
`     ...\          _.-\

E=

UNIVERSIDAD DE CIELE - FACULTAD DE CIENCIAS

COMPOSICI0N DH LOS GREMI0S BACTERIANOS DEL CICL0

DEL NITR6GENO EN EL SUEL0 SEMIARID0 DEL

MATORRAL ESCLER6FIL0 DE CHILE CENTRAL

Seminario de Tifulo entregado a la Uriversidad de Chile en

cumplimiento parcial de los requisitos para optar al titulo de hgeniero en

B iotecnolo gia Mole cular
-,

Catalina Andrea Zrifiiga Taulis

Octubre, 2008

Santiago-Chile

Director de Seminario de Titulo: Dra. Margarita Card Marambio



FACULTAD DE CHINCIAS
uNrvERslDAD DE clmLE

INFORME   DE   APROBACION
MEMORIA DE TITUI,0

Se informa a la Escuela de Ciencias de la Facultad de Ciencias que la Memoria de
Tffulo presentada por la candidata:

CATALINA ANDREA zrmlGA TAULls

Ha sido  aprobada por la Comisi6n de Evalunci6n de la Memoria de Titulo como
requlsito para optar al Titulo de hagenieria en Biotecnologia Molecular en el examen
de Defensa de la Memoria rendido el dla 7 de Noviembre del afro 2008.

I)irector de memoria de tftulo:

Dra. hthrgarita Card Maranbio

_--:-::---£j--:;-

Comisi6n de Evaluaci6n de la Memoria de Titulo

Dr. Carlos Jerez

Dr. Francisco Chivez



RESENA BIOGRdrlcA

Nacl en la ciudad de Santiago el  19 de Junio de  1983.

Toda mi  ensefianza escolar transcurri6  en  el  Coleedo lo

Castillo  donde  siempre  me  destaqde  por  ser  una  buena

alumna, interesada principalmente en el area cientifica por

sobre la hunanista.

Durante mis afros de ensefianza media nunca tuve may

claro qrfe podia estudiar que llenara todos mis intereses y

expectativas. Fue en IV medio cuando escuch6 hablar de la carrera de Ingenieria en

Biotecnologia Molecular de la Uriversidad de Chile. Leyendo la malla cunicular me

di  cuenta de  que  era lo mas adecundo para mis  intereses  y me decidi  a postular,

matriculindome el afro 2001.

En el 2005 ingres6 al laboratorio de Ecologia Microbiana con la Dra, Margarita

Card, en donde realice mi Uuldad de hvestigaci6n y posteriormente mi Seminario de

Titulo.

Egres6 de la Universidad de Chile como Licenciada en Biotecnologia el afro 2006

y me titule de Ingeniera en Biotecnolosta Molecular en el mes de Noviembre del afro

2008.



DE TUS PAPAS Y HERMANOS...

Qu6 dificil hija mia. Teniendo th tantas cualidades, conociendo tus caracteristicas,
es  complicado  pensar  en  transcribir  tantas  cosas  en  un  papel.   Sin  embargo,   e
intentando  al  mismo tiempo  ser breve,  tratar6 de retratar desde mi  punto de vista
patemo la etapa a la cual llegas hoy, procurando no dejarme llevar  parcialmente por
mi orgullo y satisfacci6n de padre que te ama por sobre todas las cosas de la vida.

Siempre  has  sido  parte  del  tesord  familiar,  valiosa  para  mi,  tu  mama  y  tus
hermanos;  distinta,  independiente,  perfecta,  excepcional,  la  mejor  en  sus  estudios,
sorprendente,  sobre  todo  cuando  siendo  adn  chiquitita  y  nosotros  sip  presionarte
fuimos  testigos  :que  te  salias  de  los  esquemas  tradicionales,  optando  por  valores

personales trascendentes y necesarios como el respeto, 1a responsabilidad y el amor al
pr6jimo, cuestiones difici.les en estos dias de crisis de valores.

'1
I..I

Por  otra  paye,   la  mujer  transparente,   humilde,   reservada,   cauta,   sensata  y
comprensiva.

i.,

\       Amarite de la haturaleza, la ecologia, los animales, los desvalidos.
`..

iQu6 diflcil Cat}! Pod¢r definirte siendo tan especial.

De todo  lo  ahterior  d:riva  para  nosotros  tus  padres  y  hermanos,  el  orgullo,  la
ventura,  la  satisfacci6n  y  la  complacencia  de  verte feliz,  exitosa,  emprendedora y
sofiadora,  como:.:asi tambi6n  no  dudar  sobre tu  6xito futuro,  pues  sin propon6rtelo
combinas  en  fofma  natural  y  admirable todas  estas  cualidades  que  hacen  que  las

personas alcancen el triunfo y la excelencia.
1

Es asi tambi6L como mos complace de sobremanera que est6s llegando al fin de tu
carrera de Biotechologia,  en la cual deseamos logres todo el 6xito que te mereces y
obtengas  a  trav6s  de  ella  triunfos  y  satisfacciones,  reconociendo  y  solicitando  tu

perd6n por no haber entendido en principio de qu6 se trataba y sugerirte, quizas, que
optaras por otros caminos.

.+

Te queremos .y cuenta siempre con nosotros.

i

Papa
'





AGRAI]ECIMmNTos

En primer lugar me gustaria agradecer al proyecto.FONDECYT 1040880 por el

apoyo econ6mico para la realizaci6n de e:sta Tesis.

A mi tutora de tesis, 1a Dra. Margarita Card por permitirme trabajar en su laboratorio,

por su amabilidad, por todo su tiempo, .conocimiento y por su invaluable ayuda

acadchica.

A mis compafieros y ex compafieros de laboratorio: Juanita, Fernanda, Natalia,

Valentina, Jos6, Mauricio y Marco por hacer del laboratorio un lugar agradable de
i

trabajo. Gracias especiales a Julieta por su ayuda en la correcci6n de las versiones

pre`liminares de este Seminario.

Un agradecimientQ muy ?special a Lorena Bravo, con quien realic6 gran parte del

trabajo experimchtal.
.I

A Rafael Guevara por su etema sonrisa y buena disposici6n para resolver todas mis

dudas tanto a niJel experimental como te6rico.
:

1

A mis compafier.os de carrera por haberle dado un toque de alegria a estos afros de

estudio. ..

A mis grupo de viajes Telcontari, por estar siempre preocupados del desarrollo de mi

tesis y por entregarme` algunos de los mejores mdmentos de mi vida.

A mi familia, Tia Mari, Carolina, tia Gladys y Pauli por su constante apoyo y

estimulo.
.

A mi gata Kiara por hacerme feliz.

iii



A mi abuela Nany que siempre ha creido en nd y en mis capacidades y me ha

apoyado en todo lo que me he propuesto.

A mis hermanos Maria Jos6 y Emilio por su infinit.o apoyo, carifio y, sobretodo,

paciencia.

Finalmente mis mayores agradecimientos son para mis papas, Florita y Juan, por todo

su amor, apoyo, paciencia y conflanza aunque nunca hayan tenido muy claro qu6 es

lo que estoy estudiando. Los adoro y este logro es para ust.edes.

lv



iNDICE DE MATERIAS

iNDICE DE TABLAS

iNDICE DE FIGURAS

LISTA DE ABkEVIATURAS

RESUMEN

ABSTRACT

INTRODUccfoN

MATERIALES Y METODOS

1.   Localidad y colecta de las muestras

2.   Medios de cultivo y alslamiento de las bacterias
+

2.I. Bact'erias Desnitrificantes (BDN)
:

2.2. Bacterias Oxidadoras de Amonio @OA)

3.   Extracci6n del DNA

3.1. Obtenci6n del DNA a partir de los cultivos

3.2. Obtenci6n del DNA a partir de las muestras de suelo

4.   Amf)lificaciones por PCR

4.1. Amplificaci6n del gen funcional J#jH

4.2. Amplificaci6n del gen ribosomal 16S (rDNA 16S)

4.3. Ainplificaci6n del gen ribosomal  16S especifico para

P pr.bteobacterias

4.4. Amplificaci6n del gen funcional 72oLsZ

4.5. Amplificaci6n del gen funcional Jz7.7.S

V

1X

X

XI

xii

xiv

1

11

ill

Em

11

12

13

13

13

14

14

17

17



5.   Purificaci6n de los prQductos de PCR

6.   Clonaci6n y secuenciaci6n de los amplificados

7.   Perfiles de RFLP-Pck

8.   Analisis de los datos

RESULTADOS

1.   Composici6n del gremio fijador de nitr6geno en el suelo y la

riz6sfera

1.1. Amplificaci6n del gen #Jjffl a partir de las muestras

de suelo

1.2.Clon'aci6ndelgen#zJH

1.3. Deteininacich de la diversidad bacteriana mediante

el en'§ayo de RFLP
.:,i

1.4. Deteininaci6n de la diversidad bacteriana mediante

la seouenciaci6n del gen 7zzjH

i.

2.   Composici6n  del  gremio  de  oxidadores  de  amonio  en  el

sue|o y la riz.6sfera

2.I..Analisis   de   las   BOA   mediante   la   amplificaci6n   y

clonaci6n del gen ribosomal  16S de P proteobacterias a

partir d6. mues`tras ambientales

2.1.1.   C'aracterizaci6n de los, clones mediante perfiles de
1

RFLP de un fragmento del gen ribosomal 16S de las
r

P proteobacterias amplificado por PCR

2.2.-. Analisis de las BOA mediante aislamiento y cultivo

VI

19

19

20

21

22

22

22

25

28

28

30

33



2.2.1.   Caracterizaci6n de las colonias aisladas mediante

perfiles   de   RFLP    de   un   fragmento   del   gen

ribosomal 16S de P protcobacterias amplificado por

PCR

2.3. Determinaci6n  de la  diversidad bacteriana  mediante la

secuenciaci6n    del    gen    ribo.somal    16S    de    las    P

proteobacterias  a  partir  de  los  clones  y  las  colonias

aisladas

3.   Composici6n  del  gremio  de  BDN  del  suelo  y  la  riz6sfera

actinorricica
'

`3.1:.icultivo     y     aistamiento     de     los     microorganismos

desnitrifiicaptes

3.2.I Amplificaci6n del gen 7zo£Z

3.3. Amplificaci6n  del  gen  ribosomal   16S  a  partir  de  los
.'

aislados obtenidos

3.4. .`Analisis de los cultivos desnitrificantes mediante RFLP

3.5. Identificaci6n de los cultivos desnitrificantes mediante la

: secuenciaci6n  del  gen  7zo£Z  y  del  gen  para  el  RNA

ribosomal 16S̀,

i

3.6. Amplificaci6n y secuenciaci6n del gen funcional J#.rs

DISCUS16N

1.   Diversidad gen6tica 'del gremio de las bacterias fijadoras  de

nitr6geno     ,

vii

33

36

44

44



2L   Diversidad gehetica del gremio de. Ias bacterias nitrificantes

3.   Diversidad     gen6tica     del     gremio     de     las     bacterias

desnitrificantes

CONCLUSIONES

REFERENCLAS

viii



INDICE DE TABLAS

Tab]a 1. Partidores utilizndos en este estudio

Tabla 2. Resultado de la clonaci6n del 8efi J!J:Al

Tabla 3. Abundancia relativa de los diferentes haplotipos del

gen 7zJffi

Tabla  4.  Resultado  de la  clonaci6n  del gen  16S  rDNA de  P
proteobacterias

Tabla 5. Abundancia relativa de los diferentes haplotipos del
gen 16S rDNA de las P protcobacterias

I

Tabla 6. Amplificaci6n 4el gen 16S rDNA de las P

proteobacterias a partir de los cultivos

Tabla 7.: Abundancia relativa de los diferentes haplotipos del

gen  16S  rDNA de  P proteobacterias  a partir de los
cultivos aislados

Tabla  8.  Producci6n  de`. gas  a  partir  de  los  cultivos  DNB
aislados

lx

30

32

34

36

44



INDICE DE HGURAS

Figura 1. Visi6n general del ciclo del nitr6geno

Figura 2. Ubi-caci6n geograsca del sitio de muestreo

Figura 3. Productos de la amplificaci6n para el gen JH:H

Figura 4. Resultado de la clonaci6n del gen J#:ffl

Figura 5. Arbol filogehetico para el gen #J;H

Figura. 6.  Amplificaci6n del  gen  16S  rDNA especifico  para P
protcobacterias

)

Figura 7. Patrones de RFT,P de los clones de BOA
I

Figura 8. Patrones de RFLP de los cultivos de BOA

Figura '9. Arbol filogehe`tico para el gen  16S rDNA especifico
:`    de las p-proteobacterias

:

Figura 10. Arbol filogen6tico para el gen 16S rDNA de las BOA
I

Figura  11.  Arbol  filogen6tico    para  el  gen  16S  rDNA  de  P
proteobacterias de las bacterias aisladas y cultivadas

Figura `12. Ensayo de producci6n de gas

Figura .13. Productos de la amplificaci6n del gen 7zosZ

Figura` 14.  Productos  de  la  amplificaci6n  del  rDNA  16S  de
I        cultivo s

Figura 15. Patrones de RFLP de los cultivos desnitrificantes
\`

Figura`  16.   Dendrogfama      mostrando   las   relaciones   de   las
secuencias de los genes 77osZ y 16S rDNA

Figura  17.  Dendrograma    mostrando  las  relaciones  entre  las
secuencias del gen J?I.rs

X

2

11

22

24

26

29

52



LISTA DE ABREVIATURAS

BFN: Bacterias fijadoras de nitr6geno

BOA: Bacterias oxidadoras de amonio

EON: Bacterias oxidadoras de nitrito

BSA: Seroalbdmina bovina.

BLASTN: Basic Local Alignment Search Tool Nucleotide.

dNTP: .Deoxirribonucle6tido trifosfato.

EDTA: Acido etilendiapinotetrac6tico.

FBN: Fijaci6n Bio|6gica de Nitr6geno

PCR:Polimeras.;chainr;action(reacci6nencadenadelapolimerasa).

RFLP:  Restriction fragment length polymorphism (polimorfismo en el largo  de los

fragmentos de restricci6n).

TE: Tris-HC1-EDTA

TAE: Tris-acid6 ac6tico -EDTA.
>

Tris: Tris (hidro?rimetil) aminoetano.

UPGMA:   Unweighted  Pair-Group   Method  with  Arithmetic   mean   (m6todo   de

agrupamientodeparesnbponderadosconmediasaritm6ticas).

X'



REstJREN

El ciclo biogeoquimico del nitr6geno depende principalmente de la actividad de

los microorgarismos. La composici6n y estructura de la comunidad microbiana del

suelo esta fuertemente afectada por la presencia de plantas, estableciendo diferencias

entre la microbiota asociada a la riz6sfera y  aquella presente en el suelo sin cobertura

vegetal.     El  prop6sito  del  trabajo  fue  estudiar  la  composici6n  de  los  gremios
.`

funcionales del ciclo del nitr6geno en el suelo del matoral escler6filo correspondiente
i

a: fijadores de nitr6geno,, oxidadores de amonio y desnitrificadores tanto asociados a
I

!

la   riz6sfera de la planti actinorricica Co//err-c} kysfrz.I como  al  suelo  sin cobertura

vegetal.    Para   ello    se       realizaron   identificaciones   tanto    dependientes    como
I

indepen`dientes  de  cultivo.  Esta dltima  se  llev6  a  cabo  mediante  la  amplificaci6n

directa a partir de muestras del suelo,  clonaci6n y el analisis de la secuencia de los
\,

genes #z:¢J;  16S rDNA especifico para P proteobacterias y J}osZ. El aislamiento y el

cultivo s6lo dieron resultados positivos para el gremio de las bacterias desnitrificantes

y la identificaci6n de 6stas se realiz6 por analisis de la secuencia de los genes 72asz,
(

'16S rDNA y 7zjrs.

