluster también se encuentran
cepas aisladas de la familia Elaeagnaceae, como se describié previamente (Clawson
et al., 1998). Sin embargo, en los analisis enzimaticos la cepa aislada de Flaeagnus
umbellata, Eulb se encuentra mas distante del cluster de Rhamnaceae y més bien
cercana a la cepa G82 aislada de Gymnostoma, un género de la familia
Casuarinaceae, Estudios previos del iDNA 16S y del espaciador intergénico nifDK
han mostrado que cepas de Frankia aisladas de Gymmostoma son filogenéticamente
mas cercanas a cepas aisladas de Elaeagnus y muy distantes de cepas infectivas de
Casuarina y Alnus (Navarro ef al., 1997). Ademas, en ensayos de inoculacion, se
demostrd que cepas aisladas de Gymmostoma fueron capaces de nodular su propio
huésped como también miembros de la familia Elacagnaceae, pero no asi Casuarina
0 Allocasuarina, ambos géneros en la familia Casuarinaceae (Navarro ef al., 1997),
Estos datos apoyan lo encontrado en éste analisis enzimatico y podrian explicar
porque las cepas G82 y Eulb se encuentran mas cercanas segtn el dendrograma.

Por el contrario estudios previos en cepas de Frankia pertenecientes al grupo

de especificidad de Alnus y Elaeagnus muestran un gran polimorfismo enzimético

particularmente los patrones obtenidos de esterasas y diaforasa que contienen
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numerosas bandas, lo que permitié identificar algunas cepas especificas (Gardes ef
al., 1987). En nuestros datos, las cepas derivadas de A/nus también muestran un
grado de heterogeneidad, siendo identificados en su mayorfa por mis de un
electromorfo. Estas cepas forman parte de un cluster segin el dendrograma (Fig. 9),
sin embargo la cepa ArI3 constituye una excepcion. Los sistemas enzimaticos
analizados no discriminan la cepa Arl3 de las cepas de Rhamnaceae y por lo tanto se
encuentra muy estrechamente relacionada con las cepas aisladas de la familia
Rhamnaceae y forma parte del cluster.

Las cepas Aacl, AacHl y AaclIll aisladas de Alnus acuminata (Betulaceae) no
forman un grupo estrechamente relacionado, ya que la cepa Aacl se encuenfra
genéticamente distante de Aacll y Aaclll las cuales comparten un fenotipo
electroforético muy parecido (Tabla 3). Estudios previos mostraron que estas cepas
son muy parecidas tanto en su morfologia, metabolismo e infectividad, sin embargo
la cepa Aacl ain cuando provenia del mismo lugar mostrd diferencias en los
sustratos utilizados para su crecimiento (Cami ef al., 2000). La cepa AacHI fue capaz
de utilizar glucosa y sacarosa como fuente de carbono lo cual 1a podria colocar en el
grupo A descrito por Lechevalier ef al., (1983) que incluye cepas que pueden utilizar
mono- y disacéridos pero que no pueden utilizar acidos orgéanicos, Por otra parte, la
cepa Aacl podria ser asignada al grupo B ya que puede crecer en medios
suplementados con acidos organicos. Esta diferencia de metabolismo podria explicar
en parte las diferencias observadas en los electromorfos presentes en estas cepas y
por lo cual no formd parte de este cluster. Para el caso de las cepas aisladas de

plantas de la familia Rhamnaceae que se encuentran formando un cluster, todas ellas

fueron descritas previamente como pertenecientes al grupo A (Carti, 1993). Lo cual




64

sugiere que la capacidad de Frankia para utilizar una determinada fuente de carbono
establece diferencias que reflejan en su fenotipo electroforético.

La mayor diversidad reportada en otros grupos de cepas podria deberse en
parte al origen de los aislados, los cuales tienen una amplia distribucién geografica y
por otra parte en el que para muchas de las cepas no estd indicado si todas son
derivadas de una espora (cultivos monosporales), es decir cual es su grado de
homogeneidad genética. En nuestro trabajo, todas las cepas aisladas de plantas de la
familia Rhamnaceae son derivadas de una espora y por lo tanto todos los cultivos
tienen estructura clonal (Cari, 1993; Cari ef al,, 1997). Este aspecto es muy
relevante ya que Frankia es una bacteria filamentosa y se ha encontrado que dentro
de un ndédulo puede encontrarse méas de una cepa del actinomicete y en tal caso los
cultivos originados de estos aislados pueden ser heteroclones (Schwencke & Carg,
2001).

