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RESUMEN

La comprensién de la relacidn existente entre la diversidad microbiana y el papel biolégico
que cumple la microbiota en el ambiente es uno de los principales retos en ecologia
microbiana. En este trabajo se analizd el efecto rizosférico de Phaseolus vulgaris sobre la
composicion y funcion de los diferentes grupos microbianos involucrados en las
principales etapas del ciclo del nitrgeno. A su vez, diferentes condiciones de riego,
incluyendo o no la adicién de mitrato, fueron evaluadas con el fin de definir si el nitrato
afecta el establecimiento de Ia simbiosis en la planta o los otros procesos asociados con la
conversién de nitrogeno.

La composicién de los grupos microbianos que participan en fijacion de nitrégeno,
nitrificacién o desnitrificacién, fue determinada mediante la amplificacién de genes
funcionales especificos y la posterior resolucién de las mezclas de amplicones por DGGE o
T-RFLP asi como mediante clonacion y secuenciacion. Partidores especificos previamente
publicados en la literatura para la amplificacién de 16S rDNA y diferentes genes
funcionales (@mod, nirS, nirk y nifH) fueron utilizados para analizar la composicion de las
comunidades de bacterias nitrificantes, desnitrificantes y el gremio de bacterias fijadoras de
nitrogeno. En el caso de las bacterias fijadoras de nitrégeno, se disefié ademds partidores
" especificos para la amplificacion de dos genes que codifican para subunidades funcionales
de la nitrogenasa (nifD y nifH) en bacterias rizobiales. Estos partidores fueron probados en
poblaciones de bacterias rizobiales del suelo (vida libre) asi como en poblaciones de
microsimbiontes. La especificidad de los productos de PCR obtenidos fue confirmada

mediante secuenciacion.
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Los resultados mostraron claramente ¢l efecto rizosférico de la planta leguminosa y de las
condiciones de riego sobre la composicion y funcién de algunos grupos microbianos que
participan en el ciclo del nitrégeno (por ejemplo, bacterias nitrificanies o bacterias
rizobiales). Por ¢l contrario, los cambios en la composicién de la comunidad bacteriana
total y en el gremio de diazdirofos no se correlacionaron claramente con el efecto
rizosférico. La amplificacién de marcadores moleculares especificos para bacterias
desnitrificantes (nirS y nirK) no fue posible a pesar de las diferentes estrategias ensayadas.
Sin embargo, las tasas de desnitrificacion in situ mostraron que la actividad de este grupo
esta fuertemente influenciada por la presencia de la planta.

Adicionalmente, el analisis de las poblaciones simbidticas en nédulos de P. vulgaris mosttd
que las bacterias rizobiales asociadas con la planta presentau baja variabilidad. No obstante,
se observo diferencias entre las bacterias cultivadas desde los nddulos y los resultados
obtenidos al analizar extractos directos de DNA de nodulo. Asimismo, la presencia de
posibles bacterias nitrificates en los nédulos fue determinada por PCR y FISH, pero se

desconoce el papel que estos microorganismos puedan estar cumnpliendo en ese habitat.
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ABSTRACT

The understanding of the relationship between microbial diversity and the biological role of
microbial communities is one of the main challenges in microbial ecology. We analyzed the
thizospheric effect of Phaseolus vulgaris on the composition and function of
microorganisms involved in the main stages of the mitrogen cycle. Different watering
conditions, considering either the addition or not of nitrate, were evaluated as well, in order
to analyze its effect on the establishment of the symbiosis and on all the other processes
affected by nitrate in the nitrogen conversion.

The composition of microorganisms performing nifrogen fixation, nitrification and
denitrification was determined by ampliﬁcaﬁon.of selected genes by PCR and subsequent
resolution of amplicons mixtures by DGGE or T-RFLP, as well as by cloning and
sequencing. Previously published PCR primers for 168 rDNA and different functional
genes (amod, nirS, nirK, and nifff) were used to analyze nitrifying and denitrifying bacteria
and the diazotroph guild. In the case of nitrogen fixing bacteria, we designed new specific
primers for the amplification of two genes encoding for structural subunits of nitrogenase
(nifD and nifH) in rhizobial bacteria. These primers were tested on free-living and
symbiotic rhizobial populations. Sequences of PCR products obtained with these primers
were determined confirming the retrieval of the expected targets.

Overall, the results showed the effect of the rhizosphere and the watering conditions on the
composition and function of microorganisms involved in the mitrogen cycle such as
nitrifiers or rhizobial bacteria. In contras, the changes on the composition of bacterial
communities and diazotroph guild did not correlate with the treatments assayed. Analyzing

denitrifying bacteria, different strategies failed to amplify the specific functional markers
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(nitrite reductase genes, #irS and nirk). Nevertheless, deniirification rates showed that the
activity of this group was strongly altered by the presence of the plants.

Additionally, analysis of symbiotic communities showed that rhizobia associated with P.
vulgaris displayed very low variability, even though, we observed differences between
isolated bacteria obtained from the nodules and direct analysis of DNA nodules extracts.
The unexpected presence of possible nitrifying bacteria in the nodules was determined by

PCR and FISH, but the role of these microorganisms remains undetermined.
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1. INTRODUCCION

En los wltimos afios e} ciclo del nitrgeno ha adquirido una importancia fundamental debido
a que tanto la limitacién come el exceso de nitrdgeno, en sistemas naturales o en sistemas
manejados por el hombre, altera significativamente su productividad y sustentabilidad. Las
principales etapas de conversion del nitrogeno en la biosfera son llevadas a cabo
exclusivamente por microorganismos y por consigmente, Ja comprension de la ecologia vy
fisiologia de ios microorganismos involucrados en el ciclo del nitrogeno constituye un 4rea
de itensa investigacién (Kowalchuk & Stephen, 2001; Atlas & Bartha, 2002; Madigan et
al, 2000). Adicionalmente, muchos de los microorganismos que participan en el ciclo del
nitrogeno poseer un reconocide potencial biotecrolégico, lo que ha imcrementado la
relevancia de los estudios que se concentran enr su andlisis (Atlas & Bartha, 2002). La
aplicacion de Rhizobium para incrementar Ja productividad agricola (Kaneko et al., 2002) o
el uso de grupos metabdlicos especificos de bacterias oxidadoras del amonio como
bioindicadores del impacto de contaminantes (Kowalchuk & Stephen, 2001) constituyen

claros ejemplos de este hecho.

1.1.- Visién clisica del ciclo del nitréogene.

El ciclo del nitrogeno involucra una gran variedad de reacciones de oxido-reduccion
asoctadas generalmente con sistemas de transporte de electrones (Ferguson, 1998).
Teniendo en cuenta que el dinitrégeno elemental gaseoso (N;) en la atmosfera es el
principal reservorio activo de este elemento, el ciclo biogeoquimico podria comenzar con la

fijacidn, un proceso que requiere mucha energia para reduc este elemento a amonio
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(NH,), el primer compuesto biologicamente disponible en el ciclo. Las etapas posteriores
en la conversion del nitrogeno mvolucran la oxidacion de amonio a nitrato {NQs), proceso
también denominado nitrificacion y el retorno final del nitrégeno a su estado elemental en
un proceso Ilamado desaitrificacién o respiracién del nitrato (Atlas & Bartha, 2002).
Estos procesos en su conjunto constituyen una visién simplificada del ciclo del nitrogeno
(Fig. 1). Sin embargo, nuevas mitas e intermediarios recientemente descritos en estos
procesos sugieren que este ciclo biogeoquimico es mas complejo. A contipuacion, se

discuten las generalidades de los principales procesos involucrados en el ciclo del

nitrdgeno.
N, Fijacién de
/ﬂ NG
N0 Anmom'
Oxido mitroso
NO Cido del alirigese N0 Crvidaciin
Despitrificacién  Oxido nitgeo Hiadroxcilamiea del srnonio

Mmoo

NO:
Niteito
i
NO, del nitrito
Nitrito

Figura 1.~ Vision clisica del ciclo del nitrégeno en 1a biosfera. Las tres principales etapas
microbianas: fijacién de nitrdgeno, mitrificacion (oxidacién del amonio y el nitrito) y
desnitrificacion son indicadas mediante flechas con diferente relleno.




1.1.1.- Fijacién del nitrégeno.

La fijacion del nitrogeno consiste en la reduccidn del nitégeno atmosférico a amonio. Este
proceso puede Hevarse a cabo quimica o biologicamente, pero en la actualidad se reconoce
que la fijacion biologica del mitrogeno {BNF) es cuantitativamente superior para suplir los
requerimientos de mitrdgeno en la mayoria de ecosistemas (Peters ¢t al, 1995; Zehr et al,,
2003). Todos los organismos fijadores de nitrogeno, también denominados diazétrofos,
son procariotes y 1la BNF parece estar restringida exclusivamente al mundo microbiano. La
diazotrofia estd ampliamente distribuida enire microorganismos no relaciomados que
pertenecen a los dominios Arquea y Bacteria y por consiguiente, la afiliacion filogenética
raramente puede ser usada para inferir Ia capacidad de fijar nitrgeno (Zebr et al., 2003).

La fijacién de nitrogeno se produce en una gran variedad de contextos metabolicos en
ambientes terrestres y acuaticos. Asimismo, la diversidad de jos diazdtrofos también esta
dada por sus caracteristicas fisiologicas, dado que la BNF es realizada tanto por
microorganismos quimiotrofos o fotdtrofos, asi como por autdtrofos o heterdtrofos. Debido
a su diversidad fisiolégica, las estrategias dependientes de cultivo presentan severas
limitaciones para el estudio de la composicion de diazétrofos. Por consiguiente,
aproximaciones moleculares que permiten analizar el grupo en su totalidad, han sido
desarrolladas y probadas para la descripcion de las comumidades de diazdtrofos enm
diferentes ambientes (Zehr et al., 2003; Birgmann et al,, 2004).

Casi todos los diazdtrofos descritos poseen en comiin Ja pitrogenasa (Nif), un complejo
enzimatico que lleva a cabo la reduccion del dinitrégeno (Young et al., 1992; Zehr et al,,
2003). La nitrogenasa presenta un alto grado de comservacion en su secuencia

aminoacidica, estructura y fuscién en un variade espectro filogenético de microorganismos




(Famt et al,, 2000), sugiriendo un origen ancestral de esta proteina en la evolucidén de Ia
vida. Sin embargo, miltiples evidencias apoyan también la existencia de trapsferencia
horizontal de los genes que codifican para este complejo enzimitico entre diferentes linajes
de procariotes (Zehr et al., 2003).

El complejo enzimdtico Nif estd compuesto por dos metalo-proteinas que catalizan la
reduccion de N3, dependiente MgATP, para la produccion de dos moléculas de NH,. Los
dos componentes pueden ser purificados separadameste. El Componente 11 o Proteina Fe,
es un homodimero v, (proteina Nift), mientras que el Componente 1 o Proteina MoFe es
un heterotetramero azf» (correspondiente a las proteinas NHMD y NifK, respectivamente).
La subunidad o contiene el sitio activo para la reduccion del nitrdgeno, tipicameate un
cluster MoFe;Ss (denominado cofactor FeMo). Sin embargo, en algunos microorganismos
el Mo es reempiazado por Fe o V generando dos formas alternativas de la enzima (para las
nitrogenasas alternativas la nomenclatura aceptada es Anf y Vnf en lugar de Nif). Las
pitrogenasas altermativas se encuentran solo en un conjunto limitado de diazétrofos y
generalmente constituyen un sistema accesorio a la nitrogenasa Nif.

En casi todos los casos, los genes codificantes para las subunidades estructurales de la
enzima se encuentran dentro de uno o varios operones (operdn nif), que se co-transcriben
junto con un conjuato de proteinas involucradas en la regulacidn, activacion, transporte del
metal y sintesis del cluster (Raymond et al., 2004).

Las aproximaciones moleculares para el estudio de 1a diversidad de diazdtrofos se basan
principaimente en la amplificacién por PCR de los genes nif, marcadores funcionales que
contienen a su vez informacion para la actividad de fijacion de nitrégeno. En general se

acepta que la filogenia basada en los genes nif se comresponde en gran medida con las




relaciones establecidas a partir del 168 rDNA, brindando wm sopode filogenético a los
estudios ecoldgicos (Young et al., 1992; Zehr et al.,, 1997; Zelr et al., 2003; Raymond et
al., 2004).

Diferentes aproximaciones experimentales basadas en la amplificacion por PCR de nif y
seguidas por la separacion de los amplicones mediante DGGE (Rosado et al, 1998; Piceno
et al., 1999; Lovell et al, 2000; Bagwell et al., 2602), RFLP (Widmer et al., 1999; Poly et
al, 2001), T-RFLP (Ohkuma et al., 1999) o mis recientemente, microamreglos de DNA
(Jenkins et al., 2004; Steward et al., 2004), constituyen las técnicas mas aplicadas para
analizar Ia diversidad de diazétrofos. El uso de los genes nif en ambientes acudticos (Zeb
et al, 2001; Brown et al.,, 2003) o terrestres (Poly et al., 2001; Birgmann et al,, 2004) ha
revelado una gran diversidad de diazotrofos en ambienies paturales y sugiere que estos

gremios o ensambles, difieran marcadamente entre diversos babitats (Zehr et al,, 2003).

1.1.2.- Nitrificacién

La nitrificacion es la oxidacion autotréfica del amontaco a nibrato, utilizando niteito como
intermediario (Fig. 2). Las oxidaciomes sucesivas que se producen en Ia nitrificacion son
realizadas por dos grupos de microorganismos no relacionados. La primera parte, Ia
conversion de NH; a NO,, es Hevada a cabo por ias bacterias oxidadoras del amonio
(AOB), también denominadas nitrificadores primarios. La segunda parte de Ja reaccion, la
oxidacion de NO: a NO; es realizada por Jas bacterias oxidadoras del nitrite (NOB) u
oxidadores secundarios (DeBoer & Kowalchuk, 2001; Wrage et al, 2601).

La oxidacion del amonio es considerada la reaccion limiiante de la nitrificacion y, por

consiguiente, fas AOB han recibido mayor atencion en los altumos afios (DeBoer &




Kowalchuk, 2001). La relevancia de este grupo microbiano ha sido subrayada en varias
revisiones publicadas recientemente (DeBoer & Kowalchuk, 2001 ; Jetten 2001 ; Kowalchuk
& Stephen, 2001; Wrage et al,, 2001), asi como por 1a publicacion del genoma completo de

Nitrosomonas europaea ATCC 19718 (Chain et al., 2003).

Amoznio Hidroxylamina | Nitrito
MODOCRY SERASA axidoredectasa | axiforedociasa
(AMO) NO HAQ) i MO
] \ NO- NO.
NE: sl NHOE sl g 3
Oridacitn de amoniaco : Oxidaciin dc mitizo
(AOB) : ®OB)

Figora 2.- Reprcscmacxon esquematica de la nitrificacion. En la figura se indican las
oxidaciones sucesivas y las epzimas responsablcs de cada proceso. Las reacciones
comrespondientes a la nitrificacion primaria realizada por las AOB y la nitnificacion
secundaria levada a cabo por NOB estim separadas por la linea discontinua. Figura
modificada de Wrage et al. (2001).

Las AOB son microorganismos quimiolitoautotroficos que obtienen toda la energia para el
crecimiento del acoplamiento de la oxidacion del amonio al sistema de transporte de
electrones. La enzima clave del proceso es [a amonio monooxigenasa (AMO), una enzima
unida a Ja membrana plasmatica para la cual ¢l sustrato €s ¢l amomaco (NH;z), mas que el
amonio {NIL;). El NH; es convertido a hidroxilamina que es bberada en ¢l periplasma y
postetiormente es oxidada a nitrito por la hidroxilamina oxidoreductasa (HAO) (DeBoer &
Kowalchuk, 2001; Kowalchuk & Stephen, 2001).

La relacion Hilogenética de las AOB ha sido revisada recientemente (Purkhold et al., 2000;

Purkhold et al., 2003). Tradicionalmente las AOB fueron clasificadas segin su morfologia




en cinco géneros Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosovibrio y Nitrosolobus.
Sm embargo, por analisis de homologia de la secuencia del 168 tDNA, se ha propuesto el
género Nitrosospira que comresponde a la combinactén de los géneros Nitrosospira,
Nitrosavibrio y Nitrosolobus (Head et al., 1993; Bothe et al., 2000). Asimismo, el anaklisis
del 16S rDNA de diferentes cultivos puros de AOB ha revelado que los miembros de este
gremio microbiano pertenecen a dos lmajes monofiléticos dentro de las proteobacteria:
Nitrosococcus oceani pertenece a Ia subclase Gamma de proteobacteria (Gamma-AQOB),
mientras que los géneros Nitrosomonas (meluyendo a Nitrosococcus mobilis) y
Nitrosospira (incluyendo a Nitrosolobus y Nitrosovibrio) conforman un clado deatro de la
subclase Beta (Beta-AOB) (Purkbold et al_, 2000).

Las AOB se presentan en la mayoria de los habitats aerébicos en donde el amomniaco esta
disponible mediante la mineralizacién de Ia materia orgénica o por fuentes antropogenicas
y, por ende, ellos son ubicuos en suelo, agua dulce y ambientes marimos (Kowalchuk &
Stephen, 2001). Sin embargo, los estudios ecologicos de AOB fueron por mucho tiempo
impedidos por las dificultades para aislar y cultivar estos microorganismos (Bothe et al.,
2000; Kowalchuk & Stephen, 2001). Sin embargo, en la actualidad existen diversas
estrategias independientes de cuitivo, basadas principalmente en la amplificacion del 165
rDNA por PCR, para la deteccion de AOB en muestras ambientales.

Adiciopalmente, un marcador funcional, el gen que codifica para la subumdad alfa de la
AMO (el gen amod) se ha usado safisfactoriamente para amalizar la composicién y
diversidad de las comunidades de AOB (Kowalchuk & Stephen, 2001; Norton et al, 2002;
Nicolaisen & Ramsing, 2002). Se ha propuesto que amod contiene mayores variaciones de

secuencia que ¢l 16S 1DNA y por lo tanto, podria permitir una mayor discriminaciGn entre
poblaciones muy relacionadas de AOB (DeBoer & Kowalchuk, 2001).




Como ya se menciond, el segundo paso de Ia nitrificacion, la posterior oxidacion de NO» a
NQs, es una reaccion sin infermediarios catalizada por la nifrito oxidoreductasa de las
NOB. Al igual que las AOB, las NOB son bacterias quimilitoautroficas Gram-pegativas.
Sin embargo, en estos microorganismos la energia para Ia fijacion del CO: se origina de Ia
oxidacién de nitrito, pero los electrones liberados pueden ser transferidos Gnicamente a
sustancias al final de la cadena respiratoria, por io cual, va proceso denominado fhijo
reverso de electrones es el responsable por la produccion de la energia (Wrage et al., 2001).
Las relaciones filogenéticas de NOB son mas complejas que Jas de las AOB y los
miembros de este gremio microbiano pertenecen a las subclases Gamma (Nitrococcus),
Alfa (Nitrobacter) y Delta (Nitrospira y Nitrospina) de las proteobacteria (Head et al,
1993; Teske et al, 1994). El estudio de las NOB ha sido impedido por Ias mismas
dificultades encontradas en ¢l anilisis de las AOB, pero adicionalmenie a las problemas
asociados con las técnicas basadas en cultivo, el desarrollo de herramienias moleculares
para la deteccion y caracterizacion de las NOB esti limitado por a pateraleza polifilética de
este grupo funcional. Solo Nitrobacter ha sido deteciado en el suelo y la distribucién de
otros miembros det gremio debe ser mvestigada (DeBoer & Kowalchuk, 2001; Kowalchuk
& Stephen, 2001).