•.  En todos los  casos donde la amplificaci6n de los genes fue positiva,  estos se

secuenciaron y analizapon filogen6ticamente. Los resultados obtenidos muestran que
`,.

I

los clones de los fijadores de nitr6geno obtenidos a partir de la riz6sfera de C. kysfr7.I

se  relac.ionan  principalmente  con  bacterias  rizobiales  de  los- g6neros  R¢z.zobz.zfm );

Brcrcfyr4z.zobz.#" i y  bacterias  del  g6nero 14zopJ.rJ.J/#7#.  El  analisis  de  los  clones  no

mostr6 patrones de RFLP comunes entre aquellos obtenidos de la riz6sfera y el suelo

sin cobertura vegetal. Los clones de fijadores de nitr6geno obtenidos desde el  suelo

+
xii



son  poco  diversos  comparados  con  la riz6sfera ya  que  se  relacionan  s61o  con  las

bacterias del g6nero j4zopJ.rjJ/#z# y s61o dos   patrones de RFLP agrupan el 72% de

los clones obtenidos.

En   el   caso   de   los   clones   de   oxidadores   de   amonio,   6stos   se   agrupan

principalmente con las bacterias de los g6neros IVz.frosoworzcrs y IVJ-givasoxpz.rcr. No fue

posible  obtener  cultivos  que  se  relacionen  con bacterias  oxidadoras  de  amonio;  la

mayoria   de   los   cultivos   obtenidos   se   asoci6   con   las   bacterias   del   g6nero

Pse#c7omo7Oczs,  lo  cual  corrobora la dificultad para  cultivarlos  en  medios  sint6ticos.
'

Para  el. grupo  funcional  de  los  desnitrificadores  obtenidos  a  partir  de  cultivo,  la

identificaci6n a trav6s de los marcadores moleculares 72asz,  16S rDNA y #z.7.S revela
I

•,

que ellos se relacionan con las bacterias de los g6neros Pse#c7omonas y jzcziszonz.cr.

xiii



ABSTRACT

The nitrogen biogeochemical  cycle depends mostly on the microbial  activity.

The composition and structure of the soil microbial  community is  strongly affected

by the presence of plants, establishing differences between the microbiota associated

to the rhizosphere and that present in soil without plant cover.  The purpose of the

work was to study the composition of the funtional guilds of the nitrogen cycle of the

sclerophyll  matorral  corresponding  to:     nitrogen  fixers,  ammonia  oxidizers  and

denitrifyers  associated  with  both  the  actinorhizal  plant  Co//ezz.cz  kysfrz.I  and  soil

without:. plant  cover.  To  achieve that,  a culturerdependent  and  culture-independent

indentification was perfomed. In the culture-independent identification process, 7#:¢;
I

16S rDNA specific for P proteobacteria and 7zoLsZ genes were amplified directly from

soil  samples,  cloned  and. sequenced.  The  isolation  and  culture  only  gave  positive
I

resultsforthede`nitrifyingguildandtheiridentificationwasperformedbyasequence

analysis of the Jzasz,  16S rDNA and 7zz.rs genes.

In  all  cases  where  the  amplification  of the  genes  was  positive,  they  were

sequenced and philogenetically analysed. The results showed that the nitrogen fixing

clones  Obtained  from  the  C.  kysgivJ'x  rhizosphere  were  mostly  related  to  rhizobial

ba;cte[.ia.  from the  Rhizobium  and  BI.adyrhizobium  gene[&  a.nd to the  Azoapirillum
`\

genera.  The  clo-he  analysis  did  not  show  common  RFLP  patterns  between  those

obtained from the rhizosphere and the soil without plant cover. The nitrogen fixing

clones from the soil without plant cover were not as diverse when compared with the

rhizosphere clones because they were only related to bacteria from the 4zoxpz.rj//zim

genera and only two RFLP patterns grouped 72% of the clones obtained.
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In the case of the  ammonia oxidizing  clones,  they were mostly associated to

bacteria from the IVz.givoso7#oJzcrs and IVz.frosoxpz.rcr genera. It was not possible to obtain

cultures related to  ammonia oxidizing bacteria;  most of them were associated with

bacteria  from  the  Psezfc7o7#o7zcrs  genera,  confirming  the  difficulties  associated  to

cultivating these organisms on synthetic media. For the denitrifying funtional group,

obtained by culture methods, the identification using the J?asz,  16S rDNA and 7Oz.rs

molecular markers revealed that they were related to bacteria from the Psezic7omo7cas

and Ralstonia ge;nela..

XV



INTRODUCCI0N

El  nitr6geno  es  un  componente  esencial  de  los  aminoacidos,   los  acidos

nucleicos, los aminoazticares y de sus polimeros. Su valencia estable es de -3 en el

amoniaco  (N113)  y  +5  en  el  nitrato  O\ro3-)  e  involucra  una  gran  variedad  de

reacciones de oxido-reducci6n asociadas generalmente con sistemas de transporte

de  electrones  (Ferguson,  1998).  La  atm6sfera es  el  principal  reservorio  de  este

elemento,   donde   constituye   el   79°/o   de   los   gases.    Sin   embargo,   por   su

incoxporaci6n   lenta   y   dificil   a   la   bi6sfera,   la   disponibilidad   de   nitr6geno

combinado   es   un   factor   limitante  para   la  producci6n   primaria   en   muchos

ecosistemas (Atlas y Bartha, 2001).

El  ciclo  del  nitr6geno  consiste  en  una  serie  de  reducciones  y  oxidaciones

sucesivas, que conducen a la transformaci6n del nitr6geno en formas accesibles al

metabolismo de los animales,  las plantas y los microorganismos. De esta manera

el nitr6geno circula de forma ciclica a trav5s del suelo y de la atm6sfera. Teniendo

en cuenta que el dinitr6geno (N2) elemental gaseoso en la atm6sfera es el mayor

reservorio    de    este    elemento,    podriamos    comenzar    el    estudio    del    ciclo

biogeoquimico  (Figura  1)  con  la fijaci6n, proceso  que permite  la reducci6n  del

nitr6geno   atmosferico   O`T2)   a   amonio   (NH4+).   Las   etapas   posteriores   en   la

conversion  del  nitr6geno  involucran  la oxidaci6n  del  amonio  a nitrato  (N03-)  o

nitrificaci6n, y el retomo final del nitr6geno a su estado elemental en un proces )

llamado  desnitrificaci6n  o  respiraci6n  del  nitrato  (Atlas  y Bartha,  2001).  Estos

procesos  en  su  conjunto  constituyen  una  visi6n  simplificada  del  ciclo  de  este

elemento y a continuaci6n se explican de una manera mas detallada.
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Figure  I. Vision general del ciclo del nitr6geno. Se presentan las principales etapas
del ciclo biogeoquimico de este elemento, asi como sus fomas quinicas.

•    Fijaci6n bio]6gica del nitr6geno

La  fijaci6n  biol6gica  del  nitr6geno  (FBN)  corresponde  a  la  reducci6n  del

nitr6geno  molecular  (N2)  a  amonio  biol6gicamente  disponible  (NH4|  y  es

catalizada por la enzima nitrogenasa, la curl se encuentra codificada en el oper6n

#z:flDK de los microorganismos que la poseen.

La  FBN  es  llevada  a  cabo  por  grupos  de  procariotas  filogen6ticamente

diversos,   pertenecientes   a  los   dominios  Arehaea  y  Bacteria.   Estas  dltimas

pertenecen  a diversos  generos  de  vida  libre,  entre  las  cuales  se  encuentran  las

bacterias   asociadas   a   la   riz6sfera   y   las   bacterias   simbi6ticas   que   forman

asociaciones   mutunlistas   con   plantas   y   hongos   (Young,    1992).    Algunas

estimaciones indican  que  la  simbiosis entre  las bacterias  fijadoras de nitr6geno

(BFN)  y  las  plantas  contribuye  con  casi  la  mitad  de  la  fijaci6n  biol6gica  del

nitr6geno  anual  en  los  ecosistemas  terrestres,  teniendo  asi  el  mayor  impacto

cuantitativo en el ciclo del nitr6geno Qlussein, 1999).
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Entre  las  bacterias  fijadoras  de  vida  libre  pueden  encontrarse:  anaer6bica3

obl±gadas    o    facul+ativas    (e.i.    Clostridium   pasteurianum,    Klebsiella    spp.,

Desugfovibrio sp.), aer6bieas obllgz\das (e.i. Azotobacter spp., Azospirillum sp.) y

fotosint6ticas  (bacterias  ptixpuras  sulfurosas  y  no  sulfurosas,  y  bacterias  verdes

sulfurosas)  (Allan  y  Graham,  2002).  Entre  las  bacterias  que  fijan  nitr6geno  en

simbiosis  con  las  leguminosas  destacan  aqu611as  que  pertenecen  a  los  g6neros

Rhizobium,   Sinorhizobiun,   Mezorhizobium,   Bradyrhizobium,   Azorhizobium  y

j4//o7'fez.zobz."77c. Ademas,  algunos actinomicetes tambi6n pueden fijar el nitr6geno

atmosferico tanto en vida libre como  en asociaci6n simbi6tica con determinadas

plantas.  Un  ejemplo  lo  constituyen  las  actinobacterias  del  g6nero  Frcr7?frz.c7,  que

cuando viven en asociaci6n con ciertas plantas induce en sus raices la formaci6n

de n6dulos fijadores de nitrogeno.   La asociaci6n entre la actinobacteria Frcz774z.cz y

las  raices  de  las  plantas  se  conoce  como  simbiosis  actinorricica  (Benson    y

Silvester,    1993).   Ecol6gicamente,   las   plantas   actinorrlcicas   son   usualmente

pioneras en suelos pobres en nitr6geno y se encuentran frecuentemente en sitios

relativamente inh6spitos (Shwencke y Card, 2001).

•    Nitrificaci6n

La nitrificaci6n es, el proceso aer6bico mediante el cual  el amonio  OVH4+)  eq

transformado  a nitrato  (N03-)  utilizando nitrito  (N02-)  como intermediario. Este

proceso ocurre en dos etapas y es realizado por dos 'tipos diferentes de organismos

distinguibles  por  el  sustrato  que  utilizan:  la  oxidaci6n  del  amonio  a  nitrito  es

llevada a cabo por las bacterias oxidadoras de amonio (BOA) y es catalizada por

la  enzima  amonio  monooxigenasa  codiflcada  en  el  gen  czmoA,  mientras  que  la

oxidaci6n del nitrito a nitrato es realizada por las bacterias oxidadoras de nitrito

(BON) y es catalizada por la enzima nitrito oxidasa (Kowalchuk y Stephen, 2001).
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Metab6licamente, las BOA tienen en comtin la habilidad de utilizar el amonio

como  tinica  fuente  de  energia y  fijar di6xido  de  carbono  (C02).  Las  BOA  son

organismos quimiolitoautotr6ficos y aerobios obligados, aunque algunas especies

puedan  ser  altamente tolerantes  a  las  bajas  concentraciones  de  oxigeno  o  a  los

ambientes  an6xicos.  Las  BOA  se  encuentran  en  la  mayoria  de  los  ambientes

donde  el  amonio  esta  disponible  a  trav6s  de  la  mineralizaci6n  de  la  materia

orginica  o  de  fuentes  de  nitr6geno  antropog6nicas  tales  como  fertilizantes  y

desechos;   siendo  generalmente  ubicuas  en  suelos,   aguas  dulces  y  ambientes

marinos (Kowalchuk y Stephen, 2001).

Las   BOA   actualmente   conocidas   comprenden   dos   grupos   monofil6ticos

basados  en  la  comparaci6n  de  las  secuencias  del  16S  rDNA  a partir  de  cepas

cultivadas. Uno de estos comprende cepas de IVz.frosococc#s ocecz77#s, dentro de h

subdivisi6n gamma (y)   de las Proteobacterias y el otro grupo se encuentra dentro

de   la  subdivision  beta  (a)   de   las  Proteobacterias   y  comprende  los   g6neros

Ivj.r7ioso777o7zcrs  y    IVz.givosospz.rcz.  Basados  en  la  similitud  de  secuencia  del  rDNA

16S,  los  g6neros IVz.rroso/ob"s'   y   IVz.frosovz.brjo  se  incluyeron  finalmente dentro

del g6nero IVz./rosospz.7icz )(Head y col.,  1993).

•    Desnitrificaci6n

Se  define  como  desnitrificaci6n  a  la  reducci6n  del  nitrato   QJ03-)  a  gas

nitr6geno  (N2)  via  nitrito  QT02-),  6xido  nitrico  (NO)  y  6xido  nitroso  (N20)

(Knowles,1982) segtin las siguientes reacciones:

1)N03-+2H++2e-     N02-+H20 2)N02-+2H++e-      NO+H20
3)2NO+2H++2e-      N20+H20 4)N20+2H++2e-      N2+H20

Las  oxidoreductasas  que  secuencialmente  reducen  el  nitrato  a  N2  son:  la

nitrato  reductasa  (codificada  por  los  genes  77czrG  o  7qczpA),  la  nitrito  reductasa
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(codificada  por  77z.7K o  72z.7is),  la  6xido  nftrico  reductasa  (codificada por  77orB  o

;7orz) y la 6xido nitroso reductasa (codificada por el gen 7?OSZ) (Zumft,  1997).

Muchas  de  las  bacterias  reductoras  de  nitrato  no  poseen  todas  las  enzimas

desnitrificantes. Algunas realizan s61o pasos tinicos; otras reducen nitrato a 6xido

nitroso pero no poseen la 6xido nitroso reductasa (Wood y col., 2001).

La   desnitrificaci6n   es   llevada   a   cabo   por   las   bacterias,   en   su   mayorf i

heterotr6ficas, que preferentemente crecen en ambientes aer6bicos pero que tienen

una  capacidad  altemativa  para  usar  los  6xidos  de  nitr6geno  como  aceptores

respiratorios de los electrones cuando el oxfgeno se vuelve escaso. Condiciones de

oxigeno   limitantes   (10   nM  02)   son  usualmente   necesarias   para  que   ocurra

desnitrificaci6n   (Tiedje,    1988).   La   capacidad   de   desnitrificaci6n   entre   los

procariotas  no  sigue ningdn  patr6n  distintivo.  La reacci6n  es  realizada  por una

diversidad      de     bacterias     taxon6micamente      diferentes,      distribuidas     en

aproximadamente   50   96neros  pertenecientes   a  las   distintas   subclases   de   las

Proteobacterias.   Entre  los  gen6ros mas  conocidos se encuentra Pse#c7o/7€o7?as' (y

proteobacteria)   el   cual   contribuye  con   un   considerable  ntimero   de  bacterias

desnitrificantes  (Zumft,  1997),  siendo  generalmente  considerado  como  el  grupo

bacteriano predominante en el proceso de la desnitrificaci6n (Janda y col.,1998).