En cuanto a la distribucion geografica, las cepas aisladas de plantas de la
familia Rhamnaceae provienen en su mayoria de la zona central de Chile, con una
cepa proveniente de concepcion (DsI12) y dos cepas de Argentina (DtI1 y DtI2)
(Tabla 2). Segtn los resultados obtenidos, no existe una relacién entre las
diferencias observadas en las cepas y su ubicacion geografica, ya que por gjemplo la
cepa ChI5 obtenida de El Romeral (Cordillera de los Andes) presenta el mismo
patrén electroforético que la cepa Chi7 obtenida de Calet (Cordillera de la Costa).

Un grupo de cepas muy homogéneas con una baja variabilidad segin los
fenotipos electroforéticos son las pertenecientes al grupo de especificidad de

Casuarina (BR, Allo2 y Thr) las cuales comparten un mismo patron electroforético

en varios de los sistemas analizados (Tabla 3). En el dendrograma (Fig. 9) se
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muestra que forman un cluster con un coeficiente de similitud de aproximadamente
0.85, lo que se podria esperar para una familia de cepas cuya distribucion geografica
es bastante estrecha siendo nativas de Australia y el Pacifico (Benson & Clawson,
2000). Por otra parte, muchas de las cepas de Frankia fueron aisladas de plantas
actinorricicas creciendo fuera de su distribucion geografica original y por lo tanto la
baja diversidad encontrada puede ser una consecuencia del bajo nimero de plantas
noduladas capaces de colonizar el nuevo habitat.

Esta técnica utilizada es muy util entonces para determinar las diferencias
existentes entre cepas aisladas de distintas familias actinorricicas. Claramente, las
cepas pertenecientes a la familia Rhamnaceae se diferencian del resto de las familias
actinorricicas.

Un estudio previo de diversidad genética demostro que cepas derivadas de los
géneros Casuarina, Allocasuarina y Gymnostoma podian distinguirse sobre la base
de sus patrones electroforéticos de esterasas. Los resultados ademads sugirieron que
los géneros Casuarina y Allocasuarina eran cercanos filogenéticamente, mientras
que Gymmnostoma estaba claramente separada {Girgis & Schwencke, 1993). Estos
hallazgos son similares a los encontrados en este estudio, donde la cepa GS82
{Gymnostoma) esta genéticamente distante del resto del grupo de la familia
Casuarinaceae (Fig. 9).

El analisis isoenzimético también ha sido utilizado en otros grupos de
organismos para la identificacion de cepas usando geles de almidén y/o
poliacrilamida. En un estudio hecho en cepas de Penicillium nodositatum, se utilizé
la caracterizacién isoenzimatica para determinar la variabilidad interespecifica en

poblaciones naturales (Faure-Raynaud ef /., 1991). El analisis hecho en geles de
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acrilamida-agarosa mostrd una gran heterogeneidad entre cepas de P. nodositatum,
ya que de las 17 cepas probadas, 10 mostraron su propio fenotipo electromorfico.
Ademas, dos cepas estrechamente relacionadas con P. nodositatum segin
caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y citologicas mostraron ser més distantes de
acuerdo con los patrones isoenzimaticos donde P. variable y P. verruculosum no
mostraron ningun electromorfo en comiin con las cepas de P. nodositatum (Faure-
Raynaud ez al., 1991).

Este mismo tipo de analisis también ha sido utilizado para evaluar la relacién
genética entre cepas de la misma especie como en algunos casos de estudios
epidemioldgicos (Soll, 2000). Lo importante de esta técnica radica en seleccionar
enzimas que permiten una mayor discriminacion entre cepas. La técnica de MLEE
se utiliz0 para “fingerprinting” de Candida albicans lo cual se verificd por un
analisis de cluster de un grupo de aislados en el cual resultados de MLEE, RAPD y
Southern blot se compararon y se comprobd que los resuitados concordaban (Pujol e?
al., 1997).