1.1.3.- Desnitrificacion.
La desnitrificacién, también denominada reduccion disimilatoria del nitrato o respiracion

del nitrato, es la reduccion en maltiples etapas del NO; hasta N> (Fig. 3). En el proceso se

desarrollan varios intermediartios, tales como nifrito, oxido nitrico y oxido nitroso, los

cuales pueden ser liberados durante el proceso (Wrage et al.,, 2001; Jetien, 2001). Los




desmitrificadores estin ampliamente distribuidos a lo largoe de variados grupos taxénomicos,
incluyendo Pseudomonas, Bacillus, Thiobacillus v Propionibacterium, entre otros. La
desnitrificacion ha sido descrita también er arqueas e incluso en las mitrocondrias de
algunos hongos, pero la relevancia de la reduccién de NO; en estos casos debe ser defimida
(Bothe et ai., 2000).

En general, los desnitrificantes son anaerobios facultativos que son capaces de utilizar NO;
en lugar de O, como aceptor final de electrones en la respiracion. S embargo, en algunas
especies se lleva a cabo (micamente una reduccion parcial de NOs a NO; o N;O. Las
enzimas que catalizan fas cuatro reacciones de reduccién son Ia nitrato reductasa (Nar),
gitrito reductasa (Nir), oxido nitrico reductasa (Ner) y la oxido nitroso reductasa (Nos)
(Wrage et al.,, 2001; Philippot, 2002). La expresién de los genes que codifican para estas
enzimas esta sujeta a una compleja regulacion. Condiciones anaerdbicas y Ia presencia de
NO son los principales factores que regulan la expresion de estos genes (Bothe et al., 2003).
Las bacterias desniirificantes han sido aisladas frecuentemente de suelo, sedimento y
ambientes acuaticos. La cldsica aproximacion molecular en ecologia microbiana, basada en
ja amplificacién del 165 rDNA, resulta poco adecuada coando se quiere apalizar la
comunidad de desnitrificantes debido a la baja- relacion filogénetica eatre ellos.
Consecuentemente, ¢l uso de genes funcionales es especialmente importante para la
aplicacion de técnicas moleculares en ¢l caso de la desnitrificacién (Philippot, 2002). Genes
como nar, nor, nos, nirS y nirk, son altamente diversos y funcionalmente redundantes entre
los desnitrificantes (Ferguson, 1998; Bothe et al., 2000; Philippot, 2002). Sin embargo, se
ha postulado que elos coaticnen regiones suficientemente conservadas que permitirian el
desarrollo de sondas o de partidores para la amplificacion por PCR de estos genes (Bothe et

al, 2000).
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Nitrato Nitrito Oxido nitrico Oxido nitrose
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Figura 3.- Resumen de las etapas de la desuitrificacion. Se indican las enzimas
involucradas en cada etapa. La linea discontirua separa los procesos considerados como
desnitrificacion estricta. Figura modificada de Wrage et al. (2001).

Ia weduccidn de nitrito a oxido nitrico es considerada como el paso clave en Ia
desnifrificacién. Este proceso puede ser catalizado por dos enzimas no relacionadas que
difieren en su estructura, Ia cobre- y Ia citrocromo ¢d;-niirito reductasas, codificadas por los
genes nirk y nirS, respectivamente (Zumfi et al., 1997). El gen nir§ ha sido amphiamente
caracterizado en P. siufzeri, en donde forma paric de un grapo de genes gue estim
involucrados en la produccion de la enzima activa. Por el contrario, no se ha demostrado
hasta el momento la participacién de otro gen ademis de nirk en la sintesis de la nitrito
reductasa asociada a cobre. Esta ultima ha sido purificada a partir de numerosas bacterias
Gram-negativas (dchromobacter cycloclastes, Nitrosononas europaea y Rhodobacter
spheroids), bacterias Gram-positivas, € incluso del arqueon Haloferax denitrificans
(Philippot, 2002). Estudios recientes sugieren que nirK predomina en suelos, mientras que
nirS se encuentra especialmente en sedimentos y ambientes acuaticos (Braker et al 2000,

Priemé 2002).
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1.2.- Vias recientes de conversion del nitrégeno.

Nuevos procesos descubiertos en los Gltimos afios han alterado Ia visidn simplificada del
ciclo del nitrogeno. Por e¢jemplo, la conversion lineal del NH; a NO; ea la nitrificacién, y el
posterior uso del NO3 por los desnitrificantes ha sido revisada considerando que ambos
procesos pueden estar acoplados (Wrage et al., 2001). Asimismo, muevas vias de
conversion del nitrogeno como la desnitrificacién en nitrificantes, 1a desnitrificacién
aerdbica, Ia oxidacién anaerdbica del amoniaco {Anammox) o Ia nitrificaciin

heterdtrofica, merecen consideracion particular.

1.2.1.- Acoplamiento de la aitrificacion y la desaitrificacién.

El término acoplamiento de Ia nitrificacion y la desnitrificacion destaca el hecho de que
tanto el NO, como el NO; producidos durante la nitrificacion, pueden sexr utilizados
inmediatamente por los desnitrificantes (Fig. 4). Este acoplamiento puede teper ugar en
suelos donde condiciones favorables para ambos procesos se presentan en microhabitats
cercanos (Wrage et al, 2001). Considerando simultineamente factores tales como el
contenido de carbono organico, N y O, la nitrificacion no tiene lugar en suelos pobres en N,
donde 1a nitrificacion heterétrofica (ver mas adelante) y la desnitrificacién aerdbica (ver
mas adelante) pueden Hevarse a cabo si el sistema posee suficiente C. La desnitrificacion
tiene lugar cuando existe alto contenido de C acoplado con bajo O, y ellos son capaces de
competir en condiciones de alto o bajo N. Existe una regién de sobreposicion en la cual
nitrificacion y desaiftrificacion estan acopladas.
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Figura 4.~ Reacciones involucradas en la nitrificacion y desniirificacién acopladas. Se
indican las enzimas involucradas en cada reaccidn. Figura modificada de Wrage et al.
(2001).

1.2.2.- Desnitvificacién de las bacterias nitrificantes.

La desnitrificacion de los nitrificantes es una ruta en la cual la oxidacién de NH; a NO, es
seguida por Ja reduccion a NOy N.O y N, (Fig. 5). Este proceso que puede contribuir a la
pérdida de NHy en suelo se ha descrito principalmente en AOB, pero existen algunas
evidencias que sefialan que se presenta también en NOB (Wrage et al, 2001). Se aree que
las enzimas requeridas para la desnitrificacion en bacterias nitrificantes son esencialmente
las mismas que las requeridas para la oxidacion del amoniaco y la desnitrificacién (Webster
& Hopkins, 1996).

1.2.3.- Desnitrificacion aerdbica.

Fl término desnitrificacion aerdbica ha sido utilizado en diferentes contextos generando
confusién acerca de este proceso. Este término se usa principalmente para hacer referencia

a los microorganismos capaces de desnitrificar en presencia de oxigeno en ¢l medio, pero




en algunos casos se refiere a Iz desnitrificacion en sistemas oxicos. En estos dltimos, la
difusion parcial del oxigeno esti restningida y por ende, Ia desnitrificacion no tiene lugar en

condiciones de aerobiosis en términos estrictos (Jetten et al., 2001).
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Figura S.- Desaitrificacion en bacterias nitrificantes. Este proceso se muesira comparado
con la nifrificacion y la desnitrificacion. Figura modificada desde Wrage etal. (2001).

1.2.4.- Anammox.

Durante experimentos en una planta piloto de desnitrificacion se observd que el amonio
desaparecia del efluente del reactor a expensa de nitrato y con el concomitante incremenio
de N.. Este nuevo proceso fue denominado oxidacion aerdbica del amonto 0 Anammox.
Observaciones de !aspérdidasdeNreportadasmsuelo, sedimentos y sistemas acuaticos
indicanqueelpmc&sochmmmoxpnedesermésgenmﬁm@mhnﬁmalmdeloque
se consideraba previamente (Jetten et al., 2001; Zebr & Ward, 2002).

Las bacterias responsables de este proceso s¢ denominan bacterias anammex (miembros

principales de un consorcic microbiano) v pertenecen al orden Planctomycetales. Estas
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bacterias son peculiares en varios aspectos, mcluyendo ef uso de hidrazina como
mtermediario, la cual se localiza en ¢l anammoxosoma (Zehr & Ward, 2002). Asimismo,
este proceso es inhibido completamente por oxigeno en contraposicion con la nitrificacion,
la cual requiere de este elemento como aceptor final de electrones (Jetten et al., 2003).
Anammox puede representar entre 30-30% de la prodeccion de N> en los océanos,
modificando el balance previamente establecido de los intermediarios en el ciclo del

nitrégeno {Zehr & Ward, 2002).
1.2.5.- Nitrificacion heterotrofica.

La nitrificacién heterétrofica es un proceso mis frecuente en hongos que en bacterias y los
primeros hltimos juegan un papel importante en la nitrificacion en condiciones tales como
bajo pH, alto O y alta disponibilidad de materia orginica. Amnque el sustrato, los
intermediarios v los productos de la nmitrificacion heterétrofica son fos mismo de fa
nitrificacion, se considera que las enzimas de los dos procesos son diferentes (Wrage et al,,
2001). La oxidacién de NH; por estos microorganismos requicre de energia y no es un
proceso ligado al crecimiento celular (DeBoer & Kowalchuk, 2001).

Deos rutas bioguimicas han sido propuestas para la nitrificacion heterotrofica. La primera
ruta fue descrita en bacterias heterdtrofas como Paracoccus denitrificans, Thisphaera
pantotrepha, Pseudomonas putida y Alcaligenes faecalis. Estas bacterias poseen enzimas
para la oxidacién similares a Jas de AOB (DeBoer & Kowalchuk, 2001). Sin embargo, en €l
caso de P. denitrificans se ha probado que su AMO no es inhibida por C;H; (Jetten, 2001).
La segunda mia heterdtrofica es conocida como desnitrificacion fingica. Se ha sugerido

que en este proceso los compuestos nitrogenados reaccionan con radicales hidroxilo que
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son producidos cuando perdxido de hidrégeno y superdxddo estin presentes. Esta condicion
esta probablemente ligada a la lisis celular ¥ a fa degradacion de lignina cuando se han
liberado oxidasas y peroxidasas al ambiente (DeBoer & Kowalchuk, 2001).

Los nitrificantes heterétrofos pueden oxidar formas de N tales como urea o NH; y se ha
seitalado que este proceso puede generar NOs bajo condiciones anaerdbicas. Las bacterias
heterdtrofas contribuyen en menor proporcion con Ia produccion de N;O bajo condiciones
aerdbicas (Wrage et al, 2001). Teniendo en cuenta su plasticidad metabdlica, la
emuneracion de estos mitrificantes ha sido muy dificil. Hasta el momento, es claro como se
pueden iterpretar la proporcidn de estos microorganismos cuando han sido aislados y
cuantificados. Ademads las condiciones de cultivo empleadas para su enmmneracién solo se
relacionan pobremente con las condiciones in situ, haciendo imposible deferminar su

relevancia fencional, por ejemplo en suelo (DeBoer & Kowalchuk, 2001).

1.3.- Comunidades microbianas invelacradas en el cicle del nitrégeno en suelo

rizosférico de Phaseolus vitlgaris: vn medelo.

La rizosfera se define como el suela alrededor de las raices que es influenciado por éstas.
Esta influencia se genera, por ejemplo, mediante los exudados de la planta, los cuales
constituyen fugntes de carbono que afectam a las comumidades microbianas (Kent &
Triplett, 2002). La rizosfera de Ias plantas leguminosas resulta especialmente interesante
debido a que estas plantas son capaces de establecer msa de las mis productivas
mmemccloues simbiéticas entre macro y microorganismos (Pawlowski & Bisseling, 1996;
Zabran, 1999). Las raices de las leguminosas son colonizadas intracelularmenie por

bactesias rizobiales (géneros Allorhizobium, Rhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium,
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Mesorhizobium y Sinorhizobiuns), conduciendo a la formacion de nddulos, érganos

especializados en los cuales se Hleva a cabo Ia fijacion de nitrégeno.

1.3.1.- Hiptesis

Considerando que el nitrdgeno es probablemente el prncipal elemento afectado por la
interaccion Rhizobium-leguminosa, nosoiros postnlamos como hipdtesis de este trabajo que
las comunidades microbianas, especialmente aquellas dwectamente involucradas con la
conversion de nitrogeno en el suelo, serdn afectadas por Ia presencia de la planta, en

comparacion con stelo no plantado y mantenido en iguales condiciones experimentales.

1.3.2.- Objetivos

e Analizar el efecto rizosférico de P. vulgaris (fijol comim) eu la composicién y funcion
de los diferentes microorganismos involucrados en el ciclo del mtrogeno.

e Determinar si la adicién de nitrato al suelo inhibe el establecimiento de la simbiosis o
modifica la composicion de los gremios microbianos del ciclo del nitrdgeno.

e Determinar la composicion de la poblacién microsimbiética asociada a los nodulos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1.- Métodos bicinformatices.

2.1.1.- Anilisis de secuencias.

Todos los andlisis iz silico realizados en este trabajo fueron llevados a cabo empleando
secuencias disponibles en 1a red. Las secuencias fueron obtenidas en la base de datos del
GenBank mediante la hemamienta ENTREZ (http//www ncbi.nlm nih.gov/entrez/).
Cunando se emplearon secuencias de proteinas, estas fueron obtenidas del Swissprot usando
Expasy (hitp:/www.expasv.org). Los alincamientos de las secuencias se realizaron

empleando Jos programas ClustalW (http.//www.ebi.ac.uk/clustalw/), o ClustalX v 1.81.

2.1.2.- Diseiio de partidores.

Los nuevos partidores especificos para la amplificacién de nifD, nifHf o amod, feeron
disefiados con el prograina GenFisher (hitp:/bibiserv.techfak.uni-bielefeld de/cgi-bin) o
mediante inspeccion visual de los alineamientos. La especificidad de los partidores fue
evaluada en la base de datos utilizando el programa BLAST, con las coandiciones
especificas para 1a blisqueda de secuencias cortas (http://www ncbinim nih 2ov/BLAST/).
La temperatara de desnaturalizacion de los partidores (Tm) fue calculada con el programa
Tm de la Universidad de Minnesota (http://alces.med. umn.edu/bin/rawtm html) utilizando

los parametros por defecto del programa (DNA 50 oM y sales 50 oM).

2.1.3.- T-RFLP in silico.
Fl andlisis de simulacion de T-RFLP fue realizado usando un programa disefiado durante

este trabajo. El programa realiza una biisqueda en el computador de los partidores en una
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secuencia y la posterior digestion con enzimas de restriccion del amplicon. Se ensayaron
dos estrategias de bisqueda de pastidores para el PCR. Estas estrategias se diferenciaron en
el manejo de los mismatch: wna bisqueda de expresiones regulares, que no permitia
mismatch y una bisqueda matricial con diferentes mismaich tolerados. Los amplicones
obtenidos fueron digeridos con Jas enzimas de restriccidn wtllizadas en los analisis

experimentales.

2.1.4.- Seleccibn de las sondas y disefio de sondas especificas para FISH.

Las sondas de FISH fueron buscadas enm la base de datos proBasenet
(hitp.//www.microbial-ecology de/probebase/). Se selecciond las sondas Eub338 (bacteria;
Amman et ai., 1990), ALF968 (rizobia; Neef, 1997), BET42a (Betaproteobacteria; Manz et
al, 1992), BONE23A (Proteobacteria, Amman et al., 1996) y Cte (Comamonas spp.,
Acidovorax spp., Hydrogenophaga spp. and Aquaspirillum spp.; Schleifer et al., 1992).
Adicionalmente, con base en los alineamientos de las secuencias de 16S rDNA obtenidas
en los pddulos, se disefid 1a sonda especifica BONE23Aga reemplazando dos posiciones de
la sonda BONE23A {G9 por A9 y All por G11). ‘

2.2.- Métodos experimentales.

2.2.1.- Cepas y condiciones de cultivo.

Ocho cepas de bacterias rizobiales fueron analizadas en este trabajo (Tabla 1). Todas las
bacterias nizobiales fueron crecidas en caldo agar manitol (YMB) a 30°C. Los cultives
fueron incubados durante una semana antes de la extraccién de DNA.

Los cultivos puros utilizados como controles positivos y negativos de los experimentos de
hibridacion in situ (FISH) se indican en la tabla 1. Los cultivos fucron incubados en caldo
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nutritivo duranfe 3 dias. Las células fueron colectadas por centrifugacion a 13.000 g por 5
min. Para hibridizaciones inmediatamente después de ia centrifugacion de las célufas, el
peliet celular fue rvesuspendido en 100 pl de wna mezela etanol:PBS (i:1). Para

almacenamiento Ias células fueron procesadas segin Ellen et al. (2001).

Tabla .- Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepa Identification _ Fuente
Rhizobium tropici RE99 CIAT
Rhizobium melioti R44 CIAT

Rhizobium loti R2458 CIAT

Rhizobium sp R1967 CIAT

Rhizobium sp R3918 CIAT
Bradyrhizobium R3101 CIAT
Bradyrhizobiwn USDA110  USDA
Brodyrhizobium USDA122  USDA
Bradyrhizobium USDA 16 USDA

Variovorax paradaxus DSM30034 DSMZ
Comamonas lestosterona DSMS50244 DSMZ
R etli DSM1154} DSMZ

Las cepas provemicntes del CIAT fueron eaviadas por el Dr. Edmundo Bartios. Las cepas provemienies de Ia coleccion
USDA fueron cuvisdas por cf Dr. Peter van Belam,

2.2.2.- Suelo y muestreo.

Suelo de un. campo utilizado por largo tiempo para el cultivo de Medicagoe sativa (Alfalfa)
fue traido al laboratorio, homogenizado y colocado separadamente en macetas de 51
(aproximadamente 5 kg de suelo por maceta). Semillas de Phaseolus vulgaris variedad
venus (Instituto de Investigaciones Agropecuarias, INIA) fueron sembradas en la mitad de
las macetas. Las muestras de suelo sembrado fueron codificadas como tratamiento P,
mientras que las muestras de suelo no sembrado fueron designadas como tratamiento S. Las
macetas fueron regadas dia por medio con 150 mi de agua. Una vez a la semana, 10 mi

adicionales de tres soluciones fueron aplicados: i) solucién nutritiva de Hoagland (Amold
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& Hoagland, 1950) sin nitrato (H), ii) solucién nutritiva de Hoagland con nitrato N; 5
mmoles de KNO; y 5 mmoles de Ca(NO;),-4H,0), y iii) agua (W). Finalmente, seis
tratamientos diferentes con tres réplicas cada uno fueron obtenidos de fa combinacién de
suelo con o sin planta y las condiciones de riego (tratamientos PH, PN, PW, SH, SN, SW,
respectivamente).

Muestras de suelo (2 cm’) fueron obtenidas de los 2 primeros cm del suelo a los 3 (T0), 16

(T1), 40 (12) y 60 (T3) dias después de la siembra. Las muestras de svelo fueron

congeladas a -20°C hasta la extraccion de DNA.