•     El ciclo del Nitr6geno €Por qu6 estudiarlo?

En  los  dltimos  afros,  el  estudio  de  los  microorganismos  involucrados  en  el

ciclo  del  nitr6geno  ha  cobrado  gran  importancia  a  nivel  biol6gico,  ecol6gico  `.v

biotecnol6gico.

En el caso de los microorganismos diazotr6ficos del suelo, parte del nitr6geno

fijado  e  incorporado  a  la  riz6sfera  queda  disponible  para  las  plantas.  (Atlas  y

Bartha,   2001).   Asf,   la   aplicaci6n   de   las   tecnicas   convencionales   y   de   la
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biotecnologia pueden optimizar la interacci6n planta - bacteria para favorecer la

fljaci6n biol6gica del nitr6geno, mejorando la fertilidad y la productividad de los

suelos  pobres  que  permitan    reemplazar    el  uso  de  los  fertilizantes  qufmicos

(Mogabe,1994; Baldani y col.,1997).

Por  su  parte,  1os  oxidadores  de  amonio  y  de  nitrito  mediante  la  oxidaci6n

biol6gica de los compuestos reducidos de nitr6geno, conducen generalmente a la

remoci6n del nitr6geno del  ambiente mediante la producci6n de formas m6viles

del mismo (Voytek y Ward,1995; Bruns y col.,1999). La remoci6n del nitr6geno

a partir del tratamiento de los desechos es de extrema importancia ambiental, ya

que la liberaci6n de los desechos no tratados puede resultar en una eutrofizaci6n

del ambiente. Esto hace del tratamiento de los desechos una importante aplicaci6n

biotecnol6gica de las BOA (Kowalchuk y Stephen, 2001).

El  inter6s  en  la  desnitrificaci6n  existe  por  diversas  razones.  Primero,  es  el

principal mecanismo de p6rdida de los fertilizantes nitrogenados, disminuyendo la

eflciencia de estos y aumentando la contaminaci6n de las aguas subterrineas cori

nitrato (Ollinger y col.,1993). Segundo, es el mecanismo mediante el cual el ciclo

global  del  nitr6geno  es  balanceado  (Knowles,  1982).  Tercero,  el  6xido  nitroso

(N20)  generado  durante  la reducci6n del nitrato,  ha mostrado  ser un  importante

gas  de  efecto  invemadero  contribuyendo  hasta  en  un  60/o  con  el  calentamiento

global  y  participando  en  la  disminuci6n  de  la  capa  de  ozono  a  traves  de  la

prodicct6n estratosferiea de NO  (Intergovernmental  Panel  on Climate  Change,

IPCC). Diversas investigaciones han destacado el papel de la composici6n de la

comunidad desnitrificante entre los factores que conducen a las emisiones de N20

(Holtan-Hartwig y col., 2000; Cavigelli y col., 2001).
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•    T6cnicas de estudio: m6todos dependientes e independientes de cultivo

Para  el  estudio  de  estos  grupos  bacterianos,  las  metodologias  actuales  se

encuentran enfocadas en la descripci6n de su diversidad en los suelos. Entre ellas

existen   t6cnicas   dependientes   de   cultivo,   basadas   en   el   aislamiento   y   a,1

crecimiento de los microorganismos a partir de muestras ambientales (Stevenson

y  col.,  2004;  Heylen  y  col.,  2006),  y  t6cnicas  moleculares  independientes  de

cultivo a trav6s del estudio de marcadores moleculares. Estas dltimas incluyen el

clonamiento  dependiente  de PCR  (Kirshtein  y  col.,   1991;  Nold  y  col.,  2000)  ;'

t5cnicas  de ¢77ge7prz.7?Jz.7?g  como  son  la  electroforesis  en  geles  denaturantes  u

DGGE (Kowalchuk y Stephen,  1997; Bruns y col.,  1999) y los polimorfismos en

el largo de los fragmentos de restricci6n o RFLP asociado a PCR (Widmer y col.,

1999; Stres y col.,  2004), entre otras.

En algunos casos, como el de los diaz6trofos, las aproximaciones moleculares

entregan una visi6n mas completa de la comunidad que los estudios basados en el

cultivo  (Poly y col.,  2001). Entre los genes que codifican para el complejo de la

nitrogenasa,  el #zj#I ha sido el marcador molecular mas utilizado para estimar la

diversidad de las bacterias fijadoras de nitr6geno (Poly y col., 2001, R6sch y col.

2002,  Yeager  y  col.  2005).  Esto  se  debe  a  que  el  7#:#1  es  un  gen  conservado

(Rosado  y  col.,   1997)  y  la  filogenia  inferida  a  partir  de  61  concuerda  con  la

filogenia del rRNA 16S (Zehr y col., 2003).

Por su parte, la investigaci6n sobre la nitrificaci6n autotr6fica en los sistemas

naturales    tambi6n  ha  sido  limitada  por  las  dificultades  en  el  aislamiento  y  el

cultivo  de  los  microorganismos  oxidadores  de  amonio  (Stephen  y  col.,   1996),

debido  a las bajas tasas  de  crecimiento,  los bajos rendimientos  de biomasa y  el

limitado  ntimero  de  caracteres  fenotfpicos  distintivos  (Prosser,  1989).  Por  este
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motivo, se ha hecho necesario el desarrollo de diversas t6cnicas independientes de

cultivo.   La   naturaleza   monofil5tica   de   las   BOA   del   subgrupo   de   las   a.

proteobacterias   ha   facilitado   el   disefio   de   partidores   de   PCR   y   sondas   d~>

oligonucle6tidos que tienen como blanco el gen 16S rDNA en este grupo (Mccaig

y col.,  1994; Voytek y Ward,  1995). La clonaci6n y secuenciaci6n de estos genes

ham  sido  extensivamente  aplicadas  para  crear  inventarios  filogen6ticos  de  los

variados  ambientes   (Purkhold  y  col.,   2000).   Otros   estudios  han  utilizado   el

analisis de los genes funcionales de los oxidadores de amonio, en particular el gen

cz773oA,  el cual  se  encuentra presente en todos aquellos microorganismos  capaces

de utilizar el amonio como fuente de energia (Sinigalliano y col.,  1995; Rothawe

y col.,  1997) y cuya topologia, al igual que la del gen 77jpr, es congruente con la

de  aqu511os  arboles  realizados  a  partir  de  las  secuencias  del  gen   16S  rDNA

(Purkhold y col., 2000).

En el caso de las bacterias desnitrificantes, a diferencia de las anteriores,  los

estudios mediante las t5cnicas dependientes  de cultivo si ham sido exitosos. Esto

debido  a  la  facilidad  con  la  que  estos  microorganismos  pueden  ser  aislados  y

cultivados  desde  diferentes  sustratos  (Ch5neby  y  col.,  2000;  Lim  y  col.,  2005;

Heylen  y  col.,  2006).  Paralelamente  se  ham  utilizado  las  t6cnicas  moleculares

independientes de cultivo, basadas en la utilizaci6n de los genes de las diferentes

enzimas  reductasas  (genes  7?or,  7zz.r,  77os)  como  marcadores  moleculares  para los

analisis  en  los  diversos  ambientes,  incluyendo  el  suelo  (Braker  y  col.,   1998  y

2000; Rosch y col., 2002; Stres y col., 2004).

Aunque las t6cnicas moleculares permiten aproximarse al conocimiento de ld

diversidad  de  los  ensambles  microbianos,    esto  no  disminuye  la  necesidad  de

continuos  esfuerzos  y  nuevas  t6cnicas  en  el  cultivo  de  6stos.  Ambos  enfoques
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pueden ser altamente complementarios en varias maneras (Liesack y col.,  1997):

/CZJ  Los  cultivos puros  son  los  mejores recursos  para obtener informaci6n  de  las

secuencias que podria ayudar en la comparaci6n de arboles filogen6ticos basados

en  las secuencias del  16S  rDNA y en marcadores codificadores  de las proteinas

tales   como   los   genes   funcionales.    @   Los   estudios   moleculares   entregan

informaci6n  dtil  sobre  la  estructura  gen6tica  de  los  ensambles  microbianos  "in

situ" y entregan informaci6n util para la btisqueda y obtenci6n de nuevos aislado[.

/c) Las estrategias moleculares aportan las mejores oportunidades para realizar un

seguimiento   de   las   poblaciones   microbianas   y   sus   actividades   en   analisis

experimentales (Kowalchuk y Stephen, 2001; Furlong  y col., 2002). Ademas, los

datos   de   secuencias   a   medida   que   se   encuentren   disponibles,      pueden   ser

utilizados para disefiar o refinar las sondas para su uso en los estudios orientados a

la estimaci6n de la abundancia relativa de los tipos de secuencias en las muestras

naturales (Stephen y col.,1996).

En  esta memoria  se  abord6  el  estudio  de  la  composici6n  de  los  principales

grupos bacterianos que participan en el ciclo del nitr6geno del matorral semiarido.

A  la  fecha  hay  escasa  informaci6n  sobre  la  composici6n  de  los  ensambles

microbianos  en  estos  suelos.  Para  ello  se  utiliz6  como  sistema  de  estudio  los

grupos  microbianos  asociados  a  la  riz6sfera  de  la  planta  actinorricica  Co/JeJz.cz

kygfrz.x.   El   nitr6geno   fljado   a  trav6s   de   la   simbiosis   entre   C.   kysfrz.x  y   la

actinobacteria F7icz72frz.cz es una fuente importante de ingreso de nitr6geno  al  suelo

en  forma  de  amonio  (Silvester  y  col.,  1985).    Por  lo  tanto  se  espera  que  esta

riz6sfera  actinorricica  sea  un  microhabitat  donde  se  produzcan  las  principales

transformaciones  de  este  nutriente  y  por  lo  tanto  sea  sistema    adecuado  para

estudiar los distintos grupos funcionales del ciclo biogeoquimico en estos suelos.
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Considerando   estos  antecedentes,   el  objetivo   general   de  este  trabajo  fug

determinar la composici6n de los gremios bacterianos de fit_iadores de nitr6geno,

oxidadores  de   amonio  y  desnitrifiicadores   del   suelo   semidrido   del  matorral

escler6f iilo de Chile Certtral, especlf iicaneute los gremios bacterianos asociados a

la riz6sfera de  la planta actinorricica Colletia hystrix v  a  suelo  sin cobertura

vegetal adyacertte. utilizando para eJ:lo m6todos dependientes e independientes de

cultivo.

Con este prop6sito nos planteamos los siguientes objetivos especfficos:

i)    Determinar la composici6n de las bacterias fijadoras de nitr6geno mediante la

clonaci6n y secuenciaci6n del marcador molecular 7?I:H.

ii)   Determinar la composici6n de las bacterias oxidadoras de amonio mediante la

clonaci6n y secuenciaci6n del marcador molecular rDNA  16S especifico para

P  proteobacterias  y  la  composici6n  de  la  fracci6n  cultivable,  mediante  la

amplificaci6n y secuenciaci6n del mismo gen.

iii) Determinar   la   composici6n   de   las   bacterias   desnitrificantes   mediante   la

clonaci6n y secuenciaci6n del marcador molecular 72osZ y la composici6n de

la  fracci6n   cultivable   mediante   la  amplificaci6n  y   secuenciaci6n   de   los

marcadores moleculares 77os'Z, 7?I.7is y rDNA 16S.
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MATERIALES Y METODOS

1.   Localidad y colecta de las muestras

El sitio de estudio se ubica en la localidad de "EI Romeral" (33°48'S, 70°14'W),

en  el  sector  del    Caj6n  del  Maipo,  Regi6n  Metropolitana  (Figura  2).    El  sitio  cie

estudio  corresponde  a una zona semidrida del  matorral  escler6filo  de  Chile Central

definido por una poblaci6n de Co//ezz.cz kyg/rz.x. Las muestras estin distribuidas en una

area  de    aproximadamente  10  x  10  in,  fueron  tomadas  a  10  cm  de  profundidad,

homogenizadas y almacenadas a 4°C hasta su utilizaci6n.

Figura 2. Ubicaci6n geografica del sitio de muestreo.
El recuadro rojo indica la ubicaci6n de "EI Romeral".

2.   Medios de cultivo y aislamiento de las bacterias

2.1. Bacterias Desnitrirlcantes (BDN)

Para  el  aislamiento  y  cultivo  de  bacterias  desnitrificantes  se  utiliz6  el  medio

corapleto  DNB  (Denitrifying  Nitrate  Broth),  corr[puesto  par  Nutrient  Broth  Q+B)

(Difco®)    como    fuente    de    carbono,    KN03    0,8%    como    fuente    de    nitrato,

micronutrientes 0,15°/o y buffer fosfato 0,005 M.
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El protocolo seguido para aislar los microorganismos fue el siguiente:  se mezcl6

un    1  g  de  muestra de  suelo  con  10  ml  de  agua est6ril  y  se  agit6  durante  1  h,  la

suspensi6n se dej6 decantar y se hicieron diluciones seriadas a partir del sobrenadante

en tubos con medio DNB. Posteriormente,  100 prl de la diluci6n deseada se colocaron

en un tubo de vidrio con 3 ml de medio DNB/agar blando (0,70/o) a una temperatura

de 40°C.  El tubo se agit6 suavemente y se vaci6  el contenido en una placa de Petri

con medio DNB/agar s61ido (2%). Se dej6 solidificar el agar blando con la muestra y

se incub6 a 27°C hasta que se observ6 la presencia de colonias (aproximadamente 3

dias).

Las colonias aisladas se tomaron cuidadosamente con un asa est6ril e inocularon

en tubos con medio DNB y con una campana de Durham. La presencia de gas en las

campanas  indicaria  la  presencia  de  posibles  microorganismos  desnitrificadores.  A

partir  de  estas  muestras  se  prepararon  cultivos  liquidos  en  medio  DNB  para  su

posterior analisis.

2.2.Bacterias Oxidadoras de Amonio a30A)

Para  el  aislamiento  de  bacterias  oxidadoras  de  amonio  se  utiliz6  el  medio  de

cultivo BOA, descrito previanente por Shinner y col, (1996).  El protocolo de cultivo

fue el siguiente: se mezcl6   1 g de suelo con  20 ml de medio de cultivo BOA durante

1  semana y a una temperatura de   27°C.  Luego  la suspensi6n se dej6  decantar y  I:e

pasaron los 5 ml superiores a 20 ml de medio fresco. Nuevamente se incub6 durante

una semana   a 27°C con agitaci6n. Finalmente se realizaron diluciones seriadas y se

plaquearon  50 y  100 prl de la diluci6n deseada. Las placas fueron incubadas a 27°C

hasta la aparici6n de colonias. Una vez que se observaron colonias, 6stas se tomarcn

de manera independiente con un asa est6ril y se volvieron a incubar en medio lfquido
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como  se  indic6 anteriormente.  Luego  se realizaron diluciones  seriadas y la diluci6n

10-4    se  plaque6  e  incub6  nuevamente  hasta  la  aparici6n  de  colonias.  Estos  pasi.is

fueron repetidos hasta la obtenci6n de colonias aisladas, lo cual fue revisado a simple

vista y bajo microscopio.