Esta técnica de polimorfismo enzimético multilocus podria ser 1til para seguir a
cepas de Frankia en el suelo, ya que se ha demostrado que los fenotipos
electroforéticos son estables después de inoculacién, nodulacion y un posterior
aislamiento de las cepas. También se demostrd la sensibilidad de la técnica utilizando
cepas resistentes a kanamicina y sus respectivas cepas parentales sensibles a

kanamicina (Selim & Schwencke, 1994).
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4.2 Anilisis del rDNA 16S

Otra de las maneras utilizadas para deducir las relaciones filogenéticas entre
organismos es via la comparacion de secuencias del rDNA 16S. El uso de los RNAs
ribosomales, particularmente los genes del RNA ribosomal 16S (fDNA 16S) en
estudios evolutivos se debe a las siguientes caracteristicas, (i) se encuentran en todos los
organismos cumpliendo la misma funcién de sintesis de proteinas; (ii) su estructura
secundaria y terciaria es altamente conservada, (iii) su estructura primaria, compuesta
por regiones constantes y variables, permite su deteccién, amplificacion y
secuenciacion, (iv) estan presentes en las células en un alto ndmero de copias, y (v) la
aparente ausencia de transferencia horizontal (Akkermans, 1998; Woese, 1987).

En este estudio, se compararon las secuencias de un fragmento de 378pb, que
previamente se habia informado contiene el 45% de los sitios variables (Clawson et al.,
1998) del rDNA 168 de cepas aisladas de plantas de la familia Rhamnaceae con las
secuencias de otras cepas previamente publicadas (Tabla 6). Un alineamiento de estas
secuencias muestra que existen muy pocas diferencias entre las secuencias de distintas
cepas de plantas actinorricicas y que el rDNA 168 es bastante conservado en esta region
por lo tanto, la secuencia de esta region permite confirmar la identificacion de nuevas
cepas de Frankia ya que se considera un carécter con valor taxonomico para Frankia.
(Tabla 7).

La topologia del dendrograma obtenido en este estudio (Fig. 10) concuerda
con la encontrada en otros estudios, donde se observan tres clusters, un primer cluster
agrupa a representantes de las familias Betulaceae, Casuarinaceae y Myricaceae;
cepas aisladas de las familias Rhamnaceae y Elaeagnaceae forman un segundo

cluster y Ceanothus griseus, un microsimbionte de la familia Rhamnaceae forma el
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tercer cluster estando mis relacionado con el microsimbionte que infecta a Purshia
tridentata (Rosaceae) que con miembros aislados de la familia Rhamnaceae. Otros
estudios también han encontrado resultados semejantes, aunque estos no contaban
con los datos proporcionados en este estudio que muestran la formacién de un cluster
Rhamnaceae/Elacagnaceae (Benson ef al., 1996; Clawson ef al., 1997; Nazaret et al.,
1991).

Si se comparan los dendrogramas obtenidos del analisis enzimatico con el de
las secuencias del 16S rDNA, se observa que en términos generales se encuentran
grupos similares (Fig. 9 y 10). En ambos casos las cepas infectivas en Rhamnaceae
forman un cluster aparte del resto de las cepas, y en el caso del 16S se encuentran
agrupadas con cepas aisladas de [a familia Elacagnaceae. Esto se puede explicar por
la poca variabilidad observada en las secuencias del 16S entre cepas que infectan a
plantas actinorricicas (Tabla 7).

Si se compara la filogenia de las cepas de Franmkia con la filogenia de las
plantas construidas a partir de la secuencia del gen cloroplasto ribulosa-1,5 bifosfato
carboxilasa/oxigenasa (rbcL) se observa que las plantas actinorricicas se distribuyen
también en 4 grupos; Grupo I. Betulaceae, Casuarinaceae y Myricaceae; Grupo 1I:
Coriariaceae y Datiscaceae; Grupo III: Rhamnaceae y Elaeagnaceae, y Grupo IV:
Rosaceae (Swensen, 1996). Esta observacion ha llevado a la propuesta de una co-
evolucion entre planta y simbionte para la fijacién de nitrdgeno (Simonet ef al.,
1999).

