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RESUMEN

El ciclo biogeoquimico del nitrogeno depende principalmente de la actividad de
Jos microorganismos. La composicion y estructura de la comunidad microbiana del
suelo esta fuertemente afectada por la presencia de plantas, estableciendo diferencias
entre la microbiota asociada a larizosfera y aquella presente en el suelo sin cobertura
vegetal. El proposito del trabajo fue estudiar la composicion de los gremios
funcionales del ciclo del nitrogeno en el suelo del matoral escleréfilo correspondiente
a: ﬁjadc;res de nitrégeno, oxidadores de amonio y desnitrificadores tanto asociados a

!

la riz()’.sfera de la plantaii actinorricica Colletia hystrix como al suelo sin cobertura
veg.etal..: Para ello se realizaron identificaciones tanto dependientes como
indépengientes de cultivo. Esta tltima se llevé a cabo mediante la amplificacion
directa a partir cie muestras del suelo, clonacion y el analisis de la secuencia de los
genes nifH, 16S rDNA especifico para f proteobacterias y nosZ. El aislamiento y el
cultivo s6lo dier(;n resultados positivos para el gremio de las bacterias desnitrificantes
yla identiﬁcacic';n de éstas se realizé por analisis de la secuencia de los genes nosZ,
16S rDNA y nirS.

- En todos fos casos donde la amplificacion de los genes fue positiva, éstos se
secuenciaron y analizaron filogenéticamente. Los resultados obtenidos muestran que
los clonfes de los fijadores de nitrogeno obtenidos a partir de la rizosfera de C. hystrix
se relacionan principalmente con bacterias rizobiales de los géneros Rhizobium y
Bmdyrliﬂizobiumly bacterias del género Azospirillum. El anilisis de los clones no

mostré patrones de RFLP comunes entre aquellos obtenidos de la rizosfera y el suelo

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

>

xii




son poco diversos comparados con la rizosfera ya que se relacionan sblo con las
bacterias del género Azospirillum y sélo dos patrones de RFLP agrupan el 72% de

los clones obtenidos.

En el caso de los clones de oxidadores de amonio, €éstos se agrupan
principalmente con las bacterias de los géneros Nitrosomonas y Nitrosospira. No fue
posible obtener cultivos que se relacionen con bacterias oxidadoras de amonio; la
mayoria de los cultivos obtenidos se asocid con las bacterias del género
Pseudomonas, lo cual cqrrobora la dificultad para cultivarlos en medios sintéticos.
Para el grupo ﬁ}ncional de los desnitrificadores obtenidos a partir de cultivo, la
identificacién a través de los marcadores moleculares nosZ, 16S rDNA y nirS revela

: !
que ellos se relacionan con las bacterias de los géneros Pseudomonas 'y Ralstonia.

xiil




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 fhizosphere 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 assqciated with both the actinorhizal plant Colletia hystrix and soil
without, plant cover. To achieve that, a culture-dependent and culture-independent
indentification was performed. In the culture-independent identification process, niff,
16S rDI;IA specific for B proteobacteria and nosZ genes were amplified directly from
soil samples, cloned and. sequenced. The isolation and culture only gave positive

results for the de}litrifying guild and their identification was performed by a sequence

analysis of the nosZ, 16S rDNA and nirS 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. hystrix rhizosphere were mostly related to rhizobial
bacteria_. from the Rh{\;obium and Bradyrhizobium genera and to the Azospirillum
genera. The clo;ne anafysis did not show common RFLP patterns between those
obtained from the rhizosphere and the soil without plant cover. The nitrogen fixing
clones from the ;oil without plant cover were not as diverse when compared with the
rhizosphere clor;es because they were only related to bacteria from the Azospirillum

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 Nitrosomonas and Nitrosospira genera. It was not possible to obtain
cultures related to ammonia oxidizing bacteria; most of them were associated with
bacteria from the Pseudomonas 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 nosZ, 16S rDNA and nirS
molecular markers revealed that they were related to bacteria from the Pseudontonas

and Ralstonia genera.




INTRODUCCION

El nitrégeno es un componente esencial de los aminodcidos, los &cidos
nucleicos, los aminoazicares y de sus polimeros. Su valencia estable es de "3 en el
amoniaco (NHz) y *5 en el nitrato (NO3) e involucra una gran variedad de
reacciones de oxido-reduccién asociadas generalmente con sistemas de transporte
de electrones (Ferguson, 1998). La atmoésfera es el principal reservorio de este
elemento, donde constituye el 79% de los gases. Sin embargo, por su
incorporacién lenta y dificil a la bidsfera, la disponibilidad de nitr6geno
combinado es un factor limitante para la produccién primaria en muchos
ecosistemas (Atlas y Bartha, 2001).

El ciclo del nitrégeno consiste en una serie de reducciones y oxidaciones
sucesivas, que conducen a la transformacion del nitrégeno en formas accesibles al
metabolismo de los animales, las plantas y los microorganismos. De esta manera
el nitrégeno circula de forma ciclica a través del suelo y de la atmésfera. Teniendo
en cuenta que el dinitrégeno (N;) elemental gaseoso en la atmésfera es el mayor
reservorio de este elemento, podriamos comenzar el estudio del ciclo
biogeoquimico (Figura 1) con la fijacion, proceso que permite la reduccion del
nitrogeno atmosférico (N) a amonio (NH,"). Las etapas posteriores en la
conversién del nitrégeno involucran la oxidacion del amonio a nitrato (NOs) o
nitrificacién, y el retorno final del nitrégeno a su estado elemental en un proces >
llamado desnitrificacién o respiracion del nitrato (Atlas y Bartha, 2001). Estos
procesos en su conjunto constituyen una visién simplificada del ciclo de este

elemento y a continuacion se explican de una manera mas detallada.




N,
Fijacion de N \

N,O
Desnitrificacion
NO
Nitrificacion
NH,* NO,-
nificacion NO,
Asimilacién Inmovilizacién

N Organico

Figura 1. Vision general del ciclo del nitrégeno. Se presentan las principales etapas
del ciclo biogeoquimico de este elemento, asi como sus formas quimicas.

e Fijacion biolégica del nitrogeno

La fijacion biologica del nitrogeno (FBN) corresponde a la reduccion del
nitrégeno molecular (N;) a amonio biolégicamente disponible (NH;") y es
catalizada por la enzima nitrogenasa, la cual se encuentra codificada en el operén
nifHDK de los microorganismos que la poseen.

