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RESUMEN

La rizésfera puede influir sobre la microbiota del suelo afectando diversos
parametros biéticos y abidticos de su entorno, produciendo cambios en la estructura
(composicién y abundancia) de la comunidad bacteriana total que la distinguen de la
microbiota del suelo sin cobertura vegetal.

Para este estudio se recolectaron un total de nueve muestras de suelo
correspondientes a la rizosfera actinorricica (Colletia hysirix), de plantas mno-
actinorricicas, y suelo sin cobertura vegetal durante los meses de Mayo y Octubre del
2004 en la localidad de “El Romeral”, Cajon del Maipo. Para determinar la diversidad y
estructura de biotipos presentes en la comunidad bacteriana se utilizé el método del T-
RFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos terminales de restriccion)
utilizando como marcador molecular el gen 165 TDNA.

El analisis de los electroferogramas obtenidos mediante T-RFLP revela
diferencias en la estructura de la comunidad bacteriana asociada a la rizésfera
comparada con aquella presente en suelo sin cobertura vegetal. El dendrograma y el
anélisis por correspondencia muestran una tendencia de agrupamiento segiin el origen de
las muestras, observandose tres grupos distintos que corresponden a: rizosfera de plantas
actinorricicas (Colletia hystrix), plantas no actinorricicas y suelo sin cobertura vegetal.
Las muesiras con mayor diversidad corresponden a suelo sin cobertura vegetal y existe
una predominancia de Proteobacterias en todas las muestras. El método del T-RFLP
result6 ser confiable y reproducible para este tipo de andlisis.

La estructura de las comunidades microbianas en la rizosfera depende del tipo de

cobertura vegetal asociada, sin embargo es mis compleja en suelo sin cobertura vegetal.




ABSTRACT

The rhizosphere can influence the soil microbiota by exerting an effect on
various biotic and abiotic parameters of its surroundings, producing changes in the
structure (composition and abundance) of the total bacterial community and
distinguishing it from the microbiota in soil without plant cover.

For this study, a total of nine soil samples corresponding to the rhizosphere were
collected, actinorhizal (Colletia hystrix), non-actinorhizal plants, and soil without plant
cover, during the months of May and October of 2004 in the locality of “El Romeral”
Cajén del Maipo. In order to determine the diversity and structure of biotypes present in
the bacterial community, the T-RFLP method was used (terminal restriction fragment
length polymorphism) using the 168 rDNA as a molecular gene marker.

The T-RFLP electropherogram analysis reveals differences in the structure of the
associated bacterial community to the rhizosphere compared with that present in soil
without plant cover. The dendrograms and the correspondence analyses show that the
samples cluster according to their origin. Three different clusters are observed that
correspond to: thizosphere from actinorhizal plants (Colletia hystrix), non-actinorhizal
plants and soil without plant cover. In addition, the Proteobacterias predominate in the
different samples. The samples with a greater diversity correspond to soil without plant
cover. The T-RFLP method was useful and reproducible for this type of analysis.

The structure of the microbial communities in the rhizosphere depends on the
type of plant cover associated; nevertheless it is more complex in soil without plant

COVEr.




INTRODUCCION

Las comunidades microbianas son complejos ensambles integrados de
poblaciones de microorganismos que se encuentran e interactian dentro de un habitat
determinado. Las funciones que realizan los microorganismos son esenciales para el
funcionamiento y mantencién de los ecosistemas. Ellos aumentan la fertilidad del suelo
ya que participan en procesos tan importantes como los ciclos biogeoquimicos,
regulacion de poblaciones de la microfauna, interacciones con macroorganismos, entre
otros procesos (Kennedy & Smith, 1995; Hawksworth, 1996; Kennedy & Gewin, 1997).
Los microorganismos son también centrales en el reciclaje de carbono y otros nutrientes
(Ward, 2002), descomposicién de materia orgénica (Zak ef al., 1994) y desintoxicacion
de muchos ambientes contaminados (Lamar & Dietrich, 1990). Su versatilidad
metabélica y la capacidad de crecer en un amplio rango de factores ambientales tales
como temperatura, pH, salinidad (Ovreas, 2000) y oxigeno (Ludemann ef al. 2000), les
permite realizar numerosas funciones y colonizar diversos hdbitats. Los
microorganismos cumplen un rol central en el mantenimiento de la bidsfera por su
participacién en los flujos de energia y materia de los ecosistemas. Por lo tanto, cambios
en la diversidad de las comunidades microbianas o en las actividades que ellas realizan,
podrian tener un efecto inmediato o retardado en el funcionamiento de los ecosistemas

(Zak et al,, 1994).

La ecologia microbiana estudia las interacciones de los microorganismos con el

ambiente y como los factores bidticos y abidticos afectan los patrones de diversidad y

funcidn de los ensambles microbianos en el tiempo y en el espacio.




La diversidad microbiana describe la complejidad y la variabilidad en los
diferentes niveles biolégicos de organizacién en términos de su riqueza (;que hay?) y
abundancia (;ctiantos hay?) (Dunbar & Kuske, 1999). Por lo tanto, para realizar un
anélisis\comparaﬁvo de una comunidad microbiana compleja se deben tomar en cuenta
estos dos pardmetros (Torsvik & @vreds, 2002).

Los estudios comparatives de las comunidades microbianas en ambientes
naturales son dificiles de realizar por la complejidad de los ensambles microbianos y por
la falta de métodos directos para determinar su diversidad y composicién. La mayor
dificultad es que una gran proporcién de microorganismos son dificiles de aislar y
cultivar en laboratorio, se estima que menos del 1% son cultivables (Amman et al.,
1995; Blackwood ef al., 2003), entregando una visién sesgada de la diversidad biologica
presente en ambientes naturales.

Para superar estas dificultades, se han desarrolladas técnicas moleculares para
tipificar y cuantificar microorganismos a partir de muestras ambientales (Picard et al.,
1992; Ovreds, 2000; Schloter ef al., 2000; Fredlund et al., 2001). Estas técnicas estin
basadas en el uso de marcadores moleculares que permiten rastrear la presencia de los
microorganismos en una muestra ambiental.

Para este estudio se utilizé el gen que codifica el RNA ribosomal 165 (fDNA
16S), como marcador molecular. Este gen es el mds adecuado para el andlisis de
diversidad en comunidades microbianas, ya que presenta ventajas sobre el resto de los
marcadores moleculares en cuanto a su ubicuidad, baja tasa de transferencia horizontal y

diferentes tasas de variacién (dominio a género) (Weisburg, ef al., 1991).




La aproximacién por técnicas moleculares basadas en anlisis del rDNA 165
iales como la clonacién, secuenciacién, y técnicas de fingerprinting como la
electroforesis en gel de gradiente desnaturante (DGGE) o el polimorfismo en la longitud
de los fragmentos terminales de restriccion (T-RFLP), han sido una alternativa para
caracterizar la diversidad microbiana presente en muestras ambientales.