2.2.3.- Recoleccién de nédules rizobiales y aislamiento de cepas desde el nédulo.

En el tiempo T3, ndédulos rizobiales fueron colectados de las raices de las plantas de frijol.
Los nddulos fueron almacenadas a -20°C hasta Ia extraccion del DNA. Para el aislamiento
de microsimbiontes, algunos nédulos fueron limpiados exbaustivamente mediante lavados
sucesivos con agua destilada esténil en un ambiente esténl. Después del lavado, el
contenido intemo de los nddulos fue incubado en YMB por una semana. Cultivos puros

fueron obtenidos por aislamiento de colonias y pases adicionales en el mismo medio.

2.2.4.- Anilisis de suelo.

Caracteristicas fisicoquimicas del suelo como pH, contenido de materia orghmica,
conductividad eléctrica, mitrégeno disponible, fosforo disponible y potasio dispomible
fueron determinadas para TO y T3 en el laboratorio de suelos del INIA, siguiendo

procedimientos esténdar. Adicionalmente el contenido total de C y N fue determinado ¢n

cada tiempo de muestreo empleando un analizador de elementos A2300.




2.2.5.- Anilisis de Ia planta.

Las plantas de frijol fueron colectadas y secadas. Con el material seco se determing el peso
y el contenido total de C y N (INIA).

2.2.6.~ Mediciones de actividad.

2.2.6.1.- Ensayo de bloqueoe por acetileno.

Las tasas de desmtrificacion en suelo fueron establecidas mediante el ensayo de blogueo
del acetileno (Alef & Nanmipieri, 1995) que permite estimar las tasas de desnitrificacién
como la acumulacion de NO debido al blogqued de la reduccién enzimitica de este
clemento a N,. Para el ensayo 2 g de suelo fueron colectados en frascos cerrados
herméticamente. Los frascos fueron sellados ¥y wn 10% de la atmoésfera interior fue
reemplazada por acetileno (Cz1:). El suelo fue incubado a 28°C ¥ la acamulaciton de N,O
fue monitoreada después de 6 h en vn cromatdgrafo de gases Shmadzu 8A equipado coa vm

detector de captura de electrones.

2.2.6.2.- Ensayo de reduccién del acetileno (ARA).

El ensayo de ARA fue modificado a partir de Alef & Nannipieri (1995) y Myrold (1997).
Brevemente, 2 g de suelo fueron colectados en frascos cerrados herméticamente. Los
frascos fueron procesados de forma similar a como se mencionéd para el ensayo de blogueo
de C,H: en donde se reemplaza un 10% de la atmésfera. El suelo se incubé a 28°C y Ia
produccidn de etileno fue monitoreada luego de 24 y 48 h de mcubacion. El etileno se
determiné un cromatografo de gases Shimadzn 8A con detector de iomizador de Ilama.

El ensayo de ARA en nodulos se llevé a cabo de la misma forma previamente descrita

considerando en este caso la recoleccién de 2-4 nédulos de la raiz de las plantas. En
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nddulos la produccidn de acetileno se midié a las 0, 6 y 9 h de mcubacion, como se

describid anteriosmente.

2.2.7.- Técnicas de biologia molecular.

2.2.7.1.- Extraccién de DNA de suelo.

Ei DNA de suelo fue extraido a partir de muestras compuestas de las 3 réplicas de cada
tratamiento usando el kit UltraClean Soil DNA (MoBio), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La concentracion y calidad del DNA fue evaluada por electroforesis en geles de
agarosa al 0.8% tedlidos con bromuro de etidio. El DNA purificado fue diluido en agua

estéril (1-2.5 ng/pl) para PCR. El DNA se almaceno a -20°C.

2.2.7.2.- Extraccion de DNA de cultive.
El DNA de las cepas rizobiales fue extraido usando el kit Wizard ™ Genomic DNA.
purification Kit (Promega), con excepcion de las cepas de Bradyrhizobium, cuyo DNA fue

extraido usando ¢l Xit UltraClean Soil DNA (MoBio).

2.2.7.3.- Extraccién de DNA de nddulos.

EI siguniente protocolo fue disefiado para la exiraccion de DNA de nédulos de Rhizobium.

Los nodulos mdividuales fueron lavados 20 veces con agua estéril para remover posibles

contaminantes por dilucién. Finalmente, se realizé uvn lavado con buffer TES (Tris-HCI 0.2
‘\ M: EDTA 5 mM; NaCl 100 mM; pH 8.0). Cada nédulo fue macerado en 200 i de TES
\ estéril. Al macerado se adiciond lisozima (100 pg) y RNAsa (50 pg) y se imcubd por 30

\min a 37°C. Posteriormente se adiciond 200 ul de TES y se mcubd nuevamente por 30 min




\

\

23

a 37°C con proteinasa K (100 pg) y SDS (1% vol final). Se adiciond un vol de clorofosmo:
alcohol iscamilico (24:1) mezclando por inversion. Las muestras se incubaron 30 min en
hielo. Los resios celulares se removieron por cenfrifugacion a 13.000 g por 20 min. Ei DNA
s Tecuperd por precipitacion toda [a noche con 0.1 vol de acetato de sodio 3M y 2 vol de
etanoj absouto. EI DNA se recuperd por centrifugacion a 13.000 g por 15 min y se lavo
con etanol 70%. El DNA de los nédulos fue resuspendido en TE (Tris-HCl 10 mM; EDTA
1 mM; pH 7.4). La concenfracién del DNA se evalio en geles de agarosa al 0.8% como se

menciond anteriormente.

2.2.7.4.- PCR del 16S rDNA.

La amplificacién del 16S rDNA fue realizada con los partidores Eub 9 27 y Eub 1542
(Brosius et al., 1978). Un PCR anidado se realizé después con los partidores P2 y P3 para
DGGE (Muyzer et al., 1993). La reaccidn de PCR se realizb en 50 ul conteniendo 5 pmol
de cada partidor, 1.5 mM MgCh, 1x buffer de PCR (10 mM Tris-HCI; 50 mM XCJ, pH
8.3), 200 pM de cada dNTP y 1 U de Taq polimerasa (Roche). La primera amplificacién
consistid de upa desnaturalizacién inicial a 94°C por 5 min, seguido por 35 ciclos de
desnaturalizacién a 94°C por 30 s, anmealing a 40°C por 45 s y extension a 72°C por 90 s.
En el PCR amdado se realizd un programa louchdown gue comsisio en una

desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, seguida por 20 ciclos de desnaturacion a 94°C

\1 por 30 s, annealing a 65°C por 45 s y extensién a 72°C por 90 s, disminuyendo Ia

: temperatura de ammealing en 0.5°C en cada ciclo; posteriormente se realizaron 10 ciclos

\adiciona!cs con una temperatura de annealing constante a 55°C, terminando con extensién

l




24

final a 72°C por 5 min. Las secuencias de todos los partidores empleados en este trabajo se

resumen en la Tabla 2.

Tabla 2.- Secuencias de los partidores utilizados en este estudio.

Gen Purthloc Secuncls -5 Posirkia  Ovgpasismede refereacie Refercacia
16STONA  Enb9 27 GAG TIT GAT CCT GGC TCA G o7 Ecolt Brosinzetal, 1978
I6SONA  Eob 1542 AGA AAG GAG GTG ATC CAGCC 15251545 Ecolt Brosis.ctal, 1978
S HNA  Nita, CTT AAG TGG GGA ATA ACGCATCG 137160 Ecolt Vowick & Wand, 1995
J6SDNA  NiB TTA CGT GTG AAG COC TACCCA 12131534 Ecol Veyxk & Ward, 1995
16SDNA  Pamof TGG GGR ATA ACG CAY CGA AAG 141161 E.cols MeoCaig ctal, 199
WSDNA  Pamor AGA CTC CUOA TOC GGA CTACG 13011320 Ecoli Melmig etal, 1994
165 DNA  P3{3410 *CCT ACG GGA GOC AGC AG 341358 Ecob Mo etal, 995
165:DNA  P2(534n) ATT ACC GOG GCT 6CT GG 518534 Ecolt Menzeretal, J993
16SIONA W% CCGTCA ATT CMT TTR AGT TT 907926 Eoodi Lo, 1991
16SDNA 9260 AAA CTY AAA KGA ATT GAC GG 7926 Eodi Laoe, 1991

Vickx MU GTA AAA CGA OGG CCA G 427442 PCR-Bia¥ voctor (Bavikogen)  Ivisopen

Viaix M3t CAG GAA ACAGCT ATG ACC 25221 pCR-Blwal weetx (favittogen)  bvikogen

amord =wAI32 GGG GTT TCT ACT GGT GGT 332349 A paec (LOS0S0)  Rothmaw: ctel_ 1997
amad anoASZE OCC CTC KGS AAA GOC TIC TTC B0Z8ZE  Nuromeooss exropoca (LORIS0)  Robacows et sl 1997
amaed amoA3SE GOG GCS AAG ATG O0G CC 3351 Aitnosomonas exropaca (LO5050)  Limtxeg, 1997
amod soAlZtf  *ACC TACCAC ATG CACTT 121137 Nan paca (LOSOS0)  Limbury, 1997
amad moAZHC  G0G TAG TGC GACCACCAGTA 340359 Nurosoueomos suropoea (LSS0} Limberg, 1997

D FDFGUGE) “CAT COA CUA GAT CGA GGA 01445 Rhvoboa ot pi23 (21492658)  Exc wabeio

il WDRTS GAC CAG TTG OCG ACC A TBI6 Rhcobiww cth pA24{21492658)  Esto iabejo

il PolF TOC GAY CCS AAR GCB GAC TC 113136 Rincoboey ot pR23{21492658)  Palyeral, 2003

g PolR ATS 6CC ATC ATY TCR CCG GA 456475 Ricobiew cfi p23 (JIH92655)  Polyeral, 200)

ey NHFIZHOC) “C0G AAA GCG GACTCC A 129139 Rhiclsaw oth pA8(204926358)  Esk wabego

& NifJR463 OGG CAT AGA U0G CCA TCA TCT 63454 Flevdom cali pI2d (20492658)  Est wabaio

s NiHRATS ATG TTG TTG GOG GCA T AT Rivooboe ofi pd2d (BA9658)  Estcwabajo

Pt PolRR AGC GCC ATC ATC TCR OCG QA 456475 Récobiew odi pi2d (21492658)  Este wabajo

*G-clamp = OGC COG COG CGC GCP CUG CAG GCG GGG CGG GGG CAC 66U GG

G ~clamp = CGC CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GC

*Posciones de vector.

2.2.7.5. PCR especifico del 16S rDNA para AOB.

Los partidores NiA/NitB (Voytek & Ward, 1995) y PamoffBamor (McCaig et al., 1994)

fueron usados para la amplificacion especifica del 16S rDNA en AOB. Estos partidores se

atilizaron en un PCR anidado empleando como templado el producto de la amplificacion

con los partidores de bacterias. Las condiciones de¢ PCR fueron idénticas a las que se




25

mencionaron en el PCR para el 168 tDNA, pero utilizando en la amplificacion una
temperatura de annealing de 57°C. Los productos especificos se utilizaron como templados

en un PCR con los partidores P2 y P3 (Muyzer et al., 1993) para el analisis de DGGE ea las

mismas condiciones mencionadas anteriormente.

2.2.7.6. Amplificacion del gen amoA.

Diferentes combinaciones de partidores fueron ensayadas para la amplificacion del gen
amoA. Finalmente para e} analisis se selecciono el producto amplificado con los partidores
amoA34f v amoAS822r (Tabla 2). Las condiciones de reaccion fueron idénticas a las
mencionadas anteriormente para el 165 rDNA, con excepcion de la concentracion de
MgC); que se incrementd a 3,8 mM y la temperatura de annealing que se disminuyé a
57°C. Para el DGGE, estos productos de PCR fueron usados como templado en un segundo
PCR con los partidores amoA121fGC y amoA360r (Tabla 2). En este PCR un programa de
amplificacion fouchdown fue realizado como se describié antes, pero con un cambio en la

temperatura de annealing de 55 a 45°C en los primeros 20 ciclos.

2.2.7.7. Amplificacién de los genes nirK y nirS§.

Para la amplificacién de los genes nirK y nirS se empled los partidores nirK1F-nirK5R y
nirS1F-pirS6R, respectivamente (Braker et al., 1998). E1 PCR para »irS§ se realizd como fue
descrito anteriormente (Braker et al., 1998). Para ia amphficacion de rirk se realizo el PCR
en condiciones idénticas a las mencionadas para el 165 rDNA, pero con un programa de
amplificacién que consistié en una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, seguida por
35 ciclos de desnaturalizacién a 57°C por 30 s, annealing a 57°C por 30 s y extension a

72°C por 30 s, con una extension final a 72°C par 7 min. Los productos de PCR fueron
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limpiados por multiscreen (Montage PCR plate, Millipore Inc) y r&guspendido 40 pl de
agna HPLC para posteriores amplificaciones.

Para DGGE el producto anterior se utilizé como templado en uwn PCR sewmi-anidado con
cualquiera de Jos dos partidores inchiyendo la GC-clamp publicada por Nicolaisen &
Ramsing (2002). En ¢l PCR para DGGE se wtiliz6 el programa touchdown mencionado
apteriormente, pero con un cambio en la temperatura de annealing de 55 a 45°C en la parte
inicial.

Para la amplificacién del gen nirK en el anilisis de T-RFLP se siguid el protocolo
propuesto por Avrabami et al. (2002) utilizando el partidor nixK5R marcado con 6-
carboxil-x-rodamina (6-ROX) utilizando las cordiciones menctonadas para el andilisis de
DGGE. Después del PCR los productos fueron purificados utilizando upa placa de

multiscreen {Moniage PCR plate, Millipore Inc).

2.2.7.8. Amplificacién del gen nifD.

El gen nifD fue amplificado con los partidores nifDF431 y nifDR781 (Tabla 2). Con el fin
de obtener productos de PCR para DGGE se realiz6 un PCR semi-anidado adicionando una
GC-clamp de 26 bp (Nicolaisen & Ramsing, 2002) al partidor nifDF431. E1 PCR se realizo
en ignales condiciones a las mencionadas en el PCR del 16S 1DNA pero con 10 pmol de los
partidores. El programa de amplificacion consistio en una desnaturahizacion inictal a 94°C
por 5 min, seguido por 35 ciclos de despaturalizacion a 94°C por 30, annealing a 58°C por
30 s y extension a 72°C por 30 s, con una extension final a 72°C por 7 min. En e} programa
de amplificacién semi-anidado se utilizd um programa de touchdown variando la

temperatura de annealing de 68 a 58°C en los primeros 20 ciclos.
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2.2.7.9. Amplificacion del gen niftl.
En la amplificacién del gen nifff se evalud diferentes combinaciones de partidores
indicados en la Tabla 2. Los productos de PCR para ¢! analisis de DGGE fueron obtenidos
amplificando con los partidores PolF-niftIR478 en el primer PCR y con los partidores
nifHF124GC-nifHiR463 en el PCR anidado. Las condiciones fueron iguales a las
mencionadas para nifD, pero con una temperatura de annealing de 55°C en el PCR iicial A
con una variacion en ¢l segundo PCR de 65 a 55°C en el annealing.
Para el andlisis de T-RFLP un fragmento de aproximadamente 450 pb fue amplificado
utilizando los partidores mfHF-nifHR (Rosch et al, 2002), utilizando las condiciones
mencionadas para la amplificacion del IGS-rDNA Y con un programa de amplificacion
compuesto de una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, seguida por 35 ciclos de
desnaturalizacién a 94°C por 30 s, annealing a 52°C por 30 s y extension a 72°C por 30 s,
con una extension final a 72°C por 7 min. Este producto de PCR fue utilizado como
tempiado en un segundo PCR con los partidores nif HF marcado con S-catboxifluoresceina
(FAM) y nifHR marcado con 6-carboxil-x-rodamina (6-ROX). Las condiciones de PCR
fueron iguales pero se empleo un programa fouchdown similar al descrito para el andlisis de
DGGE, variando la temperatura de annealing de 65 a 55°C en los 20 ciclos iniciales. Los
productos combinados de tres reacciones de PCR independientes fueron purificados desde

un gel de agarosa usando el kit Quiaquick PCR purification kit (Quiagen).

2.2.7.10. DGGE.
El analisis de DGGE se realizo en un aparato de electroforesis D-Gene System (BioRad) de
acuerdo con las indicaciones del fabricante. Se utilizaron geles de poliacrilamida (8%) con

los siguientes gradientes de desnafuralizacién 30 al 60% (168 sDNA, amod, nifD y nifH) y
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30 al 80% (nirK). La estandarizacién del andlisis de DGGE para los amplicones de fos
genes nifD, niff y nirk,, se realizd por electroforesis en geles con gradiente perpendicular y
en experimentos de fime travel (Myers et al., 1987; Muyzer & Smalla, 1998). Los geles
fueron corridos a 200 'V con 60°C por 6 h (165 tDNA y amod) o 10 b (nifD, niffl y nirk).
Los geles de pohacrilamida fueron tefiidos con plata (Sanguinetti et al., 1994) ¥ se
digitalizaron usando un esciner HP Scanjet 5470c.

2.2.7.1L T-RFLP.

Antes de la digestion, los productos de PCR fueron cuantificados utilizado el programa
Molecular Analysis (BioRad). 10-20 ng de los productos marcados fueron digeridos con las
enzimas de testriccion Haelll, Mspl, Mbol y con una doble digestion Haelll'Mspl (New
England Biolabs). Las digestiones fueron Hevadas a cabo en reacciones de 10 pl con 5 U de
cada enzima en el buffer adecuado a 37°C por 12 h, las reacciones foecron detemidas
calentando 10 min a 95°C. El DNA fue precipitado con etanol (BigDye 3.1v sequenciation
kit maonal guidelines, Applied Biosystems) y resuspendido en 9 pl de una mezcla de ROX-
500 (Applied Biosystems) diluido 1:60 en formanuida HiDi {(Applied Biosystems). El DNA
fue desnatwralizado a 90°C por 2 min y enfriado a 4°C. Los fragmentos de restriccion
fueron separados en un secuenciador automdtico ABI 3100 con el médulo GeneScan36-
POP4. Los datos fueron analizados en el programa GeneScan 3.1 (Applied Biosystems).