La FBN es llevada a cabo por grupos de procariotas filogenéticamente
diversos, pertenecientes a los dominios Archaea y Bacteria. Estas ultimas
pertenecen a diversos géneros de vida libre, entre las cuales se encuentran las
bacterias asociadas a la rizosfera y las bacterias simbidticas que forman
asociaciones mutualistas con plantas y hongos (Young, 1992). Algunas
estimaciones indican que la simbiosis entre las bacterias fijadoras de nitrégeno
(BFN) y las plantas contribuye con casi la mitad de la fijacion biologica del
nitrégeno anual en los ecosistemas terrestres, teniendo asi el mayor impacto

cuantitativo en el ciclo del nitrégeno (Hussein, 1999).




Entre las bacterias fijadoras de vida libre pueden encontrarse: anaerdbicas
obligadas o facultativas (e.j. Clostridium pasteurianum, Klebsiella spp.,
Desulfovibrio sp.), aerdbicas obligadas (e.j. Azotobacter spp., Azospirillum sp.) y
fotosintéticas (bacterias purpuras sulfurosas y no sulfurosas, y bacterias verdes
sulfurosas) (Allan y Graham, 2002). Entre las bacterias que fijan nitrégeno en
simbiosis con las leguminosas destacan aquéllas que pertenecen a los géneros
Rhizobium, Sinorhizobium, Mezorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium vy
Allorhizobium. Ademds, algunos actinomicetes también pueden fijar el nitrégeno
atmosférico tanto en vida libre como en asociacion simbidtica con determinadas
plantas. Un ejemplo lo constituyen las actinobacterias del género Frankia, que
cuando viven en asociacidn con ciertas plantas induce en sus raices la formacion
de nédulos fijadores de nitrogeno. La asociacién entre la actinobacteria Frankia 'y
las raices de las plantas se conoce como simbiosis actinorricica (Benson y
Silvester, 1993). Ecologicamente, las plantas actinorricicas son usualmente
pioneras en suelos pobres en nitrégeno y se encuentran frecuentemente en sitios
relativamente inh6spitos (Shwencke y Cart, 2001).

e Nitrificacion

La nitrificaci6n es el proceso aerébico mediante el cual el amonio (NH;") es
transformado a nitrato (NO5) utilizando nitrito (NO) como intermediario. Este
proceso ocurre en dos etapas y es realizado por dos tipos diferentes de organismos
distinguibles por el sustrato que utilizan: la oxidacién del amonio a nitrito es
llevada a cabo por las bacterias oxidadoras de amonio (BOA) y es catalizada por
la enzima amonio monooxigenasa codificada en el gen amoA, mientras que la
oxidacién 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).



Metabdlicamente, las BOA tienen en comun la habilidad de utilizar el amonio
como tnica fuente de energia y fijar didxido de carbono (CO,). Las BOA son
organismos quimiolitoautotréficos y aerobios obligados, aunque algunas especies
puedan ser altamente tolerantes a las bajas concentraciones de oxigeno o a los
ambientes anéxicos. Las BOA se encuentran en la mayoria de los ambientes
donde el amonio estd disponible a través de la mineralizacién de la materia
organica o de fuentes de nitrégeno antropogénicas 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 monofiléticos
basados en la comparacién de las secuencias del 16S rDNA a partir de cepas
cultivadas. Uno de estos comprende cepas de Nitrosococcus oceanus, dentro de Ia
subdivisién gamma (y) de las Proteobacterias y el otro grupo se encuentra dentro
de la subdivisién beta (B) de las Proteobacterias y comprende los géneros
Nitrosomonas y Nitrosospira. Basados en la similitud de secuencia del rDNA
168, los géneros Nitrosolobus 'y Nitrosovibrio se incluyeron finalmente dentro
del género Nitrosospira )(Head y col., 1993).
¢ Desnitrificacion

Se define como desnitrificacién a la reduccidon del nitrato (NO3) a gas
nitrogeno (N7) via nitrito (NOy), 6xido nitrico (NO) y 6xido nitroso (N20)

(Knowles, 1982) segiin las siguientes reacciones:

1) NO; +2H +2¢ NO,;+H,0 [2)NO, +2H +¢  NO +H,0
3)2NO+2H +2¢ N,O+H,0 |HN,O+2H +2¢ N +H,0

Las oxidoreductasas que secuencialmente reducen el nitrato a N, son: la

nitrato reductasa (codificada por los genes narG o napA), la nitrito reductasa




(codificada por nirK o nirS), la 6xido nitrico reductasa (codificada por norB o
norZ) y la 6xido nitroso reductasa (codificada por el gen nosZ) (Zumft, 1997).

Muchas de las bacterias reductoras de nitrato no poseen todas las enzimas
desnitrificantes. Algunas realizan s6lo pasos tinicos; otras reducen nitrato a éxido
nitroso pero no poseen la 6xido nitroso reductasa (Wood y col., 2001).

La desnitrificacion es llevada a cabo por las bacterias, en su mayorii
heterotréficas, que preferentemente crecen en ambientes aerébicos pero que tienen
una capacidad alternativa para usar los 6xidos de nitrégeno como aceptores
respiratorios de los electrones cuando el oxigeno se vuelve escaso. Condiciones de
oxigeno limitantes (10 nM O;) son usualmente necesarias para que ocurra
desnitrificacion (Tiedje, 1988). La capacidad de desnitrificacién entre los
procariotas no sigue ningun patrén distintivo. La reaccién es realizada por una
diversidad de bacterias taxondémicamente diferentes, distribuidas en
aproximadamente 50 géneros pertenecientes a las distintas subclases de las
Proteobacterias. Entre los genéros mdas conocidos se encuentra Pseudomonas (y
proteobacteria) el cual contribuye con un considerable nimero de bacterias
desnitrificantes (Zumfi, 1997), siendo generalmente considerado como el grupo
bacteriano predominante en el proceso de la desnitrificacion (Janda y col., 1998).
¢ El ciclo del Nitrégeno ;Por qué estudiarlo?

En los ultimos afios, el estudio de los microorganismos involucrados en el
ciclo del nitrogeno ha cobrado gran importancia a nivel biolégico, ecolégico v
biotecnoldgico.

En el caso de los microorganismos diazotrdficos del suelo, parte del nitrégeno

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

Bartha, 2001). Asi, la aplicacién de las técnicas convencionales y de la




biotecnologia pueden optimizar la interaccién planta — bacteria para favorecer la
fijacién biolégica del nitrogeno, mejorando la fertilidad y la productividad de los
suelos pobres que permitan reemplazar el uso de los fertilizantes quimicos
(Mogabe, 1994; Baldani y col., 1997).

Por su parte, los oxidadores de amonio y de nitrito mediante la oxidacién
biolégica de los compuestos reducidos de nitrégeno, conducen generalmente a la
remocion del nitrogeno del ambiente mediante la produccién de formas moéviles
del mismo (Voytek y Ward, 1995; Bruns y col., 1999). La remocién del nitrégeno
a partir del tratamiento de los desechos es de extrema importancia ambiental, ya
que la liberacién de los desechos no tratados puede resultar en una eutrofizacion
del ambiente. Esto hace del tratamiento de los desechos una importante aplicacion
biotecnoldgica de las BOA (Kowalchuk y Stephen, 2001).