3.   Extracci6n del DNA

3.1. Obtenci6n del DNA a partir de los cultivos

Para  el  analisis  de  desnitrificadores,   100  Hl  de  cada  muestra  positiva  para  ia

producci6n  de  gas  en  la campana  de Durham  se  centrifugaron  a una velocidad  de

13.000 rpm durante 5  min. El  sobrenadante se elimin6 y el pellet se resuspendi6 en

10  prl  de  buffer TE  (10  prM Tris-Hcl  y  1  prM  de EDTA)   para proceder a  la  lisis,

mediante  un  ciclo t6rmico.  El  programa de  lisis  fue  de  8  ciclos  que variaban  entre

98°C y 4°C durante 1 min cada uno.

Para la extracci6n de DNA a partir de los potenciales oxidadores de amonio, no sc..

utilizaron  cultivos  liquidos  debido  a que  6stos  no  presentaron  una densidad  celular

suficiente para el analisis. En su lugar se utilizaron las colonias aisladas y crecidas en

medio  s6lido.  Para  ello,  parte  de  las  colonias  de  inter6s  se  resuspendieron  con  un

mondadientes  iest6ril  en   10  prl  de  buffer  TE.  Estas  muestras  se  sometieron  a  un

proceso de lisis por choque t6rmico que consisti6 en 5  ciclos a  100°C por 5 min y H

20°C durante 10 min.

3.2. Obtenci6n del DNA a partir de las muestras de suelo

EI DNA de las muestras de suelo y riz6sfera se obtuvo a partir de 25 mg de suelo

empleando el kit de extracci6n `Ultraclean Soil DNA" (MOBio Laboratorios, Inc.). EI

DNA obtenido se resuspendi6 en un volumen flnal de 50 ul de buffer TE y se guard6

a -20OC.
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Para    la    identificaci6n    de    bacterias    fijadoras    de    nitr6geno    mediante    la

amplificaci6n por PCR del gen 7#;#1,   se seleccionaron muestras de riz6sfera y suelo,

1as cuales no recibieron ningdn tratamiento previo. Para las muestras utilizadas en la

identificaci6n de bacterias desnitrificadoras y oxidadoras de anonio, 1as muestras de

suelo  y  riz6sfera  se  enriquecieron  previanente  durante  toda  la  noche  con  caldo

nutritivo  (IV#givz.e7?f  Broz7z)  diluido  (0.1X).  Posteriormente  la  muestra  se  centrifug6

eliminandose el sobrenadante y la extracci6n se realiz6 a partir del pe//ef utilizando el

Kit de extracci6n de DNA segdn las indicaciones del proveedor.

La calidad y concentraci6n del DNA total se determin6 por electroforesis en geles

de agarosa al  0,80/o (p/v) en buffer TAB  IX (Tris-acetato 40 mM pH 8,0, EDTA  1

mM)  y  se  visualiz6  mediante  tinci6n  con  bromuro  de  etidio  0,5  ug  ml-1  (Sigma)

comparindolo con cantidades  conocidas  del marcador de peso molecular   Avffz.7zcml

(Gibco BRL®).

4.   Amplificaciones por PCR

4.1. Amplificaci6n del gen funcional #z:gr

El gen 7#;#1 se amplific6 mediante un PCR semianidado utilizando los partidores

nifllF y niflR (R6sch y col., 2002) para la primera reacci6n, y nifHFjunto con Po]R

(Poly y col., 2001) para la segunda reacci6n (Tabla 1).

La reacci6n de PCR para ambas etapas se realiz6 en un volumen final de 25  Ill con

2,5 mM de Mgc12 (Invitrogen®),  1  mg ml-1  de BSA (Gibco-BRL®), 200  HM de cada

dNTP,  0,12  prM  de  cada  partidor,  formamida  desionizada  al  1% ,y  2,5  U  de  Taq

polimerasa (Invitrogen®) en buffer de PCR IX (Invitrogen®).

Los    ciclos    t6rmicos    de    la    primera    etapa    fueron    como    sigue:    una

desnaturalizaci6n inicial a 94°C por 4 min, seguida de  1  ciclo de desnaturalizaci6n a
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94°C por 20 s, hibridizaci6n a 65°C por 30 s y elongaci6n a 72°C por 30 s; 2 ciclos de

desnaturalizaci6n a 94°C por 20 s, hibridizaci6n a 62°C por 30 s, y elongaci6n a 72°C

por 35 s; 3 ciclos de desnaturalizaci6n a 94°C por 20 s, hibridizaci6n a 59°C por 30 s

y  elongaci6n  a  72°C  por  40  s;  4  ciclos  de  desnaturalizaci6n  a  94°C  por  20  a,

hibridizaci6n   a   56°C   por   30   s,   y   elongaci6n   a   72°C   por   50   s;   5   ciclos   de

desnaturalizaci6n a 94°C por 20 s, hibridizaci6n a 53°C por 30 s y elongaci6n a 72°C

por 50 s; 25 ciclos de desnaturalizaci6n a 94°C por 20 s, hibridizaci6n a 50°C por 45 s

y elongaci6n a 72°C por 60 s; y una extensi6n final a 72°C por 10 min.

En   la   segunda   etapa   del   PCR   los   ciclos   t6rmicos   consistieron   en   una

desnaturalizaci6n inicial a 94°C por 5 min, seguida de 20 ciclos de desnaturalizaci6n

a 94°C por 30 s, hibridizaci6n de 65°C por 45 s y elongaci6n a 72°C por 1 min 30 i:

10  ciclos  de  desnaturalizaci6n  a  94°C  por  30  s,  hibridizaci6n  a  55°C  por  45  s  y

elongaci6n a 72°C por 1  min 30 s. Finalmente una elongaci6n a 72°C durante 5 min.

El tamafio del fragmento obtenido coincidi6 con el  fragmento esperado de  442 pb.
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Tabla 1. Partidores utilizados en este estudio

Gen Partidor Secuencia* (5'-3') Posici6n en Referencia
el  genoma

„,JH nifHF AAA GGY GGW ATC GGY 34-59 R6sch y col., 2002
AAR TCC ACC AC

",JH nifHR TTG TTS GCS GCR TAC ATS 466491 R6sch y col., 2002
GCC ATC AT

„JJH PolR ATS GCC ATC ATY TCR CCG 457-478 Poly y col., 2001
GAC

rrosrL nosz-F CGY TGT TCM TCG ACA GCC 1211-1230 R6sch y col., 2002
AG

yrosk nosz-R CAT GTG CAG NGC RTG GCA 1897-1917 R6sch y col., 2002
GAA

nirs cd3af GTS AAC GTS AAG GAR ACS 916-935 Michotey y col., 2000
GG

nirs R3cd GAS TTC GGR TGS GTC TTG 1322-1341 Throback y col., 2004
A

16S fDl AGA GTT TGA TCC TGG CTC 8-26 Weisburg y col.,1991
rDNA AG

16S rp2 TGC CGA TGG AAC AAT GCT 1494-1513 Weisburg y col.,1991
rDNA GAA

16S P-AMof TGG GGR ATA ACG CAY 141-161 Mccaig y col.,  1994
rDNA CGA AAG

16S P-AMor AGA CTC CGA TCC GGA CTA 1301-1320 Mccaig y col.,  1994
rDNA CG

16S NitA CTT AAG TGG GGA ATA ACG 137-159 Voytek y Ward,  1995
rDNA CAT CG

16S NitB TTA CGT GTG AAG CCC TAG 1214 -1234 Voytek y Ward,  1995
rDNA CCA
Vector M13f GTA AAA CGA CGG CCA G -

Vector M13r GAG GAA ACA GCT ATG -
ACC

* 8= C, G 6 T; R= A 6 G; S= C 6 G; V= A, C 6 G; Y= C 6 T.
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4.2. Amplificaci6n del gen ribosomal 16S (rDNA 16S)

Para  amplificar  el  DNA  ribosomal  16S  se  utilizaron  los  partidores  universales

fl)1 y rp2 (Weisburg y col.,1991). La secuencia de los partidores se especifica en la

Tabla En cada reacci6n,  1a mezcla de PCR contenia 2 mM de Mgc12 (Invitrogen®),

0,12 mg ml-I de BSA (Gibco-BRI,®),  120 prM de cada dNTP, 0,2 prM de cada partidor

y 2,5 U de rcrg polimerasa (Invitrogen®) en buffer de PCR IX (Invitrogen®), dando

como resultado un volumen de 24 Hl al cual se le agreg6 1  Hl del DNA templado.

El  programa de  amplificaci6n  consisti6  en  una  desnaturalizaci6n  inicial  a 94°C

durante 3  min,  seguida de 30 ciclos a una temperatura de desnaturalizaci6n de 94°C

por   1   min,  hibridizaci6n  a  57°C  por  30  s  y  elongaci6n  a  72°C  por  2  min.  La

amplificaci6n  termin6  con  una  extensi6n  final  de  7  min  a  72°C.  El  fragmento

obtenido fue de 1500 pb de acuerdo  al fragmento esperado del DNA ribosomal 16S.

4.3. Amplificaci6n del gen ribosomal 16S especifico para P proteobacterias

Se utilizaron los partidores P-AMof y P-AMor  (Mccaig y col.,1994) y NitA y

NitB  (Voytek y Ward,  1995) para la amplificaci6n especifica del  16S rDNA de  las

bacterias  oxidadoras  de  amonio.  Estos  partidores  se  utilizaron  en  un  PCR  anidado

empleando  como templado  el  producto  de  la amplificaci6n  del  mismo  gen  con  los

partidores universales fl) 1 y rp2 (Tabla 1 ).

La mezcla para la reacci6n de PCR es la misma ya mencionada en el PCR para 3]

gen 16S rDNA.

El programa de amplificaci6n consisti6 en una desnaturalizaci6n inicial de 94°C

durante 5 min, seguida de 35 ciclos con una temperatura de desnaturalizaci6n de 94°C

por  30  s,  hibridizaci6n  a  57°C  por  45  s  y  extensi6n  a  72°C  por  1  min  30  s.  El
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programa finaliza con una extensi6n a 72°C durante 20 min. El tamafio del fragmento

amplificado  fue determinado por electroforesis en gel de agarosa y coincidi6 con el

fragmento  esperado  de  1,179  kb  para  los  partidores  Pamo  y  de  1,097  kb  para  lo.`

partidores Nit.

4.4. Ampliflcaci6n del gen funcional #osZ

El  gen 77osZ  se  amplific6  utilizando  los partidores  nosz-F y  nosz-R  (Tabla  1)

(R6sch y col., 2002). Tanto la mezcla como el programa del PCR son id6nticos a los

ya descritos para el gen 7";#1. El tamafio esperado del fragmento es de 700 pb.

4.5. Amplificaci6n del gen funcional #J.rs

La  amplificaci6n  del  gen  7zz.rs  se  llev6  a  cabo  utilizando  como  templado  los

mismos  cultivos usados  en  la amplificaci6n del gen #osZ.  Los partidores utilizados

fueron cd3af (Michotey y col.,  2000) y R3cd (Throback y col.,  2004) (Tabla  1)I.  La

mezcla de PCR contenia master mix lx (GOTaq DNA Master Mix) y 0,4 prM de cada

partidor, dando un volumen final de 24 prl por cada muestra, a la cual se le agreg6 1 prl

del DNA templado.

Para la amplificaci6n del gen 72z.rs se utiliz6 el programa descrito previamente por

Throback   y    col.    (2004)    con    algunas    modificaciones.    Este    const6    de    una

desnaturalizaci6n inicial del DNA a 94°C por 2 min,  seguida de 35  ciclos de 30 s a

94°C,  1 min a 57 °C y extensi6n 1 min a 72°C. El programa finaliza con una extensi6n

final de 7 min a 72°C. El fragmento esperado es de 425 pb.

Los  productos  de  PCR  obtenidos  se  limpiaron  con  el  kit  Wizard® SV  Gel  and

PCR  Clean-Up  System  (Promega)  para  eliminar  el  colorante  verde  presente  en  el

GOTaq DNA Master Mix.
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Las reacciones de PCR se realizaron en un temociclador GeneAmp PCR System

2400  (Perkin-Elmer  Instruments®,  Norwalk,  Conn),  para  la  amplificaci6n  de  7cz#.

Las  otras  reacciones  de  amplificaci6n se  realizaron  en  un  termociclador PTC-  150

Minicycler (MJ Research, Inc).

En  todas   las  reacciones   de  PCR  realizadas,   cinco  microlitros   (5   Hl)   de  los

productos de la amplificaci6n se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa al

1,2% (p/v)  en buffer TAE  IX mediante tinci6n con bromuro de etidio (0,5  ug ml-I)

(Sigma®).  Para determinar el tamafio  de  los  amplificados  se  utiliz6  el  marcador de

peso molecular 100 bp ladder (Gibco BRL®).

5.   Purificaci6n de los productos de PCR

Para   optimizar   el   rendimiento   de   la   clonaci6n,   los   productos   de   PCR   se

purificaron   con  el   kit  "Ultraclean  PCR  clean  up"   (MOBio   Laboratorios,   Inc,),

obteni6ndose un volumen final de 50 ul de DNA. Para concentrarlo se agregaron 2 ul

de Nacl 5 M,  100 ul de etanol absoluto frio y se dej6 precipitando durante 4 hs a -

20°C.  Una vez precipitada,  la muestra  se  centrifug6  a  13.000  xpm  durante  20  min,

despu6s  de  lo  cual  se  elimin6  el  sobrenadante  y  se  resuspendi6  el  pe//ef  en  un

volumen final de 18 ul con buffer TE.

6.   Clonaci6n y secuenciaci6n de los amplificados

Los   fragmentos   amplificados   se   clonaron   mediante   el   "Dual   Promoter  TA

Cloning Kit PCRII Vector" (Invitrogen®) en el caso del gen 7";#1, mientras que para

el gen  16S rDNA se utiliz6 el "InsTAcloneTM PCR Cloning Kit" (Fermentas®) segdn

instrucciones  de  los  fabricantes.  Los  transformantes  se  crecieron  en  medio  Luria-

Bertani (LB) y se seleccionaron por su resistencia a anpicillina (50 Hg ml-I) y por su

incapacidad de hidrolizar el compuesto X-gal en presencia de IPTG. La presencia del
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inserto esperado se corrobor6 por PCR usando los partidores M13f y M13r del vectu].

(Tabla 1). Para obtener el DNA de las colonias se tom6 una porci6n de cada una con

un   mondadientes   est6ril  y   se  resuspendi6   en   10   prl   de  buffer  TE.   Las   c6lulas

suspendidas en TE se lisaron mediante 8  ciclos sucesivos de choques t6rmicos de  1

minuto a 98°C / 4°C. Un microlitro de la suspensi6n celular se us6 como templado en

la reacci6n de PCR que consistia en 2 mM de Mgc12 (Invitrogen®), 0,12 mg ml-1  de

BSA (Gibco-BRL®), 200 prM de cada dNTP, 0,2 prM de cada partidor y 1,5 U de rczg

polimerasa ,(Invitrogen®)  en buffer de PCR  IX (Invitrogen®) para un volumen final

de 25  Hl. El programa t6rmico fue como sigue:   una desnaturalizaci6n inicial a 94°C

por 3 min seguido de 30 ciclos con una temperatura de desnaturalizaci6n de 94°C por

30 s, hibridizaci6n a 56°C por 45 s y extensi6n a 72°C por 1  min 30 s. Finalmente el

programa termin6 con una extensi6n a 72°C durante 10 min.