2.2.7.12. Preparacién de comunidades artificiales de diazétrofos.
Productos de PCR del gen nifH obtenzdos con los partidores mifHF-nif IR de las especies R.

meliloti CLAT44, R. rropici CIAT899, B. japonicum USDAL0 y Acidithiobacillus




29

Jerroaxidans fueron usados como templado para preparar productos de PCR marcados para
T-RFLP. Estos templados fueron combinados en proporciones 1:0.1:0.01:0.001, en cuatro

combinaciones diferentes. Las diluciones de los templados se prepararon a partir de una

soluciém inicial con una conceniracion de T ng/nl y por consiguiente 1a cantidad de DNA de
cada especie en el PCR varié entre 1 a 0.001 ng. Ademds, en dos experimentos diferentes
s¢ probd el efecto de Ia presencia de una mezcla de DNA sobre Jas combinaciones ya
descritas adicionando 1 ng de DNA del nédulo rizobial 0 DNA de suelo. Los productos de

PCR marcados se obtuvieron como se describi6é anteviormente,

2.2.7.13. Clonacion y secuenciaciéon de DNA.

Los productos de PCR para las clonaciones fueron amplificados con la DNA polimerasa de
alta fidelidad Pfu (Promega). En la reaccidn se utilizé un programa de hot-start a 80°C,
seguido por 25 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 30 s, annealing a 58°C (amod) o
60°C (168 DNA, nifD y niffl) por 30 s y extension a 73°C por 3 min. Las reacciones
fueron commidas por triplicado, combinadas y concentradas en una placa de multiscreen
(Montage PCR plate, Millipore Inc). Los amplicones fueron evalsados por electroforesis en
gel de agarosa y la banda del tamaiio adecuado fue eluida del gel usando el kit SNAP
(Invitrogen). Para la clonacidn se utilizé el kit Zero Blunt PCR Cloning kit (Invitrogen) de
acuerdo con las indicaciones del fabricante. Para cada muestra, entre 48 a 96 clones fueron
picados y ¢l tamafio del inserto en el clon fue verificado por PCR. Los clones seleccionados
fueron secuenciados utilizado el kit BigDye terminador v3.1 cycle sequencing kit (Applied
Biosystems) en va secuencidor ABI 3100 (Applied Biosystems). Para Ja secuenciacién de

los productos de los genes especificos se empled Jos partidores MI13f y M13r del vector.
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Para ¢l 16S rDNA cuatro partidores adicionales (3341, 907c, 341f y 926f: Tabla 1} fueron

usados para obtener la secuencia completa del clon.

2.2.7.14. FISH.

Para el andlisis de hibridacion i situ (FISH) las sondas fueron marcadas con fluoresceina y
Cy3 (Thermo Electron Company, Germany). Las muestras de nodulos se obtuvieron de un
seguado grupo de experimentos realizados en las mismas condiciones de cultivo descritas
anteriormente. Los nddulos fueron colectados después de 60 dias Y procesados como sigue:
primero fueron lavados 20 veces con PBS (pH 7.0), fijados inmediatamente en una solucion
fresca de paraformaldehido 4% en PBS por 4 dias, y transferidos a una solucion PBS-etanol
(1:1} para su almacenamiento. Para el transporte las muestras a PBS.

Para la hibridacion los noédulos fueron macerados en una solucién fresca de PBS-etanol
{(1:1) y diluidos 10 veces. Las hibridaciones se llevaron a cabo de acuerdo con Eller et al.
(2001}, a 46°C por 5 h con concentraciones variables de formamida. Para las sondas Cle y
ALF968 se utdizé un 20% de formamida. Para las sondas BONE23A, Betd2a y
BONE23Aga se utilizé 35% de formamida. La sonda Eub338 fue usada em ambas
condiciones. Las muestras se analizaron por microscopia confocal laser (CLSM) con un
microscopio Axioplan2 (Carl Zeiss, Jena, Germany). Las imdgenes se integraron con el

programa Image Analysis System GMBH v 3.00.

2.2.8. Analisis de los datos.
2.2.8.1, Auilisis de resultados de DGGE.
Los patrones de DGGE fueron representados como presencia (1) ¢ ausencia (0) de Ias

bandas en una matriz binana. La disumilandad genética entre las muestras fue calculada




31

usando el coeficiente de Jaccard. Se construyo im dendrograma a partir de las distancias
usando el método UPGMA, (Unweighted-Pair Group Method with Aritmetic mean) en el
programam TreeCon (Van de Peer & Wachter, 1994).

22.8.2. Anilisis de T-RFLP.

2.2.8.2.1. Normalizacién de Jos datos.

El tamafio, altura y 4rea de los fragmentos terminales (T-RFs) fueron calculados con ef
programa GeuScan v3.1 (Applied Biosystems). Las diferencias ea Ia cantidad de DNA
analizado por muestra fueron normalizadas de acuerdo con Kaplan et al. (2001). La
narmalizaciénsellevoacabomlculandolacantidaddeDNAdccadamuesuaoomola
sumadelaﬁuomseenciatota](cnunidadmdealturaoém). Un factor de comeccion se
calcnlé para cada muestra dividiendo Ja cantidad de DNA mas baja en el andlisis entre Ja
canﬁdaddeDNAeulamuesn'adada[nsdatosdecachpeakﬁ!emnnormaﬁmdos
multiplicando por el factor de comeccién. En los T-RFLP de Ias muestras de suelo
realizados con ambos partidores marcados el umbral de fluorescencia fue definido en 5
unidades de fluorescencia (UF), mientras que para los experimentos con un solo partidor

marcado el umbral de fluorescencia se definié en 100 UF,

2.2.8.2.2. Anilisis de los resultados.

Después de la normalizacidn los peak fueron definidos utilizando como criterio uma
desviacién del + 1%. Los datos fueron representados en matrices de presencia-ausencia y se
procesaron como se mencioné anteriormente para DGGE. Asimismo se realizo vn analisis

de componentes principales (PCA) usando el programa MVSP.




2.2.8.3. Anilisis de secuencias.

Las secuencias fueron editadas wiilizando e} programa Autoassembler 2.1 (Applied
Biosystems) para eliminar Ias posiciones del vector, La identidad de las secuencias fue
evaluada wtilizado el programa BLASTN (Altschul et al,, 1997). Las secuencias de
referencia utilizadas en las filogenias faeron obtenidas dej GenBank. Las secuencias fueron
almeadas en ClustalX v 1.81 y el arbol filogenético fue generado con el programa TreeCon
(Van de Peer & Wachter, 1994) usando fa distancia genética de Jukes y Cantor y el
algoritmo de agrupamiento Neighbor-joining. Un andlisis de bootstrap con 100 muestreos

fue realizado para determinar Ja confianza de las filogenias.
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3. RESULTADOS

3.1.- Efecto de Ia planta en la disponibilidad de nitrégeno.

Para determinar el efecto de la planta sobre las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, se
midieron factores edificos tales como pH, materia orginica, nitrogeno disponible, entre
ofros, en los tratamientos con y sin planta para los tiempos TO y T3 del ensayo. Factores
como el pH y el potasio disponible no variaron con respecto a la presencia o no de Ia
planta, mientras que el porcentaje de materia organica, la conductividad eléctrica y el
contenido de fésforo se incrementaron en ambas condiciones (Tabla 3). El balance de C/N
permanecil invariable en los muestreos del ensayo para los tratamientos con vy sin planta,
registrandose un valor cercano a 12 caracteristico de suelos agricolas. El nitrdgeno
disponible, el factor mas mmportanie er este experimento, disminuyd en todos los
tratamientos con planta (PH, PN y PW) de 10 mg/kg en TO a 7-8 mg/kg en T3. En
comparacion, en los tratamientos sie planta el nitrogeno disponible se incrementd a 24-28.5

mg/kg en T3 (Tabla 3).

Tabla 3.- Caracteristicas del suelo al principio (T0) y al final del experimento (T3). Todos
los valores son el promedio de dos determinaciones independientes.

Materla o g Nitrogeme Fostoro Potasio

Tratamiento Tiempo pH orgianics déctrica (dS/m) disponible disponiblc dispoaible

¥e) (oep/kg) {mpfkp) (mafte)

Suclo inicial o 805 39 13 190 370 1990
PH 3 795 46 24 73 470 17335
Fi T3 19 4,55 235 6.5 46,5 1610
PW T3 80 44 22 70 480 7200
sH EE) 795 46 a5 240 535 1840
SN 13 " ass 16 245 B5 50 183,5
SW T3 79 48 24 270 540 18190
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3.2.- Efecto de Ia adicién de nitrato en el crecimiento de la planta,

En las distintas condiciones de riego evaluadas (solucién de Hoagland con o sin nitrato y
agua), se obtuvo valores similares de la relacion de C/N en Jas plantas de P. vulgaris. La
nodulacién y las tasas de fijacion de mitrdgeno en los nodulos tampoco presentaron

vanaciones significativas en las diferentes condiciones de riego (Tabla 4).

Tabla 4.- Carbono y nitrogeno foliar, relacion C/N y tasas de fijacion de nitrogeno en nodulos. Los resoltados
de Cy N foliar, y Ia relacion C/N son el promedio de 2 determinaciones mdependientes. Las tasas de fijacién
de nitrégeno son ef promedio de 3 detenninaciones independientes despuss de 6 h de incubacion.

Tratamiento YN %C Relacion C/N  Producciin de efileno (ppmy/h)
PH 28 494 13.05 82983
PN 31 501 16.20 653.83
PW 2.7 524 19.62 595.96

3.3.- Cambies eu la compesicién de las comunidades bacterianas en suelo.

Los cambios en la composicion de las comunidades bacterianas en suelo plantado con P.
vulgaris o en suelo sin plantar, se determinaron mediante la comparaci6n de los patrones de
DGGE de los amplificades por PCR obtenidos para el gen 168 rDNA (Fig. 6A). Algunas
bandas en el patrén cambiaron significativamente entre las muestras reflejando
meodificaciones en la composicién de la comunidad bacteriana total. Sin embargo, los
patrones se caracterizaron por la presencia de pumerosas bandas débiles, que podrian
corresponder a miembros de la comunidad con menor abundancia.

Los patrones de DGGE fueron interpretados en una matriz binaria para analizar Ja similitud
de las muestras (Fig. 6B). Los resultados de} analisis de agrupamiento mostraron que los
cambios observados no se relacionaron con el efecto rizosférico o las condiciones de nego

y por ende, la evaluacion de gremios microbianos especificos puede ser en una
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3.4.- Composicién del gremio de bacterias oxidadoras de amonio (AOB).

3.4.1.- Cambios en la composicién de AOB analizados con el marcador 165 rDNA.

La composicion del gremio de bacterias oxidadoras del amonio en suelo plantado con P.
vulgaris en comparacién con suelo sin plantar fue determinada mediante el analisis de
polimorfismo en las secuencias de amplicénes especificos del gen 168 rfDNA. En el analisis
se emplearon los partidores NitA/NitB (Voytek & Ward, 1995) y Bamof/Bamor (McCaig et
al., 1994) que son especificos para Beta-AOB (Utaker & Nes, 1998).

EI DNA de cinco cultivos de Beta-AOB fue incluido en el anlisis. En estas bacterias se
observd una banda en el DGGE de acuerdo con 1a existencia de un tmico operdn ribosomal
en estos microorganismos (Purkhold et al,, 2000; Kowalchuk & Stephen, 2001; Chain et
al,, 2003). La posicién de las bandas en el gradiente permite separar Ias cepas del género
Nitrosomonas que producen una banda entre 38-43%, de cepas del género Nifrosospira que
producen una banda entre 50-53%. En el caso de las mmuestras de suelo se identificaron
bandas correspondientes a ambos géneros, asi como bandas que no s¢ relacionaron con
ninguno de ellos (Fig. 7A).

Los patrones de DGGE se interpretaron como datos de presencia-ausencia para ¢l analisis
de agrapamiento. Los resultados mostraron Ia asociacién de las muestras en dos grupos
relacionados con el tiempo del muestreo, en donde el primer grupo correspondio a las
muestras fomadas en los tiempos T0 y T1, mientras que el segundo grapo comespondi6 a
Jas muestras de los tiempos T2 y T3. Dentro de estos grupos, se observo la separacion de
las muestras de acuerdo con la presencia o no de la planta, lo que fue mis claro en el grupo

de los tiempos finales de muestreo T2 y T3 (Fig. 7B).
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Con el fin de determinar la composicion del gremio de AOB en el suelo los productos de
PCR del gen 165 rDNA amplificados con los partidores especificos NitA/NitB se clonaron
y secuenciaron. Para la clonacién se seleccioné las muestras de suelo PWT3 y SNT3
debido 2 que estas muesiras presentaron las bandas més representativas de los patrones de
DGGE obtenidos en la mayoria de las muestras de suelo.

Al comparar las secuencias de 35 clones con la base de datos, se obtuvo 10 secucncias
representativas de las librerias. Estos clones se amalizaron por DGGE y los patrones
obtenidos se compararon con los patrones de amplicores de las muestras de suelo, para
definir Ja correspondencia con las bandas previamente observadas en el anilisis de DGGE
en suelo, estableciéndose 7 grupos de migracion (Fig. 7A y Tabla 5).

En aquellos clones que comespondieron en la biisqueda por BLAST a bacterias AOB
tipicas como por ejemplo Ns. comunis (SNT3-50), Np. multiformes (SNT3-95) y
Nitrosospira sp. NpAV {SNT3-61), las bandas en el analisis de DGGE fueron coincidentes
con las bandas observadas en las cepas de referencia de dichos géneros. Como se observa
en la Figura 7A, estos clones representaron los grupos de migracién A, E y F. El analisis
por BLAST de Ia secuencia del clon dominante de las librerias, PWT3-1, produjo como
secuencia mas relacionada una bacteria que degrada MTBE, Ja cual comrespondié al grupo
de migracién D.

El andlisis filogenético de las secuencias de los clones mostré que aquellas secuencias
relacionadas en el BLAST con AOB se agruparon con secuencias del gen 16S rDNA de
bacterias AOB (Fig. 8), mientras que el andlisis filogenético de la secuencia del clon
PWT3-1, mostr6 que dicha secuencia se relacion6 con la secuencia del gen 16S IDNA de 1a
bacteria que degrada MTBE, asi como con diversas betaproteobacterias no cultivadas (Fig.

8).
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Figora 8.-Dendrograma mostrando las relaciones filogendéticos de Ias secuencias especificas ded 16S rDNA de AOB en
sueclo. Se usan como seferencias secuencias conocidas de AOB v las secuencias mis relacionadas segin of BLAST. El
drbol foe constroido usando el método de Neighborjoining. Valotes de hootstrap muyores al 30% estin indicados,
Secuencias usadas como referencia: M. ferris (AY123803), Nitrosasping sp. NpAV {Y10127), wcnltured Nitrosospira
clone SBMDWe3 (AY293099), uncultwred Nitrosospira clone SBMSPR7 {AY293115), Narosospira sp. Nspl7
(AY123804}, Nsp. mubiformis (ABOTQ984), Nsp. briensis (AJ298741), Nitrosaspira sp. Nv6 (AT298747), Nsp. temiis
(AJ298746), Nitrosospira sp. DNB_E1 (AY138531), Nitrosospira sp. N120) (AJ293729), Nsx. cryomlerans (AJ298738),
Ne. mobilis (AJ298728), Ns. halophila (AJ298731), Ns. eutropha (AJ298739), Ns ureae (AJ298730), Ns. oligotropha
(AJ298736), Ns. gestuarii (AJ298734), uncultured beta proteobacterinm GaNSa (AIZ974IT), Nitrosomenas sp. Nm33
(AJ298733), Ns. mitrosa (AI298740), Ns. copmmunis (F272417), uncultured beta proicobacierinm NJI6E (AF3515738),
uncultured beta proteobacterium NI3 (AF351571), uncultured bactesium clone 1032 {AF422603), Burkholderia C3TKA
(AY005039), Raiswrda sp. 1244a (AB054960), R. campinensis (AY040355), R. solanacearum (AB024609), Leptotimix
sp. MBIC3364 (ABU15048), uncuitured Aquabacterium sp. clone H-8 (AF523008), woculinred Aquabacterium sp. clone
J2I{AF522998), MTBE-dkgrading bacterium PMI(AF176594), menltmred bacterivm clone LOI3.11 (AF353003),
uncaltored bacteriums clone KD5-121 (AY188313), Azvarcus buckelii (AJ315676), Ne. aceani Ngi (AJ298727), M.
oceani Nel0 (AJ298726), Ne. halophilus (AJ298748). Outgroup: Neisseria gonerhoeae (AF 146369). Los clopes dz este
trabajo estin indicados en lefra com negrilla.
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3.4.2.- Anilisis de AOB mediante Ia amplificacién del marcador funcional amod.

3.4.2.1.- Anilisis bioinformitico de las secuencias amoA.

La busqueda especifica de secuencias del gen amod disponibles er la red penmitic
identificar 27 secuencias completas del gen (Tabla 6). Estas secuencias correspondieron a
14 especies de AOB, incluyendo multiples copias del gen presentes en Beta-AOB. Las
secuencias analizadas correspondieron a representantes de los géneros Nitrosomonas @
especies), Nitrosospira (5 especies, incluyendo Nitrosolobus multiformes y Nv. Tenuis) y
Nitrosococcus (2 especies), pertenccientes a 3 linajes principales de Beta-AOB vy Ias

Gamma-AOB, de acuerdo con Purkhold et al. (2003).

Tabla 6.- Secuencias usadas en el anslisis de amod. La longitud total de Iz secuencia y del gen son
indicadas en nuclettidos (nt) o aminoacidos (aa).

Cepa Copia  No. Acceso Lonpitnd Tipo Fuente Referencdia
Nitrosococaus oceaes C-107 U966i1 744 mt  GenBank Nodonetsl, 2002
Nitrosococcus ocearats C-107, ATCC 19707 AFSTI05 744 nt  GenBank Nortonefal, 2002
Nitrosococeus sp. C-113 AF153344 e at  GenBank Alzewrecaetal, 1999
Nitrosamonas cryotolerans ATCC 49181 AF314753 8 it GenBak Nortonetal, 2002
Nimrosomonas eurapaea 108050 831 nt GenBank MeTavishetal 1993
Nitrosamoers europaea 1 AFQ5B691 831 .  GenBank Hommesedal, 1998
Nitrosomonas curopaco 2 AF058692 {31 nt  GenBank Hommesetal, 1998
Nitrosomarses europasee ATCC 19718 1 NTOINEN036 831 m  TIGR Chain et o, 2003
Nitrosomonas exropaeae ATCC 19718 2 NTOINE2281L 831 ot TIGR Chain et ol 2003
Nirosamonas enropaca {EC 1.13.12.) Q04507 276 82 Swissprot  Cham et al, 2003
Nitrosomonas cutropha C91;, NmS7 1 Usla30 831 ol GeeBank  Nortonetal, 2002
Nitrosomaneas extropha C91; Nm57 2 U2670 831 nt GenBak Novianetal, 2002
Nirosamonas sp. AL21L2 AF327918 825 ni  GenBmk Suowaetal, 1997
Nitrasomonas sp. GH22 AF32719)7 831 ot GenBank Suwaetal, 1997
Nitrosomons sp. JL21 AF327919 825 nt  GenBank Suwaetsl, 1997
Nitrasomoras sp TET94 ABO31869 831 ot GenBank  Nopublicelx
Nitrosospiva briensis C-128 U76553 825 ot  GeaBamk Nortonetal 2002
Nimrasospira sp AHB1 X90821 681 m  GenBank Rotthmiweetal, 1995
Nirosgsping sp. Np39-19 1 AFQ42170 768 at  GepBamk  Norton ot al., 2002
Nitrosospine sp. Np39-19 2 AF016002 815 nt  GeBank Nortonetal, 2002
Nirrosospira sp, Np3v-19 3 AF0G6692 825 ni  GenBagk  Nocton etal, 2002
Nirosospina sp. NpAV i AF032433 825 ot GenBank Kotz & Noron, 1995
Mitrososping sp. NpAV 2 AFQ16003 825 ot  GenBank Klotz & Noron, 1995
Nitrosospira sp. NpAV 3 V92432 225 nt GemBank  Klotz & Moo, 1995
Nitrowovibrio teauis NV-12 U76552 825 ot  GenBank Nortonetal, 2002
Nitrosolobus madvifarmis Rm? 4C AF042171 825 nt  GaBack  Norhm etal, 2002
Nitrosolobus padtiformis C-71 X90822 681 nt GenBmk Rothauweetal | 1995
Nitrosolobus multiformis C-71; ATCC 25196 1 Us1603 825 o GenBak Notonetal, 2002
Nitrosolobus mmlsiformis C-71; ATCC 25196 2 U15733 825 ot GenBank  Nortoo etal, 2002
Nitrosolobus multiformis C-71;, ATCC 25196 3 Ug9833 825 nl  GenBsnk  Nortonetal, 2002

o




42

Debido a que existian incongruencias en Ia anotacion de los partidores publicados para Ia
amplificacién por PCR del gen amod, Ia anotacién de los partidores de PCR fue corregida
en el alineamiento de las secuencias del gen. Con base en la posicion definida en el
alineamiento, en este trabajo se propone una nueva nomenclatura de los partidores para Ios
diferentes genes del operén amo, en la cual se incluyé el gen blanco, la posicidn vy la
orientacion (Tabla 7). Una representacion esquematica de las regiones donde se localizaron

los partidores se presenta en la Figura 9.