El interés en la desnitrificacion existe por diversas razones. Primero, es el
principal mecanismo de pérdida de los fertilizantes nitrogenados, disminuyendo la
eficiencia de estos y aumentando la contaminacion de las aguas subterraneas con
nitrato (Ollinger y col., 1993). Segundo, es el mecanismo mediante el cual el ciclo
global del nitrogeno es balanceado (Knowles, 1982). Tercero, el 6xido nitroso
(N,O) generado durante la reduccién del nitrato, ha mostrado ser un importante
gas de efecto invernadero contribuyendo hasta en un 6% con el calentamiento
global y participando en la disminucién de la capa de ozono a través de la
produccion estratosférica de NO (Intergovernmental Panel on Climate Change,
IPCC). Diversas investigaciones han destacado el papel de la composicion de la

comunidad desnitrificante entre los factores que conducen a las emisiones de N,O

(Holtan-Hartwig y col., 2000; Cavigelli y col., 2001).




e Técnicas de estudio: métodos dependientes e independientes de cultivo

Para el estudio de estos grupos bacterianos, las metodologias actuales se
encuentran enfocadas en la descripcion de su diversidad en los suelos. Entre ellas
existen técnicas dependientes de cultivo, basadas en el aislamiento y el
crecimiento de los microorganismos a partir de muestras ambientales (Stevenson
y col., 2004; Heylen y col., 2006), y técnicas moleculares independientes de
cultivo a través del estudio de marcadores moleculares. Estas ultimas incluyen el
clonamiento dependiente de PCR (Kirshtein y col, 1991; Nold y col., 2000) »
técnicas de fingerprinting como son la electroforesis en geles denaturantes o
DGGE (Kowalchuk y Stephen, 1997; Bruns y col., 1999) y los polimorfismos en
el largo de los fragmentos de restriccion o RFLP asociado a PCR (Widmer y col.,
1999; Stres y col., 2004), entre otras.

En algunos casos, como el de los diazétrofos, las aproximaciones moleculares
entregan una visién mds 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 nifH ha sido el marcador molecular més utilizado para estimar la
diversidad de las bacterias fijadoras de nitrégeno (Poly y col., 2001, Rdsch y col.
2002, Yeager y col. 2005). Esto se debe a que el »nifH es un gen conservado
(Rosado y col., 1997) y la filogenia inferida a partir de él concuerda con la
filogenia del rRNA 16S (Zehr y col., 2003).

Por su parte, la investigacién sobre la nitrificacién autotréfica en los sistemas
naturales también 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 nimero de caracteres fenotipicos distintivos (Prosser, 1989). Por este



motivo, se ha hecho necesario el desarrollo de diversas técnicas independientes de
cultivo. La naturaleza monofilética de las BOA del subgrupo de las f-
proteobacterias ha facilitado el disefio de partidores de PCR y sondas de
oligonucleétidos que tienen como blanco el gen 168 rDNA en este grupo (McCaig
y col., 1994; Voytek y Ward, 1995). La clonaci6n y secuenciacion de estos genes
han sido extensivamente aplicadas para crear inventarios filogenéticos de los
variados ambientes (Purkhold y col., 2000). Otros estudios han utilizado el
andlisis de los genes funcionales de los oxidadores de amonio, en particular el gen
amoA, 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 topologfa, al igual que la del gen nifH, es congruente con la
de aquéllos 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 técnicas dependientes de cultivo si han sido exitosos. Esto
debido a la facilidad con la que estos microorganismos pueden ser aislados y
cultivados desde diferentes sustratos (Chéneby y col., 2000; Lim y col., 2005;
Heylen y col., 2006). Paralelamente se han utilizado las técnicas moleculares
independientes de cultivo, basadas en la utilizacién de los genes de las diferentes
enzimas reductasas (genes nor, nir, nos) 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 técnicas moleculares permiten aproximarse al conocimiento de ld
diversidad de los ensambles microbianos, esto no disminuye la necesidad de

continuos esfuerzos y nuevas técnicas en el cultivo de éstos. Ambos enfoques



pueden ser altamente complementarios en varias maneras (Liesack y col., 1997):
(a) Los cultivos puros son los mejores recursos para obtener informacién de las
secuencias que podria ayudar en la comparacién de arboles filogenéticos basados
en las secuencias del 16S rDNA y en marcadores codificadores de las proteinas
tales como los genes funcionales. (b) Los estudios moleculares entregan
informacién 1til sobre la estructura genética de los ensambles microbianos “in
situ” y entregan informacién 1til para la biisqueda y obtencién de nuevos aislados.
(c) Las estrategias moleculares aportan las mejores oportunidades para realizar un
seguimiento de las poblaciones microbianas y sus actividades en andlisis
experimentales (Kowalchuk y Stephen, 2001; Furlong y col., 2002). Ademss, 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 estimacion de la abundancia relativa de los tipos de secuencias en las muestras
naturales (Stephen y col., 1996).

En esta memoria se abordo el estudio de la composicion de los principales
grupos bacterianos que participan en el ciclo del nitrégeno del matorral semidrido.
A la fecha hay escasa informacion sobre la composicion de los ensambles
microbianos en estos suelos. Para ello se utilizé6 como sistema de estudio los
grupos microbianos asociados a la rizosfera de la planta actinorricica Colletia
hystrix. El nitrogeno fijado a través de la simbiosis entre C. hystrix y la
actinobacteria Frankia es una fuente importante de ingreso de nitrégeno al suelo
en forma de amonio (Silvester y col., 1985). Por lo tanto se espera que esta
rizosfera 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 fus

determinar la composicién de los gremios bacterianos de fijadores de nitrégeno,

oxidadores de amonio v desnitrificadores del suelo semidrido del matorral

escleréfilo de Chile Central, especificamente los gremios bacterianos asociados a

la rizésfera de la planta actinorricica Colletia hystrix y a suelo sin cobertura

vegetal adyacente, utilizando para ello métodos dependientes e independientes de

cultivo.
Con este propdsito nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

i) Determinar la composicién de las bacterias fijadoras de nitrégeno mediante la
clonacion y secuenciacion del marcador molecular nifH.

ii) Determinar la composicion de las bacterias oxidadoras de amonio mediante la
clonacién y secuenciacion del marcador molecular rDNA 168 especifico para
B proteobacterias y la composicién de la fraccion cultivable, mediante la
amplificacién y secuenciacion del mismo gen.

iii) Determinar la composicién de las bacterias desnitrificantes mediante la
clonacién y secuenciacion del marcador molecular #osZ y la composicion de

la fracciéon cultivable mediante la amplificacion y secuenciacion de los

marcadores moleculares nosZ, nirS'y rDNA 168S.
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MATERIALES Y METODOS
1. Localidad y colecta de las muestras
El sitio de estudio se ubica en la localidad de “El Romeral” (33°48°S, 70°14°W),
en el sector del Cajon del Maipo, Region Metropolitana (Figura 2). EI sitio we
estudio corresponde a una zona semidrida del matorral escleréfilo de Chile Central
definido por una poblacion de Colletia hystrix. Las muestras estan distribuidas en una
drea de aproximadamente 10 x 10 m, fueron tomadas a 10 cm de profundidad,

homogenizadas y almacenadas a 4°C hasta su utilizacién.