La    secuencia  de  los  clones  se  obtuvo  mediante  secuenciaci6n  automatica  por

Macrogen, Inc.

7.   Perfiles de RFLP-PCR

Para definir los perfiles de RFLP, los productos de PCR se digirieron con 20 U de

la enzima de restricci6n de corte frecuente ffcrelll (GG/CC) (Invitrogen®) por 4 h a

una temperatura de 37°C  seguida por una inactivaci6n  a 65°C  durante 20  min.  Los

fragmentos de restricci6n se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida al

8,0% en buffer TAB IX y se revel6 con nitrato de plata al 0,20/o.

El protocolo de tinci6n con nitrato de plata consta de un primer paso de fijaci6n

de la muestra con etanol frio al  10% (v/v) por 5  min seguido por un tratamiento cc`n

acido  nitrico  frio  al  10/o  (v/v)  durante  5  min.  El  gel  se  lav6  con  agua  desionizada,

luego se agreg6 la soluci6n de nitrato de plata 0,2°/o (p/v) y se dej6 en oscuridad por
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20 min con agitaci6n. El gel se lav6 con agua desionizada por 1  min, luego se agreg6

la  soluci6n  reveladora  de  carbonato  de  sodio  0,28  M,  la  cual  se  mantuvo  hasta  la

aparici6n  de  bandas  en  el  gel.  Finalmente  la  reacci6n  se  detuvo  agregando  al  gel

acido ac6tico 10% (v/v) durante un tiempo de 5 min.

Los fragmentos de restricci6n se compararon con el marcador de peso molecular

50 bp ladder (Gibco BRL®).

8.   Analisis de los datos

Los datos de las secuencias se compararon con aqu6llas encontradas en el banco

de datos del National Center for Biotechnology Information O`TCBI) utilizando para

ello  la  herramienta  bioinformatica  BLAST  (Bczsz.c  Zoccz/  ,4/I.gr7„e72f  Secz;`cfe  rooD

(Pearson y Lipman,  1988; Altschul y col.,  1997). El alineamiento de las secuencias se

realiz6  utilizando  el  programa Bioedit (Bz.oec7zt See"e77ce .4/z.g7c"e7z/ jrdz.fo7',  versi6n

7.0.5.2) (Hall,  1999).

Los  arboles  filogen6ticos  se  construyeron  utilizando  el  indice  de  distancia  de

Jukes y Cantor (Jukes y Cantor,  1969) mediante el m6todo de Ivez.g%or-Joz.72z.77g del

programa  Treecon  (Van  de  Peer  y  De  Watcher,  1994)  con  un  bootsfrczp  obtenido

mediante 100 iteraciones.
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RHSULTADOS

1.   Composici6n del gremio fijador de nitr6geno en el suelo y la riz6sfera

1.1.     Amplirlcaci6n del gen 7Iz;ffl a partir de las muestras de suelo

Para amplificar un frogmento del gen nifll se liealiz6 un PCR semianidado a

pardr del DNA extraldo directamente de las muestras del suelo. La primera etapa

de la amplificaci6n se realiz6 con el partidor directo .niffl F y  el reverso nifEI R y

no   entreg6   como   resultado   ninguna   banda   visible.   La   segunda   etapa   de

amplificaci6n se realiz6 con el rfusmo partidor directo y  el partidor reverso Pol R.

Esta anplificaci6n entreg6 bandas de producto rinicas y del taniafio eaperado para

el fragmento del gen 7z7/H. Para los siguientes analisis se continub trabajando con

rna muestra de suelo y rna de riz6sfera. En la figura 3 se muestra el fragmento

amplificado  de  442  pb  del  gen  J7JJH.  Los  productos  de  la  amplificaci6n  se

purificaron y la  concentraci6n final fue de 3,4 ng Lul-1 para la muestra de riz6sfera

yde2,2ngul-tparaelsuelo.

Fjgura 3. Productos de la amplificaci6n para el gen 72J;fry visualizado en un gel de
agarosa  al  1.2%.  M:  marcador  de  peso  moleeular  100  bp.  1-S:  muestras  de  la
riz6sfera; 6-10: muestras del  suelo;  (-):  control negativo;  (+):  control positivo. La
flecha muestra la banda del tanafio esperado (~440 pb.)
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I.2.      Clonaci6n del gen #z:fll

Los productos de PCR obtenidos de ambas muestras se clonaron. La presencia

del inserto de rd40 pb en los clones obteliidos se detennin6  mediante un PCR con

los partidores especificos para el vector de clonaci6n M13F y M13R seguido por

rna electroforesis en geles de agarosa. El tamafio del fragmento esperado era de

682 pb pues incluye el tamafio del amplic6n 7!j}II (442 pb) mas los extremos del

vector de clonaci6n.

Para las muestras de la riz6sfera y el suelo se obtuvieron y analizaron un total

de 116 y 108 colonias, respectivamente. De las  116 colonias de la riz6sfera,105

(910/o) dieron positivas para el inserto de inter6s. Para el suelo, en cambio, de las

108 colonias analizadas, solo 60 (56%) dieron positivas (Tabla2).

Tabla 2. Resultado clonaci6n gen J7Jjfll

Origen de las aones analizados1 Clones positives papa la % domes positives i,
muestl" anprmcaci6n del gen

Rjz6sfera (C) 116 105 90,5%

Suelo (S) 108 60 55,5%

La  Figura  4  muestra,  a modo  de  ejemplo,  la diferencia  entre  las  colonias

cousideradas positivas y negativas tanto para los clones de la riz6sfera (carriles 1-

5) como para los clones del suelo (carriles 6-10). Como control positivo se utiliz6

un clon obtenido previanente para el mismo gen. De este modo, las bandas que

coincidian con el tamafio del control (Figura 4, carril (+)) fueron tomadas como

positivas, mientras que aquellas bandas que presentaban un tamafio diferente al del

control  qigura  4,  carriles  4  y  6)  o  mas  de una banda  se  cousideraron  como

negativos y se descartaron.
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Figura 4. Resultado de la clonaci6n del gen #JjH evaluado sngdn la amplificaci6n con
los partidores M13 y viasualizedo en gel de agarosa I.20/o.
M:  marcador AVH7.7gdil;  1- 5: muestras de la riz6sfera; 6-10: muestras del suelo; (-):
control negativo; (+) control positivo. La flecha indica la banda del tamafio esperado
de - 680 pb.

1.3.       Determinaci6n de la diversidad bacteriana mediante el ensayo de
RFLP

El  analisis por RELP  de los  105  clones positivos  de la riz6sfera revel6  36

perfiles de restrieci6n o haplotipos diferentes. Para los clones derivados del suelo,

en  cambio,  se  encontraron  12  perfiles  distintos  entre  los  60  clones  positivos

analizados.  En ambas muestras, por separado,  se obtuvieron perfiles similares o

frecuentes. En el caso de la riz6sfera, estos perfiles fueron los denominados A y 8

con un 14% y 17% de abundancia respectivamente, mientras que para el suelo los

perfiles mas frecuentes fueron L y M con un 40% y 32%, respectivanente (Tabla

3).  Un 24% de los clones dedvados de la riz6sfera presento un perfil tinico de

restriccich. En el suelo, en cambio, s61o un 8% de los clones present6 un perfil

dnico. No se encontr6 ringivn perfil compartido entre los clones derivados de la

riz6sfera y el suelo.
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Tabla 3. Abundancia relativa de los diferentes haplotipos del gen
777jll para las muestras de la riz6sfera y el suelo

I,    `Haplotip,o.   ;A Abindandr I
Rir6sfein    : relativa
.\\(n,=103   .  ` •'O,o}

A 14.3
8 17,1

C 8,6
D 8,6
E 7.6
F 3,8
G 3,8
H 3.8

I 3,8

J 2,9
K 1,9

U** 23.8
i Tctar 1'00;,0,i.

Hap]Otipo Abundancia
Suelb relativa
(nato) (%t

L 40.0
M 31,8
N 5,0
0 5.0
P 3.3

Q 3,3
R 3.3

Z** 8.3

Total 100,0

(*)  La  letra  n  corresponde  al  ndrero  total  de  los  clones
alizados
(**) Las letras U y Z agrupan aquellos clones de la riz6sfera y
el    suelo,    respectivamente,    que    presentaron    perfiles    de
restricci6n dicos.

I.4.      Determinaci6n de la diversidad bacteriana mediante la secuenciaci6n

del gen 7Zzqu

Para la secuenciaci6n del gen 7!J;#I se escogi6 un representante de cada perfil

de resdicci6n. Los clones se identificaron con una letra S para aquellos derivados

del suelo y rna letra C para aquellos derivados de la riz6sfera de C. kygfr7.x. Para

el  anansis  filogenedco,  las  seouencias  de  los  clones  se  compararon  con  28

secuencias de #zjEI  obtenidas  a partir de la base  de  dates  (GenBank).  Esto  se

realiz6  mediante  la  herramienta  bioinformatica  BLAST  y  el  prograna  de

alineacidn de secuencias Bioedit. A partir del alineaniento de las seouencias, se

constrny6 un albol filogenetico, el cual se presenta en la Figura 5.
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::

Figura 5. Arbol filogendtico para el gen »jpr. El drbol se construy6 usando el indice de
distancia  de  Jukes  y  Cantor  y  el  mctodo  de  agrupaniento  de  Neighbor-Joining.  El
bootsfrap utilizado  fue de  100  repeticiones y se muestran solo  los  valores a 70%.  Los
recuadros de color indican los principales grupos. El ndmero entre par6ntesis indica   el
ndmero de clones con id6ntico patron de RFLP.
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Podemos  observar que las  secuencias  obtenidas  se agrupan formando 3

ramas principales. La prinera de ellas se encuentra asociada a clones anbientales

para el gen 777;ill (recuadro azul, Figura 5). La segunda rama agrupa las secuencias

relacionadas con las bacterias del gchero j4zopz.#./J#z# (recuadro amarillo, Figura

5), mienhas que la tercera redne las secuencias relacionadas con las bacterias del

orden de los Rhizobiales pertenecientes a los g6neros j2fo!.zchj"", Brody#!7.zobz.„m

y S7.7707ife7.zch7.#7„ (recundro verde, Figura 5).
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2.    Composici6n del gremio de oxidadores de amonio en el suelo y la riz6sfera

2.1 An£]isis  de  las  bacterias  oxidadoras  de  amonio  mediante  ampliflcaci6n  y

c)onaci6n  del  gen  ribosomal  16S  rDNA  de  P  proteobacterias  a  parfir  de

muestras ambientales

El  enriquecimiento  de las muestras mediante el tratamiento  con IV2jfrz.e72f 87.oJfe

(NB)   previo a la extracci6n del DNA gen6mico result6 en una amplificaci6n del

rDNA  16S mas definida e intensa que las nomalmente obtenidas en muestras sin

trataniento.

Luego  de  la  extracci6n  del  DNA,  se  llev6  a  cabo  la  amplificaci6n  de  las

muestras  mediante  rna  estrategia  de  PCR  anidado.  Para  la  1°  etapa  del PCR  las

muestras fueron amplificadas con los partidores universales fl)1 y rp2 para el gen 16S

rDNA, obteni6ndose un producto del tamafio esperado (1,5 kb). Para la 2° etapa se

probaron  dos  pares  de    partidores  intemos  para  este  gen  y  especfficos  para  P

proteobacterias:   P-AMof  con  P-AMor,   y  NitA  con  NitB.   El  producto   de  la

amplificaci6n fue,  en anbos  casos,  del tanafio  esperado  de  ~1,0  kb  y  se  analiz6

indistintamente para anbos pares de partidores ya que el fragmento amplificado es

cofncidente  en  casi  su  totalidad.  En  la figura  6  A  se  observa  un  esquema  de  la

amplificaci6n y en 6 8 uno de los geles obtenidos, a modo de ejemplo.
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Figura 6. Amplificaci6n del gen 16S rDNA especifico para P proteobacterias.
(A) Esquema del PCR anidado. Las flechas correaponden a los partidores utilizados.
Se indica la posici6n de cada partidor en el gen y el tanafio del fragmento
anplificado en cada caso.
(8) Productos finales de la anplificaci6n del resueltos por electroforesis en gel de
agarosa al 1,2 %.
M:  marcador de peso molecular  100 bp;   1-2:  muestras de la riz6sfera y el  suelo
amplificadas con partidores PAMO; 3-4: muestras de riz6sfera y suelo anplificadas
con partidores Nit;  (-):  control negativo;  (+):  control positivo.  La flecha indica la
banda del tamafio esperado (~ 1,0 kb)
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Los   productos   de   la   amplificaci6n   obtenidos   se   clonaron   con   el   kit

"InsTAcloneTM PCR Cloning" y posteriormente se revis6 cada clon,  para comprobar

la presencia y tamafio del inserto,   mediante una reacci6n de PCR con los partidores

M13 especificos del vector de clonaci6n usado. Para las muestras de la riz6sfera se

analizaron 66 clones de los cuales 29 clones fueron del tamafio esperado, mientras que

para el suelo sin cobertura vegetal se analizaron 15 clones de los cunles 10  fueron del

tamafio esperado (Tabla 4).

Tabla 4. Resultado de la clonaci6n del gen 16S rDNA de P proteobacterias

Origen de lag Clones analizados aones positivos para la 0/oclones
mtiestras anpliricaci6n del gen positives

Riz6sfera (C) 66 29 43,9 %

Suelo (S) 15 10 66,70/a

2.1.1. Caracterizaci6n de los clones mediante perfiles de RFLP de un fragmento

del gen ribosomal 16S de las prproteobacterias amp]iflcado per PCR.

A partir de los clones positivos, se obtuvieron los amplicones respectivos, los

cuales se digirieron con la enzima de restricci6n fJcreHI. Los fragmentos de restricci6n

se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida para determinar su perfil de

RFLP. En la figura 7 se presenta uno de estos geles.
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El analisis por RFLP revel6 la presencia de 27 perfiles de restricci6n diferentes

en el caso de la riz6sfera de C. kystrit, de los cunles 24 fueron dnicos ®erfiles U) y 3

se encontraron repetidos en al memos dos muestras (perfiles A, 8, C). For su parte,  los

clones derivados del suelo presentaron un total de 7 perfiles de restricci6n diferentes

correspondientes  a  3  perfiles  thicos  (perfiles  Z)  y  4  perfiles  que  se  encontraron

repetidos en mds de rna muestra (perfiles A, 8, C, D).

En  la tabla  5  se  muestran  las  abundancias  relativas  de  cada  uno  de  estos

haplotipos, tanto  con respecto al total de  clones de la riz6sfera (n= 29) como  con

respecto al total de clones del suelo (n= 10).

Tabla 5. Abundancia relativa de los diferentes haplotipos del gen 16S rDNA de
las P proteobacterias para las mustras de la riz6sfera y el suelo.