3.4.2.1.- Evalnacién experimental de {os partidores para Ia amplificacion de amoA.

La evaluacién experimental de los partidores para amplificacion de amoA fue realizada con
el DNA de Nm. europaca ATCC 19817. Fragmentos de PCR del tamaiio esperado se
obtuvieron con las combinaciones de partidores amoA34f-amoA822r (789 pb), amoA332f-
amoA822r (491 pb) y amoA332f-amoA831r (500 bp), como se observa en la Figura 10.
Las combinaciones de partidores amoA34f-amoA822r vy amoA332f-amoA831r fueron
evaluadas en otras cepas de AOB, obteniendo productos de PCR del tamaiio esperado en
Nm. marina, Nm. eutropha, Np. briensis y Nv. tenuis (datos no mostrados).

Dos combinaciones de partidores fueron evaluadas en PCR anidados, para obtener
productos de PCR para DGGE. Productos con el tamaiio esperado fueron obtenidos con las
combinaciones amoAl121fGC-amoA359rC (240 pb) y amoA332fGC-amoA822rTC (491
pb), en las cepas ya mencionadas, asi como en Nc. mobilis y Nsl. multiformes, en los cuales
no se habia observado producto en Ia primera reaccién (Fig. 11). Con base en estos
resultados, los partidores amoA34f-amoA822r fueron utilizados para la amplificacion en

las muestras de suelo.
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Figura 10.- Amplificacién del gen amod en Nm. europaea ATCC 19817 (carriles pares).
Los controles de PCR se presentan en los carriles impares. 1. Marcador de peso molecular.
2-3. amoA34f-amoA831r; 4-5. amoA31f-amoA831rs; 6-7. amoA332f-amoA83irs; 8-9.
amoA34famoA822r; 10-11. amoA31f-amoA822r; 12-13. amoA332f-amoASB272r.

Figura 11.- Amplificacién del gen amoA con los partidores para DGGE. A. amoA332fGC-
amoA822rTC. B. amoAlI21fGC-amoA359rC. 1. Marcador de peso molecular; 2. Nm.
europaea ATCC 19817; 3. Nm. eutroph;, 4. Np. briensis Valois 128; 5. Nv. tenuis Stl1; 6.
Nsi. multiformes Valois 5; 7. Control.

3.4.2.3.- Cambios en la composicién de AOB en ¢l suelo analizades con el marcador
amoA.

Las diferencias en la composicion del gremio de AOB en el suelo en presencia o no de la
planta leguminosa fueron evaluadas usando el marcador funcional amoA. En el suelo se
obtuviercen productos de PCR con los partidores para DGGE amoA121FGC-amoA369rC

en un conjunto de las muestras, correspondientes principalmente a suelo tratado con los
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tratamientos de riego sin la adicion de nitrato (H y W), independientemente de la presencia
de la planta. En las muestras regadas con Iz solucién de Hoagland con nitrato (tratamiento
N) sélo se obtuvo amplicones en el tiempo T1 (Fig. 12A). Los patrones de DGGE de amod
en las muestras amplificadas mostraron poca variacién entre los tratamientos (Fig. 12B).
Segim su migracion, los amplicones se relacionan con secuencias del grupo de Nitrosospira

mas que con secuencias del grapo de Nitrosomonas.

A B _-g
g . - - _ _ _ E
ggﬁ.h-f%‘f%ﬁ.frf??,frg.ﬂ.t?ﬁrﬂ.ﬂ.ﬁ.hﬁ.?.sgggg
XS EEEEX R EFEFEEELEEEESZEZEEZ28E B RN

B

40%

55%

Figura 12.- Anlisis de la composicion del gremio de AOB usando el marcador funcional
amoA. A Gel de agarosa de los productos de PCR amplificados con los partidores
amoA122fGC- amoA360rC. B. DGGE de las muestras amplificadas.
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Los productos de PCR del gen amo4 de Ia muestra PWT! fueron clonados y secuenciados.
De acuerdo con los resultados obtenidos en el DGGE, la diversidad de las secuencias de los
clones fue baja y la identificacion de éstas por BLAST mostrd alta similaridad con
secuencias de los géneros Nitrosospira y Nitrosolobus, confirmando las observaciones
basadas en la movilidad en el gradiente desnaturalizante (Tabla 8). .

Las secuencias de amoA de los clones fueron comparadas con secuencias de referencia del
gen amoA disponibles er la base de datos (Fig. 13). Como se esperaba de los resultados
obtenidos en la biisqueda mediante el programa BLASTN, las secuencias obtenidas en este
trabajo se agruparon con secuencias correspondientes al linaje de Nitrosospira, asi como

con secuencias del gen amod de clones correspondientes a bacterias oxidadoras del amonio

no cultivadas.

Tabla 8.- Identificacion de los clones de amod.

Clon Lozng No Sccuencia mis relacdionada Ideptidad Secuenciz adscritz a una bacteria

(pb)  cloues %= descrita*"

PWTI64 492 13 Unculred soil bacterium SCMGR-PIK20 o8 Nitrososprira sp. Nspl7

PWTI-6F 494 7 Unculured soif bacterium SC-MGR-PIKG2 98 Nitrosospira sp. Nspl 7

PWTI-7G 294 1 KMS137cl 98 Nitrosalobus multifemis

PWIS2 435 2 Jvesired cmmeninasidizing bactesi: 97 Nirosolobus multiformis

PWII67 493 I8  Uncuued soil bacteritm SC-MGR-PIK20 9  Nirosospira sp. Neps7

*La wdentidad solo corresponde a la regién alineada.
*# Primera secuencia en ¢l BLAST que corresponde a una bacteria descrita.
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Figara 13.- Deadrogmama mostrando 1a relacidn de las secuencias de amod en el suelo. Se usan secuencias de
referencia de AOB v las secuenciss mis relacionadas segin los resultados de BLAST. El arbol fue construido
usando el métode de Neighbor-joining. Solo valores de bootstrap mayores que 70% estin indicados.
Secuencias de referencia: Nsp. fenuis Nvl {AJ298720), uncvltured ammonin-oxidizing bacteriom kmsc33
{AY249653), wmcuinmed ammonia-oddizing bacterium KMS137¢5 (AY249667), uncultured smmonia-
oxidizing bacterium KMSt37ci (AY249666), uvncultured bacteriom clone B37 (AY050674), uncultured
ammonia-oxidizmg bacterium band sIEASGO0bG (AY177943), uncultired ammmonia-oxidizing bacterium
clone siEASLc4la (AY177929), Nsp. multiformis (AY177933), Nsil. enddformis (U15733), Nsp. briensis
(U76553), Nitrasaspira sp. NpAY {AF032438), Nitrosospira sp. Np39-19 (AF042170), Nitrasomonas sp.
Nm33 (AJ298706), Nitrosaspira sp. Nspl7 (AY123825 y AJ298717), uncultured soil bacterium (AJ537566),
unidentified bactenium (Z97841), uncultured soil bacterium (AJ537568), uncultured soil bacterium
(AY537557), wmcuftured ammonia-oxidizing bacterium clone EASIFidcl8 (AY177965), umknown
protecbactesium clone fal4.1 (AJ388583), uncultured soil bacterium {AY538159), Ns. cnomlerans NmS5
(AJ298712), Ns ureae Nml0 (AJ38B585), Ns. gestwarii Nm36 (AJ298707). Ns. marina Nm22
(AJ388587), Ns. eutropha Nm37 (AJ298713), Ns. nitrosa Nm90 (AJ298714), Ns. halophila Nmi
(AJ238541), Ns. oligotropha Nm45 (AJ298709), M. trichasporium pime gene (U31650), Nc. oceani Nc
(AJ298700), Nc. oceanus (AF04T703), Ne. oceani Ncl10 (AJ298699). Outgroup: Meddylocaldrum sp. F10-3
pmo gene (AJ544091). Los clones de este trabajo estin indicados en letra con neggilia.
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3.5.- Composicién y funcién del gremio de bacterias desnitrificantes.

3.5.1.- Tasas de actividad de desnitrificacién en suelo.

La actividad de las bacterias desuitrificantes en suelo plantado con P. vidgaris v en suelo
sin plantar fue determinada después de 6 b de incubacion en presencia de acetileno (Fig.
14). Las tasas de desnitrificacién mds altas se observaron en ¢l tiempo TO (3 dias después
de Ia siembra de las semillas). Asimismo, diferencias imporiantes en las tasas de
desnitrificacton fueron obtenidas en el muestreo T3, en donde la actividad desnitrificante en
el suelo sin plantar coincide con el incremento del nitrogeno disponible en el suelo (ver
Tabla 3).

Los resultados obtenidos en el muestreo T2 requierer una explicacion adicional debido a
que la produccion de N2O en las muestras control (sin la adicion de acetileno) indica
actividad de las bacterias desnitrificantes en el suelo, asi como de otros microorganismos
involucrados con la produccion de este compuesto como las bacterias nitrificantes. Sin
embargo, las muestras tratadas con acetileno producen valores megativos, Jos cuales
coinciden con valores significativos de fijacion de nitrégeno en el suelo que pueden alterar

la eficiercia del ensayo de blogueo.

3.52.- Analisis del marcador nirK en cultivos puros y en muestras de suelo por
DGGE.

El DNA de bacterias desnitrificantes fue usado como templado para {a obtencion de
productos para DGGE. Productos del tamafio esperados {450 pb) fueron obtenidos en las
bacterias A. xylosoxidans subsp. denitrificans DSM 30026, Ochrobactrum antraphi 1MG

2136 y Alcaligenes xylosoxidans NCIMB 11015 (Fig. 15).
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Figura 14.- Tasa de desnitrificacion en el suelo. Las medidas se basan en la acumulacién
de 6xido nitroso después de 6 h de incubacion. A. Todos los tiempos considerados. B. El

tiempo TO fue omitido.
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Los ensayos de PCR para el analisis de DGGE fueron realizados también en Nim. europaea
ATCC 19817, en donde se encuentra reportada Ia presencia del gen nirk’ (Chain et al.,
2003). Sin embargo, los productos de PCR obtenidos con ambos partidores tuvieron un
tamadio diferente al esperado, que correspondié a un amplificado inespecifico (Fig. 15).
Con el fin de establecer las condiciones adecuadas para el anilisis de DGGE los amplicones
de las cepas estandar fueron evaluados en geles en gradiente perpendicular para establecer
el gradiente de desnaturalizacion. El producto de O. antrophi se desnaturalizd sobre una
concentracién del 60%, mientras que los productos de A. xplosoxidans y A. denitrificans se
desnaturalizaron a concentraciones cercana al 70% (Fig. 16A). Con base en los resultados,
el gradiente seleccionado para los experimentos fue de 30-80%.

Posteriormente, se realiz6 un experimento denominado de fime travel para determinar el
tiempo Gptimo de separacién de los fragmentos, que correspondié a 10 h (Fig. 16B). Sin
embargo, bajo las condiciones amalizadas no fue posible eliminar 1a interferencia de
artefactos del PCR en el resultado final (Fig. 16B).

Diferentes condiciones de PCR fueron ensayadas para la obtencién de productos de PCR
del gen nirk wnidos a GC-clamp en las muestras de suelo. Un producto del tamatio
esperado fue obtenido en todas las muestras (datos no mostrados) pero el analisis de este
producto en un gel de DGGE mostré 1a presencia de bandas detenidas en el gradiente sélo
en algunas muestras de suelo y Ia presencia del artefacto de PCR previamente observado en
los estandares (Fig. 17).

Pasos adicionales de limpieza del templado para el PCR anidado, asi como ensayos de
amplificacién directa con los partidores unidos a la GC-clamp fueron evaluados, pero en

ambos casos no fue posible obtener productos de PCR para DGGE en las muestras de

’

suelo.




52

Figura 15, Amplificacion del gen nirK en cepas estindar 4. denitrificans (linea 2), O. antrophi
(linea 3), 4. xplosoxidans (linea 4), y Nm. ewropaea (linea 5). Linea 1= marcador de peso
molecnlar; linea 6= Control. A. nirK1FGC. B. nirtK5RGC.
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Fignra 16~ Estandarizacién del analisis de DGGE para los productos de PCR de nirk de O.
antrophi. A. Gel en gradiente perpendicular con el producto de nirK1FGC. B. Experimento de time
travel para los productos de PCR obtenidos con ambos partidores unidos a la GC-clam. Las flechas
indican las bandas analizadas. Las estrellas sefialan DNA de hebra simple.
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Figora 17.- Anilisis del marcador #irK por DGGE en las muestras de suelo y los
estindares. Las flechas indican las bandas analizadas en los estandares. La esirella sefiala
artefactos de PCR. En el PCR realizado con el partidor nirK1FGC se observan dos bandas
¢n el gel debido a posiciones degeneradas en €l partidor reverso.

3.5.3.~ Anilisis de Ia composicién de bacterias desnitrificantes por T-RFLP.

La diversidad de bacterias desnitrificantes en mmestras ambientales ha sido determinada
previamente mediante el andlisis del gen nirK por T-RFLP (Avrahami et al., 2002).
Inicialmente, se comparé el tamafio de los fragmentos terminales (T-RTs) obfenidos para
los estindares utilizados en el andlisis de DGGE. Un alineamiento de las secnencias

especificas de nirK para estas cepas y otras secuencias de Ochrobactrum disponibles en la
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base de datos permitié estimar los posibles sitios de restriccion. El tamaiio de los T-RFs
esperados y observados para cada secuencia se resume en la Tabla 9. Sélo en el caso de 4.
xylosoxidans las diferencias entre el T-RF esperado y el observado se encuentran dentro de
la desviacion experimental de la técnica (Clement et al., 1998; Lueders & Friedrich, 2003).
En los otros casos los resultados experimentales no coinciden con el anilisis
bicinformdtico. En el caso de las muestras de suelo solo un conjunto limitado de muestras
fueron amplificadas con el partidor marcado. Dada la baja sepresentacién de estos

resultados, no se realizd ninguna comparacion de los mismos.

Tabla 9.- Comparacién de [a longitud de los fragmentos terminales (T-RFs) para las
especies conocidas de bacterias desnitrificantes. Digestiones realizadas con la enzima
Haelll. Los T-RFs estan expresados en pb.

Especie T-RF esperado  T-RF abservado  Diferencia
A. denitrificans 65 143 78
4. xilosoxydans 635 68 3
. anirophi 277 178 %

3.5.4.- Analisis bioinformatico de Ia secuencia del gen nirk.

Considerando todos los inconvenientes experimentales observados para la amplificacion de
nirk en las muestras de suelo, se realizé un analisis bioinfornnatico de las regiones blanco
de los partidores especificos para la amplificacion de los genes de las nitrito reductasas
(Braker et al., 1998; Hallin & Lideren, 1999; Michotey et al., 2000). La Figura 18 muestra
el alineamiento de Ia region correspondiente al partidor nirkK1F, en donde se observod que
no existe suficiente conservacion de la secuencia para que dicko partidor pueda ser

considerado como universal para ¢l estudio de Ias bacterias desnitrificantes.
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Por ejemplo, en el caso de los géneros Nitrosomonas y Bradyrhizobium, se observaron

inserciones que impedirian la amplificacion del gen nirk estas bacterias.
Experimentalmente, se evalu6 la amplificacion de nirK en diferentes bacterias rizobiales en
las cuales no fue posible obtener producto de PCR, confirmando los resultados obtenidos

en el analisis bioinformatico. Este analisis explicaria también los resultados previamente

descritos para Ns. europaea en donde se obtuvo un amplificado inespecifico.
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Figura 18.- Alineamiento multiple de diferentes secuencias de nirK. Se muestra la region
blanco del partidor nirK1F (5’-GGMATGGTKCCSTGGCA-3’). La secuencia de Al
Jaecalis corresponde al gen de la nitrito reductasa no relacionada #nirS. El asterisco indica
posiciones conservadas completamente en el alineamiento. Las adeninas estdn sefialadas en
10jO.
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3.6.- Composicién y funcion del gremio de bacterias fijadoras de nitrégeno

(diazétrofos).

3.6.1.- Tasas de fijacién de nitrégeno en el suelo.

Las tasas de fijacion de nitrogeno en el suelo fueron determinadas en el suelo plantado y sin
plantar para cada tiempo de muestreo. Sin embargo sélo se obtuvo fijacion de nitrogeno en
suelo en el tiempo T2 (40 dias después de la siembra) donde las plantas se encontraban en
estado de floracion y fructificacion (Fig. 19). La tasa de produccion de etileno en las
muestras de suelo con plantas comparada con su respectivo suelo control (CP), fue en la
mayoria de los casos despreciable. Por el contrario, en los tratamientos de suelo sin plantar
la tasa de fijacion de nitrogeno fue significativas con relacién a la muestra control (CS),
indicando que la actividad de las bacterias diazétrofas esta afectada por la presencia de la

planta leguminosa.

0.11]

Etileno (ppm)

Figura 19.- Tasas de
fijacién de nitrégeno en los
diferentes tratamientos. CP=

- ! muestra control tratamientos
PH PN PW SH SN SW CP S plantados. CS= muestra
Tratamientos control de suelo sin plantar.

-0.2
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3.6.2.- Estandarizacién del anilisis de T-RFLP para el estudio de las comunidades de

diazétrofos en el suelo.

3.6.2.1.- Evaluacion de la reproducibilidad del analisis de T-RFLP.

Con el fin de determinar la desviacién experimental de los pardmetros obtenidos en el
analisis de T-RFLP (tamafio, aitura y drea del peak), se compard ia diferencia de los
resultados generados de Ia integracién de los datos obtenidos en dos determinaciones
independientes (Tabia 10). Las diferencias observadas en el tamafio del peak fueron en
promedio inferiores al 1% y dicha desviacion no se correlacioné con el tamaiio del
fragmento analizado. Asimismo, estos valores no cambiaron significativamente cuando se
compararon de forma independiente los resultados de DNA de cultivos puros y de DNA de
de nodulo de rizobia y DNA de suelo.

Las diferencias en Ja altura y el area del peak fueron mas pronunciadas que en el caso
anterior, siendo en promedio 10 y 7%, respectivamente (Tabla 10). Estos valores tampoco
estuvieron correlacionados con el tamafio del fragmento. Considerando la desviacién
experimental observada, en el anélisis de las muestras de suelo la definicion de wn peak
comun entre muestras diferentes cuando grupos de peaks de tamafios similares fueron
analizados, se estableci® con base en el criterio de 1% de desviacion alrededor de un valor
medio.