El método del T-RFLP (Liu et al., 1997; Marsh et al., 2000; Osborn et al., 2000),
permite obtener un perfil del rDNA 16S de una muestra ambiental a partir del cual se
tiene una aproximacién de la estructura de la comunidad microbiana presente en la
muestra. El método estd basado en la amplificacién por PCR de un marcador molecular
como el 168 rDNA, usando uno de los partidores marcado en su extremo 5° con una
molécula fluorescente. El producto amplificado y marcado en uno de sus extremos es
posteriormente digerido con una enzima de restriccion. Los fragmentos terminales de
restriccion (TRFs) marcados, son separados por electroforesis capilar. Los perfiles de T-
RFLP proporcionan datos cuantitativos sobre cada TRF detectado, incluyendo tamafio
en pares de bases e intensidad de fluorescencia. Por lo tanto provee un acercamiento de
mayor resolucién a las comunidades bacterianas presentes en muestras ambientales.
Este método permite la répida comparacion de la diversidad de secuencias de DNA
bacteriano (Marsh ef al, 1999) y puede ser utilizado para la diferenciacion y
comparacién de las comunidades microbianas presentes en una muestra ambiental

(Dunbar & Kuske, 2000).




Comunidades Bacterianas del suelo y Ia rizésfera

Una comunidad microbiana es un ensamble integrado de poblaciones de
microorganismos que se encuentran e interactiian dentro de un hébitat determinado,
como son ¢l suelo y la rizosfera.

El suelo es un sistema muy complejo que comprende una variedad de
microhabitats con diferentes gradientes fisicoquimicos y condiciones ambientales
discontinuas, por lo que da lugar para el desarrollo de muchas interacciones entre los
organismos presentes. Un gramo de suelo puede albergar sobre 10 billones de
microorganismos de millares de especies diferentes (Torsvik, 2002). Sin embargo, esta
estimado que menos del 1% de estos microorganismos son cultivables usando técnicas
estdndares de cultivo (Amman et al., 1995). Estudios basados en técnicas moleculares
independiente de cultivo revelan que las comunidades bacterianas del suelo pueden ser
descritas por un perfil de DNA comunitario, €l cual se relaciona con el origen de la
muestra (Mahaffee & Kloepper, 1996; Kuske et al., 2002).

Por su parte, la rizésfera es el volumen de suelo adyacente e influenciado por la
raiz de la planta (Kent & Triplett, 2002). La rizosfera es una zona de interacciones
predominantemente comensalistas y mutualistas entre plantas y microorganismos. Las
raices excretan varios compuestos orgdnicos, cuya composicién y cantidad varia entre
las distintas especies vegetales y se modifica durante el desarrollo de la planta (Hale et
al., 1978, Kuske et al., 2002). Como resultado de ésto las comunidades microbianas en
la rizésfera, que pueden usar estos sustratos organicos, difieren en composicion y
densidad, dando origen a una microbiota especifica asociada a cada especie vegetal

(Miller et al., 1989; Duineveld et al., 2001, Kuske ef al., 2002).




El propésito de esta memoria es caracterizar el efecto de la rizésfera de plantas
actinorricicas como C. hystrix en la estructura de la comunidad bacteriana del suelo Las
plantas actinorricicas son un grupo heterogéneo de drboles pequefios o arbustos lefiosos
que establecen simbiosis con Frankig, un actinomicete fijador de niirégeno. Estas
plantas se desarrollan en diversos hébitats desde las tundras érticas a las regiones
templadas y tropicales. Frecuentemente se establecen como vegetacion pionera en suelos
marginales por su capacidad para fijar nitrégeno a través de los nédulos radiculares
inducidos por Frankia. Sin embargo, muchas plantas tienen la capacidad de persistir
como especies dominantes o componentes mds estables en las comunidades
vegetacionales (Benoit & Berry, 1990). Para el sistema de estudio se utilizé la rizosfera
de Colletia hystrix perteneciente a la familia Rhamnaceae. Esta especie forma parte del
matorral esclerdfilo de Chile Central y su valor como mejorador de la fertilidad del suelo
depende en parte de la capacidad de fijar nitrégeno a través del microsimbionte (Frankia).
Fsta interaccién mutualista es una importante fuente de ingreso de nitrégeno al suelo en
forma de amonio, por lo tanto la rizésfera de C. hystrix podria definir una estructura y
composicién de la comunidad microbiana diferentes a aquellas establecidas en el suelo
sin cobertura vegetal y en la rizosfera de plantas no actinorricicas.

Hasta la fecha no hay estudios sobre la microbiota asociada a la rizésfera
actinorricica. Ademds, existe poca informacién sobre la heterogeneidad espacial en la
comunidad bacteriana del suelo y los cambios en respuesta a las diferentes condiciones

ambientales.




El objetivo principal de esta memoria es determinar efectos de la rizosfera de
Colletia hystrix sobre la comunidad bacteriana del suelo utilizando el marcador
molecular 168 rDNA, mediante el método de T-RFLP, siendo los objetivos especificos:

i) Determinar patrones de T-RFLP de la comunidad bacteriana total comparando
rizésferas de plantas actinorricicas, plantas no actinorricicas y suelo sin cobertura
vegetal

ii) Relacionar los perfiles T-RFLP con los parimetros edaficos del sitio de
estudio.

Basados en los estudios sobre diversidad de las comunidades microbianas del
suelo se propone la siguiente HIPOTESIS: La rizdsfera actinorricica afecta la estructura
de la comunidad bacteriana asociada, lo que permite su diferenciacion de otras muestras

de suelo.




MATERIALES & METODOS

Sitio de estudio

Bl sitio de estudio se ubica en la localidad de “El Romeral” (33°48°S, 70°14"W),
Cajén del Maipo (Figura 1A) y comprende un drea de 14 m X 18 m (Figura 1B). Esta
localidad es parte del matorral esclerofilo de Chile Central con predominio de la planta
actinorricica Colletia hystrix. Las muestras de suelo ufilizadas en este estudio se
recolectaron por triplicado a partir de la rizosfera de plantas de Colletia hystrix, rizdsfera
de plantas no actinorricicas y suelo sin cobertura vegetal, durante los meses de Mayo y

Octubre del 2004 (Figura 1C)
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Extraccién del DNA genémico de las muestras de suelo

Las muestras de suelo fueron almacenadas a -20°C en bolsas semipermeables
estériles hasta su procesamiento, el DNA se obtuvo a partir de 0.25g de suelo empleando
el Kit de extraccién “Ultraclean Soil DNA” (MoBio laboratorios, Inc.
www.mobio.com). El DNA obtenido se resuspendié en 50 uL de buffer TE y se guardd

a -20°C hasta su analisis.