Figura 2. Ubicacién geografica del sitio de muestreo.
El recuadro rojo indica la ubicacién de “El Romeral”.

2. Medios de cultivo y aislamiento de las bacterias

2.1.Bacterias Desnitrificantes (BDN)

Para el aislamiento y cultivo de bacterias desnitrificantes se utilizé el medio
completo DNB (Denitrifying Nitrate Broth), compuesto por Nutrient Broth (NB)

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

micronutrientes 0,15% y buffer fosfato 0,005 M.
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El protocolo seguido para aislar los microorganismos fue el siguiente: se mezclé
un 1 g de muestra de suelo con 10 ml de agua estéril y se agitd durante 1 h, la
suspension se dejo decantar y se hicieron diluciones seriadas a partir del sobrenadante
en tubos con medio DNB. Posteriormente, 100 pl de la dilucién deseada se colocaron
en un tubo de vidrio con 3 ml de medio DNB/agar blando (0,7%) a una temperatura
de 40°C. El tubo se agitd suavemente y se vacio el contenido en una placa de Petri
con medio DNB/agar s6lido (2%). Se dejo solidificar el agar blando con la muestra y
se incub6 a 27°C hasta que se observd la presencia de colonias (aproximadamente 3
dias).

Las colonias aisladas se tomaron cuidadosamente con un asa estéril 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 (BOA)

Para el aislamiento de bacterias oxidadoras de amonio se utilizé el medio de
cultivo BOA, descrito previamente por Shinner y col, (1996). El protocolo de cultivo
fue el siguiente: se mezclé 1 g de suelo con 20 ml de medio de cultivo BOA durante
1 semana y a una temperatura de 27°C. Luego la suspension se dejé decantar y <e
pasaron los 5 ml superiores a 20 ml de medio fresco. Nuevamente se incub6 durante
una semana a 27°C con agitacién. Finalmente se realizaron diluciones seriadas y se
plaquearon 50 y 100 pl de la dilucién deseada. Las placas fueron incubadas a 27°C
hasta la aparicién de colonias. Una vez que se observaron colonias, éstas se tomarcn

de manera independiente con un asa estéril y se volvieron a incubar en medio liquico
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como se indicé anteriormente. Luego se realizaron diluciones seriadas y la dilucién
10* se plaqueé e incubé nuevamente hasta la aparicién de colonias. Estos past's
fueron repetidos hasta la obtencién de colonias aisladas, lo cual fue revisado a simple
vista y bajo microscopio.
3. Extraccion del DNA

3.1. Obtencién del DNA a partir de los cultivos

Para el andlisis de desnitrificadores, 100 pl de cada muestra positiva para :a
produccion de gas en la campana de Durham se centrifugaron a una velocidad de
13.000 rpm durante 5 min. El sobrenadante se elimind y el pellet se resuspendié en
10 pl de buffer TE (10 pM Tris-HCl y 1 uM de EDTA) para proceder a la lisis,
mediante un ciclo térmico. El programa de lisis fue de 8 ciclos que variaban entre
98°C y 4°C durante 1 min cada uno.

Para la extraccion de DNA a partir de los potenciales oxidadores de amonio, no sc
utilizaron cultivos liquidos debido a que éstos no presentaron una densidad celular
suficiente para el analisis. En su lugar se utilizaron las colonias aisladas y crecidas en
medio sélido. Para ello, parte de las colonias de interés se resuspendieron con un
mondadientes estéril en 10 pl de buffer TE. Estas muestras se sometieron a un
proceso de lisis por choque térmico que consistié en 5 ciclos a 100°C por 5 min y -
20°C durante 10 min.

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

ElI DNA de las muestras de suelo y rizosfera se obtuvo a partir de 25 mg de suelo
empleando el kit de extraccién “Ultraclean Soil DNA” (MoBio Laboratorios, Inc.). El

DNA obtenido se resuspendio en un volumen final de 50 ul de buffer TE y se guardd

a-20°C.
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Para la identificaciéon de bacterias fijadoras de nitrégeno mediante la
amplificacién por PCR del gen nifH, se seleccionaron muestras de rizésfera y suelo,
las cuales no recibieron ningiin tratamiento previo. Para las muestras utilizadas en la
identificacion de bacterias desnitrificadoras y oxidadoras de amonio, las muestras de
suelo y rizosfera se enriquecieron previamente durante toda la noche con caldo
nutritivo (Nutrient Broth) diluido (0.1X). Posteriormente la muestra se centrifugoé
eliminandose el sobrenadante y la extraccion se realizo a partir del pellet utilizando el
Kit de extraccién de DNA segn las indicaciones del proveedor.

La calidad y concentracién del DNA total se determind por electroforesis en geles
de agarosa al 0,8% (p/v) en buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM pH 8,0, EDTA 1
mM) y se visualizd mediante tincion con bromuro de etidio 0,5 ug mi? (Sigma)
comparandolo con cantidades conocidas del marcador de peso molecular AHindIll
(Gibco BRL®).

4. Amplificaciones por PCR

4.1. Amplificacion del gen funcional nifH

El gen nifH se amplificé mediante un PCR semianidado utilizando los partidores
nifHF y nifHR (Rdsch y col., 2002) para la primera reaccion, y nifHF junto con PolR
(Poly y col., 2001) para la segunda reaccién (Tabla 1).

La reaccién de PCR para ambas etapas se realizé en un volumen final de 25 pl con
2,5 mM de MgCl, (Invitrogen®), 1 mg mI”! de BSA (Gibco-BRL®), 200 pM de cada
dNTP, 0,12 uM de cada partidor, formamida desionizada al 1% y 2,5 U de Taq
polimerasa (Invitrogen®) en buffer de PCR 1X (Invitrogen®).

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

desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 min, seguida de I ciclo de desnaturalizacion a
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94°C por 20 s, hibridizacién a 65°C por 30 s y elongacién a 72°C por 30 s; 2 ciclos de
desnaturalizacién a 94°C por 20 s, hibridizacién a 62°C por 30 s, y elongacioén a 72°C
por 35 s; 3 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 20 s, hibridizacioén a 59°C por 30 s
y elongacion a 72°C por 40 s; 4 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 20 s,
hibridizacién a 56°C por 30 s, y elongacién a 72°C por 50 s; 5 ciclos de
desnaturalizacién a 94°C por 20 s, hibridizacién a 53°C por 30 s y elongacion a 72°C
por 50 s; 25 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 20 s, hibridizacién a 50°C por 45 s
y elongacién a 72°C por 60 s; y una extension final a 72°C por 10 min.