La proximidad filogenética que muestran las cepas infectivas en
Elacagnaceae y Rhamnaceae se ha atribuido al origen filético comin que presentan

estas dos familias (Clawson ef al., 1998; Swensen, 1996).
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4.3 Especificidad de Huésped

La asignacion de grupos de especificidad de huésped (HSG) por Baker (1987)
se hizo como una forma de esclarecer la taxonomia de Frankia. Estos grupos se
asignaron mediante ensayos de inoculacion cruzada, sin embargo, debido a las
dificultades presentadas en la aislacién, cultivo y mantencion de muchas cepas como
aquellas que infectan plantas de las familias Coriariaceae, Datiscaceae, Rosaceae y
Rhamnaceae no se conoce su rango de huésped.

El establecimiento de la asociacion Frankia-planta actinorricica es
influenciado tanto por factores genéticos como abidticos. Factores genéticos incluyen
la compatibilidad planta-huésped (Baker, 1987) como también la capacidad de
formacion de nddulos (Lechevalier ef al.,, 1983; Simon et al, 1985). Los factores
abidticos incluyen nutricién con nitrogeno y pH, ademas de la presencia de otros
organismos (Knowlton et al., 1980).

Para los estudios de inoculacién cruzada, Trevoa trinervis se eligié como una
planta representativa de la familia Rhamnaceae y FElaeagnus angustifolia de la
familia Elaeagnaceae. La eleccion de la planta huésped para probar estas cepas de
Frankia se hizo en base a que estudios anteriores mostraron que el grupo de cepas de
Frankia nativas inducian nodulacién con una misma eficiencia sobre distintos
miembros de la familia Rhamnaceae tal como T. trinervis, Talguenea quinquinervia,
Colletia hystrix y Retanilla ephedra (Cari & Cabello, 1999). Ademas, otro reporte
muestra que cepas aisladas de Trevoa trinervis (Ttl11 y TiI12) fueron capaces de
infectar su propio huésped (Carrasco ef al., 1995).

Se utilizaron cinco cepas de Frankia como controles positivos en los ensayos

de inoculacién, Aaclll y ArI3 son infectivas en Alnus glutinosa, cepa Eulb sobre
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Elaeagnus angustifolia vy las cepas BR y Allo2 sobre Casuarina cunninghamiana.
Los resultados mostraron que bajo las condiciones de ensayo todas las cepas de la
familia Rhamnaceae eran capaces de infectar tanto E. angustifolia como T. trinervis
exhibiendo un nivel de promiscuidad muy parecido en el establecimiento de la
simbidsis. Para muchas de las cepas estudiadas, el porcentaje de nodulacion sobre E.
angustifolia estaba sobre el 50%, donde las cepas Chl4, ChIS, TqIl5 y Dtll eran
particularmente exitosas. Cabe notar que la cepa Chl4 parece tener un rango
bastante amplio de infectividad siendo capaz de infectar ademés A/nus (Mosquera,
2002).

Los resultados son congruentes con el andlisis filogenético basado en las
secuencias del tDNA 16S (Benson ef al., 1996) donde se mostré que las cepas de
Frankia derivadas de Discaria (Rhamnaceae) son més cercanas a los simbiontes de
los miembros de la familia Elacagnaceae. De acuerdo a nuestros resultados las cepas
de Frankia derivadas de la familia Rhamnaceae podrian pertenecer a la subdivision
del género de Frankia designada por Normand et al., 1996 como cepas infectivas de
Elaeagnaceae, formando asi un cluster Rhamnaceae/Elaeagnaceae. Esta agrupacion
también se observa en nuestros estudios de electroforesis enzimatica,

Las cepas de Frankia analizadas fueron infectivas y efectivas, y atn cuando
se obtuvieron distintos valores para algunas cepas por ejemplo de Trevoa trinervis
con relacion a las otras cepas, no se puede concluir que las cepas de 7. #rinervis son
las mas infectivas ya que las diferencias en los porcentajes de nodulacidén no solo se
deben a la capacidad del simbionte microbiano, sino también a la planta huésped.