Cuantificacion del DNA

La concentraci6n y calidad del DNA se determind por electroforesis en un gel de
agarosa al 0,8% (p/v) en buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM pH 8.0, EDTA 1mM) y se
visualizé por tincién con Bromuro de Etidio (0,5 ug/ml), comparéndolo con cantidades

conocidas del marcador de peso molecular A /HindIll (Gibco BRL®).

Amplificacién del DNA del suelo por PCR

Para amplificar ¢l DNA ribosomal 16S se utilizaron los partidores D1 5'-
AGAG TTT GAT CCT GGC TCA G -3 y tP2 3'- ACG GCT ACC TTG TTA CGA
CTT -5 (Weisburg et al., 1991). Para el analisis de T-RFLP se utilizé uno de los
partidores marcados con carboxifluoresceina en su extremo 5°. Para detectar los TRFs 5
del amplicén se utilizé el partidor fD1 marcado y para los TRFs 3” se utiliz6 el partidor
P2 marcado (Figura 2). En cada reacci6n, la mezcla de PCR contenia 50 pM MgCl, 10
mg/ml BSA (Gibco BRL®), 120 uM de cada dNTP, 10 uM de cada partidor y 2.5 U de

Tag polimerasa (Invitrogen®) en buffer PCR obteniendo un volumen de 24 p! 2l que se
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le adicioné 1 pl de la muestra de DNA (generalmente diluida 1/20). De cada muestra de
suelo se realizaron 8 réplicas para su posterior purificacion.

Las reacciones tienen un volumen final de 25 pl y fueron amplificadas en un
termociclador GeneAmp PCR system (Perkin Elmer). El programa consisti6 en un ciclo
térmico de: desnaturacién inicial a 94°C por 3 minutos, luego 30 ciclos de desnaturacion
a 94° por 1 minuto, hibridacion a 57°C por 30 seg, y una extension a 72°C por 2 minutos,
terminando con una extension final a 72°C por 7 minutos. El producto se cuantifico por
electroforesis en gel de agarosa al 1,2% (p/v) en buffer TAE 1X tefiido con Bromuro de
Etidio (0,5 ug/ml), el tamafio del amplicon se determind por comparacion con un

estandar de tamafio molecular 100 bp DNA Ladder (Gibco BRL).

Figura 2. Esquema de la amplificacién del gen del RNA ribosomal 16S mediante PCR, utilizando los
partidores fD1 y rP2 marcados en reacciones independientes.
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Obtencion de perfiles de T-RFLP

Para la purificacién de los amplicones se utiliz6 el kit de limpieza “UltraClean
PCR Clean-up” (MoBio Laboratorios®, Inc., www.mobio.com). Se utilizaron 8 tubos de
reaccién por cada muestra para obtener alrededor de 100 ul por muestra. El producto
purificado se cuantifico por electroforesis en gel de agarosa al 1,2% tefiido con Bromuro
de Etidio (0,5 ug/ml). La mezcla de amplicones fue digerida con Ia enzima de restriccién
Haelll (Invitrogen®) durante 3,5 hs a 37°C, segfin las condiciones recomendadas por el
fabricante y se resolvié por electroforesis capilar en un secuenciador de DNA Genetic
Analizer ABI-310 (Applied Biosystem). El procedimiento general de la metodologia se
esquematiza en la Figura 3. Para cada muestra se generé un electroferogramea donde se
observa el ntimero de TRFs de cada muestra (riqueza) y la fluorescencia de cada TRF
(abundancia). La longitud de los TRFs marcados se determin® por comparacién con
estandares internos empleando el programa GeneScan 3.1.2 (ABI). Cada réplica de la
muestra ambiental fue caracterizada por 2 electroferogramas de T-RFLP, uno
correspondiente a los tTRFs 3’ generados por la digestion con Haelll y el otro

correspondiente a los TRFs 5° obtenidos con Haelll.
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Figura 3. Representacion del método de TRFLP: A. Extraccion del DNA de las muestras de suelo; B. Amplificacion
del gen que codifica el RNA ribosomal 165 mediante PCR con partidor marcado; C. Digestion del producto de PCR
con una enzima de restriccién; D. Separacion de los TRFs por electroforesis capilar; E. Electroferograma.

Analisis de electroferogramas

La similitud de las comunidades en estudio se estimé por comparacion de los
electroferogramas. Los electroferogramas se estandarizaron en base a cinco criterios: (i)
alineamiento de los perfiles en relacion al tamafio molecular, (ii) establecimiento de un
rango de pares de bases (pb) entre 20 — 310 para la comparacion (iii) identificacion de
las bandas significativas (TRF mayor o igual a 30 UF), (iv) normalizacion de las
unidades de fluorescencia, (v) conversion de los "fingerprinting" moleculares generados
para cada comunidad a datos binarios (matriz de presencia o ausencia de banda de DNA

o TRF).




15

Para comparar la diversidad de las diferentes comunidades, primero se calculd la
distancia entre las muestras mediante el Indice de Coincidencia Simple (Simple
Matching). Posteriormente se construyeron los dendrogramas a partir de las matrices de
distancia usando el analisis de ligamiento, promediando todas las distancias entre las
muestras mediante un algoritmo de distancia UPGMA (Unweighted Pairs Group Method
with Arithmetic Average) y generando valores de bootstrap sobre mil réplicas mediante
el programa TREECON (Van de Peer & De Wachter, 1994).

Las muestras en su mayoria se analizaron en triplicado desde Ia digestion, solo una
muestra fue realizada en triplicado desde la extraccion del DNA, para determinar la
reproducibilidad del método y confiabilidad de los " fingerprinting".

Se realizé también un dendrograma de distancia euclideana de la comunidad
microbiana, construida con las abundancias relativas de cada TRF obtenidas de los
electroferogramas del total de las muestras. Se utiliz6 el algoritmo de UPGMA mediante

el programa MVSP (Multi-Variate Statistical Package) (Kovach, 2001).

Anilisis de correspondencia (CA) y anilisis de correspondencia canénica (CCA)

El Andlisis de Correspondencia (CA) se utilizé para confirmar los agrupamientos
de las muestras obtenidos en el anlisis de agrupamiento (Ter Braak, 1985). El Analisis
de Correspondencia Canénica (CCA) se utilizé para relacionar la diversidad de la
comunidad microbiana con los pardmetros edéficos del sitio de estudio (Ter Braak,
1986), en donde los puntos representan las muesiras y los vectores las wvariables

ambientales. Para estos analisis se utilizd el programa MVSP (Kovach, 2001).
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Base de datos de secuencias del 16S rDNA
Para la identificacion de los posibles filotipos presentes en la muestra se

utiliz6 el programa de simulacién MICA (http://hermes.campus.udaho.edu). Buscando

coincidencias entre la base de datos y los fragmentos terminales obtenidos con el
partidor marcado fD1, confirmando los datos con los fragmentos terminales obtenidos

con el partidor rP2 marcado.