RELP Abundan`ctia\ REIJ? Abundan€ia
RE6sfera relativa Suelo `  I.elatiiva

(n'=29t (%) (n'=10) (%)
A 3,44 A 20,0
8 3,44 8 10,0
C 6,89 C 20,0

u.- 82,75 D 20,0
`Total 100'0     '`` z" 30,0

Total 100'0   `!

(*)  ha  letra  n  corresponde  al  rfumero  total  de  clones
anlizados
(**) Las letras U y Z agrupan aquellos clones de la riz6sfera
y  el  suelo,  respectivamente,  que  presentaron  perfiles  de
restricci6n thcos.

Se puede observar en la tabla 5 que las muestras de la riz6sfera y el suelo

compartieron entre ellas los perfiles de restricci6n A, 8 y C. Estos alcanzaron rna

abundancia conjunta relativa de 7,7% 5,1°/o y 12,8% respectivamente con respecto al

total de los clones analizados (n = 39).
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2.2  An£Iisis  de  las  bacterias  oxidadoras  de  amonio  mediante  aislamiento  y

cultivo

Ademds de la obtenci6n y analisis de los clones a partir de las muestras de la

riz6sfera y el suelo, se intent6 aislar y cultivar microorgahismos oxidadores de anionio

a  partir  de  anbos  sitios.  Siguiendo  el  protocolo  de  cultivo  y  aislaniento  de  los

microorganismos  oxidadores  de  anonio  ya  descrito,  se  obtuvieron  finalmente  10

colonias aisladas diferentes a partir de la riz6sfera actinorricica de Co//efj.a kyryzrat y

13 colorias aisladas diferentes a partir del suelo sin cobertura vegetal, dando un total

de 23  colonias alsladas.  Estas  se sometieron a un proceso de lisis celular mediante

cheque temico para su posterior analisis molecular por PCR.

2.2.1 Caracterizaci6n de fas colonias aisladas mediante perrlles de RELP de un

fragmento del gen ribosomal 16S de fas frproteobacterias ampliricado por PCR.

A partir de los alslados obteridos se amplific6 el gen ribosomal 16S. La 1° etapa

del PCR se realiz6 con los partidores universales fl)1 y rp2 y result6 una banda bnica

y del tanafio esperado (~1,5  kb) para todas las colohias alsladas.  Para la segunda

etapa del  PCR  se  usaron  los partidores intemos  P-AMof y  P-AMor.    De  las  23

colonias analizadas 19 dieron rna banda thica y del tamafio esperado (~1.0 kb) y por

lo tanto se cousideraron como aislados positivos (Tabla 6).
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Tabla 6.- Alnplificaci6n del gen 16S rDNA de las P proteobacterias a partir
de los cultivos

Origen de las Colonias an alizadasr:` Co]onias positivas para % €olonias
muestras ]a amplificaci6n del gen positivas

RE6sfera (C) 10 7 700/o

Suelo (S) 13 12 92,3%

Los productos de PCR obtenidos se sometieron a una  digesti6n con la enzima de

restricci6n Zrcrelll para establecer su perfil de RFLP. El analisis de los polimorfismos

en el largo de los fragmentos de restricci6n se visunliz6 en un gel de acrilamida al 8%

tefiido con nitrato de plata. En la figura 8 se muestran los perfiles de restricci6n de 16

de las 19 muestras positivas obtenidas.
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Figura 8. Patrones de RFLP de los cultivos de BOA determinados por electroforesis
en gel de poliacrilamida al 8%. Se observan los diferentes perfiles de restricci6n para
cada uno de los cultivos.  M:  marcador de peso molecular 50 bp;  1-12:  aislados del
suelo sin cobertura vegetal; 13-16: aislados de la riz6sfera.
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El analisis por RFLP revel6 1a presencia de 5 perfiles de restricci6n diferentes

en el caso de la riz6sfera de C. kystrat, de los cunles 4 fueron inicos (perfiles U) y 1

se  enconfro repetido  en mds  de  rna muestra  toerfil  A).  Por  su parte,    los  clones

derivados  del  suelo  presentaron  un  total  de  8  perfiles  de  restricci6n  diferentes

correspondientes  a  5  perfiles  tinicos  (perfiles  Z)  y  3  perfiles  que  se  encontraron

repetidos ®erfiles 8, C, D). En la Tabla 7 se muestran las al)undancias relativas de

cada uno de estos perfiles.

Tab]a 7. Abundancia relativa de los diferentes haplotipos del gen  16S
rDNA de P proteobacterias a partir de los cultivos alslados

RELP Abundancia :REP Abundancia
Riz6sfera d`  .!i? rfe|ativa

Suelo     .``, relativa  \.
(n.=7)   \\J (%) (n`=12) (0/o)

A 42,85 8 16,67
u.' 57,14 C 16,67

Total 100,0 D 25,00
z` 41,67

Total loo,0

(*)  La letra n corresponde  al  ndmero  total de  los  clones
analizados
(**) Las letras U y Z agrupan aquellos clones de la riz6sfera
y  el  suelo  respectivamente  que  presentaron  perfiles  de
restricci6n inicos.

No se observaron perfiles de restricci6n compartidos entre las muestras de la

riz6sfera y el suelo, a diferencia de lo ocurrido en el caso de los clones.

2.3 Determinaci6n de la diversidad bacteriana mediante la secuenciaci6n del gen

ribosomal  16S  de  ]as  P  proteobacterias  a  partir  de  los  clones  y  ]as  co]onias

aisladas

Un representante de cada perfil de restricci6n quLP), tanto para los clones como

para las bacterias aisladas y cultivadas, se selecciond para determinar la secuencia del

gen que codifica para el RNA 16S.



37

A  partir  de  la  herramienta  bioinformatica  BLAST   se  descargaron  aquellas

secuencias  que  alcanzaron  un  porcentaje  de  similitud  superior  al  80%`  con  las

secuencias de los clones y un 98% en el caso de las secuencias de los aislados. Las

secuencias  de  los  clones  y  los  cultivos  se  analizaron  por  separado  mediante  el

programa Bioedit y luego se constrny6 un dendrograma para cada analisis mediante el

programa Treecon. En la Figura 9 se presenta el dendrograma obtenido a partir del

analisis de las secuencias de los clones.
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Podemos observar que nuestras muestras  se relacionan con los  organismos  de

distintos linajes filogerfeticos. El recundro celeste corresponde a los microorganismos

quimiolitoautotr6ficos    oxidadores    de    amonio    pertenecientes    a    los    g5neros

IVJ.trosoxpj.rcz  y IV7.troSomo#as'.  Los  recuadros  amarillo  y  rojo  se  componen  de  los

microorgrnismos    pertenecientes    diversos    g6neros    dentro    de    las    familias

Oxalobacteraceae y Comamonadaceae respectivamente, ambos dentro del orden de

los Burkholderiales`  Los recundros de color morado corresponden a diversos clones

ambientales   de   los   microorganismos   no   cultivados   pertenecientes   a   las   P

proteobacterias.  El grupo de  color naranjo  se  asocia a   los  clones ambientales no

cultivados  de  y  proteobacterias  y  fmalmente  el  gmpo  en  azul  se  asocia  a  los

organismos del genero PsezfcJor„o72c7s.

Debido a que nuestro objetivo principal corresponde a la caracterizaci6n de los

oxidadores de amonio, se realiz6 un sub-agrupandento en el cual se incluyeron solo

aquellos clones que se alinearon con secuencias perfenecientes a las BOA, (recundro

celeste en la Figura 9) con un porcentaje de similrfud superior al 90%. Del total de

los clones obtehidos, 10 de ellos se alinearon con estas secuencias  y fueron entonces

incluidos en el dendrograma que  se muestra en la Figura 10.
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3.6. Amplificaci6n y secuenciaci6n del gen funcional 7!zrs

Ademds de amplificar los genes ya descritos,  se intento amplificar el gen 77j.rs,

que codifica para la enzima nitrito reductasa. Las muestras analizadas fueron aquellas

previamente secuenciadas para los genes 7®oSZ y 16S (muestras C1-3, C1-4, C1-7, S11-

3). De ellas, solo las muestras C1-4 y Sl I-3 dieron positivas en la amplificaci6n del gen

777.rs y se enviaron a secuenciar. I.as secuencias obtenidas se alinearon entre si y con

secuencias obtenidas a partir de la base de dates, dando como resultado el dendrograma

que se observa en la figura 17.

a.I
Ft

Figura 17. Dendrograma  mostrando las relaciones entre las secuencias del gen #j.#S. El frbol se
coustny6 utilizando  el indice de distancia Jukes y  Cantor mediante el m6todo  de jvejgfobor-
JOJ.J#.J?g.  Se indican los valores de bootstrap 2 50.  La ralz del drbol corresponde a RoseodcrcJe;.
dehitrificans.
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Figure 10. AI;bol filogerfetico para el gen 16S rDNA de lag BOA.   La distancia relativa se
calcul6 utilizando el indice de distancia de Jckes & Cantor mediante el  metodo de Nez.g7zboor
tJoz.7!j73g.  Se realiz6 un analisis de bootsfrczp de 100 repeticiones para evaluar la robustez   de
los nodos. Se muestran los valores 2 60. Los rfumeros entre par6ntesis indican el ndmero de
los clones que  presentaron el mismo perfil de RFLP.

Podemos  observar  en  la  figura  10  que  los  clones  se  agruparon  en  2  ramas

principales,   rna   correspondiente   a   IV;.troroSpz.rcz   y   la   otra   correspondiente   a

Ivj.Zrosomo#¢S.   Cinco clones obtenidos a partir de la libreria de la riz6sfera de C,

kyryfrir se   agruparon dentro  de la rana de  las Ivj.frasiaspz.rcr,  ademas hay 3  clones

representados por S4-5 que quedaron fuera de la rama de las jvI.frasaspz.#cz, pero que
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estch  estrechanente  relacionados  con  este  grupo  ya  que  presentaron  un  95%  de

similifud  con  esas  secuencias  segin  el  analisis  mediante  BLAST,  Cuntro  clones

derivados de la riz6sfera, se ubicaron dentro de la rama de las IVz.froro"o;ear mientras

que ningdn representante del suelo sin coberfura vegetal se encuentr6 relacionado con

las  bacterias  de  este  g6nero.  Los  altos  valores  de  boots#tzp  (93°/o,  61d/o  y  100%)

confirman estos agrupamientos.

A continunci6n en la Figura 1 1 se presenta el dendrograma obtenido a partir del

analisis de las secuencias de los cultivos alslados.
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A  diferencia  de  los  clones,  ninguno  de  los  aislados  obtenidos  se  relacion6

filogerfeticamente con los microorganismos oxidadores de amonio pertenecientes a la

subclase  de las  P proteobacterias.  La mayoria de los aislados  se relacion6  con los

96neros jtcz/sto#j.cr y Pse3&c7o"orzcrS.  Tambi6n podemos observar qrie las muestras no

se agrupan de acuerdo a su origen (riz6sfera o suelo sin cobertura). Los altos valores

de   booJSfrap   en   los   nodos   (sobre   el   80%)   confirman   la   validez   de   estos

agrupamientos.
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3.      Composici6n del gremio de bacterias desnitrificantes del suelo y la riz6sfera

actinorrl'cica.

3.1. Cultivo y aislamiento de los microorganismos desnitrificantes

A partir de las muestras de la riz6sfera y el suelo sin cobertura se procedi6 a alslar

y cultivar las bacterias deshitrificantes. Para ello se realizaron diluciones seriadas de

una suspension de  suelo,  y se  incubaron   a 27°C en medio DNB  s6lido  segdn  lo

descrito en Materiales y M5todos.  Las colonias aisladas se inocularon en tubos con

campanas de Durhaln invertidas, para atrapar los gases producidos durante el proceso

de desnrfuficaci6n.    Siete colohias cultivadas fueron positivas  en la producci6n del

gas, lo que sugiere que podria tratarse  de bacterias deshitrificantes  (Tabla 8).

Tabla 8.- Producci6n de gas a partir de los cultivos DNB alslados

Origen de las N° de colonias \N° de colonias I)ositivas en el % colohas positivas
mustras anahadas ensayo de produeci6n de gas

Riz6sfera (C) 12 5 41,67o/o

Suelo (S) 4 2 50%

En la Figura 12 A y 8 se muestra la fomaci6n de rna burbuja de aire en el interior

de las campanas, lo cunl indica la producci6n de gas por parte del microorganismo y

se cousidera como colonia positiva en el ensayo. En la Figura 12 C se muestra a modo

de ejemplo un cultivo que fue negativo en la producci6n de gas (muestra C1-2).

44
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Figura  12.  Ensayo de producci6n de gas deteminada mediante el m6todo  de  cultivo en
medio  DNB  con  campanas  Durhan  invertidas.  A.  Aislados  de  suelo:  Sll-1,  Sll-3,    8.
Aislados  de  riz6sfera:  C1-1,  C1-3,  C1-4,  C1-7,  C3-1.  Se  observa  la    formaci6n  de  rna
burbuja  en  la  canpana  que  indica  la  producci6n  de  gas.  C.  Cultivo  negativo  para  la
formaci6n de burbuja (muestra C 1 -2).

3.2. Amplificaci6n de] gen »osZ

Para  determinar  si  los  cultivos  productores  de  gas  corresponden  a  bacterias

desnitrificantes,  se procedi6 a   determinar la presencia del gen funcional 7eosz que

codifica papa la enzima 6xido nitroso reductasa mediante amplificaci6n por PCR con

partidores especificos.  Todos los cultivos positivos en la producci6n del gas dieron

como resultado una banda de aproximadamente 700 pb que corresponde al tanafio

esperado de la regi6n anplificada (Figura  13  A).  En el ensayo de amplificaci6n se

incluy6 un cultivo negativo (muestra C1-2, Figura 12 C) en la producci6n del gas, el

cual  result6  negativo  para  la  amplificaci6n  del  gen  #osZ.    La  Fig.13  A,  carril  2,

muestra que el cultivo C1-2 no produce el fragmento esperado.  De manera paralela se

intent6 amplificar el gen 7€asz a partir del DNA extraldo directamente de muestras de

suelo  tratadas  durante   12  horas  con  medio  DNB.   Estas  muestras   se  esperaba

estuvieran  enriquecidas  en  la  fracci6n  heterotr6fica  y  por  lo  tanto  fuera  posible
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amplificar directamente el gen #asz sin previo cultivo. Se realizaron varios ensayos

de  amplificaci6n  directa  a  partir  del  DNA  purificado  de  muestras  de  suelo,  sin

embargo, no fue posible obtener anplificaci6n. En la Figura 13 8 se muestra uno de

estos ensayos, donde no se detect6 la amplificaci6n del gen #oSZ  para ninguna de las

diluciones del DNA evaluadas y, por lo tanto, se continu6 trabajando con los cultivos

aislados.

Figura 13. Productos de la amplificaci6n del gen #asz resueltos por electroforesis en gel
de agarosa al 1,2 %.
{A) Amplificaci6n usando como templado el DNA de los cultivos. M: marcador de peso
molecular 100 bp; aislados de la riz6sfera,1: C1-1; 2: C1-2; 3: C1-3; 4: C14; 5: C1-7; 6:
C3-1; y aislados del suelo, 7: Sll-I; 8: Sl 1-3.
(8) Amplificaci6n usando como templado el DNA extraldo directamente de las muestras
de riz6sfera o de suelo. M: marcador de peso molecular loo bp; 1-3: riz6sfera; 4: suelo
sin cobertura. (+) Control positivo; (-) control negativo. La flecha muestra la banda del
tanafio eapendo (700 pb).