Dado que las plantas no son clonales ellas pueden reaccionar de manera diferente al

establecimiento de la simbiosis. Reddell y Bowen (1985) aclaran que en la seleccién
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de cepas, ademas de la dificultad que ofrece el aislamiento en cultivo puro, se agrega
el hecho de que a veces, cepas de Frankia sp. altamente efectivas en la fijacion de
nitrogeno en una especie resultan ser inefectivas en otras,

Ademas de determinar su infectividad, también era importante conocer si los
nodulos inducidos eran capaces de fijar nitrégeno, es decir comprobar su efectividad.
Los valores obtenidos en la tabla 9 muestran que todos los nédulos ensayados fueron
efectivos en la fijacion de nitrogeno. Nuevamente, parece ser que algunas cepas son
mAs exitosas en la fijacion de nitrogeno que otras, por ejemplo para Chl4 el valor de
actividad de nitrogenasa sobre E. angustifolia fue el mas alto. Sin embargo, esta
propiedad simbiética depende de ambos organismos: bacteria y planta.

Los datos obtenidos muestran que todas las cepas aisladas de la familia
Rhamnaceae son infectivas y efectivas sobre el huésped de Elaeagnaceae y apoyarian
la designacion de cepas infectivas en Rhamnaceae al grupo HSG3 de Elaeagnaceae
establecido por Baker (1987).

Hay cepas cuya asignacion a un grupo de especificidad de huésped no es tan
clara, como por ejemplo la cepa ChI4. Existe ademas otro estudio donde el huésped
Alnus glutinosa se infectd con cepas aisladas de Elaeagnus sp., Hippophae
rhamnoides (Elacagnaceae) y Colletia spinosissima (Rhamnaceae), las cuales fueron
capaces de inducir nddulos (Lumini ef al., 1992). En este caso se sugiere que hay ‘
factores asociados a la planta que permiten esta respuesta. Existen informes de otros
casos en los cuales algunas cepas son mas promiscuas denominadas cepas flexibles,
como también huéspedes promiscuos.

Un estudio hecho en cepas aisladas de Elaeagnus sp. encontrd que ellas eran

capaces de nodular huéspedes de Elaeagnaceae y Alnus indicando que tienen un

O
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amplio rango de huésped, pudiendo infectar especies pertenecientes a distintos HSGs
(Bosco ef al., 1992). Por otra parte en un estudio de inoculacién cruzada, cepas
infectivas en Gymmnostoma sp. un género de la familia Casuarinaceae, fueron capaces
de nodular Elaeagnus pero no Casuarina (Navarro et al.,, 1997), presentando una
restriccion en la infectividad.

En un estudio de invernadero, Myrica spp. nodulan con todas las cepas de
Frankia ensayadas, las cuales incluyeron Elaeagnus sp., Casuarina sp. y Alnus sp.,
por lo tanto es un huésped promiscuo (Baker, 1987, Torrey, 1990). Estudios
adicionales con el rDNA 168 muestran que en la naturaleza M. pensylvanica tenia en
sus nodulos cepas generalmente encontradas en nédulos de plantas de las familias
que forman un cluster Betulaceae, Casuarinaceae y Myricaceae; cepas de un segundo
grupo que incluye Elaeagnaceae y Rhamnaceae, y de un cuarto grupo de cepas tipo
Frankia (Clawson & Benson, 1999). En el mismo estudio sin embargo, también se
detectd que hay cepas que se especializan en infectar un solo huésped, como es el
caso de M. gale, la cual exhibe una baja diversidad (Clawson & Benson, 1999).

Los datos de este estudio agrupan a cepas infectivas en Rhamnaceae y
Elaeagnaceae en un cluster, esto concuerda con estudios de la filogénia de las
plantas, donde estas dos familias también se encuentran formando un cluster segin
una serie de caracteristicas tales como forma de vesicula, forma de septacion y modo
de infeccion (Swensen & Muilin, 1997).