Determinacion de los parametros edificos

La determinacién de los parametros edéficos se efectud por métodos estandares
en el laboratorio de diagnéstico del INIA (Instituto de Investigacion Agropecuaria). A
cada muestra de suelo se le determiné: pH, contenido de materia orgdnica, nitrogeno,
potasio y fosforo. La metodologia usada en la determinacion de los parametros edaficos

se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros edaficos analizados y metodologia utilizada para su determinacion.

Parametro Métodos

pH Suspension y determinacion potenciométrica.

. o Combustion himeda y determinacion colorimétrica del cromato
Materia Organica

reducido.
Nitrégeno Nitrégeno disponible: Digestion de Kjeldahl.
Fésforo Extraccion con solucién de bicarbonato de sodio 0,5 mol/L a pH
8,5 y determinacion colorimétrica del azul de molibdeno.
; Extracto de saturacion y espectrofotometria de absorcion y
Potasio

emision atomica.
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Estimacion de la Biodiversidad

La estimacién de biodiversidad de la comunidad microbiana total se realiz6
mediante el Indice de Shannon-Weaver, sensible a la riqueza y abundancia relativa de
especies (Shannon & Weaver, 1963) utilizando la transformacién Log base 10 en la
siguiente ecuacion:

Indice de diversidad Shannon-Weaver (H)
H=C (Nlog N — Z n; log ;)

donde: C =2.3; N = miimero de individuos; n;= nimero de individuos de la especie i.
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RESULTADOS
Extraccién de DNA genénico y amplificacion del 16S rDNA

El DNA extraido desde muestras de la rizosfera y suelo sin cobertura vegetal se
sometio a electroforesis para su determinacion cuantitativa y cualitativa (Figura 4).

La diversidad genética de las 18 muestras ambientales se evaludé mediante la
amplificacién del marcador molecular 16S rDNA, el producto de la amplificacién se
muestra en la Figura 5 junto a un control positivo y un control negativo y comparado
con el marcador de peso molecular 100 pb ladder. Se observa la banda del tamafio

esperado (~1500 pb) y la ausencia de bandas inespecificas.

Figura 4. Gel de agarosa al 0.8% p/v. Pocillos 1 & 2: muestras
actinorricicas, pocillos 3 & 4: muestras no actinorricicas y
pocillos 5 & 6: muestras sin cobertura vegetal. A: marcador de
peso molecular MVHind 111
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Figura 5. Gel de agarosa al 1.2% p/v. Pocillos 1 - 4: IDNA 168
amplificado a partir de muestras ambientales; (-): control
negativo; (+): control positivo. 100 bp ladder: marcador de
peso molecular.

Perfiles de T-RFLP y reproducibilidad del método

A partir del DNA total de cada muestra de suelo y rizosfera se determiné un
perfil de T-RFLP correspondiente a los terminales de restriccion de los extremos 5 y 3
de la regiéon genémica del rDNA 16S. Para establecer la reproducibilidad de los perfiles
de T-RFLP, cada muestra fue procesada en triplicado desde la digestion. En la Figura 6
se muestran los electroferogramas obtenidos para una muestra ambiental la cual fue
procesada por triplicado desde la extraccion de DNA genénico. Los perfiles son
idénticos en cuanto a los fragmentos que se analizan observandose pequefias diferencias
en la altura (fluorescencia) de los picos que representan menos del 5% de la

fluorescencia total.




20

Figura 6. Electroferograma en triplicado para determinar la reproducibilidad y confiabilidad de los "DNA
fingerprinting" del método T-RFLP.

Comparacién de las comunidades bacterianas caracterizadas por sus perfiles de T-
RFLP

Cada muestra se caracterizé por los dos perfiles de T-RFLP generados por los
terminales de restriccion 5° y 3’ del rDNA 16S. Para la comparacion cada perfil se
convirtié6 en una matriz binaria de presencia/ausencia de fragmentos terminales. Estos
fragmentos corresponderian potencialmente a un filotipo bacteriano presente en la
muestra. El siguiente analisis no considera la fluorescencia relativa de los fragmentos, es
decir no considera la abundancia relativa de éstos sino la riqueza de cada muestra,
representadas por matrices binarias de 0/1.

La Figura 7 muestra los dendrogramas basados en el andlisis de los
electroferogramas obtenidos para el rDNA 16S de las muestras ambientales. Para el mes
de Mayo (Figura 7A), existe un claro agrupamiento de las muestras actinorricicas, con
una distancia menor a 0,3 y un bootstrap de 84%, las rizoésfera no actinorricica se agrupa

con un bootstrap del 97% y una similitud cercana al 75%. En las muestras de suelo sin
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cobertura vegetal existe una mayor diferencia entre ellas. Las muestras S-6 y S-8 se
agrupan ¢l 100% de las veces, pero la muestra S-4 cae fuera del grupo, aunque tampoco
se asocia a otros agrupamientos.

En las muestras de Octubre (Figura 7B), las muestras actinorricicas muestran un
agrupamiento similar al de Mayo pero con una mayor similitud entre ellas (cercana a
80%) aunque el valor de boostrap es menor que el obtenido para las muestras de Mayo.
No se observa una separacién de las muestras no actinorricicas y actinorricicas. Sin
embargo, las comunidades bacterianas de las rizésferas se diferencian claramente de las
comunidades bacterianas que se desarrollan en el suelo sin cobertura vegetal. Estas
ltimas forman un grupo bien definido con un porcentaje de asociacion del 99%. Entre
las muestras de suelos sin cobertura vegetal se observa una mayor heterogeneidad,
comparadas con las muestras rizobiales, su disimilitud es cercana a 0,35. Cabe destacar
que en las muestras de octubre, el 100% de las veces, las muestras sin cobertura vegetal
se separan de las muestras de la rizésfera.

Al analizar los datos en conjunto sin considerar Ia variable tiempo, se obtuvo el
dendrograma de la figura 7C, en el cual se observa que las muestras se agrupan de
acuerdo a su origen en i) rizésfera actinorricica, 1i) rizdsfera no-actinorricica y iii) suelo
sin cobertura vegetal. Cada grupo presentan un alto valor de bootsirap con un 82% de
asociacion de todas las muestras actinorricicas, un 99% de asociacién para las muestras
no actinorricicas y un 86% de agrupamiento para las muestras sin cobertura vegetal, lo
que indica la robustez del agrupamiento. Ademds, un 100% de las veces las muestras de
la rizdsfera se diferencia la rizosfera actinorricica de la no actinorricica, y éstas a su vez

un 86% de las sin cobertura vegetal.
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Figura 7 Dendrogramas que muestran la
relacién de la comunidad total de las muestras
asociadas al suelo y la rizosfera de las plantas
actinorricicas y no actinorricicas. (A) Mayo (B)
Octubre (C) Mayo-Octubre. El dendrogramas se
construyé a partir del andlisis de distancia por
Simple Matching, empleando el algoritmo
UPGMA en el programa TREECON. Los
valores de bootstrap se encuentran sobre las
ramas.