En la segunda etapa del PCR los ciclos térmicos consistieron en una
desnaturalizacién inicial a 94°C por 5 min, seguida de 20 ciclos de desnaturalizacion
a 94°C por 30 s, hibridizacién de 65°C por 45 s y elongacion a 72°C por 1 min 30 s
10 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 s, hibridizaciéon a 55°C por 45 s y
elongacion a 72°C por 1 min 30 s. Finalmente una elongacién a 72°C durante 5 min.

El tamafio del fragmento obtenido coincidi6 con el fragmento esperado de 442 pb.



Tabla 1. Partidores utilizados en este estudio

16

Gen Partidor Secuencia* (5°— 3’) Posicion en Referencia
el genoma
nifH nifHF  AAA GGY GGW ATC GGY 34-59 Résch y col., 2002
AAR TCC ACCAC
nifH nifHR  TTG TTS GCS GCR TAC ATS 466491 Résch y col., 2002
GCC ATC AT
nifH PolR  ATS GCC ATC ATY TCR CCG 457-478 Poly y col., 2001
GAC
nosZ nosZ-F CGY TGT TCM TCG ACAGCC  1211-1230 Résch y col., 2002
AG
nosZ nosZ-R  CAT GTG CAGNGCRTG GCA  1897-1917 Résch 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 GTCTTG 1322- 1341  Throb#ck y col., 2004
A
168 D1 AGA GTT TGA TCC TGG CTC 8-26 Weisburg y col., 1991
rDNA AG
16S P2 TGC CGA TGG AACAATGCT  1494- 1513  Weisburg y col., 1991
rDNA GAA
168 B-AMOf TGG GGR ATA ACG CAY 141- 161 McCaig y col., 1994
rDNA CGA AAG
168 B-AMOr AGA CTC CGATCCGGACTA  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 AAGCCCTAC 1214-1234  Voytek y Ward, 1995
rDNA CCA
Vector MI13f GTAAAACGACGGCCAG - -
Vector MIl13r CAG GAA ACA GCT ATG - -
ACC

*B=C,GOT;R=A0G;S=C06G; V=A,C6G; Y=Co6T.
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4.2. Amplificacion del gen ribosomal 16S (rDNA 16S)

Para amplificar el DNA ribosomal 16S se utilizaron los partidores universales
fD1 y rP2 (Weisburg y col., 1991). La secuencia de los partidores se especifica en la
Tabla En cada reaccidn, la mezcla de PCR contenia 2 mM de MgCl, (Invitrogen®),
0,12 mg mI" de BSA (Gibco-BRL®), 120 uM de cada dNTP, 0,2 pM de cada partidor
y 2,5 U de Tag polimerasa (Invitrogen®) en buffer de PCR 1X (Invitrogen®), dando
como resultado un volumen de 24 pl al cual se le agregd 1 pl del DNA templado.

El programa de amplificacion consistié en una desnaturalizacién inicial a 94°C
durante 3 min, seguida de 30 ciclos a una temperatura de desnaturalizacion de 94°C
por 1 min, hibridizacién a 57°C por 30 s y elongacién a 72°C por 2 min. La
amplificacion terminé con una extensién 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. Amplificacién del gen ribosomal 16S especifico para B proteobacterias

Se utilizaron los partidores B-AMOf y B-AMOr (McCaig y col., 1994) y NitA y
NitB (Voytek y Ward, 1995) para la amplificacion 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 amplificacién del mismo gen con los
partidores universales fD1 y rP2 (Tabla 1).

La mezcla para la reaccion de PCR es la misma ya mencionada en el PCR para =l
gen 16S rDNA.

El programa de amplificacion consistié en una desnaturalizacidn inicial de 94°C
durante 5 min, seguida de 35 ciclos con una temperatura de desnaturalizacién de 94°C

por 30 s, hibridizacién a 57°C por 45 s y extension a 72°C por 1 min 30 s. Ll



18

programa finaliza con una extension 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 Bamo y de 1,097 kb para los
partidores Nit.

4.4. Amplificacion del gen funcional nosZ

El gen nosZ se amplificé utilizando los partidores nosZ-F y nosZ-R (Tabla 1)
(Résch y col., 2002). Tanto la mezcla como el programa del PCR son idénticos a los
ya descritos para el gen nifH. El tamaiio esperado del fragmento es de 700 pb.

4.5. Amplificacién del gen funcional nirS

La amplificacion del gen nirS se llevd a cabo utilizando como templado los
mismos cultivos usados en la amplificacion del gen nosZ. Los partidores utilizados
fueron cd3af (Michotey y col., 2000) y R3cd (Throbéck y col., 2004) (Tabla 1). La
mezcla de PCR contenia master mix 1X (GoTaq DNA Master Mix) y 0,4 uM de cada
partidor, dando un volumen final de 24 pl por cada muestra, a la cual se le agregd 1 pl
del DNA templado.

Para la amplificacion del gen nirS se utilizo el programa descrito previamente por
Throbéick y col. (2004) con algunas modificaciones. Este constd de una
desnaturalizacion 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 extension 1 min a 72°C. El programa finaliza con una extension
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 termociclador GeneAmp PCR System
2400 (Perkin-Elmer Instruments®, Norwalk, Conn), para la amplificacién de nifH.
Las otras reacciones de amplificacién se realizaron en un termociclador PTC- 150
Minicycler (MJ Research, Inc).

En todas las reacciones de PCR realizadas, cinco microlitros (5 pl) de los
productos de la amplificacién se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa al
1,2% (p/v) en buffer TAE 1X mediante tincion con bromuro de etidio (0,5 ug ml™)
(Sigma®). Para determinar el tamafio de los amplificados se utilizé el marcador de
peso molecular 100 bp ladder (Gibco BRL®).

5. Purificacion de los productos de PCR

Para optimizar el rendimiento de la clonacion, los productos de PCR se
purificaron con el kit “Ultraclean PCR clean up” (MoBio Laboratorios, Inc.),
obteniéndose 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 dejé precipitando durante 4 hs a -
20°C. Una vez precipitada, la muestra se centrifugd a 13.000 rpm durante 20 min,
después de lo cual se elimind el sobrenadante y se resuspendié el pellet en un
volumen final de 18 ul con buffer TE.