Adicionalmente, se observé la aparicion de fragmentos entre 35 y 50 bp en una sola réplica
experimental y por consiguiente, en los resultados obtenidos en este trabajo se omitieron los

T-RFs dentro de este rango de tamaiios dada su baja reproducibilidad.




58

Tabla 10.- Determinacion del porcentaje de desviacion experimental del analisis de nifH
por T-RFLP. Comparacitn de las determinaciones del tamaiio, altura o drea de los T-RFs
de nift] obtenidos en dos experimentos independientes tanto en cultivos puros (R. tropici
CIAT899, R. melioti CIAT44 y B. japonicum USDA110), como en muestras ambientales
(nddulo rizobial N213 y muestra de suelo PHT2). La determinacion incluye los datos de la
digestion con 3 enzimas de restriccion diferentes (Haelll, Mspl y Mbol) y ambos partidores
marcados.

Desviacidn Coeficientede R, tropici R. meliloti B. japoricum Nédulo rizobiat Sueio

promedio _ comelacion  CIATSS®  CIAT44 TSDALI0 N213 PHIZ)
Z’ﬁk:{;i;’ 0.70 007 037 024 L34 1.39 074
s E‘m 10,68 0.16 18.12 13.47 658 683 609
P (‘é“h 748 0.53 9.61 6.66 9.23 891 49
mBandus 25 — 9 2 8 12 12

3.6.2.2.- Simulacién de una comunidad de diazdtrofos.

Con el fin de determinar si la frecuencia de un blanco particular se ve reflejada con
exactitud en la frecuencia de los T-RFs obtenidos, en este trabajo se analizd una mezcla de
diferentes diazétrofos (comunidad simulada). Los productos de PCR de 3 bacterias
rizobiales (R. meliloti CIAT44, R. tropici CIAT899 y B. japonicum USDA110) y de
Acidithiobacillus ferrooxidans fueron amplificados a diferentes concentraciores con los
partidores marcados y posteriormente fueron digeridos con Haelll. Después de la
normalizacion de los resultados se determiné los T-RFs especificos para cada una de las
cepas. Sin embargo, en todos los casos se observaron algunos peaks secundarios cop UF
sobre el valor umbral analizado (5 UF) que correspondieron a productos de digestiones
parciales, como fue verificado a partir de la prediccion bioinformatica de los patrones de
digestién. Estas digestiones parciales representaron en promedio el 5% del DNA analizado

en cada muestra.
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Los productos marcados a partir de las mezclas conocidos se prepararon con diferentes
concentraciones de templado diluido en series de 10 (1 a 0.001 ng). En general se observé
que Ia sefial de las muestras diluidas 100 o 1000 veces en el PCR se pierde en los perfiles
de T-RFs finales y por ende, las comparaciones realizadas fueron limitadas a Ias difuciones
1 a 0.1 (relacién esperada de 10 veces). En Ia Tabla 11A se presentan los resultados de las
comparaciones realizadas. En los resultados se observa que no existe correlacion entre las
razones esperadas y los valores obtenidos experimentalmente, presentindose diferencias
importantes en la eficiencia de amplificacién entre las especies analizadas. Por ejemplo,
aquellas muestras en donde B. japonicum fue adicionada como el templado no diluido (1
ng), no se observd la amplificacion de las otras especies analizadas. Resultados contrarios
se obticnen en €l caso de A. ferrooxidans, en donde se tiene seiial de amplificacion incluso

en la muestra diluida 100 veces (R. tropici 0.01 ng de DNA; Tabla 11A).

Tabla 11.- Desviacion de la razén templado/producto en el PCR obtenidas para una mezcla
conocida de templados. La razon fue calculada en UF. Las muestras 1 y 2 indican las
especies comparadas. * 4. ferrooxidans no fue amplificado. ** Comparacién de templados
I ng 2 0.01 ng. A. Experimento en presencia o no de DNA competidor. B. Comparacién
realizada imicamente cuando se adiciond DNA de N213 como competidor.

A Muestral (1 ngy _R. meliloti A ferrooxidans 4. ferrooxidans** R, tropici
Muestra2 (0.1 ng) R fropici R. mekiloti R. tropici** B. japonicim

5 smDNA Esperado 10 10 100 10

= Observado 1.45 23 4.42 297

2 N213 Esperado 10 10 100 10

8 (nddulo) Observado 1.36 * * 318

S pHDR Esperado 10 10 100 10

A (suelo) Observado 118 2.61 0.74 6.14

B. Muestral (1 ugy _R.melilosi R. tropici B. japonicum
Muestra? (0.1 ng) N213 N213 N213
Esperado 1 1 3

Observado 0.87 1 1.84
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Las mismas combinaciones de templados fueron amplificadas junto con DNA. de muestras
ambientales como competidor. En este caso se empled DNA de un nédulo tizobial (N213)
y DNA de suelo (PHT2), adicionados en una concentracién de 1 ng (Tabla 11A). En
general se observé que en presencia del inhibidor se mantuvieron las razones previamente
establecidas, pero en el caso de 4. ferrooxidans la competencia con DNA de nddulo elimina
la amplificacion de esta bacteria.

Cuando se compard las razones 1:1 entre DNA de nodulo v las tres bacterias rizobiales, las
razones observadas fueron similares a los valores esperados tedricamente (Tabla 11B).
Estos resultados indican por lo tanto que el andlisis de T-RFLP es cuantitativo s6lo cuando
se comparan blancos relacionados presentes en las mueskras a CORCENractones

equivalentes.

3.6.3.- Cambios en la composicion de los ensambles de diazétrofos en el suclo.

Los datos de T-RFLP de las muestras de suelo fueron generados con cuatro digestiones. El
nimero de T-RFs obtenidos en cada digestion varié con las diferentes enzimas de
restriccion y el partidor marcado (Tabla 12). El ninmero mas alto de T-RFs fue obtenido con
la enzima Mspl y el partidor forward marcado, mientras que la doble digestion Haell/Mspl

con el partidor reverse marcado produjo el menor pimero de T-RFs.

Tabla 12.- Nuamero de fragmentos terminales (T-RFs) analizados para cada digestion de
nifHl. N.D.= no determinado.

Enzima Forward Reverse Totsl

HaeTll 38  ND. 28
HaelllMspl 28 6 M
Mbol 35 338 B

Mspl 49 2] 77




61

Dado que los resultados de las comunidades simuladas no apoyaron la comparacidn
cuantitativa de los datos de T-RFLP, el andlisis en las muestras de suelo fue cualitativo. El
ntimero total de T-RFs en las muestras no se correlaciond con Jos tratamientos analizados,
variando entre 58 y 101 T-RFs. Por el contrario, ¢l anilisis de los cambios en Ja
composicién de diazétrofos mostré una tendencia general al agrupamiento de las muestras
de acuerdo con la presencia o no de la planta leguminosa. Esta tendencia fue representada
por la separacién de las muestras de suelo con o sin plantas en dos grupos, resultado que se
obtuvo tanto en el andlisis de agrupamiento como en el analisis de componentes principales
PCA (Fig. 20).

No se observd el efecto de los tratamientos de irrigacion sobre los cambios en Ia
composicién de diazotrofos en las muestras de suelo plantado con P. vulgaris. Por el
contrario en las muestras de suelo sin plantar, existe un agrupamiento de las muestras de
acuerdo con los tratamientos de irrigacioén, en donde las muestras irrigadas inicamente con
agua (SW) se asociaron en un dmico cluster. Por el contrario, las muestras irrigadas con la
solucién de Hoagland sin nitrato (SH) presentan la mayor divergencia enire ellas,

ubicandose en diferentes posiciones en ¢l analisis de agrupamiento.

3.6.4.- Analisis del T-RFLP como herramienta de identificacién de diazétrofos.

La comparacitn entre T-RFs obtenidos experimentalmente y T-RFs tedricos obtenidos a
partir de la digestion in silico de secuencias completas del gen nifH puede brindar una idea
preliminar de la composicion de los ensambles de diazdtrofos en el suelo. La determimacidn
del error experimental de la determinacion se realizé comparando los T-R¥s observados y
esperados para diazétrofos conocidos. La comparacion enire los T-RFs observados y los

esperados de B. japonicum mostrd una desviacionde 3 a 4 bases en los fragmentos mayores
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a 164 bp, pero esta diferencia se incrementd de 7 a 14 pb para fragmentos mis pequefios de

100 (Tabla 13).
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Figura 20.- Anilisis de agrupamiento de los patrones de T-RFLP para el gen niffi. A
Andlisis realizado con el programa TreeCon. B. Analisis de PCA. Los agrupamientos

principales estan indicados.
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Tabla 13- Comparacion de los tamafios de los T-RFs experimentales y tedricos obtenidos en
especies conocidas de diazdtrofos.

B. japosticum A, ferrovidoms
Espesado  Observado  Difmencia  Esperade  Observado  Difivencia
Hastl Forward 242 239 3 97 106 9
Reverse 189 185 4 342 8 58
Mapt Forwaxd 164 161 3 164 310 206
Reverse 190 188 2 33 49 16
Mbal Forward 68 61 7 %7 11> I8
Revegse 47 (3 i4 51 74 23

Esta comparacién también fue realizada en 4. ferrooxidans usando tres secuencias de nifff
publicadas en la red. Los T-RFs teéricos de estas secuencias variaron significativamente
entre si (datos no mostrados) al igual que al ser comparadas con los resultados
experimentales (Tabla 13), generando diferencias que no pueden ser explicadas con base en
el error experimental.

Para la inferencia de la composicién de los ensambles de diazdtrofos en las muestras de
suelo se compararon los T-RFs experimentales con T-RFs tebricos obtenidos de una base
de datos de secuencias completas de nifH. En la mayoria de los casos, los T-RFs tedricos ro
correspondieron a especies unicas y por consiguiente, en el andlisis se realizo con grupos de
espegies (Fig. 21).

La mayoria de los T-RFs obtenidos en las muestras de suelo no coincidieron con ningim T-
RF predicho de la base de datos, indicando la existencia de una alta proporcion de
diazdirofos no identificados en el suelo. No obstante algunos grupos de diazétrofos fuaeron
identificados con base en los patrones de T-RFLP. Las especies mds representadas
comespondieron a bacterias rizobiales, aunque también se observd oiras bacterias tipicas del
suelo tales como Burkholderia v Frankia. La comparacién de los resultados obtenidos para

las diferentes digestiones realizadas produjo resultados concordantes entre si.




Figura 21.- Identificacion potencial de los T-
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B. A. brasilense
C. Rhizobium NGR234, S. meliloti, B. japonicum USDA110, R. rubrum y
R. palustrisH4

D. Rhizobium ANU289, M. loti. Anabaena L-31, Azoarcus BHT2, Frankia
Mrp182, Frankiasp., F. alni, A. variabilis, A. chroococcum, A. vinelandii, A.
azollaeay K. pneumoniae. vinelandii

E. Fischerella UTEX 1931, C. cellobioparum and G. sulfurreducens
F.Synechococcus

G. D. gigas

H. Rhizobium NGR234, M. loti, A. chroocaccum, A. vinelandii, A. azollae,
R.rubrum y R.palustrisH4

1.S. meliloti y A. brasilense

3. Burkholderia

K. Azoarcus BH72

L. FischerellaUTEX 1931

Forward T-RFs=A - G; Reverse T-RFs=H-L

No. muestras
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Grupos de T-RFs

A, Rhizobium ANU289

B. Azoarcus BHT2

C. Rhizobium NGR234 y C. cellobioparum

D. A. vinelandii

E. A. brasilense, R. rubrian yB_japonicum USDA 110

F.A. chroococcum

G. Cyanothece ATCC5 1142

H. Anabaena L-31. S. meliloti, M. loti y P. boryanum

1. Rhizobitm ANU289, Trichodesmium IMS101, R. rubrum, B.
Jjaponicum USDAIL10, Rhizobium NGR234. P boryanum y
Trichodesmiunsp.

Forward T-RFs= A - H; Reverse T-RFs= 1

A. Azoarcus BHT2

B. R. etli and Rhizobiim NGR234

C. B. japonicum USDA110. A. brasilense, R rubrumy R. palustris H4
D. A chroococcum

E. Anabaena L-31, Anabaena PCCT120, A. azoallae, Nostoc 7120, N.
communey Fischerella UTEX 1931

F. Cvanothece ATCC51142

G. Rhizobium ANU289, M. loti, S. meliloti, Frankia Mrp182. Frankia
sp.. F. alni, K. pneumoniae. R. palustris HA. G. sulfurreducens y P.
boryamum.

H. Burkholderia

L. Rhizobium ANU289

J. B. japanicum USDAI1 10, Anabaena PCCT120. A. azoallae, Nostoc
7120, A. variabilis, N. commumey R. rubrum

K. Azoarcus BHT2 y G. sulfirreducens

L. Anabaena L-31, Anabaena PCC7120. Nostoc 7120 y C
cellobiparum

Forward T-RFs= A - H; Reverse T-RFs=1-L

RFs en el suelo. Los T-RFs experimentales fueron comparados con T-RFs
generados a partir de una base de datos de secuencias de nifH. A. Haelll. B. Haelll/Mspl. C. Mbol. D. Mspl. La distribucion
de los T-RFs en suelo plantado (azul) y sin plantar (rojo) esté indicadaen la figura.
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3.7.- Compesicién de bacterias rizobiales en suelo y nédulos.

3.7.1.- Desarrollo de marcadores moleculares especificos para analizar Ia composicién
de poblaciones rizobiales.

Para el disefio de partidores especificos para el estudio de bacterias rizobiales se alinearon
varias secuencias completas del gen nifD. En el alineamiento se observo que las secuencias
rizobiales conforman un clado coherente con el cual se realizé un segundo alineamiento
. especifico para el disefio de partidores. Finalmente se seleccioné los partidores nifDF431-
nifDR781 debido a que producen ur fragmento adecuado para el anilisis de DGGE (350
pb). Al ser evaluados contra Ia base de datos de GenBank se observd que estos partidores
detectan exclusivamente secuencias rizobiales (datos no mostrados). También se disefiaron
partidores especificos para PCR anidado del gen nif[f dentro de Ia regién previamente
amplificada por los partidores PolF-PolR (Poly et al., 2001). Todos los partidores diseiiados
mostraron alta especificidad por secuencias rizobiales. Finalmente dos combinaciones de
partidores (PolF-niftiIR478 y nifHF123-PolRR) fueron obtenidas.

La amplificacion especifica de los partidores disefiados para nifD fue evaluada en bactenias
rizobiales y en los nddulos colectados de las plantas de frijol. Asimismo, la amplificacién
se evaluo en ofras bacterias diazdtrofas no rizobiales (A. ferrooxidans, Frankia Tgl5 y B.
Jfungorum) y en bacterias no diazétrofas (Strepromyces lividans y S. ambofaciens). En todos
los casos se obtuvo amplificacion dnicamente en las muesiras rizobiales (datos mpo
mostrados). Tanto en el DNA de nodulos como en el suelo, se obtuvieron amplicones del
tamaiio esperado. Sin embargo en los cultivos puros, se obtuvo mis de una banda en el

PCR en todas las cepas evaluadas (datos no mostrados).




Las diferentes combinaciones de partidores para la amplificacion de nifff fueron evaluadas
en los mismos microorganismos ya mencionados. La combinacion PolF-niftIR478 en el
primer PCR vy la combinacion nifHF123GC-PoIRR en el PCR anidado, produjé los mejores
resaltados para obtener productos de PCR para DGGE. En el caso de nifHf se obinvo en el
DNA de las muestras de bacterias rizobiales, aunque también se obtuvo productos de PCR
en los diazdtrofos A. ferrooxidans y B. fungorum (datos no mostrados).

Con el fin de optimizar el protocolo de DGGE, las caracteristicas de desnaturalizacion de
los productos de PCR de ambos genes fueron establecidas en geles en gradiente
perpendicular, como se menciond anteriormente. En el caso del amplicon de nifl? obtenido
de nadulos, 1a desnaturalizacion ocurre sobre un 80% (Fig. 22A), por lo cual el gradiente de
separacion en los experimentos se determiné eu 40-70%. En el experimento de time travel
se determiné 10 h como el tiempo de cosrida para eliminar la interferencia de artefactos del
PCR (Fig. 22B). En el caso de nifff, los resuitados de la estandarizacion foeron idénticos a

los mencionados para nifD (datos no mostrados).

3.7.2.- Anilisis de Ia composicién de bacterias rizobiales en el suelo.

Los patrones de DGGE de nifD en el suelo plantado eon P. vulgaris (tratamiento P),
mostraron que la composicion de bacterias rizobiales permanece estable en el tiempo (Fig.
23). Por ¢! contrario, la comparacién de los patrones de DGGE en suelo no plantado
{tratamiento S), muestra cambios marcados en la composicion de rizobiales (Fig. 23). El
andlisis de agrupamiento de los patrones de DGGE corrobora el efecto de la planta sobre la
composicién de bacterias rizobiales en el suelo (Fig. 24A), dado que todas las muestras del
tratamiento P son maés similares enfre si, en comparacion con las muestras del tratamiento

S. Para las bacterias rizobiales, la planta parece ser el factor mas importante en la
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modificacién de la composicién de la comunidad, dado que el agrupamiento de los patrones

de nifD no muestra ningin efecto de las condiciones de riego.

S

0% 100%
3 “ l 3t

Figura 22.- Estandarizacién del analisis de DGGE para los productos del gen nifD. A. Gel
en gradiente perpendicular para los productos de PCR del nodulo N131. B. Experimento de
time travel para los productos de PCR de los nédulos N131 y N231. Las flechas indican la
banda analizada. La estrella seiiala DNA de hebra simple. *= las muestras estdn investidas.
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Figura 23.- DGGE de los amplificones de nifD (A) y nifH (B) en las muestras de suelo.
Las muestras correspondientes a los tratamientos de suelo con o sin plantas estan indicadas.

La flecha sefiala la banda coincidente con nddulos (ver Fig. 27).

En comparacién con los resultados obtenidos para nifD, el andlisis de los pafrones
obtenidos en el caso de niflf no muestra el efecto de 1a presencia de la planta leguminosa
hospedera (Fig. 23B). El anilisis de agrupamiento confirmé esta observacion, y como se
observa en el dendrograma mostrado en la Figura 24B, la asociacién de las muesiras no

guarda relacién con los tratamientos incluyendo tanto la presencia de la planta, como las

diferentes condiciones de riego evaluadas.
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Figura 24.- Andlisis de agrupamiento de los patrones de DGGE para nifD (A) y nifff (B).
La similited fue definida por la distancia de Nei y Li. Agrupamiento mediante el método de
UPGMA.
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Los resultados contradictorios obtenidos para nifl) y nifff resultan inesperados si ambos
marcadores tuvieran como blanco ¢l mismo grupo microbiano. Por consiguiente, se
determind si existian diferencias enm la especificidad de los partidores clonando y
secuenciando productos de ambos genes en el suelo. En el caso de ni/D, la identificacion
inicial de las secuencias por BLASTN mostré que en su mayoria éstas fueron relactonadas
con secuencias del gen nifD de R erli Un andlisis filogenético incluyendo diversas
secuencias de bacterias rizobiales mosttd que las secuencias de suelo determinadas
estuvieron relacionadas con secuencias de nifD de los géneros rizobiales Rhizobium,
Mesorhizobium y Sinorhizobium (Fig. 25), confirmando los resultados del BLASTN.