Analisis de Correspondencia (CA) y Analisis de Correspondencia Canénica (CCA)
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El analisis de correspondencia (Figura 8) sobre los TRFs de cada sitio estudiado,
permiti6 confirmar los grupos obtenidos por el analisis de agrupamiento de la matriz de
distancia esquematizado en los dendrogramas, en el cual los porcentajes de los ejes

representan la varianza de las muestras.

Analisis de Correspondencia (CA)
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Figura 8. Analisis estadistico multivariado de correspondencia (CA) de la comunidad total de las muestras de suelo y
rizosfera, analizadas por T-RFLP. Los porcentajes en los ejes muestran la varianza de las muestras.

En la Tabla 2 se muestran los parametros edaficos determinados para cada
muestra. El Anélisis de Correspondencia Canénica entre la estructura de la comunidad

bacteriana y los factores edaficos se muestran en las Figuras 9 y 10.
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Tabla 2. Datos de los micronutrientes determinados: contenido de materia orgénica, pH, nitrégeno, f6sforo y
potasio, en la rizésfera y suelo sin cobertura vegetal.

Mayo Octubre
MO(%) pH N(pm) P(ppm) K(ppm) | MO(%) pH N(ppm) P (ppm) K (ppm)
Col-2 9,1 7,0 70 113 456 5 7.1 26 55 544
Col-3 9,1 7.1 78 50 636 7 72 27 108 430
Col-7 4,2 6,9 10 42 3i4 10 7.3 31 72 518
5-6 4,5 7.4 8 53 336 5 12 17 26 278
S-4 55 71 12 69 332 9 6,9 56 48 382
S-8 5,4 71 12 64 376 8 7,1 33 64 402
Na-23 58 72 68 51 568 6 7.4 11 45 230
Na-25 6 7,2 12 57 646 84 7.5 10 39 612
Na-29 4,1 7,0 12 46 584 10 7.6 10 66 780

El CCA relaciona la riqueza microbiana con variables ambientales conocidas, en
el cual los puntos representan las muestras, los vectores las variables ambientales y los
porcentajes representan cuanto explica el eje de la varianza total. Si las medidas
ambientales se relacionan fuertemente con algiin eje, se puede predecir que influyen en
la variacién de la composicién de esas muestras. La influencia del vector se refleja en el
largo v la cercania al eje.

En el CCA correspondiente a las muestras de mayo (Figura 9A) se observa una
fuerte influencia principalmente de nitrégeno y en menor grado de materia organica y
pH sobre la agrupacién de las muestras actinorricicas en el ¢je Y con un 18,4% de
varianza. Sobre el eje X se observa una influencia bastante fuerte del potasio sobre las
muestras del suelo sin cobertura vegetal con un 15,6% de varianza.

_En el CCA correspondiente a las muestras de octubre (Figura 9B) la diferencia
entre rizdsfera y suelo sin cobertura vegetal se ve influenciada por nitrégeno
principalmente y en menor grado por pH y potasio, separando las muestras a lo largo del

eje X con un 15,6% de varianza.
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Andlisis de Correspondencia Candnica de Mayo Analisis de Correspondencia Candnica de Octubre
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Figura 9. Analisis estadistico multivariado de correspondencia canénica (CCA), para el mes de Mayo (A) y Octubre
(B) de la comunidad total de las muestras de suelo y rizésfera analizadas por T-RFLP; P = fosforo: M.O. = materia
orgéanica; K = potasio; N = nitrégeno y pH.

Comparacién de la diversidad de las comunidades microbianas segun su origen

En la figura 10 se muestran las abundancias relativas promedio de los fragmentos
terminales que caracterizan a las tres comunidades bacterianas en los dos tiempos de
muestreo. El analisis de Correspondencia Canonica sugiere que el vector pH
principalmente y en menor grado el fosforo, influencian en el agrupamiento de las
muestras actinorricicas por un lado y de suelo sin cobertura vegetal por el otro,
diferenciandose entre ellas. Por otro lado la materia orgéanica influencia en la separacion

de las muestras no actinorricicas a lo largo del eje Y con un 11,24% de varianza.
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Figura 10. Analisis estadistico multivariado de correspondencia candnica (CCA). de la comunidad total de las
muestras de suelo y rizosfera analizadas por T-RFLP en los meses de mayo y octubre. P = fésforo; M.O = materia
orgénica; K = potasio; N = nitrégeno y pH.

Los patrones de T-RFLP de la comunidad bacteriana de la rizésfera actinorricica
(Figura 11A) correspodiente a las muestras de Mayo y Octubre presentan un total de 52
y 51 TRFs respectivamente. Aunque no existe mayor diferencia en el nimero de
fragmentos, la distribucién y porcentaje de éstos varia notablemente en ambos meses.
Mayo presenta 4 T-RFs que sobrepasan el 5% de la abundancia relativa, los cuales
suman el 45.13% del total de la fluorescencia. En las muestras de Octubre la comunidad
bacteriana esta principalmente representada por 8 TRFs que sobrepasan el 5% de la
abundancia relativa, los cuales corresponden al 49.3% de la fluorescencia total, esto

muestra una importante diferencia en la distribucion de los TRFs en ambos tipos de

muestras. Cabe destacar que el mayor porcentaje de abundancia relativa rodea los 125pb
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en el patrén de T-RFLP observado en el mes de Mayo, no asi con el patrén de T-RFLP
correspondiente a las muestras del mes de Octubre, donde el mayor porcentaje se
concentra alrededor de los 307 pb.

La comunidad bacteriana asociada a la rizésfera de plantas no actinorricicas
(Figura 11B) representada por perfiles de T-RFLP, muestran una distribucién de
fragmentos similar entre los dos tiempos de muestreo, no existe una gran diferencia de
fragmentos que sobrepase el 5%, con 3 TRFs dominantes en Mayo y 2 TRFs en Octubre.
Sin embargo, los porcentajes que estos TRFs representan son muy distintos, con un
42.09 y 18.66% respectivamente. Ademds los TRFs més abundantes en la comunidad
bacteriana de ambos meses se distribuyen alrededor de los 125 pb.