6. Clonacion y secuenciacion de los amplificados

Los fragmentos amplificados se clonaron mediante el “Dual Promoter TA
Cloning Kit pCRII Vector” (Invitrogen®) en el caso del gen #ifH, mientras que para
el gen 16S rDNA se utiliz6 el “InsTAclone™ PCR Cloning Kit” (Fermentas®) segin
instrucciones de los fabricantes. Los transformantes se crecieron en medio Luria-
Bertani (LB) y se seleccionaron por su resistencia a ampicillina (50 pg ml™) y por su

incapacidad de hidrolizar el compuesto X-gal en presencia de IPTG. La presencia del
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inserto esperado se corroboré por PCR usando los partidores M13f'y M13r del vectur
(Tabla 1). Para obtener el DNA de las colonias se tomé una porcién de cada una con
un mondadientes estéril y se resuspendié en 10 pl de buffer TE. Las células
suspendidas en TE se lisaron mediante 8 ciclos sucesivos de choques térmicos de 1
minuto a 98°C / 4°C. Un microlitro de la suspension celular se usé como templado en
la reaccion de PCR que consistia en 2 mM de MgCl, (Invitrogen®), 0,12 mg ml™? de
BSA (Gibco-BRL®), 200 pM de cada dNTP, 0,2 uM de cada partidor y 1,5 U de Tag
polimerasa ‘(Invitrogen®) en buffer de PCR 1X (Invitrogen®) para un volumen final
de 25 pl. El programa térmico fue como sigue: una desnaturalizacién inicial a 94°C
por 3 min seguido de 30 ciclos con una temperatura de desnaturalizacién de 94°C por
30 s, hibridizacién a 56°C por 45 s y extension a 72°C por 1 min 30 s. Finalmente el
programa terminé con una extensién a 72°C durante 10 min.

La secuencia de los clones se obtuvo mediante secuenciacion automética 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 restriccion de corte frecuente Haelll (GG/CC) (Invitrogen®) por4 ha
una temperatura de 37°C seguida por una inactivaciéon a 65°C durante 20 min. Los
fragmentos de restriccion se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida al
8,0% en buffer TAE 1X y se reveld con nitrato de plata al 0,2%.

El protocolo de tincién con nitrato de plata consta de un primer paso de fijacion
de la muestra con etanol frio al 10% (v/v) por 5 min seguido por un tratamiento con
acido nitrico frio al 1% (v/v) durante 5 min. El gel se lavd con agua desionizada,

luego se agregd la solucién de nitrato de plata 0,2% (p/v) y se dejé en oscuridad por
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20 min con agitacion. El gel se lavo con agua desionizada por 1 min, luego se agregd
la solucién reveladora de carbonato de sodio 0,28 M, la cual se mantuvo hasta la
aparicion de bandas en el gel. Finalmente la reaccién se detuvo agregando al gel
acido acético 10% (v/v) durante un tiempo de 5 min.

Los fragmentos de restriccion 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 aquéllas encontradas en el banco
de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando para
ello la herramienta bioinforméatica BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(Pearson y Lipman, 1988; Altschul y col., 1997). El alineamiento de las secuencias se
realiz6 utilizando el programa Bioedit (Bioedit Sequence Alignment Editor, version
7.0.5.2) (Hall, 1999).

Los arboles filogenéticos se construyeron utilizando el indice de distancia de
Jukes y Cantor (Jukes y Cantor, 1969) mediante el método de Neighbor-Joining del
programa Treecon (Van de Peer y De Watcher, 1994) con un bootstrap obtenido

mediante 100 iteraciones.
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RESULTADOS

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

1.1. Amplificacion del gen nifH a partir de las muestras de suelo

Para amplificar un fragmento del gen nifH se realizé un PCR semianidado a
partir del DNA extraido directamente de las muestras del suelo. La primera etapa
de la amplificacion se realiz6 con el partidor directo nifHH Fy el reverso nifH Ry
no entregd como resultado ninguna banda visible. La segunda etapa de
amplificacion se realizé con el mismo partidor directo y el partidor reverso Pol R.
Esta amplificacién entregd bandas de producto tinicas y del tamafio esperado para
el fragmento del gen niftl. Para los siguientes analisis se continu6 trabajando con
una muestra de suelo y una de rizésfera. En la figura 3 se muestra el fragmento
amplificado de 442 pb del gen nifH. Los productos de la amplificacién se
purificaron y Ia concentracion final fue de 3,4 ng pI'! para la muestra de rizosfera

y de 2,2 ng pl” para el suelo.

8 9 10 ()

Figura 3. Productos de la amplificacion para el gen nifH, visualizado en un gel de
agarosa al 1.2%. M: marcador de peso molecular 100 bp. 1-5: muestras de la
rizdsfera; 6-10: muestras del suelo; (-): control negativo; (+): control positivo. La
flecha muestra la banda del tamafio esperado (~440 pb.)
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1.2. Clonacién del gen nifH

Los productos de PCR obtenidos de ambas muestras se clonaron. La presencia
del inserto de ~440 pb en los clones obtenidos se determiné mediante un PCR con
los partidores especificos para el vector de clonacion M13F y M13R seguido por
una electroforesis en geles de agarosa. El tamaito del fragmento esperado era de
682 pb pues incluye el tamafio del amplicon nifH (442 pb) méas los extremos del
vector de clonacién.

Para las muestras de la rizésfera y el suelo se obtuvieron y analizaron un total
de 116 y 108 colonias, respectivamente. De las 116 colonias de la rizosfera, 105
(91%) dieron positivas para el inserto de interés. Para el suelo, en cambio, de las
108 colonias analizadas, s6lo 60 (56%) dieron positivas (Tabla2).

Tabla 2. Resultado clonacién gen nifH

Origen delas | Clones analizades | Clones positivos parala | % clones positives:
muestras Y amplificacién del gen

Rizdsfera (C) 116 105 90,5%
Suelo (S) 108 60 55,5%

La Figura 4 muestra, a modo de ejemplo, la diferencia entre las colonias
consideradas positivas y negativas tanto para los clones de la rizdsfera (carriles 1-
5) como para los clones del suelo (carriles 6-10). Como control positivo se utiliz6
un clon obtenido previamente 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 (Figura 4, carriles 4 y 6) o més de una banda se consideraron como

negativos y se descartaron.
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9 10 () ®

<680 pb

Figura 4. Resultado de Ia clonacion del gen #ifH evaluado segiin la amplificacién con
los partidores M13 y viasualizado en gel de agarosa 1.2%.

M: marcador MHindlll; 1- 5: muestras de la rizosfera; 6-10: muestras del suelo; (-):
control negativo; (+) control positivo. La flecha indica la banda del tamafio esperado
de ~ 680 pb.