A excepcion de la cepa Chl4, que mostrd un mayor rango de huésped, todas
las otras cepas pertenecientes a la familia Rhamnaceae parecen estar mas restringidas
en cuanto a su diversidad de rango de huésped (Carrasco et al., 1995, Cari &

Cabello, 1999). El grado de promiscuidad se ha relacionado con la primera aparicién
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de las familias actinorricicas. Registros fosiles muestran que la familia Myricaceae
es la mas antigua v por lo tanto la mas promiscua. Es posible que la evolucion tienda
a la especializacion de algunas cepas sobre las plantas.

Otro estudio hecho con cepas aisladas de rhamnéceas utilizd plantas de
Atriplex cordobensis como huésped, un arbusto adaptado a suelos con escaso
contenido de nitrégeno asimilable las cuales fueron inoculadas con cepas aisladas de
Colletia hystrix, Trevoa trinervis, Talguenea quinguinervia y Retanilla ephedra
(Rel4 y Rel6). Los resultados mostraron que se observaron hifas en todos los casos,
vesiculas en las plantas inoculadas de C. hystrix y T. trinervis, y esporangios en R.
ephedra (Fabri et al.,, 1996). Los resultados de efectividad simbiotica mostraron
diferencias donde los valores mas altos se obtuvieron con la cepa de C. hystrix,
mientras los menores fueron con la cepa Rel4. Ademas, la cantidad de nitrogeno
fijado también fue mayor en plantas inoculadas con C. Aysfrix, Plantas inoculadas
con T. quinquinervia mostraron un gran desarrollo agreo, gran profision de hojas y
alta acumulacién de biomasa pero con bajos niveles de contenido de nitrogeno,
indicando que dicha cepa actuaria como una promotora del crecimiento vegetal
(PGPR) mas que como un simbionte fijador de nitrogeno (Fabri ef al., 1996).

En nuestro laboratorio, también se analizé el efecto de la inoculacién con
distintas cepas sobre el crecimiento de las plantas. Algunos de los parametros
medidos fueron altura de tallo, peso seco y didmetro del tallo. Los resultados
muestran que todas las plantas inoculadas tuvieron un mejoramiento con respecto a
estos tres parametros en comparacion con el control no inoculado (Cari ef al., 2002).

La respuesta de E. angustifolia fue particularmente buena.

E
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Una de las aplicaciones practicas de este estudio de inoculacion es la
bisqueda de parejas simbidticas mas efectivas para beneficiar la reforestacion de
suelos aridos y contribuir mediante la implantacion de estas especies inoculadas al
mantenimiento y recuperacion de estos fragiles ecosistemas. Esto requiere que no
solo sean de beneficio para el crecimiento de la planta sino también en la cantidad de

nodulos que se podrian generar y la eficiencia con la cual fija nitrégeno.
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APORTES DE LA TESIS

Los antecedentes bibliograficos indicaban que las cepas de Frankia derivadas de
la familia Rhamnaceae son recalcitrantes al aislamiento y por lo tanto existen escasos
datos sobre la biologia de estas cepas. La mayoria de ellos estan basados en los
microsimbiontes de Ceanothus sp., los cuales atin no han sido cultivados en vida libre.
Ademas, los estudios filogenéticos utilizando secuencias del tDNA 168 indicaban que
algunos microsimbiontes que infectan plantas de la familia Rhamnaceae formaban parte
del cluster compuesto por cepas aisladas de la familia Elaeagnaceae, sin embargo,
Ceanothus (Rhamnaceae) aparece asociada a una cepa aislada de la familia Rosaceae.

En nuestro Laboratorio hemos establecido un cepario de Frankia aisladas desde
plantas de la familia Rhamnaceae, el cual ha permitido establecer la filogenia de estas
cepas (Clawson et al., 1998) y conocer distintos aspectos de su biologia.