46
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3.3. Amplificaci6n del gen ribosomal 16S a partir de los aislados obtenidos

Para  la  idelltificaci6n de  los  cultivos  de  bacterias  desnitrificantes, todos  los

cultivos positivos para el gen 7zorz se ensayaron para la amplificaci6n del gen para el

RNA ribosomal 16S. El resultado de la anplificaci6n se presenta en la Figura 14.

Figura 14. Productos de la amplificaci6n del rDNA 16S de cultivos en medio DNB
visualizados en gel de agarosa al 1 .2%. Amplificaci6n usando como tenplado DNA
de cultivos.
M: marcador de peso molecular 100 bp; Aislados de riz6sfera 1: C1-I; 2: Cl-2; 3:
C1-3; 4: Cl-4; 5: Cl-7; 6: C3-I; y alslados de suelo. 7: Sll-I; 8: Sll-3.  (-) control
negativo;   (+) control positivo. La flecha indica la banda del tamafio eapendo (I,5
kb).

En todas las muestras analizadas se observa amplificaci6n, incluyendo la muestra

C1-2 que no present6 formaci6n de burbuja en el cultivo con la campana de Durham

(Fig.  12 C;  Fig.  14, carril 2). Este resultado descarta que la falta de amplificaci6n de

esta muestra para el gen #o£Z haya sido por  mala calidad del templado.
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3.4. Anflisis de los cultivos denitrificantes mediante RFLP

Los amplicones de los cultivos, tanto para el gen #oSZ como para el rDNA 16S, se

dialrieron  con  la  enzima  ffcrelll  y  sus  perfiles  de    RFLP  fueron  posteriormente

analizados  por  electroforesis  en un  gel  de  acrilamida  al  8%.  En  la Figura  15  se

observa  el  resultado  tanto  para  el  gen  7zasz  (Fig.15  A)  como  para  el  rDNA  16S

(Fig.15 8).

Cuando  se  analiza  el  perfil  de  RFLP  de  los  amplicones  para  el  gen 79asz  se

observa que las muestras C1-1, C1-3 y C3-1  (Fig.15 A, carriles  1, 3, 6)   presentaron

un patron de restricci6n comtin, asi como tanbi6n la muestra Sll-1 con S 11-3 Q7ig.15

A, carriles 7, 8). Por el contrario, las muestras C14 y C1-7 presentaron un patron de

restricci6n propio de cada muestra (Fig.15 A, cariles 5 y 6).

Al analizar el gel correspondiente a los perfiles de RFLP para el gen que codifica

el RNA ribosomal  16S se observa nuevamente que Sll-1  y Sll-3  compartieron el

mismo perfil (Fig.15 8, carriles 7 y 8). Por su parte las muestras C1-1, C1-3, C3-1 y

C1-7 tambi6n mosturon el mismo perfil de restricci6n (Fig.15 B, caniles 1, 3, 5 y 6),

a diferencia de lo ocurrido con el gen #asz donde la muestra C 1-7 presentaba un perfil

propio. La muestra C14 volvi6 a diferenciarse del resto de las muestras  presentando

un perfil tinico. Se escogi6 un representante de cada perfil de restricci6n diferente para

obtener la secuencia de los genes #asz y rDNA 16S.
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3.5. Identificaci6n de los cultivos desnitrificantes mediante la secuenciaci6n del gen

z!osZ y del gen para el RNA ribosomal 16S.

En el caso del gen #asz se secuenciaron las 4 muestras que representan los diferentes

perfiles de RFLP obtenidos, y para el gen 16S rDNA se secuenciaron las 3 muestras que

representan los 3 RFLP diferentes que se observaron.

Las secuencias obtenidas en cada caso se alinearon entre si y se compararon con las

secuencias de organismos conocidos obtehidas a partir de la base de dates (GeneBank)

mediante  la  herramienta  bioinformatica  BLAST  y  el  programa  de  alineaci6n  de

secuencias  Bioedit.   A  partir  de   estos   alineamientos   se   construyeron  dos   drboles

filogeheticos correspondientes al alineaniento obtenido para el gen #oZ (Figura 16 A) y

para el rDNA 16S (Figura 16 8), respectivamente.  I,os aislados obtenidos se asociaron a

las bacterias de los g6neros Psez4c7oeno#as y Rcz/sifor27.cr. En la parte superior de cada drbol

(Fig.16, recundro azul) se observa que dos muestras de suelo con igual Perfil de RFLP,

representadas por Sll-3, y rna muestra de riz6sfera,  C14,  se asociaron   a rna rama

correspondiente a Psiea4t7o#zon¢F srp. En la parte inferior, en ambos drboles se observa que

los  aislados  de  la riz6sfera,  C1-3  y  C1-7  se  asociaron a    otra rama    que  agrupa  las

bacterias del g6nero Ralsfo#z.a £p. (Fig.  16, recundro verde) con un valor de booJgivczp de

100. Los otros aislados de las bacterias desnitrificantes, obtenidos a partir de las muestras

de la riz6sfera, compartieron el mismo patron de RFLP para ambos genes, lo que sualere

que corresponden a bacterias relacionadas con jzcz/sfo#jcz sp.



53

DISCusldN

Las  comunidades  microbianas  del  suelo  y  los  procesos  biogeoquinicos  que

ellas  median  son  criticas  para  el  correcto  funcionamiento  y  mantenimiento  de  los

ecosistemas terrestres (Kent y Triplett, 2002).

La mayoria de los estudios sobre el efecto de las plantas en la estructura de las

comunidades  microbianas  se  realiz6  en  praderas  o  especies  vegetales  de  interes

agricola  (Smit  y  col.,  2001;  Steenwerth  y  col.,  2003).  Sin  embargo,  existe  poca

informaci6n  sobre  las  comunidades  microbianas  asociadas  a  las  especies  vegetales

pioneras.  Estas  se  encuentran  relacionadas  con  las  etapas  tempranas  dentro  de  la

sucesi6n vegetal,  y  son  capaces  de  colonizar los  suelos pobres  en nutrientes  en  los

ecosistemas semiaridos (Orlando y col., 2007).

En  este  Seminario  de  Titulo  se  abord6  el  estudio  de  la  composici6n  de  lob

gremios bacterianos responsables de las principales transformaciones del nitr6geno en

el  suelo  semidrido utilizando  como  modelo  de  estudio  al  suelo  asociado  a la planta

Co//e/z.cz kyHtrJ.x,   una especie dominante en el matorral escler6filo de Chile central.

Diversidad gen6tica del gremio de las bacterias fijadoras de nitr6geno

Para el  estudio  de  las  bacterias  fijadoras  de  nitr6geno  (BFN),  se  realiz6  un

PCR semianidado,  con  el  fin  de  aumentar la sensibilidad  de detecci6n  del m6todo.

Para la primera etapa del PCR se escogieron los partidores nif[I F y nifll R ya que

6stos   amplifican   un   segmento   blanco   del   gen   7„;#1   en   un   amplio   rango   de

microorganismos    fijadores    de   N2   (R6sch   y   col.,   2002).    Esta   aproximaci6n

metodol6gica fue necesaria ya que se ha reportado que las BFN se encuentran en baja

abundancia (~5%) con respecto a la comunidad bacteriana total (Mergel y col., 2001)
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y probablemente estin  a una concentraci6n inferior al limite de detecci6n en un PCR

directo.

Las  muestras  amplificadas  provenientes  de  la  riz6sfera  de  C.   kygtrj.x,  en

general presentaron bandas mas intensas que las provenientes del suelo sin cobertura

(Fig 3), lo cual sugiere que podria haber mayor  abundancia de BFN en la riz6sfera de

C.  kygfrz.x   que en el suelo sin cobertura vegetal.   Mas air, a patir de la muestra de

riz6sfera se obtuvo un mayor ntimero de clones positivos (91%) que con la muestra

del suelo sin cobertura vegetal (56%).   La mayor abundancia de los diaz6trofos en la

riz6sfera podria ser explicada por el hecho de que estas bacterias estin estimuladas y

su  actividad  nitrogenasa  aumenta  en   presencia  de  mayores   niveles  de  materia

organica  en   el   suelo.   La  riz6sfera  es   una  zona  con   elevada  concentraci6n   de

compuestos  orginicos  facilmente  degradables  debido  a  la  exudaci6n radical,  raz6n

por  la  cual  las  bacterias  fijadoras  libres  encuentran  en  la  riz6sfera  un  lugar  muy

apropiado para fijar el nitr6geno (Berkum y Bohlool,  1980; Glick,  1995).

Por otra parte cabe mencionar que aunque la concentraci6n de DNA obtenida

en la riz6sfera fue mayor que en el suelo sin cobertura vegetal, (3.4 ng/ul y 2.2 ng/ul

respectivamente) la composici6n de BFN obtenida a partir de los clones podria no ser

totalmente representativa debido a que la extracci6n del DNA generalmente resulta en

una   coextracci6n   de   sustancias   hdmicas,   las   cuales   se   encuentran   en   mayor

abundancia  en   la  riz6sfera,  ya  que  provienen  de  la  degradaci6n  de  la  materia

orginica,  principalmente  de  la  lignina  (Kordel  y  col.,   1997).  Estos  compuestos

interfieren  con  la cuantificaci6n   del  DNA,  inhiben  la  rczg DNA  polimerasa en el

PCR,   afectan     la  digesti6n  de  las   endonucleasas   y  reducen   la  eficiencia  y  la
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especificidad de la hibridaci6n del DNA, ya que compiten con  los acidos nucleicos

(Zhou y col.,  1996).

El analisis por RFLP muestra que los clones del gen 72z;ffl obtenidos a partir de

la riz6sfera de Co//e/J.cz kystrJ.x presentaron un mayor ntimero de haplotipos diferentes

(36 perfiles) que los obtenidos a partir de las muestras del suelo sin cobertura vegetal

(12  perfiles).  En estos dltimos  alrededor del  70°/o  de los clones  esfa repartido entre

s6lo   dos   perfiles   (Tabla   3.,   perfiles   L  y  M).   Por  el   contrario,   en   los   clones

provenientes  de  la  riz6sfera,  los  dos  perfiles  mas  frecuentes  apenas  superan,  en

conjunto, el 30% de abundancia relativa (Tabla 3., perfiles A y 8). La distribuci6n de

los perfiles  de RFLP de ambas muestras sugiere que hay una mayor diversidad del

gen 7zzjfll en  la riz6sfera de C.  kygf7'J.x que  en  el  suelo  adyacente fuera del  dosel,  lo

cual coincide con los resultados obtenidos por Chavez (2004), quien report6 mediante

el  analisis  de T-RFLP  una mayor diversidad  del  gremio  fijador de nitr6geno  en  la

riz6sfera de C. kysfrz.x comparada con la registrada en el suelo sin cobertura vegetal.

En el analisis filogen6tico realizado mediante la secuenciaci6n de los clones

(Figura 5), se observ6 que los clones con perflles de RFLP diferentes se agrupan en

una  misma rama.    Esto  mos  sugiere  que  el  gen  funcional  j?z:#I presentaria una alta

variabilidad   a  nivel   de   su   secuencia,   aun   entre   organismos  muy  relacionados

filogen6ticamente.  Por  otra  parte,  es  probable  que  los  clones  con  id6ntico  RFLP

tengan  diferencias  en  sus  secuencias  ya  que  el  analisis  de  RFLP  realizado  s6lo

entrega informaci6n sobre  los  sitios  de  corte de  la enzima f7czelll.   Por lo tanto,  la

diversidad  gen6tica  del  gen  7#;H  se  encuentra  subestimada  tanto  para  la  riz6sfera

como el  suelo, ya que no  se analiz6 la secuencia de todos los clones obtenidos  sino

que s6lo la de aqu6llos con diferente perfil de RFLP para esa enzima.
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El  analisis  filogen6tico  mostr6  tambi6n  que  las  secuencias  del  gen  7?I;ff

derivadas de la riz6sfera actinorricica y del suelo sin cobertura se relacionan con  los

miembros  del  g6nero j4zaspz.rz.//#J#  (Figura  5,  recuadro  amarillo).  En  el  caso  de  la

riz6sfera,  las bacterias de este g6nero han sido reportadas dentro de los diaz6trofos

mas  abundantes  (Berkum y Bohlool,  1980)  independientemente  del tipo  de  suelo  o

del origen geografico de 6ste (Bashan,  1998). De este modo no es sorprendente que

gran  parte  de  los  clones  obtenidos  a  partir  de  la  riz6sfera  actinorricica  se  hayan

asociado con j4zaspz.7`J.//2£z„. Sin embargo, hay informaci6n que indica que en el suelo

que se encuentra fuera de la regi6n rizosferica (suelo sin cobertura), principalmente

en  zonas  con  climas  temperados  y  semiaridos,  estas  bacterias  presentan  un  pobre

establecimiento y supervivencia (De Coninck y col.,  1988; Vandenhove y col.,  1993;

Bashan,  1998) lo cual difiere de nuestros resultados.

El  g6nero  .4zospz.rz.//c/in  es  utilizado  como  biofertilizante  y  bioestimulante

(Garcia  y  col.,  2007)  por  su  capacidad  para  asociarse  con  las  plantas  de  inteies

agricola La inoculaci6n con j4zaspz.7.z.//c{z# produce un aumento de la masa radicular,

debido  a  la  capacidad  de  producir  fitohomonas.  Estas  promueven  la  elongaci6n

radical e incrementan las ramificaciones laterales por lo que aumenta el area radical.

Se ha demostrado que las plantas inoculadas con esta bacteria absorben mas fapido

los minerales de la soluci6n  y, consecuentemente, acumulan mds materia seca, N, P y

K  en  tallos  y  hojas  (Puente  y  Peticari,     2006).     No  obstante,  la  liberaci6n  de

.4zoxpz.rz.//zf77z sff7.  en  suelos de manera previa a la inoculaci6n de las  semillas posee

una larga historia de impredecibles y decepcionantes resultados (Bashan y Levanony,

1990; Bashan,  1998).   De esta manera,  la presencia de este g6nero bacteriano en un

suelo  semiarido  como  lo  es  el  suelo  de  EI  Romeral,  podria  ser  de  gran  inter6s
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biotecnol6gico  si  se  logran  aislar  las  cepas  y  evaluar  su  uso  como  rizobacterias

promotoras del  crecimiento vegetal  de las  especies de inter6s agricola en los suelos

pobres. Es importante considerar tambi6n la posibilidad de que estas supuestas cepas

de   .4zospz.rz.//z/777    no    se    encuentren    necesariamente    activas    z7?    sz.Jz/,    pudiendo

encontrarse en estado vegetativo o en forma de quistes hasta que una planta hu6sped

se encuentre disponible (Bashan 1998).