Con respecto a las muestras sin cobertura vegetal (Figura 11C), la distribucion de
la abundancia relativa se presenta mucho més homogénea que en los casos anteriores,
con un total de 3 TRFs en cada mes que sobrepasan el 5%, correspondientes al 26.08%
y 31.59% en los meses de Octubre y Mayo respectivamente. Sin embargo, la riqueza de
fragmentos entre las muestras de ambos meses es muy distinta, con un total de 92 TRFs
que conforman la comunidad bacteriana en las muestras de suelo de Octubre y 52 TRFs
en la comunidad bacteriana del suelo muestreado en Mayo. Cabe destacar que, si bien
existe una distribucién mas homogénea en cada tiempo de muestreo, esta distribucion es

muy distinta para cada mes.
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Para la comparacion de las comunidades bacterianas se utilizé la distancia

euclideana que considera la fluorescencia relativa de cada TRF, lo cual podria asimilarse

a la abundancia relativa de cada filotipo. En la Figura 12 se muestra el dendrograma

obtenido mediante este analisis. Claramente la muestra Col 3 aparece no asociada a

ningtin grupo. Esto se debe a que el fragmento de 125 bp tiene un porcentaje relativo

sobre el 40%. Si se realiza el anélisis dandole al fragmento de 125 bp el valor promedio

de las muestras de rizosfera actinorricica, se obtiene un dendrograma que nuevamente

indica que los perfiles de T-RFLP reflejan el origen de las muestran ya que se agrupan

de manera similar a los dendrogramas obtenidos mediante una matriz binaria. (Figura

12B). Para validar las agrupaciones, a este dendrograma se le realizé un anélisis de

Montecarlo con una confianza del 90% y sobre mil iteraciones, en el cual las
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agrupaciones a la derecha de la linea punteada son asociaciones que responden a un

patrén definido y no pueden ser explicadas por el azar.
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Fig 12. (A) Dendrograma euclideano de la comunidad microbiana, construido con las abundancias relativas de cada TRF

obtenidas de los electroferogramas de cada muestra. (B) Se muestra el mismo anlisis que en A déndole al fragmento de
125 bp de la muestra Col-3 el valor promedio de las muestras de rizosfera actinorricica.
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Composicién de las comunidades microbianas

La Figura 13 muestra una comparacién de los TRFs mds abundantes en las
comunidades bacterianas estudiadas en ambas fechas de muestreo. Los datos indican que
los fragmentos terminales més abundantes son comunes a casi todas las muestras, con
excepcién del TRF de 100bp que se encuentra solo en suelo sin cobertura vegetal
correspondiente a la muestra de Octubre.

Segtn los andlisis realizados con el programa MICA, se identificaron posibles
clases bacterianas contenidas en las muestras ambientales de este estudio. En la figura
14 se muestran grificos de torta con las proporciones relativas de estas clases
microbianas. La fraccién mayor en todas las muestras corresponde a TRFs que no
pudieron ser identificados por falta de informacién en la base de datos MICA, indicando
que una parte importante de la comunidad microbiana del suelo es aiin desconocida. No
obstante, una importante proporcién de las clases identificadas corresponden a
proteobacterias, entre ellas alpha, beta y gammaproteobacterias promediando el 45% de
las clases identificadas para el mes de Mayo y sobre el 20% para el mes de Octubre; en
una proporcién menor se encuentran las clases Firmicutes y Bacteroides promediando un
2 y 6% respectivamente.

Al comparar los meses de Mayo y Octubre se observa un porcentaje de
identificacién de las clases bacterianas mayor para el mes de Mayo que para Octubre,
promediando el 48% y 68% de TRFs desconocidos respectivamente. Cabe destacar que
en Octubre, en las muestras de suelo sin cobertura vegetal, no se pudo identificar
alrededor del 90% debido principaimente a los fragmentos 100pb y 105pb, los cuales

tienen un porcentaje relativo superior al 25%.
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Figura 13. Frecuencia relativa de los TRFs mas significativos de los electroferogramas de la comunidad total del mes
de Mayo y Octubre en los tres tipos de suelos. Los fragmentos 45, 123 y 125 corresponden a Alphaproteobacteria. el
fragmento 307 corresponde a Betaproteobacteria y los Fragmentos 100 y 105 no fueron identificados mediante el
programa MICA.
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Figura 14. Porcentaje de identificacion de clases microbianas mediante el programa MICA
(http://hermes.campus.udaho.edu), para ambos meses de muestreo y en cada tipo de muestra, donde: [E
Gammaproteobacterias, E Alphaproteobacterias, [] Betaproteobacterias, B Firmicutes, [] Bacteroides y I Sin identificar
en MICA. (A) rizosfera actinorricica de Mayo, (B) rizésfera actinorricica de Octubre, (C) suelo sin cobertura vegetal de
Mayo, (D) suelo sin cobertura vegetal de Octubre, (E) rizésfera no actinorricica de Mayo, (F) rizosfera no actinorricica de
Octubre.
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Indice de Diversidad

La tabla 3 muestra los indices de Shannon obtenidos para los tres tipos de
comunidades bacterianas en los dos tiempos de muestreo, es un indice que da cuenta de
la diversidad de posibles filotipos en cada tipo de muestra. Se utiliz6 este indice por ser
sensible a la riqueza y abundancia relativa de los fragmentos terminales.

En la tabla se observa en la primera columna el indice de diversidad, en la
segunda columna la equitatividad, la cual se refiere a la proporcién de los individuos
entre las especies presentes y en la tercera columna se observan los niimeros de
fragmentos terminales de restriccion, los cuales se refieren a la cantidad de peaks
presentes en el electroferograma.

Al comparar las muestras derivadas de la rizésfera actinorricica, éstas presentan
leves cambios en el indice de Shannon entre un mes y otro. Sin embargo, las muestras
no actinorricicas y el suelo sin cobertura vegetal presentan diferencias mas conspicuas,
siendo mas diversas en Octubre. Esta diferencia es consistente con la cantidad de TRTSs,
los cuales podrian corresponder a distintos filotipos. Las muestras de suelo sin cobertura

vegetal presentan la mayor diversidad en ambos meses.

Tabla 3. Indice de diversidad de la comunidad bacteriana de Mayo y Qctubre determinado de acuerdo al indice de
Shannon (Log base 10) a partir del anlisis de los perfiles de T-RFLP.

Mayo Octubre
Muestras indice (H) Equitatividad N°TRFs | indice (H) Equitatividad N° TRFs
Actinerricicas 1,416 0,825 52 1,473 0,862 51
No actinorricicas 1,311 0,798 44 1,577 0,923 51
Sin cobertura vegetal 1,548 0,902 52 1,626 0,828 92
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DISCUSION

Utilizacién del marcader 16S rDNA y del método T-RFLP para evaluvar la
diversidad bacteriana

Amplificacion del rDNA 16S y limitaciones del PCR

[ - e e e - et o e

Los resultados obtenidos en esta memoria indican que el marcador tDNA 168 es
adecuado para proporcionar una “huella molecular” de la comunidad bacteriana total
presente en muestras ambientales. El gen que codifica para el RNA 168 se encuentra en
todas las bacterias cumpliendo la misma funcién, tiene baja tasa de transferencia
horizontal y sus secuencias poseen regiones conservadas y variables las cuales son
informativas a distintos niveles taxonémicos. Sin embargo, en los estudios de
comunidades microbianas, cada paso en el andlisis molecular estd abierto a errores o
sesgos como son: el tamafio de los genomas, el mimero de genomas y la organizacién
del operén ribosomal (rrn), los cuales pueden variar ampliamente a través de las
especies de procariontes. El tamafio del genoma puede abarcar un rango de 600 a 13.000
Kb, existen especies que poseen mas de un genoma, el nimero de genes que codifican
para el 16S rRNA puede variar desde 1 a 14, los cuales pueden presentar diferencias
entre las secuencias duplicadas, y los operones 7rn puede estar en cromosomas distintos
(Farrelly ef al., 1995). Durante la realizacion del PCR, existe un alto riesgo de
contaminacién del 168 rDNA. La dificultad en la preparacion del DNA gendémico
absolutamente libre de contaminacién, acoplado con la fina sensibilidad del PCR, hace

de la contaminacién un problema serio, particularmente con muestras ambientales de
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baja biomasa (Tanner et al., 1998). Los partidores universales, por definicion, son
complementarios a todas las secuencias conocidas.