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

El andlisis por RFLP de los 105 clones positivos de la rizésfera reveld 36
perfiles de restriccion 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 rizdsfera, estos perfiles fueron los denominados Ay B
con un 14% y 17% de abundancia respectivamente, mientras que para €l suelo los
perfiles més frecuentes fueron L y M con un 40% y 32%, respectivamente (Tabla
3). Un 24% de los clones derivados de la rizésfera presentd un perfil dnico de
restriccion. En el suelo, en cambio, s6lo un 8% de los clones present6 un perfil

tinico. No se encontré ningiin perfil compartido entre los clones derivados de la

rizosfera y el suelo.
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Tabla 3. Abundancia relativa de los diferentes haplotipos del gen
nifH para las muestras de la rizésfera y el suelo

- Haplotipo. :[. Abundancia’ Haplotipo | Abundancia
Rizésfera | relativa Suelo relativa
@=105) | (%) (@=60) (%)

A 143 L 40,0
B 17,1 M 31,8
C 8,6 N 5,0
D 8,6 0 5,0
E 7.6 P 33
F 3,8 Q 3.3
G 338 R 33
H 3,8 Z** 3,3
I 3,8 Total 100,0
J 2,9
K 1,9
Ur* 23.8
. Total . 160,0"
(*) La letra n corresponde al numero total de los clones
analizados

(**) Las letras U y Z agrupan aquellos clones de la rizésfera y
el suelo, respectivamente, que presentaron perfiles de
restriccion micos.

1.4. Determinacion de la diversidad bacteriana mediante la secuenciacién

del gen nifH

Para la secuenciacion del gen nifH se escogid un representante de cada perfil
de restriccion. Los clones se identificaron con una letra S para aquellos derivados
del suelo y una letra C para aquellos derivados de la rizésfera de C. hystrix. Para
el analisis filogenético, las secuencias de los clones se compararon con 28
secuencias de »ifH obtenidas a partir de la base de datos (GenBank). Esto se
realiz6 mediante la herramienta bioinforméatica BLAST y el programa de
alineacion de secuencias Bioedit. A partir del alineamiento de las secuencias, se

construyo un arbol filogenético, el cual se presenta en la Figura 5.
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Figura 5. Arbol filogenético para el gen nifH. El 4rbol se construy6 usando el indice de
distancia de Jukes y Cantor y el método de agrupamiento de Neighbor-Joining. El
bootstrap utilizado fue de 100 repeticiones y se muestran sélo los valores > 70%. Los
recuadros de color indican los principales grupos. El numero entre paréntesis indica el
namero de clones con idéntico patron de RFLP.
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Podemos observar que las secuencias obtenidas se agrupan formando 3
ramas principales. La primera de ellas se encuentra asociada a clones ambientales
para el gen nifH (recuadro azul, Figura 5). La segunda rama agrupa las secuencias
relacionadas con las bacterias del género Azospirillum (recuadro amarillo, Figura
5), mientras que la tercera retine las secuencias relacionadas con las bacterias del

orden de los Rhizobiales pertenecientes a los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium

y Sinorhizobium (recuadro verde, Figura 5).
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2. Composicién del gremio de oxidadores de amonio en el suelo y la rizésfera
2.1 Anilisis de las bacterias oxidadoras de amonio mediante amplificacién y
clonacién del gen ribosomal 16S rDNA de P proteobacterias a partir de
muestras ambientales
El enriquecimiento de las muestras mediante el tratamiento con Nutrient Broth
(NB) previo a la extraccion del DNA genémico resultdo en una amplificacion del
tDNA 16S mas definida e intensa que las normalmente obtenidas en muestras sin
tratamiento.

Luego de la extraccion del DNA, se llevé a cabo la amplificacién de las
muestras mediante una estrategia de PCR anidado. Para la 1° etapa del PCR las
muestras fueron amplificadas con los partidores universales fD1 y P2 para el gen 16S
rDNA, obteniéndose un producto del tamafio esperado (1,5 kb). Para la 2° etapa se
probaron dos pares de partidores internos para este gen y especificos para f
proteobacterias: B-AMOf con B-AMOr, y NitA con NitB. El producto de la
amplificacién fue, en ambos casos, del tamafio esperado de ~1,0 kb y se analiz
indistintamente para ambos pares de partidores ya que el fragmento amplificado es

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

amplificacion y en 6 B uno de los geles obtenidos, a modo de ejemplo.
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Figura 6. Amplificacion del gen 16S rDNA especifico para B proteobacterias.

(A) Esquema del PCR anidado. Las flechas corresponden a los partidores utilizados.
Se indica la posicion de cada partidor en el gen y el tamafio del fragmento
amplificado en cada caso.

(B) Productos finales de la amplificacion del resueltos por electroforesis en gel de
agarosa al 1,2 %.

M: marcador de peso molecular 100 bp; 1-2: muestras de la rizosfera y el suelo
amplificadas con partidores BAMO; 3-4: muestras de rizésfera y suelo amplificadas
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 amplificacion obtenidos se clonaron con el kit
“InsTAclone™ PCR Cloning® y posteriormente se revisé cada clon, para comprobar
la presencia y tamafio del inserto, mediante una reacciéon de PCR con los partidores
M13 especificos del vector de clonacién usado. Para las muestras de la rizésfera 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 cuales 10 fueron del
tamafio esperado (Tabla 4).

Tabla 4. Resultado de la clonacion del gen 16S rDNA de B proteobacterias

Origen de las Clones analizades | Clones positivos para la % clones
muestras amplificacion del gen positivos

Rizésfera (C) 66 29 439%
Suelo (S) 15 10 66,7 %

2.1.1. Caracterizaci6n de los clones mediante perfiles de RFLP de un fragmento
del gen ribosomal 16S de las B-proteobacterias amplificado per PCR.

A partir de los clones positivos, se obtuvieron los amplicones respectivos, los
cuales se digirieron con la enzima de restriccion Haelll. Los fragmentos de restriccion

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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Figura 7. Patrones de RFLP de los clones de BOA determinados por electroforesis en
gel de poliacrilamida al 8%. Se observan los diferentes perfiles de restriccion para
cada uno de los cultivos. M: marcador de peso molecular 50 bp; 1-10: clones de la
rizésfera; 11-13: clones del suelo sin cobertura vegetal.
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El anélisis por RFLP revelo la presencia de 27 perfiles de restriccion diferentes
en el caso de la rizosfera de C. Aystrix, de los cuales 24 fueron tnicos (perfiles U) y 3
se encontraron repetidos en al menos dos muestras (perfiles A, B, C). Por su parte, los
clones derivados del suelo presentaron un total de 7 perfiles de restriccion diferentes
correspondientes a 3 perfiles tnicos (perfiles Z) y 4 perfiles que se encontraron
repetidos en mas de una muestra (perfiles A, B, 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 rizésfera (n= 29) como con
respecto al total de clones del suelo (n= 10).

Tabla 5. Abundancia relativa de los diferentes haplotipos del gen 168 rDNA de
las B proteobacterias para las mustras de la rizosfera y el suelo.