La comparacion de las secuencias de nifHf obtenidas en ¢l snelo mediante BLASTN mostro
que la mayoria de los clones se relacionan con secuencias de nifH de diazotrofos no
cultivados y con unas pocas secuencias rizobiales. El analisis filogenético en el suelo
mostrd que las secuencias determinados se agruparon con diversos diazéfrofos no
relacionados con bacterias rizobiales (Fig. 26), confirmando la suposicion de menor

especificidad de estos partidores para la amplificacidn de bacterias rizobiales.

3.7.3.- Auilisis de Ia composicién de la poblacién microsimbionte en nédulos.

El anilisis de los patrones de nif? en 17 nodulos diferentes colectados de 4 plantas mostrd
baja variabilidad. En todos los noédulos se observo una tmica banda que cormrespondié con la
banda observada en Bradyrhizobium CIAT3101 y en RNI31 (Fig. 27A). Esta banda
coincide con una de las bandas observadas en suelo con la planta leguminosa hospedera
(Fig. 24). Esta banda fue clonada y secuenciada, identificando positivamente el gen nifD de
R. etli. Esta identificacién se confirmé en el analisis filogenético mostrado previamente en

ia Figura 25.
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Figura 25.- Arbol filogenético basado en las secuencias del gen nifD. El arbol se constrayd
usando el método de Neighbor-joining. Solo se muestran valores de boastrap mayores al
70%. Secuencias analizadas (accesion): R etli pd2d (NC_004041); R etli CFN42
(UR0928); Rhizobium sp. (M26962); S. meliloti plasmid pSymA (NC_003037); M. loti
R7A (AL672114); Mesorhizobium sp. Lc3-2 (AF411040); Mesorhizobium sp. Lo5-9
(AF411037), Mesorhizobium sp. Lo9-4 (AF411038); Mesorhizobium sp. Lo7-12
(AF411039); B. elkanii strain USDA 130 (AF484268); Rhizobium sp. ANU289 (45787); 8.
fiaoningense (AF484263); B japonicum USDA 110 (AP003941). Owmgroup. Burkholderia

sp. (AF194084).
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Figura 26.- Arbol filogenético basado en las secuencias del gen niffl. El frbol se construyd por el métode de
Neighbor-joiring. S6lo se muestran valores de bootstrap mayores a TO%. Secuencias analizadas: R effi pd2d
{NC_004041); 5. meliloti plasnaid pSymA (NC_003037); M. amorphae (AF484651); M. lodi (AP003007); S.
xinfiangense (AFABAGS2Y, Rhizobium sp. NGR234 {16519640Y; Methylobacterin sp. xct7 (AFA4BA65T);
Sinorhizobium sp. DWOG0T (Z95219), uridentified marine bacterial clone HT1901 (AF299426)
Gluconacetobacter diazotrophicus (AF030414); uncultured bactetium NRIGO8 (AF035492) unculmred
nitrogen-fixing bacterium clone bI-GAS (AY196395); uncultured nitrogen-fixing bacterium clone (1-HA9
(AY196448);, Medylocystis sp. LWS5 (AF378719);, Xanthobacter flavas (AY221812), Rhizobiww sp. ANU289
(K00487); Rhizobium nifH1 (M16709);, Burkholderia sp. (AF194084), Rhodobacter capsulais (X(7866);
Unenlorred bactesium clone CB914H2 (AYZ24027); uncaltured mitrogen-fixing bactenium clome Sp10-3
(AY091888). uncultured bacterium clone CB90TH4S1 {AY223974); Anabaena T120 (V00001 ); Nosfoc sp. N2
{AF124379), Nostoc sp. PCC 7120 (AP0O3585); unceitnred nitrogen-fixing bactesinm clone bI-HAI-S
{AY196367); uncultured nitrogen-fixing bacterivm clone gI-HW20 (AY196407); uncultured bacterium clone
CBBI3H21 (AY223920); Azoarcus sp. BH72 (AF200742); Azotobaceer clmoococcum {MT3020Y, 4. vinclandi
(M20568); uncultured bacterium (AJ313278); Chlarobium tepridum (NC_0G2932).
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En el caso de nifH dos morfotipos diferentes que comparten la mayoria de bandas en el
patrén fueron definidos en los nodulos (Fig. 27B). La secuenciacin indicd que los
productos de PCR corresponden al gen nifH de R etli (ver filogenia en la Figura 25),
confirmando los resultados de #ifD. A diferencia de nifD, los patrones de niff observados
en Jos nédulos no coinciden con los patrones observados en suelo, debido a que como se
menciord ambos marcadores permiten analizar grupos de diazétrofos diferentes y en el

caso de nifH en el suelo los partidores amplifican diaz6trofos no relacionados con bacterias

rizobiales.
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Figura 27.- Composicién de las poblaciones microsimbiontes en nodulos de P. vulgaris. A.
DGGE del marcador #ifD. B. DGGE del marcador zifH. C. DGGE de productos de PCR
del gen 168 rDNA.
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La composicion de la poblacion microsimbionte de los nédulos de P. vulgaris fue analizada
también comparando los polimorfismos presentes en Ia secuencia del gen 168 rDNA. El
analisis de amplicones del 168 rDNA mediante DGGE en los pédulos mostrd la existencia
de un tinico ribotipo (Fig. 27C). La clonacién y secuenciacion del 168 rDNA confirmé los
resultados obienidos con los marcadores funcionales, identificando a R. etli CF42, como ¢l
microsimbionte obtenido. Sin embargo, al comparar los resultados del andlisis dmecto de
los nédulos con la bacteria aislada del médulo Ni31 (RN131), se observd que existen
diferencias en los patrones de DGGE (Fig. 27C), las cuales fueron confirmadas con la
secuenciacion del 16S rDNA para el aisiado RN131 que correspondié a Phyllobacterium
myrsinacearum.

Un segundo grupo de nddulos fueron obtenidos en un campo experimental del INIA (La
Platina) y de plantas cultivadas un afic después en el Iaboratorio. El andlisis directo de los
nddulos mostrd nuevamente el mismo ribotipo para el gen 16S rDNA. Asimismo, en estos

nédulos se observaron diferencias entre la fraccion total y la fraccién cultivable (datos no

mostrados).

3.7.4.- Nédulos rizobiales como una posible asociacién compleja entre bacterias.

3.7.4.2.- Presencia de bacterias oxidadoras de amonio (AOB) en los nédulos.

Considerando las diferencias observadas entre la fraccién total y Ia fraccion cultivable
observada en los nodulos, la existencia de otros grupos bacterianos no rizobiales en los
nédulos fue evaluada por PCR. Teniendo en cuenta gue en el nodulo existe un aumento de

Ia concentracion de NH; debido a la fijacién de nitrdgeno, se evaht la presencia de AOB
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mediante amplificacién con partidores especificos. Los patrones obtenidos mostraron una

’

gran variabilidad de bacterias no rizobiales asociadas con los nédules (Fig. 28).

i los productos de PCR del 168 rDNA
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Figura 28.- Analisis de los productos del 16S rDNA especificos para AOB en los nddulos

de P. vulgaris.
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mostraron que Jos nédulos estin ocupados principalmente por Rhizobium, aungue la sefial

fue débil (Fig. 30).
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Figura 29.- Dendrograma mostrando la relacidn de las secuencias de 168 tDNA amplificadas en los nodulos
con secuencias de AOB y las secuencias més relacionadas en el BLAST. Arbol construido usando el método
Neighbor-joining. Solo se muesiran valores de bootstrap mayores al 70%. Secuencias usadas como
referencia: Nitrosomonas ureae (AJ298730), Nm. oligotrapha (AJ298736); Nm. aestuarti (AJ298734), Nm.
cryotolerans (AJ298738), Nm. communis (AJ298732), Nm. nitrosa (AJ298740);, Nm. eutropha (AJ298739),
Nim. halophila (AJ298731); Ne. mobilis (AJ298728); Nitrosococcus mobilis (AJ298728); Nitrosospima sp.
NI20 (AJ298729); Np. briensis (AJ298741); Nitrosospira sp. Nv6 (AY298747); Nsp. tenuis (AT298746); Ne.
oceani (AJ298727). Nc. halophilus (AY298748); Nc. oceari (AJ298726), Aminomonas aminovorus C2Al
(AY027801); Methylobacillus sp. 12S (ABO027139);, Methylophilus freyburgensis (AJSYT772), B. cepacia
CC-88192 (AY337584); Variovorax sp. 55 {AY238498); Variovorax sp. WDL1 (AF538929), Beta
protecbacteriom PI_GH1.2.B8 (AY162061); Fariovorax sp. TUT1027 (AB098595), Fariovorax sp. HAB-30
(ABOS1691); ¥. paradoxus (A3420329); Uncultured bacterium clone Nap240 (AF534203); Uncultured beta
protecbacterium (AF509579); Bacterial sp. (Y11465); Comamonas sp. MBIC3885 (AB003429); Unidentified
bacterium strain fM9 (AB021344); Acidovorax temperans (AF078766).
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Figura 30.- FISH con la sonda especifica de Rhizobium ALF968 (marcada con FITC) y
Eub388 (marcada con Cy3) en R. etli (A), V. paradoxus (B), C. testosteroni (C) y
macerados de nodulos de P. vulgaris (D). En los nodulos la tincion de DAPI solapa la senal
de las sondas (indicado con una flecha).

Sondas especificas para las bacterias no rizobiales identificadas en los nédulos (BONE23A
y Cte), mostraron los patrones de hibridacion esperados con los controles positivos
respectivos (datos no mostrados). Asimismo, sefiales de hibridacion positivas fueron
obtenidas con estas sondas en los macerados de nodulos (Fig. 31). En el caso de la sonda
modificada BONE23Aga, en donde se reemplazaron dos bases que hacen que la sonda sea
especifica de los clones analizados, se observo que ésta no presenta hibridacion con V.
paraadoxus y C. testosterona, pero revela la presencia de senales de hibridacion positivas

en los nodulos (Fig. 32).
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A, B.
-

Figura 31.- FISH en macerados de nodulos hibridados con las sondas especificas para
Variovorax/Comamonas BONE23A (A) y Cte (B) marcadas con Cy3. Las células de
interés se indican con una flecha.

A. B.
C. D.

Figura 32.- FISH con Eub338 (FITC) y la sonda especifica BONEAga (Cy3) disefiada para
los clones encontrados. Hibridaciones en R. etli (A), V. paradoxus (B), C. testosteroni (C)
y en macerados de nédulos de P. vulgaris (D). La sefial de interés se indica con una flecha.
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4, DISCUSION

4.1.- Efecto rizosférico de P. vulgaris en el suelo como modelo experimental.

El analisis de los parametros edaficos establectdos en este trabajo mdica que la presencia de
la planta leguminosa altera la disponibilidad de nitrdgeno en el suelo (Tabla 3).
Contrariamente al supuesto de que la presencia de la planta podria generar un ngreso
adicional de nitrogeno disponible debido a su interaccién con el micraorganismo fijador de
nitrégeno (Rhizobium), los resultados muestran que en los tratamientos con planta el
nitrogeno disponible disminuye. Podria pensarse que la planta colecta el nitcdgeno del suelo
y que la transferencia de este elemento al suelo ocurre tras la mineralizacién del tejido
vegetal. Por el contrario, en el suelo mantenido en ausencia de plantas, el contenido de
nitrogeno disponible se meremento.

Por otra parte, se ha propuesto qgue el suelo puede tolerar cambios poco drasticos en un
tiempo limitado manteniéndose en un estado relativamente mvariable (Piceno & Lovell,
2000), posiblemente explicando que otras variables edaficas tales como el balance de C/N
en el suelo 6 el pH no cambien a lo largo del ensayo en tratamientos con y sin planta

(Tabla 3).

4.2.- Analisis de las comunidades microbianas en el suelo.

El efecto rizosferico de la planta leguminosa fue determinado inicialmente sobre ia

composicién de bacterias totales del suelo. Los patrones de DGGE de los amplicones del
16S tDNA. para bacterias totales, muestran la presencia de pocas bandas com gran
intensidad. Estas bandas podrian corresponder a los miembros més abundantes de la

| comunidad. Sin embargo, se observd un gran nimero de bandas débiles pobremente

L
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definidas en el patron de DGGE (Fig, 6), las cuales podrian representar poblaciones
bactenanas en el suelo con baja abumdancia. El andlisis de agrupamiento de los patrones de
DGGE muestra que los cambios en la composicion de las bacterias totales no se relacionan
directamente con la presencia de la planta o las condiciones de riego, a pesar de Jas
diferencias en el contenido de nitrdgeno disponible en el snelo.

Previamente ha sido publicado que los patrones de DGGE de comunidades bacterianas
totales altamente diversas son demasiado complejos, para permiitir la comrelacion de dichos
perfiles con variables especificas (Heuer et al., 1997; Boon et al., 2002). Por consiguiente,
los resultados obtenidos en esta tesis en donde el analisis de los patrones de la comumidad
bacteriana total no se correlacioné con el efecto nizosfénico de P. vulgaris no son
completamente mesperados. Podria esperarse que a diferencia de Ia comunidad bacteriana
total, el analisis de gremios microbianos especificos relacionados con ¢l ciclo del nitrogeno
sea mas adecnado para analizar el efecto rizosférico y de las condiciones de riego.

Los patrones de DGGE de amplicones del 16S tDNA especificos de bacterias oxidadoras
de amonio no mostraron bandas débiles y pobremente definidas (Fig. 7), indicando que la
composicion de este gremio microbiano estd caracterizada por la presencia de un numero
limitado de especies. En el analisis de agrupamiento Jas muestras se asociaron de acuerdo
con los tratamientos estudiados, donde se observé um efecto inicial relacionado com ¢l

tiempo del muesireo y el efecto’ de la presencia de la planta en las Gltimas etapas del

ensayo.

El agrupamiento observado de los patrones de DGGE especificos del gremio de AOB
puede estar ligado a sus caracteristicas fisiologicas. Se ha publicado previamente que esios
microorganismos responden rapidamente a cambios en el ambiente mncrementando su

actividad metabélica sin generar un cambio en la composicion del gremio. La composicion

s
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de AOB se modifica principalmente en intervalos més extensos de tiempo debido a su largo
tiempo generacional (Kowalchuk & Stephen, 2001). Estos antecedentes explicarian el
efecto de la presencia de la planta sobre la composicién del gremio de AOB en los tiltimos
tiempos de muestreo.

Las diferencias observadas entre los resultados obtenidos en el anilisis de las comunidades
bacterianas totales y los resultados del gremio de bacterias nitrificantes Hevan a considerar
las limitaciones asociadas con la seleccion del grupo microbiano utilizado como blanco en
un estudio ecol6gico. Podria postularse que estudios basados en el andlisis de escalas de
organizacion ecologicas mayores, como por ejemplo la comunidad bacteriana total, no
permiten una correlacién directa con variables especificas como el efecto rizosférico de P
vulgaris. Por el contrario, una escala de organizacién ecoldgica menor como por ejemplo el
gremio de bacterias nitrificantes, si permite correlacionar cambios en la composicién con el
efecto rizosférico de P. vulgaris.

Resultados contrastantes entre lo observado para estudios basados en la comunidad total y
el gremio de AOB han sido descritos previamente. Avrahami et al. (2002) observaron que
en suelo incubado con diferentes concentraciones de amonio la estructura de los gremios de
AOB y de bacterias desnitrificantes cambié significativamente, mientras gue la comunidad
bacteriana total fue sélo levémente afectada. Fn ofros ambientes manejados por ¢l hombre
como las plantas de tratamientos de aguas residuales, el estudio de agrupamiento de
bacterias totales en muestras de agua de las plantas de tratamiento no se correlacioné con

diferentes condiciones fisicoquimicas evalvadas, mientras que ¢l andlisis especifico de

AOB produjo resultados que si se comelacionaron con los factores fisicoquimicos

analizados (Boon et al., 2002). Este fenémeno parece no ser exclusivo de AOB, pues

O



resultados similares han sido obtenidos con otros grupos microbianos como las bacterias
reductoras de nitrato (Philippot et al., 2002).

La comparacién del gremio de bacterias fijadoras de nitrogeno mediante DGGE muestra
resultados similares a lo observado en la comunidad de bacterias totales y ¢l gremio de
AQOB. El analisis especificc de bacterias tizobiales mediante nifD mosttd una clara
influencia de la presencia de la planta hospedera sobre la composicion del grupo (Fig. 25).
Por el contrario, el analisis del gremic de diazétrofos en sentido amplio realizado con el
marcador nifH no mostré el efecto de la presencia de la planta (Fig. 25).

Un factor adicional que debe ser considerado cuando se analizan las diferencias en los
resultados de ambos marcadores de los genes de la nitrogenasa es su historia evolutiva. Los
andlisis filogenéticos basados en los genes nifH, nifD y nifK pueden ser inconsistentes,
dado la distribucién de la diazotrofia en diferentes grupos no relacionados de
microorganismos y la existencia de transferencia horizontal en estos genes (Zebr et al,
2003). Por ejemplo, se ha propuesto que los genes nifD y nifK se originaron debido 2 un
evento de duplicacién pardloga que involucrd a su vez el operdn nifEN (Fani et al, 2000) y
por consiguiente, estos genes estan mas relacionados entre si gue con nifH.

La mayoria de los estudios en ensambles de diazétrofos han wutilizado el gen nifH como
marcador molecular. Esto explica porque Ia base de datos de secuencias de #ifH es quizis
una de las bases de datos mo ribosomales més grandes en la actualidad. Una cantidad
inferior de estudios han sido basados en el gen nifD, pero se ha sugerido que el andlisis de
la secuencia de este gen podria generar una mayor resolucion de grupos de diazétrofos mas
relacionados (Zebr et al., 2003). Los resuitados obtenidos en este trabajo apoyan esta teoria

dado que el uso de nifD permiti6 analizar mn conjunto de secuencias de diazdtrofos mas
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telacionados (bacterias rizobiales), mientras que nifHf amplificd un espectro filogenético
mds amplio de microorganismos dentro de este gremio bacteriano.

El anilisis de »ifH mediante T-RFLP mostrd resultados diferentes. Cuando se analizd los
cambios en la composicidn de las comunidades de diazotrofos, se observd que estos
mostraron wna tendencia que los correlacionaba con los tratamientos evaluados (Fig. 20).
Las diferencias entre ambas aproximaciones de andlisis de niff por DGGE o T-RFLP,
pueden estar relacionadas con los grupos observados con cada umo de los partidores
analtzados. Los resultados de la identificacion de los patrones de T-RFLP muestran 1a
presencia de una gran proporcion de bacterias rizobiales, mientras que en las librerias de
clones generadas con los partidores de DGGE, estas bacterias estin muy pobremente
representadas. En este caso, la asociacion de las muestras analizadas por T-RFLP puede ser
simtlar a lo encontrado con el marcador especifico para bacterias rizobiales (nifD), donde el

efecto de la planta fue claramente observado.

Resultados recientes obtenidos por Biirgmann et al. (2004) muestran gue la asociacion de
patrones de restriccion de nifH difiere marcadamente cuando éstos son generados usando
combmaciones de partidores con diferente especificidad. Estos autores encontraron que los
patrones de agrupamiento derivados de los datos obtenidos con la combinacion menos
especifica de partidores no se correlacionaron con los tratamientos analizados (dos tipos
diferentes de suelos). En contraste, el andlisis de agrupamiento de patrones generados con
productos amplificados con una combinacién especifica de partidores mejoré Ia resohrcion
y mostrd el efecto de los tratamientos. Estos resultados coinciden con las observaciones
realizadas en este trabajo, donde partidores mas universales para la amplificacion de nifd

producen resuitados con menor resolucion con relacién a los tratamientos analizados.
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4.3.- Anilisis de AOB con marcadores funcionales versas 16S rDNA.