Para este trabajo se eligié el par de partidores fD1 y rP2 por considerarse
partidores universales para la amplificacién del rDNA 168, ademas el partidor fD1 no
amplifica DNA de cloroplastos, evitando ruido proveniente de tejido de plantas. Sin
embargo ninguno de los partidores conocidos del 16S rDNA ha sido exitoso para
hibridar con todas las secuencias de bacterias conocidas. Ademas, los productos
amplificados obtenidos mediante el uso de partidores universales s6lo pueden
compararse con datos existentes en las bases de secuencias del 168 rDNA, lo cual podria
representar s6lo una porcion del total de la diversidad de especies en el mundo
microbiano. Por lo tanto, la eleccién de los partidores juega un rol fundamental en los
productos amplificados que se obtendrén, ya que diversos partidores pueden sesgar a
sélo una parte de la composicion microbiana total (Weisburg et al., 1991).

Otro factor importante son las diluciones, que podrian influir fuertemente en la
composicién microbiana de los productos de PCR ya que reducen el niimero de genomas
de la muestra que sirven como molde para la amplificacién (Chandler et al., 1997). Por
lo tanto, en las reacciones estindar de PCR puede existir una preferencia en la
amplificacién de ciertos filotipos, sesgando la composicién microbiana resultante

(Reysenbach ef al., 1992).

Perfiles de T-RFLP
No obstante lo descrito anteriormente, los perfiles de T-RFLP obtenidos en esta

memoria y los descritos en la bibliografia muestran ser bastante estables a las
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condiciones variables del PCR. Sin embargo, los datos obtenidos usando este método
también deben ser cautelosamente interpretados. Por ejemplo, las poblaciones
microbianas que no son dominantes numéricamente no son representadas en los perfiles,
porque los templados de DNAs de estas poblaciones representan una pequeita fraccion
de la comunidad total (Liu ef al., 1997). Consecuentemente, la diversidad de especies de
la comunidad microbiana es subestimada.

Los patrones derivados de una simple enzima de restriccion no resultan tener una
exacta caracterizacién de la comunidad, por lo que el uso de varias combinaciones de
simples enzimas de digestion es Ia mejor estrategia para la inferencia filogenética y los
perfiles de comunidades bacterianas (Lui ef al., 1997; Clement ef al., 1998; Dunbar et
al., 2001; Marsh et al., 2000; Blackwood et al., 2003; Conn & Franco, 2004) En este
estudio se utilizé s6lo la endonucleasa Haelll, pero las muestras se amplificaron
independientemente con los partidores fD1 y rP2 marcados, mejorando la resolucién de
los perfiles de T-RFLP para caracterizar cada muestra ambiental ya que se consideraron
los fragmentos de restriccion terminales de ambos extremos del gen ribosomal.

Al comparar los TRFs de los resnltados obtenidos y los predecibles por el
programa MICA, cada fragmento individual podria representar un filotipo, sin embargo
el rango de los organismos representados por todos los TRFs podria ser bastante mas
amplio, ya que algunos de los TRFs podrian representar a mas de un organismo.
Ademas, se debe considerar que los tamafios de los TRFs pueden tener un =+ 1 pb, por lo
cual algunos autores recomiendan tomar un rango de tamafio para los TRFs (Dunbar et

al., 2001)




37

En el proceso de estandarizacién de los datos, los TRFs con baja fluorescencia
son eliminados del anélisis ya que peneralmente ellos representan la fluorescencia
background de la técnica. El andlisis se realiza con los TRFs con alta fluorescencia ya
que éstos son los TRFs reproducibles. No obstante, la estandarizacién podria eliminar
TRFs reales que se encuentran poco representados en la muestra, ya que ellos se
encuentran en el limite de discriminacion del método (Dunbar et al., 1999).

Sin embargo, los perfiles de T-RFLP entregan un patrén adecuado para
caracterizar la diversidad genética de las comunidades bacterianas de muestras
ambientales. A través de estos perfiles moleculares es posible comparar estas
comunidades microbianas y/o detectar cambios en su estructura que ocurren a escala

espacial y temporal o en respuesta a perturbaciones ambientales.

Efecto de la rizdsfera sobre la diversidad de la comunidad bacteriana

La rizdsfera de las plantas es un ambiente dindmico en el cual muchos factores
pueden afectar Ia estructura y composicion de la comunidad microbiana que coloniza las
raices. Esta diversidad de microorganismos en la rizésfera difiere a través de las distintas
especies de plantas debido a las diferencias en los exudados de la raiz en cada una de
ellas (Fang et al., 2005). Los resultados obtenidos en esta memoria indican que las
muestras ensayadas poseen una comunidad bacteriana propia, lo que estaria indicando
que las rafces de las plantas, tanto Colletia hystrix como las no actinorricicas, pueden
influenciar a las comunidades microbianas del suelo. Este efecto podria ocurrir por

varios mecanismos, entre los que se han descrito la excrecién de componentes organicos

especificos, competencia por nuftrientes, ademds que las raices proporcionan una
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superficie sélida para la adherencia de los microorganismos. La naturaleza de estas
influencias es altamente variable y depende de la cantidad y de la composicién de los
materiales organicos liberados por las plantas, puesto que estos exudados influencian
selectivamente el crecimiento de bacterias y hongos que colonizan la rizdsfera, alterando
la quimica del suelo en la vecindad del sus raices (Yang & Crowley, 2000).

Los perfiles de T-RFLP de la comunidad bacteriana también podrian responder a
cambios en patrones de exudados que pueden resultar de una variedad de estimulos
ambientales como temperatura, estrés, agua, pH, limitacién de nutrientes y
perturbaciones quimicas (Fang et al., 2001). Ya que los productos liberados por las
rafces pueden ser altamente especificos para una especie de planta dada o incluso un
cultivo en particular (Duineveld et. al., 2001), éstas enriquecen selectivamente sus
rizbsferas con microorganismos que se adaptan en la utilizacién de los compuestos
organicos especificos que se liberan. Puesto que la produccién de exudados liberados
por la raiz puede variar durante el desarrollo de la planta, también es probable que las
comunidades microbianas de la rizosfera puedan ser influenciadas por la etapa y la edad
de desarrollo de la planta. Esto puede resultar en una acumulacién de una microflora

especifica para una planta en particular y su genotipo (Duineveld er al., 1998).