Ademas de ,4zaspz.rz.//"z#, se encontr6 que algunos clones de la riz6sfera de C.

kysgivJ.x se relacionaron filogen6ticamente  con bacterias  de  los  g6neros jzfez.zobz.z/" y

Brczcfy7.fez.ZOZ)z.cfrm   (Figura   5.,   recuadro   verde).   Estas   bacterias,   salvo   excepciones

(Dreyfus   y   col.,   1983),   corresponden   a   diaz6trofos   capaces   de   fijar  nitr6geno

solamente cuando  se encuentran  en  simbiosis  con  leguminosas  (Hussein,  1999).  Es

tal  vez por este  motivo  que  tinicamente  los  clones  provenientes  de  la riz6sfera  se

hayan  asociado  con  estos  g6neros  bacterianos,  ya  que  este  ambiente  presenta  una

concentraci6n de nitr6geno biol6gicamente disponible mucho mayor que la presente

en el  suelo sin cobertura,  lo cual permitiria la existencia de bacterias rizobiales adn

sin fijar N.

Llama la atenci6n que entre los clones obtenidos ninguno se identific6 con el

actinomicete  F7ia73frz.cr.  Cabe  destacar  que  el  sector  de  muestreo  corresponde  a  un

parche  vegetacional  de  Co//eJz.cz dsygivJ.I,  cuyas  plantas  se  encuentran noduladas  per

bacterias  del  g6nero  F7`c}#4z.cz  (Chavez  y  Card,  2006),  por  lo  cual  serfa  esperable

encontrar clones  del  gen  72z;H relacionados  con  este  actinomicete.    La  ausencia  de

secuencias que se relacionan con Frcz7?4z.c}, sugiere que este diazotr6fo se encuentra en

muy baja abundancia en el suelo y en la riz6sfera de C. frysgivdr y no fue detectable en

la  amplificaci6n  por PCR.  Estudios  previos    ham  reportado  que  la  abundancia  de
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Frcr7?frz.cz en suelos es considerablemente menor a la de las especies de los g6neros ae

Azospirillum, Rhizobium y Bradyrhizobium (ChiNez, 2004). LeL aMsenctaL de clones ae

F7icz;cfrz.cr en este estudio, tambi6n sugiere que el principal  habitat de este actinomicete

en  el  matolTal  podrfa  estaria  restringido  a  los  n6dulos  radiculares  de  sus  plantas

hospederas.

Diversidad gen6tica del gremio de las bacterias nitrificantes

El  estudio   de   las   bacterias   oxidadoras   de   amonio   se   realiz6   mediante   dos

aproximaciones, una independiente y otra dependiente de cultivo.

Se utiliz6 la t6cnica de PCR anidado para la amplificaci6n del rDNA  16S con el

fln de aumentar la sensibilidad y especificidad del m6todo en la detecci6n de este gen.

Aunque  los partidores  escogidos  debian  ser especificos  para los  oxidadores  de

amonio  de  la  subdivisi6n  P  de  las  proteobacterias,  podemos  ver  en  la  Figura  9,

correspondiente al analisis de los clones obtenidos, que esto no ocurri6 del todo asi.

Vemos  que  los  partidores,  si  bien  amplificaron  las  secuencias  esperadas,  tambi6n

amplificaron secuencias pertenecientes a P proteobacterias no oxidadoras de amonio

(recuadros  amarillo,  morado  y rojo,  figura  9).  Mas  ann,  algunos  de  los  clones  se

alinearon con organismos de la subdivisi6n y de las proteobacterias (recuadros azul y

naranjo, figura 9). Sin embargo, esto no es completamente inesperado. .Los partidores

Pamo  (Mccaig  y  col.,  1994)  se  disefiaron  con  la  intenci6n  de  recuperar  una  gran

porci6n   (1,1   kb)   del   16S   rDNA   a  partir  de   todos   los   oxidadores   de   amonio

pertenecientes a la subclase de las  a proteobacterias presentes en una muestra. Para

ello,   los   partidores   se   disefiaron   con   una   baja   especificidad   para   permitir   la

amplificaci6n  de no  s6lo  los  organismos blanco,  sino  que tambi6n  de sus parientes

mas cercanos por fuera de   la radiaci6n de los oxidadores de amonio.  Mientras que
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esta  baja  especificidad  resultaba  ventajosa  en  la  generaci6n  de  nuevos  datos  de

secuencias, las librerfas de clones generadas a partir de estos suelos ademds contenian

una alta proporci6n de secuencias (hasta un 700/o) que caian fuera del grupo blanco, lo

cual explicaria los resultados obtenidos.

Por su parte, Mahmood y col. (2006), demostraron que la estrategia de amplificar

el gen 16S rDNA mediante un PCR utilizando los partidores Pamo entrega una mayor

diversidad  de  secuencias  que  otros  acercamientos  utilizados  para  el  suelo,  pero

tambi6n genera una mayor cantidad de secuencias no BOA. ,Sin embargo, se acepta el

uso de estos partidores ya que en muchos casos son capaces de amplificar cepas del

tipo IVz.givasospz.rcz que no pueden ser amplificadas  con otros partidores,  raz6n por la

cual decidimos continuar el estudio con este juego de partidores.

En  la  figura  10  se  muestra  un  subagrupaniento  obtenido  utilizando  s6lo  las

secuencias pertenecientes a los  oxidadores  de  amonio.  Podemos ver que  si bien los

clones  se agrupan tanto con las bacterias del g6nero IVJ.frasoJ#o#c}s como con las de

IVz.givasosj7z.rcr,  la  mayoria  se  agrupa  con  este  tiltimo  g6nero.  Esto  es  esperable  si

consideramos que en los ecosistemas teITestres se ha reportado una predominancia del

96nero IVJ.givosoxpJ.rcr sobre IVJ.givaso"o77c}S (Kowalchuk y Stephen 2001 ).

Los clones representados por S4-5  no quedaron dentro  de ninguna de las ramas

del arbol. Sin embargo, en el analisis mediante BLAST presentaron un porcentaje de

similitud del 95% con las bacterias del g6nero IVz.givosoxpz.rcz.

En  la  Figura  11  se  presentan  los  resultados  obtenidos  luego  del  cultivo  y  el

aislamiento de los supuestos oxidadores de amonio a partir de muestras de suelo.

Podemos ver que, a diferencia de los clones, ninguno de los aislados obtenidos rt.e

relaciona   filogen6ticamente    con    los    microorganismos    oxidadores    de   amonio
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pertenecientes a la subclase a de las proteobacterias. La mayoria de los aislados esta

relacionada con los g6neros Rcr/sfo7zz.cz y Pse#c7offlo#czs, ambos dentro de la subclase y

de las proteobacterias. No se ha reportado ningdn antecedente que mos haga suponer

que estos g6neros bacterianos realizan el proceso de oxidaci6n del amonio.

Resulta  extrafio  el  hecho  que  luego  de  todo  el  proceso  de  selecci6n  de  los

microorganismos oxidadores de amonio en un medio carente de fuentes de carboi,o

sea posible obtener microorganismos heterotr6flcos como jtcz/sfo#z.cz y Pse#c7o77zo7zc}s.

Sin  embargo,  algunos  estudios  sugieren  la  existencia  de  especies  de  Psez/c7oJ#o7?c}S

(Psecfc7o7%o#czs  orcz/czJz.ccfs)  capaces  de  fijar  C02  mediante  el   ciclo   de  Calvin  en

medios con limitaciones de carbono (Dijkhuizen y Harder, 1979).

La nitrificaci6n autotr6fica en los sistemas naturales se encuentra limitada por lds

dificultades en el aislamiento y cultivo de los microorganismos oxidadores de amonio

(Stephen y col.,  1996), debido a las bajas tasas de crecimiento, bajos rendimientos de

biomasa y limitado ndmero  de caracteres fenotfpicos distintivos  (Prosser,  1989).  Es

por esto que la mejor manera de estudiar estos microorganismos es complementando

las tecnicas dependientes  de  cultivo  con las t6cnicas moleculares independientes de

cultivo, tal como fue realizado en el presente trabajo.

Diversidad gen6tica del gremio de las bacterias desnitrificantes

Para  el  aislamiento  de  las  bacterias  desnitrificantes  se  utiliz6  un  medio  de

cultivo rico en carbono y con nitrato (N03-) como dnica fuente de nitr6geno, ya que

las  bacterias desnitrificantes  son en  su mayoria heterotr6ficas y capaces  de utilizar

los  6xidos  de  nitr6geno  como  aceptores  respiratorios  de  los  electrones  cuando  hay

deficit de oxigeno.  Mediante la tecnica de cultivo en agar blando (vcr materiales y
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m6todos)  se  gener6  un  ambiente  bajo  en  oxigeno,  el  cual  favorece  la reacci6n  de

desnitrificaci6n (Tiedje,1988).

A continuaci6n se evalu6 la capacidad de producci6n de gas cuando crecen en

medio  nutritivo  suplementado  con  nitrato.  Para  ello,  las  colonias  seleccionadas  se

cultivaron  en  tubos  provistos  de  una  campana  de  Durham  para  recuperar  el  gas

producido,   el   cual   podria   ser   un   indicador      de   la   presencia   de   los   posibles

microorganismos desnitrificantes. Durante el proceso de desnitrificaci6n las bacterias

reducen al nitrato a nitr6geno molecular en varias etapas, donde hay intermediarios

gaseosos tales como NO, N20 y N2. En la Tabla 8 se muestra que de las  16 colonias

aisladas, 7 de ellas formaron burbuja en las campanas de Durham.

El  siguiente  criterio  de  identificaci6n  fue  la  presencia  del  gen  #as'Z  en  el

genoma de los microorganismos cultivados. Para ello,   se procedi6 a amplificar este

gen, que codifica para la enzima 6xido nitroso reductasa, la cual cataliza el paso del

oxido nitroso (N20) a dinitr6geno (N2). Tomando en cuenta estos criterios, podemos

afirmar que las colonias aisladas corresponden  a bacterias desnitriflcantes.

Para comprobar que aquellas colonias que no produjeron gas en la campana

no fueran falsos negativos, es decir, organismos desnitrificantes que por alguna raz6n

no formaron burbuja, se eligi6 a uno de ellos (muestra C1-2, Figura 12 C) y se intent6

amplificar el gen 77osZ a partir de  su  genoma.  En este caso  la muestra tambi6n fue

negativa para la amplificaci6n de este gen. Sin embargo, la reacci6n de amplificaci6n

del  gen  ribosomal   16S  fue  positiva  lo  que  descarta  la  posibilidad  que  el  DNA

templado no fuera amplificable bajo las condiciones del ensayo o por la calidad de]

DNA y sugiere que la bacteria aislada (C 1-2) no es un desnitrificante.
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En  forma  paralela,  se  intent6  amplificar  el  gen  7!osZ  a  partir  del  DNA

extraido directamente de las muestras de suelo, sin previo cultivo. Se utilizaron suelos

tanto de la riz6sfera como del suelo sin cobertura vegetal y en ninguno de los casos

fue posible obtener un amplificado. Henry y col. (2006) indicaron mediante un PCR

cuantitativo para los  genes 7casz   y 7?z.J`K que la maxima abundancia de  estos genes

con  respecto  al  gen  ribosomal  16S  alcanza  un  5%  a  60/o,  dando  cuenta de  la  baja

proporci6n de desnitrificadores con respecto al total de bacterias en los suelos. Esto

podria explicar por  qu6  no  fue  posible  detectar a estos  microorganismos  mediante

PCR directo, pero si fue posible obtener microorganismos desnitrificadores mediaute

t6cnicas dependientes de cultivo, donde se estaria realizando una selecci6n a favor de

estas bacterias. Por lo tanto la identificaci6n de las bacterias desnitrificantes en estos

habitat se continu6 con las muestras obtenidas a trav6s del cultivo.

Las colonias que dieron una reacci6n de amplificaci6n positiva para los genes

7?OSZ y 16S rDNA se sometieron a un analisis por RFLP, con el fin de seleccionar los

clones diferentes.  Algunas muestras compartieron perfiles de restricci6n tanto para cl

gen  77o5Z  como  para  el  gen  ribosomal  16S.  Otras,  en  cambio,  presentaron  perfiles

dnicos  de  restricci6n  (Figura  15).  Llama  la  atenci6n  que  ninguna  muestra  de  la

riz6sfera compariiera algtin perfil con las muestras del suelo sin cobertura. Aunque el

ndmero  de  colonias  aisladas fue bastante reducido,  esta observaci6n podrfa indicar

que las bacterias desnitrificantes mds abundantes o mds faciles de cultivar no   son las

mismas en estos dos habitat estudiados.

El analisis filogen6tico realizado a partir de las secuencias de ambos genes revel6

que nuestras muestras se asocian principalmente a las bacterias desnitrificantes de los

96neros  Pse#c7o7#o7zoS  y  Rcz/s/o7?I.cz  (Figura   16).  Esto  concuerda  con  la  literatura,
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donde se report6 al g6nero Pse#c7o"o77c}s como el grupo bacteriano predominante en

el proceso de desnitrificaci6n en el suelo (Zumft y col., 1997; Janda y col.,  1998).

De forma adicional,   se intent6 ampliflcar otro marcador molecular de la via

de la desnitrificaci6n: el gen 7?z.rs.   De las 4 colonias analizadas previamente, dos de

ellas (ambas de la riz6sfera) no amplificaron el marcador molecular mientras que las

otras dos si dieron positivas para el gen #j7.S. Estas muestras fueron secuenciadas y

analizadas filogen6ticamente (Figura 17). De acuerdo a este analisis se estableci6  que

pertenecen  a  los  microorganismos  desnitrificadores  dentro  de  la  subclase  y  de  las

proteobacterias.  Esto  concuerda con  los  resultados  obtenidos  con  los  genes  77osZ  }.

16S ribosomal, donde ambas muestras se asociaron de manera cercana con el g6nero

Pse"c7o77coJ?CZS.  Sin embargo,  la secuencia obtenida para #z.rs fue bastante disimil con

las  secuencias  de  desnitrificadores  tfpicos  disponibles  en  la  base  de  datos,  lo  que

sugiere que  en  estos habitat hay una diversidad gen6tica no  explorada lo  que hace

necesario continuar con estos esfuerzos. En especial cuando los resultados obtenidos

por Cavigelli y col. (2001) apoyan la hip6tesis que la composici6n del gremio de los

desnitrificadores  estaria influenciando  la producci6n  de N20  en  suelos,  por lo  que

estudios sobre la diversidad de estos grupos microbianos y su funci6n podrian ayudar

a controlar las emisiones de este gas de efecto invemadero.



64

CONCLUSI0RES

•S»   Los  resultados  indican que  en los  ecosistemas  semiaridos  estudiedos  estin

presentes los princtpales grupos funcionales del ciclo del nitr6geno:

•     Los clones de BFN deL suelo sin cobertura se relacionan mayoritariamente

con  bacterias     del  genero  ,4zaspjr7.//aura  Los  de  riz6sfera,  edemas,  se

relacionan con bacterias rizohiales.

•     Los  clones  de nitrificadores se relacionan con el g6nero Nf.froso"o;7crs y

con el genero NjfroLgorpjra, ambos oxidadores de amonio.

•    Los     desritrificadores    obtenidos    mediante    cultivo     se    re]acionan

principalmeute con los g5neros Rcl/£fo73z.cr y Ps'eait7owo7zas.

«:.  Tanto  los  clones  obtenidos  como  las  colonias  aisladas  en  este  trabajo  se

relacionan con bacterias no  cultivadas,  lo  que podria  indicar  que  en estos

suelos hay rna fuente de nuevos recursos gerfeticos.
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