Las bacterias oxidadoras de amonio ofrecen un modelo interesante para comparar los
resuttados obtenidos al analizar gremios microbianos empleando marcadores funcionales y
el gen 168 1DNA simultineamente. Al comparar los resuitados obtenidos con ambos
marcadores es posible observar diferencias significativas entre ellos.

En el caso del marcador fimcional amod se observd que existe un efecto de fa adicion de
nitrato (tratamientos PN y SN) sobre la abundancia de AOB en el suelo. Este efecto
correspondid a la disminucién de los blanco de amod en la mezcla original de DNA,
independientemente de Ia presencia de la planta. Sin embargo, el anslisis posterior por
DGGE de los amplicones de amoA mostré que Ia composicion del gremio en el suelo es
poco variable (Fig. 12).

Estudios previos acerca de la composicidon de AOB en suelo mostraron que las
modificaciones en el habitat afectan principalmente la abundancia del gremio, més que su
composicion (Avrahami et al., 2002; Webster et al,, 2002; Briones et al., 2003). Por
gjemplo, Avrahami et al. (2002) determinaron que los patrones de DGGE del gen amoA
permanecen invariables cuando muestras de suelo son incubadas con ninguna, poca, media
o altas concentraciones de amonio. Estos resultados fueron contrastantes con la actividad
del gremio dado que se observaron diferencias en las tasas de nitrificacién (Avrahami et al.,
2002). Mendum et al. (1999) llegaron a conclusiones similares analizando comunidades de
AOB en suelo fertilizado y no fertilizado en un periodo corto de tiempo (6 semanasg).

Por ofra parte, el analisis del gremio de AOB a partir de los polimorfismos en 1a secuencia
especifica del gen 16S rDNA indicé que existen a su vez cambios en fa composicion de
AOB relacionados con el tiempo de muestreo y la presencia de la planta. Las diferencias

observadas entre ambos marcadores pueden ser analizadas en relacién a la abundancia
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relativa de AOB en el suelo en las muestras originales. La abundancia de AOB en
diferentes ambientes ha sido estimada en menos del 0.1% de las bacterias totales en la
muestra (Bothe et al, 2000; Silyn-Roberts & Lewis, 2001). En este trabajo, la
amplificacién del 16S rDNA con los partidores especificos para AOB fallé cuando se
realizé a partir de las muestras de suelo originales. Sin embargo, amplicones especificos
fueron obtenidos en un segundo PCR anidado usando como templado los amplicones
obtenidos para el 165 rDNA bacteriano, donde los blancos en la muestra original
incrementan su concentracién por pre-amplificacion, por lo cual los resultados del gen 168
IDNA podrian ser mis representativos de toda la diversidad de AOB presente en las
muestras de suelo.

Se ha sugerido que el anslisis de amod resulta mas resolutivo como marcador molecular
dado que posee mayor variacion de secuencia (Rotthauwe et al., 1997; Alzerreca et al,
1999; Norton et al., 2002). Considerando la homogeneidad de los patrones de DGGE de
amplicones del gen amod, puede suponerse que el suelo analizado contiene una baja
variabilidad de AOB, lo que fue acorde con los resultados de la clonacién en donde se
detectaron fmicamente secuencias relacionadas al género Nitrosospira. La baja variabilidad
de los clones de amo4 puede estar de acuerdo con la observacién general de baja diversidad
de AOB en suelos agricolas (Bruns et al., 1999). Asimismo, Ia dominancia de secuencias
relacionadas con Nitrosospira esta acorde con la amplia distribucién y dominancia de este
género en la mayoria de ambientes naturales (Bothe et al., 2000; Whitby et al., 2001).

En contraste, el anilisis de las secuencias del 16S rDNA mostrd adicionalmente la
presencia de clones relacionados con el género Nifrosomonas, los cuales estuvieron

probablemente bajo el nivel de deteccién del marcador amoA debido a su baja abundancia.
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Sin embargo, los resultados del 16S rDNA muestran que estos grupos menos representados

fueron efectivamente afectados por las modificaciones del habitat.

4.4.- Actividad in situ versus composicién de los gremies microbianos.

En este trabajo se determiné 1a actividad i sifu de las bacterias desnitrificantes y de Ias
bacterias fijadoras de nitrégeno. En el caso de las bacterias desnitrificantes se observd
previamente que éstas responden al efecto rizosférico (Philippot et al, 2002). En
concordancia con esto, los resultados de este trabajo muestran que }a presencia de Ia planta
al alterar la disponibilidad de nitrégeno, modifica la actividad de las bacterias
desnitrificantes. Asi, las tasas de desnitrificacién en T3 se correlacionaron positivamente
con el aumento de nitrégeno disponible en todos los tratamientos de suelo sin plantas (Fig.
14).

De forma contrastante con los resultados de actividad, los diversos ensayos realizados para
determinar la composicion de las bacterias desnitrificantes fallaron. Las dificultades para la
amplificacién de los marcadores fimcionales nirS y nirk, lleva a revisar Ia efectividad de
los mismos. La imposibilidad para amplificar el gen nirS es esperable, dado que resultados
recientes postulan que este gen es frecuentemente encontrado en muestras de sedimento,
pero no en muestras de suelo, en donde predominan las bacterias desnitrificantes que porfan
el gen nirK (Braker et al., 2000; Priemé 2002).

En el caso del gen nirk el analisis de las secnencias mosteé que los partidores disponibles
para la amplificacion de este gen dificilmente pueden ser considerados como partidores
universales para el grupo, dado que numerosos microorganismos desnitrificantes, presentan

poco homologia de secuencia con las regiones blanco de los partidores.
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El uso de genes funcionales para estudios ecolégicos en muestras ambientales requiere de
suficiente homologia de secuencia nucleotidica para el disefio de partidores adecuados. Sm
embargo, cuando una funcién se encuentra ampliamente distribuida entre microorganismos
filogenéticamente no relacionados, se hace necesario ¢l uso de partidores altamente
degenerados, los cuales no abarcan necesariamente Ia diversidad de todos los miembros del
grupo (Michotey et al., 2000), lo que ocurre en las bacterias desnitrificantes debido a que la
funcién estqd ampliamente distribuida en una gran diversidad de microorganismos no
relacionados. Por consiguiente, estudios concentrados en €l andlisis de un linaje particalar
de desnitrificantes puede ser una estrategia més adecuada para determinar Ia composicion
de este gremio microbiano.

Adicionalmente, algunas limitaciones de las metodologias de determinacion de actividad in
situ deben ser mencionadas. Aunque los experimentos de inhibicion con acetileno son un
procedimiento relativamente simple y sensitivo para determinar las tasas de desnitrificacion
{Knowles, 1982), los resultados reguieren una discusion mas detallada. Como puede
observarse en los resultados obtenidos con las muesiras control (sin adicién de acetileno),
existe vma produccion activa de N,O en el suelo, independiente de 1a adicién del inhibidor.
Driversos experimentos han sido Ilevados a cabo con el fin de cnantificar Ia contribucion de
aquellos procesos involucrados con la produccion de N2O en €l suelo, indicando que en las
muestras incubadas en ausencia del mhibidor, tanto la desnitrificacién como Ila
nitrificacién y la desnitrificacion de las nitrificantes, contribuyen con la produccién de N.O
{Wrage et al., 2001; Usui et al, 2001).

En los resuitados obtenidos en esta tesis, la tasa de desnitrificacion mas elevada en las

muestras control, comparadas con las muestras tratadas con acetileno, sugiere que existe
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por lo tanto una contribucién activa no solo de la desnitrificacién, sino también de la
nitrificacion y Ia desnitrificacion de las bacterias a la produccién de N,O (F ig. 14).

Una explicacién altemativa de estos resultados consiste en un proceso conocido como
mhibicién incompleta, en el cuval la utilizacion de C;H, por parte de diferentes
microorganismos o procesos como la fijacion de nitrdgeno, conduce a unos registros
inferiores de Ia producciéon de N3O en las muestras tratadas (Knowles, 1982; DeBoer &
Kowalchuk, 2001). Asimismo, el acetileno es un inhibidor de otros procesos tales como la
nitrificacién, y por Jo tanto puede impedir Ia produccién de nitrato, ¢l sustrato de Ia
desnitrificacién.

Se ha sugerido que la actividad de la nitrogenasa generalmente es insuficiente para
disminuir el efecto inhibidor del acetileno (Knowles, 1982). Sin embargo en conjuncion
con Ia mhibicién de Ia nitrificacién, puede sesgar los resultados explicando por ejemplo, Jas
tasas de desnitrificacién negativas obtenidas en T2, en donde se observé actividad de
fijacién de nitrégeno en el suelo.

En el caso de las tasas de fijacién de nitr6geno, imicamente fue posible defimir actividad in
situ en el tiempo T2, observandose que la fijacion fue afectada por Ia presencia de la planta.
La ausencia de actividad en los otros puntos de muestreo puede estar correlacionada con Ia
composicion del ensamble de diazdtrofos, dado que como se pudo observar en los
resultados de T-RFLP, existe al parecer una alta representacion de bacterias rizobiales, en

las cuales 1a fijaci6n de nittogeno se lleva a cabo exclusivamente en simbiosis.

4.5.- Composicién bacterias rizobiales en suelo y en las poblaciones microsimbiontes.
Diversos estudios han analizado el efecto de cambios en variables ambientales sobre Ia

composicion de diazétrofos. Bargeit et al. (1999) han sugerido que en experimentos de
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corta duracién, fa presencia de diferentes especies de plantas afectan la composicién de la
comunidad, mads que otras propiedades fisicas o quimicas del suelo. Considerando esta
evidencia, se podria esperar que en este ensayo la planta genere un efecto més pronunciado
en Ja composicién del ensamble de diazétrofos, conduciendo a la diferenciacién de los
tratamientos con o sin planta. Como ya se ha mencionado, el andlisis de T-RFLP mostré
esta tendencia, observindose un agrupamiento de Ias muestras con relacion a la presencia o
no de la planta (Fig. 19).

Por otra parte, la comparacién entre secuencias de nifHH en suelos con diferentes
propiedades ha indicado que un contenido diferente de nitrégeno inorganico en el suelo,
afecta la composicién de diazétrofos (Poly et al., 2000). Sin embargo, en experimentos de
corta duracién realizados en la rizésfera de Spartina alterniffora (Piceno & Novell, 2000),
se observé que el ambiente rizosférico parece limitar el impacto inmediato de wna
concentracién incrementada de nutrientes (especificamente nitrogeno y fosforo) en la
composicién del ensamble de diazétrofos. En este caso los resultados previos obtenidos por
Piceno & Lovell (2000) apoyan los resultados observados en esta tesis, dado que no se
observo un efecto de los tratamientos de riego en este experimento sobre la composicién de
diazdtrofos en el suelo.

Sin embargo, diferencias en la composicion de diazétrofos relacionadas con las condiciones
de riego pueden ser observadas en el anilisis de agrupamiento de las muestras de suelo sin
plantar. Por ejemplo, se puede considerar que el fratamiento de suelo sin plantas regado con
agua (SW) corresponde a la condicién mds oligotréfica analizada. En donde la baja
disponibilidad de nutrientes puede generar el mantenimiento de wna comunidad
relativamente indiferenciada, explicando el agrupamiento de las muestras de este

tratamiento. En comparacion, en el tratamiento de suelo sin planta regado con la solucién

|
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nutritiva de Hoagland sin nitrato (SH), el ingreso de otros nutrientes esenciales diferentes al
nitrato permitiria la diferenciacién de diversos grupos fisiolégicos de diazotrofos,
produciendo una separacion mas fuerte de las muestras de este tratamiento en el tiempo.
Este postolado se ve reflejado en el analisis de agrapamiento en donde Ja muestra SHT3 se
separd completamente de las restantes muestras, mientras que la muestra SHT2Z se
diferencié de todas las demas muestras de suelo sin plantar.

Los resultados de 1a composicién del ensamble de diazdtrofos mostraron la existencia de
bacterias rizobiales (Fig. 21). En estas bacterias, la evolucion de la estructura de las
poblaciones puede estar influenciada por condiciones ambientes tales como barreras
biolégicas, aislamiento geografico, el tipo de suelo o el genotipo de ia planta hospedera
(Paffeti et al,, 1996). Laguerre et al. (2003), mencionan que antes de Ia infeccién y la
formacién de los nédulos, las bacterias rizobiales deben sobrevivir v desarrollarse en el
suelo en ausencia de la planta hospedera siendo capaces de crecer de forma saprofitica.

En este contexto, podria esperarse que las poblaciones rizobiales tuvieran un
comportamiento similar en los tiempos iniciales de muestreo, independientemente de la
presencia de la planta. Sin embargo, los resultados de nifl> muestran que la persistencia de
poblaciones dominantes de rizobia estd claramente influenciada por la presencia de la
planta incluso en los tiempos iniciales de muestreo.

Experimentos con R leguminosarum en suelo con diferentes coberturas vegetales indica
que la presencia y tipo de ia planta en el suelo determina la conformacion de microhabitats
particulares con diferentes capacidades para sustentar el crecimiento microbiano (Mendes
& Bottomiey, 1998). Asimismo, experimentos de inoculacién con S. meliloti mostraron que
el crecimiento en la rizdsfera precede 2 la dispersion en el suclo (Schewieger & Tebbe,

2000). Los resultados de este trabajo apoyan estas observaciones e indican que la presencia

b



9l

de la planta huésped (P. vuligaris) contribuye a la persistencia de bacterias rizobiales en el
suelo a lo largo del tiempo.

El enriquecimiento selectivo de bacterias rizobiales ha sido reportado previamente en
trébol, pero en este caso la abundancia relativa de los biotipos en el suelo no se correlaciona
con las abundancias observadas en los nodulos (Leung et al., 1994). En contraste, la banda
de nifD dominante en los patrones de DGGE de amplicones de este gen en las muestras de
suelo estuvo presente en todos los nodulos analizados. Estos resuftados muestran que la
bacteria dominante en el suelo fue correlacionada con la bacteria dominante en los nddulos.
Se ha postulado que la abundancia de un tipo particular de rizobios en los nddulos puede
ser consecuencia de una mayor abundancia de dicho biotipo en el suefo (Bromfield ef al.,
1995; Hartmann et al., 1998; Velazquez et al., 1999). Los resultados obtenidos agui no son
concluyentes a este respecto, debido a que la dominancia de un (mico genotipo en los
nddulos puede ser explicada tanto por la alta abundancia en el suelo, como por el
enriquecimiento selectivo realizado por el hospedero.

Trabajos previos con un nimero mayor de nédulos muesira que la variabilidad de las
poblaciones microsimbiontes de Rhizobium es muy baja (Bromfield et al., 1995), existiendo
también evidencias de desequilibrio de ligamiento entre poblaciones a diversidad escalas,
sugiriendo upa estructura clonal (Souza et al., 1992). Con estos antecedentes no resulta
sorpresivo enconirar que las poblaciones analizadas presentaron una baja vaniabilidad.

Se han publicado estudios de diversidad en otros modelos de simbiosis planta-
microorganismo. Por ejemplo, estudios de las poblaciones simbidticas de Nostoc y la
angiosperma Gunnera muestran que existe una reducida variabilidad genética de las
poblaciones simbidticas colonizando un tmico hospedero (Guevara et al.,, 2002). Este

resultado también ha sido observado en ofros modelos simbidticos. En Frankio, Ia
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diversidad genética de poblaciones microsimbiontes ha mostrado la dominancia de un
genotipo particular, el cual es a su vez el miembro dominante de la poblacién en el suelo
(Chavez, 2004). Por consiguiente, la dominancia de genotipos bacterianos en los sistemas
simbioficos planta-bacteria parece estar ampliamente distribuida.

Diversos aspectos resultan interesantes de la observacion de baja variabilidad de Jas
poblaciones microsimbiontes. Podria postularse que existe una alta presion selectiva del
hospedero sobre la bacteria asociada; sin embargo, la observacién de la presencia del
mismo microsimbionte en experimentos de campo, indican que otros procesos pueden estar
mvolucrados en la seleccién de la bacteria. Por ejemplo Ia habilidad competitiva de algim
biotipo particular para sobrevivir en vida libre, generaria vna mayor abundarcia de dicho
biotipo. También se demostré con anterioridad la presencia y viabilidad de R. efli en
semillas de P. vulgaris (Perez-Ramirez et al., 1998). La dispersion de R. etli en las semillas

constituye una explicacion alternativa a Ia limitada diversidad genética encontrada en este

analisis.

4.6.- Diversidad en los nédules rizobiales: nuevas perspectivas.

En este trabajo se detectaron diferencias entre ¢l analisis directo de microsimbiontes desde
nodulo y cultivos obtenidos desde los mismos. Sin embargo estos resultados pueden
comresponder al aislamiento de bacterias saprofitas asociadas a la superficie del nédulo
como se ha sugerido previamente en otros sisteras simbidticos (Guevara et al., 2002). Sin
embargo, aunque no es posible rechazar la hipdtesis de un crecimiento saprofitico, los
resultados dejan abierta la posibilidad de la existencia de multiples cepas presentes de

forma simultinea en el mismo nédulo.
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Adicionalmente, la deteccién de oftras bacterias no vizobiales asociadas a los nédulos,
sugtere que en el nédulo pueden existir otras bacterias en una interaccién de tipo comensal
con la planta. Estas nuevas interacciones abren Ia posibilidad de nuevas rutas metabdlicas
en el nédulo que pueden resultar innovadoras en términos de la wtilizacion del pitrdgeno
fijado. Por ejemplo, microorganismos relacionados con las secuencias obtenidas en este
trabajo han sido asociados con Ia degradacién de amimoécidos, indicando una posible
comexion con el mefabolismo del nitrégeno.

La observacion preliminar de estos microorganismos por FISH, deja abierta la posibilidad
de Ia existencia de bacterias no rizobiales dentro de los nédulos, dando una mueva
perspectiva en la investigacién microbiolégica de la relacién simbidtica entre Rhizobium y

plantas leguminosas.




5. CONCLUSIONES

La presencia de la planta modifica el contenido de nitrogeno disponible en el suelo
y Ia composicion de grupos muy relacionados fisioldgicamente como las bacterias
oxidadoras de amonio o las bacterias rizobiales dentro del ensambie de diazétrofos.
La presencia de la planta afecta la fijacién de nitrogeno y la desnitrificacion.

En el caso de grupos poco relacionados como la comunidad bacteriana total o €l

gremio de diazbtrofos los cambios en la composicién no se relacionan directamente

con los tratamientos analizados.

Los resultados obtenidos con el marcador funcional amo4 indican que las diferentes
condiciones de riego afectan Ia abundancia de las bacterias oxidadoras del amonio.
Las bacterias desmitrificantes en el suelo no pudieron ser detectados por los
partidores descritos hasta el momento, aunque existe actividad desnitrificante.

El marcador molecular nifD fue especifico para bacterias rizobiales.

El marcador molecular nifHf permite detectar un espectro mas amplio de organismos
diazétrofos no relacionados con bacterias rizobiales.

La poblacién microsimbionte asociada a los nédulos de P. vulgaris es poco variable.

Bacterias no rizobiales se asocian con los nédulos de esta leguminosa.
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