Factores edaficos

De todos los parametros edaficos analizados, sélo el pH y el potasio mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre las muestras provenientes de ambos

meses (p S 0.05). En el analisis de correspondencia candénica se observé uma fuerte

influencia del pH sobre el agrupamiento de las muestras de rizdsfera, separdndolas
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claramente de las de suelo sin cobertura vegetal. Asimismo, el nitrégeno y el fésforo,
aunque en menor grado, influyen sobre el agrupamiento de estas muestras.

Numerosos antecedentes en la bibliografia indican que el crecimiento, la
supervivencia y la actividad metabolica de los microorganismos estin sometidos a
influencias de numerosos factores abiéticos. En algunos casos, es posible identificar uno
o més factores que regulan el crecimiento y las actividades microbianas en un hébitat
dado. El efecto de un factor edafico sobre una poblacion microbiana suele depender a su
vez de otros factores abidticos. Por ejemplo, un factor edifico importante es el pH, de
cuyos valores dependen la supervivencia y el suministro de nutrientes; la disponibilidad
de agua liquida y la textura del suelo, puesto que determina la habilidad del suelo para
retener agua y nutrientes. Otros factores importantes incluidos en este estudio son el
nitrégeno, el cnal puede estar presente en el suelo como amonio, nitrito o nitrato y el
fosforo, éste Gltimo necesario para la generacidon microbiana de ATP; y compuestos
organicos que suelen ser el factor limitante para el crecimiento de los microorganismos

heterdtrofos.

Diversidad de la Comunidad bacteriana total

Los resultados presentados en esta memoria muestran que la estructura de las
comunidades bacterianas caracterizada por su patrén de T-RFLP se agrupan de acuerdo
a su origen. Tanto estudios tedricos como empiricos sugieren que en comunidades de
plantas, animales y microorganismos, la interaccién competitiva es la clave determinante

de la abundancia de especies y diversidad (Zhou et al., 2002). Por ejemplo, en sitios
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ricos en carbono orgdnico, las comunidades microbianas exhiben un patrén de
distribucién uniforme, al contrario de suelos con bajo contenido de carbono.

En la rizésfera, al comparar los perfiles de T-RFLP del mes de Mayo se observa
una dominancia de ciertos TRFs. Una posible explicacién puede ser la disminucion en la
disponibilidad de sustrato, por lo que existe una mayor competencia, donde las especies
mejor adaptadas a las condiciones dominan reduciendo la sobrevivencia y con ello la
riqueza de la comunidad.

Por el contrario, el mes de Octubre presenta una distribucién mas homogénea de
los posibles filotipos. Esta falta de dominancia de TRFs observada en superficies de
suelo es altamente inusual en comunidades ecoldgicas, ya que implica una falta de
competencia, causada posiblemente por: (i) superabundancia de recursos (ii)
heterogeneidad de recursos, es decir si los recursos estan disponibles en muchas formas
diferentes, las poblaciones evitardn la competencia por especializacion, (iii) aislamiento
espacial: si el habitat estd subdividido en muchos "minihabitats" separados de recursos,
las poblaciones pueden evitar la competencia por aislamiento fisico y (iv) muchas
poblaciones pueden mantenerse bajo un medio ambiente de condiciones fluctuantes
(Zhou et al., 2002).

Para las muestras sin cobertura vegetal, el incremento en la diversidad parece
estar relacionado con la declinacién de ciertos TRFs, en las muestras de la rizosfera de
invierno a verano (Lipson & Schmidt, 2004). Ademads, este tipo de suelos podrian tener
un mayor aislamiento espacial con respecto a las muestras de rizosfera, lo que podria
explicar la alta diversidad obtenida mediante el indice de diversidad de Shannon en

ambos meses. El aislamiento reduce la posibilidad de colonizacién por cualquier
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organismo extrafio, dificultando a cualquier invasor que intente dominar, lo cual
favorece el desarrollo de genotipos endémicos en el area (Torsvik & @Ovreés, 2002).

Otra posible explicacién de esta diversidad puede partir desde la extraccion de
DNA, puesto que siempre resulta en coextraccion de sustancias himicas las cuales se
encuentran en mayor abundancia en la rizésfera, puesto que vienen de la degradacion de
materia organica, principalmente de la lignina (Kordel et al., 1997). Estos compuestos
interfieren en Ia deteccién y medicion del DNA, pueden inhibir la Tag DNA polimerasa
en el PCR, interferir en la digestién de las endonucleasas y reducir la eficiencia y la
especificidad de la hibridacién del DNA, ya que compiten con los 4cidos nucleicos
(Zhou et al., 1996). Por lo tanto, el nimero de amplicones en la rizésfera puede dar un
resultado sesgado, privilegiando aquellos filotipos que se encuentren més abundantes en
la comunidad y fuera de la riz6sfera.

Los perfiles de T-RFLP también fueron analizados mediante el programa MICA
para detectar posibles filotipos en las muestras e inferir una posible composicién de la
comunidad. Considerando que la asociacion de los TRFs con determinado filotipo no es
inequivoca, se consideré adecuado caracterizar la composicién en términos de los
principales linajes bacterianos. Los datos revelan que el grupo mejor representado son
las Proteobacterias y concuerdan con trabajos previos donde encontraron que un 50% de
los clones pertenecen a Proteobacterias, un 13% a bacterias gram-positivas y un 7% a
Acidobacterium (McCaig et al., 1999). Datos similares de Borneman et al. (1996)
detectaron un 16% de Proteobacterias en suelos de prados relativamente oligotréficos.
Finalmente estudios realizados por Smit et al. (2001), encontraron que aproximadamente

el 35% de los clones pertenecen a la clase Proteobacteria.
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CONCLUSIONES
Las comunidades bacterianas de la riz6sfera y suelo sin cobertura vegetal se
agrupan de acuerdo a su origen.
El método de T-RFLP resulta ser adecuado y reproducible para comparar
diversidad en la comunidad bacteriana en muestras ambientales.
La comunidad bacteriana total muestra una riqueza similar de fragmentos
terminales de restriccion para ambos meses, no obstante se aprecia una diferencia
en su abundancia relativa.
El Nitrégeno es el parametro ambiental con mayor influencia en la asociacién de
las muestras de rizésfera actinorricica en ambos meses.
La mayor diversidad de las muestras se presenta en el suelo sin cobertura
vegetal.

Existe una dominancia de Proteobacterias en las muestras de suelo y riz6sfera.
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