En esta tesis se propuso establecer marcadores enzimaticos (MLEE) para
identificar las distintas cepas de Framkia aisladas de la familia Rhamnaceae y
discriminarlas de cepas de otras familias de plantas actinorricicas. Los datos obtenidos
muestran que existe heterogeneidad genética dentro del grupo de cepas y permite
estimar la extension del polimorfismo intra e interfamilia, El dendrograma construido
da cuenta de los fenotipos observados y permite establecer que en conjunto con datos
genéticos del tipo rDNA 16S se delimitan los mismos clusters, Asi las familias

Rhamnaceae y Elacagnaceae se agrupan en un mismo cluster.
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Otro aporte de la tesis es la asignacion de algunas cepas al género Framkia
mediante la secuencia del rDNA 16S. Este rasgo tiene valor taxonémico para la
identificacion de cepas del género y fue necesario completar esta caracteristica para las
cepas utilizadas en el estudio.

Un tercer aporte de la tesis fue establecer el grupo de infectividad de estas cepas
mediante ensayos de inoculacién cruzada. Los datos indican que estas ellas pertenecen
al grupo de especificidad de huésped HSG3, formando ast un grupo de infectividad con
la familia Elaeagnaceae.

Los resultados obtenidos constituyen un punto de partida para la designacion de
especies en el género Frankia utilizando la taxonomia polifasica aplicada a bacterias, la

cual incluye datos genotipicos y fenotipicos.




5. CONCLUSIONES

1.- Mediante el uso de marcadores enziméticos multilocus se determiné que las cepas de
Frankia nativas, aisladas de la familia Rhamnaceae se podian discriminar de las otras
familias de plantas actinorricicas formando un cluster separado del resto de las cepas

aisladas de las familias Elaeagnaceae, Betulaceae y Casuarinaceae.

2.- El dendrograma obtenido muestra al menos 3 clusters, el cluster I estd compuesto
por todas las cepas aisladas de la familia Rhamnaceae y la cepa Arl3 (Betulaceae), el
cluster II retine a las cepas aisladas de la familia Betulaceae (Aacll y AacIll) y el cluster
I esta compuesto por las cepas aisladas de la familia Casuarinaceae (BR, Allo2 y Thr).
Sin embarge para las cepas Aacl (Betulaceae), G82 (Casuarinaceae) y Eulb
(Elacagnaceae) no file posible asignarlas a ninguno de los cluster descrito. Ellas
muestran una mayor distancia genética de sus respectivas familias y se encuentran en

ramas independientes.

3.- La secuencia parcial del IDNA 168 de algunas cepas de Frankia de la familia
Rhamnaceae presenta muy pocas diferencias con la secuencia de cepas aisladas de la
familia Elacagnaceae y confirma la asignacion de estas cepas al cluster

Rhamnaceae/Elaeagnaceae.
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4.- Las cepas aisladas de plantas de la familia Rhamnaceae fueron capaces de infectar a
plantas huéspedes de la familia Rhamnaceae (Zrevoa frinervis) y Elaecagnaceae
(Elaeagnus angustifolia) en ensayos de inoculacion cruzada, Esto indica que estas cepas

pertenecen al HSG3 y forman un cluster Rhamnaceae/Elacagnaceae.




Solucién de Hoagland 1X

Stock

Micronutrientes

FeEDTA 0.02M
KNO; M
MgS0,4. TH2O M
KH;PO, M
CaCl;.2H,0O M
KCl1 M

Ca(NO).4H,0 IM

Completar a un litro con agua,

Solucion de micronutrientes
H;BO,

MnClL.4H,0

ZnS0,.7H,0

CuS04.5H,0
Na;Mo0,.2H,0

COSO4.7H20

APENDICE

con Nitrégeno
Iml
1ml
5ml
2ml

1ml

5ml

g/l
2.86
1.81
0.22
0.08
0.025

0.001
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sin Nitrogeno
Iml

Iml

2mi
1ml
5ml

S5ml




Soluciones para tinciones especificas
Compuesto

NAD

NADP

NBT

PMS

DPIP

Solucion 1% a-naftil y B-naftil acetato

10mg/ml H20
10mg/miH20
10mg/ml H20
5mg/mi H20

1mg/m! H20

Disolver 1g en 50ml acetona, agregar 50m! de agua.

Guardar en frio.

Solucion de acido malico

134.1g DL-4acido malico, 80g NaOH, llitro de agua.

Ajustar pH7.0 con 18ml de 4N NaOH,

Solucion a-D-glucosa 1,6-difosfato

10mg/100m! en agua destilada.
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