RFLP Abundancia RFLP Abundancia
Rizobsfera relativa Suelo ' relativa
(n'=29) (%) (n'=10) (%)
A 3,44 A 20,0
B 3,44 B 10,0
C 6,89 C 20,0
U 82,75 D 20,0
*Total 100,0 zZ 30,0
Total 100,0 °
(*) La letra n corresponde al nimero total de clones
analizados

(**) Las letras U y Z agrupan aquellos clones de la rizésfera
y el suelo, respectivamente, que presentaron perfiles de
restriccion Gnicos.
Se puede observar en la tabla 5 que las muestras de la rizdsfera y el suelo

compartieron entre ellas los perfiles de restriccién A, B y C. Estos alcanzaron una

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

total de los clones analizados (n = 39).
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2.2 Anilisis de las bacterias oxidadoras de amonio mediante aislamiento y
cultivo

Ademds de la obtencién y analisis de los clones a partir de las muestras de la
rizésfera y el suelo, se intent6 aislar y cultivar microorganismos oxidadores de amonio
a partir de ambos sitios. Siguiendo el protocolo de cultivo y aislamiento de los
microorganismos oxidadores de amonio ya descrito, se obtuvieron finalmente 10
colonias aisladas diferentes a partir de la rizésfera actinorricica de Colletia hystrix y
13 colonias aisladas diferentes a partir del suelo sin cobertura vegetal, dando un total
de 23 colonias aisladas. Estas se sometieron a un proceso de lisis celular mediante
choque térmico para su posterior andlisis molecular por PCR.
2.2.1 Caracterizacién de las colonias aisladas mediante perfiles de RFLP de un
fragmento del gen ribosomal 16S de las f-proteobacterias amplificado por PCR.

A partir de los aislados obtenidos se amplifico el gen ribosomal 168S. La 1° etapa
del PCR se realizo con los partidores universales fD1 y tP2 y result6 una banda tnica
y del tamafio esperado (~1,5 kb) para todas las colonias aisladas. Para la segunda
etapa del PCR se usaron los partidores internos B-AMOf y B-AMOr. De las 23

colonias analizadas 19 dieron una banda tinica y del tamafio esperado (~1.0 kb) y por

lo tanto se consideraron como aislados positivos (Tabla 6).
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Tabla 6.- Amplificacion del gen 16S rDNA de las p proteobacterias a partir

de los cultivos
Origen de las | Colonias analizadas | Colonias positivas para % colonias
muestras ) Ia amplificacién del gen positivas
Rizésfera (C) 10 7 70%
Suelo (S) 13 12 92,3%

Los productos de PCR obtenidos se sometieron a una digestion con la enzima de
restriccion Haelll para establecer su perfil de RFLP. El andlisis de los polimorfismos
en el largo de los fragmentos de restriccion se visualiz6 en un gel de acrilamida al 8%

tefiido con nitrato de plata. En la figura 8 se muestran los perfiles de restriccion 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 restriccion 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 rizosfera.
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El andlisis por RFLP revel6 la presencia de 5 perfiles de restriccion diferentes
en el caso de la rizdésfera de C. Aystrix, de los cuales 4 fueron tinicos (perfiles U) y 1
se encontrd repetido en mas de una muestra (perfil A). Por su parte, los clones
derivados del suelo presentaron un total de 8 perfiles de restriccion diferentes
correspondientes a 5 perfiles unicos (perfiles Z) y 3 perfiles que se encontraron
repetidos (perfiles B, C, D). En la Tabla 7 se muestran las abundancias relativas de
cada uno de estos perfiles.

Tabla 7. Abundancia relativa de los diferentes haplotipos del gen 168
tDNA de f§ proteobacterias a partir de los cultivos aislados

RFLP Abundancia RFLP Abundancia

Rizdsfera | relativa Suelo - relativa *
@'=7) ~ (%) (n"=12) (%)
A 4285 B 16,67
U 57,14 C 16,67
Total 100,0 D 25,00
A 41,67
Total 100,0

(*) La letra n corresponde al mimero total de los clones
analizados

(**) Las letras U y Z agrupan aquellos clones de la rizosfera
y el. sy’elo' rgspectivamente que presentaron perfiles de
restriccion unicos.
No se observaron perfiles de restriccion compartidos entre las muestras de la
rizosfera y el suelo, a diferencia de lo ocurrido en el caso de los clones.
2.3 Determinacién de la diversidad bacteriana mediante la secuenciacién del gen
ribosomal 16S de las B proteobacterias a partir de los clones y las colonias
aisladas
Un representante de cada perfil de restriccion (RFLP), tanto para los clones como

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

gen que codifica para el RNA 168S.
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A vpartir de la herramienta bioinformética 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 construyé 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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Figura 9. Arbol filogenético para el gen 16S rDNA especifico de las B-proteobacterias. Las distancias
relativas se calcularon utilizando el indice de distancia de Jukes & Cantor mediante el método de
Neighbour Joining. Se realizé un bootstrap de 100 repeticiones, se muestran los valores > 60. En
negrita los clones obtenidos y secuenciados. Los clones con la letra “C” se derivaron de las muestras
de la rizosfera. Los clones con la letra “S” se derivaron de las muestras del suelo sin cobertura vegetal.
Los numeros entre paréntesis indican el numero de clones que presentaron el mismo perfil de RFLP.

La raiz del arbol corresponde a Bacillus subtilis.
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Podemos observar que nuestras muestras se relacionan con los organismos de
distintos linajes filogenéticos. El recuadro celeste corresponde a los microorganismos
quimiolitoautotréficos oxidadores de amonio pertenecientes a los géneros
Nitrosospira y Nitrosomonas. Los recuadros amarillo y rojo se componen de los
microorganismos pertenecientes diversos geéneros dentro de las familias
Ozxalobacteraceae y Comamonadaceae respectivamente, ambos dentro del orden de
los Burkholderiales. Los recuadros de color morado corresponden a diversos clones
ambientales de los microorganismos no cultivados pertenecientes a las B
proteobacterias. El grupo de color naranjo se asocia a los clones ambientales no
cultivados de y proteobacterias y finalmente el grupo en azul se asocia a los
organismos del género Pseudomonas.

Debido a que nuestro objetivo principal corresponde a la caracterizacion de los
oxidadores de amonio, se realizé un sub-agrupamiento en el cual se incluyeron sélo
aquellos clones que se alinearon con secuencias pertenecientes a las BOA, (recuadro
celeste en la Figura 9) con un porcentaje de similitud superior al 90%. Del total de
los clones obtenidos, 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. Amplificacion y secuenciacién del gen funcional #irS

Ademés de amplificar los genes ya descritos, se intent6 amplificar el gen nirS,
que codifica para la enzima nitrito reductasa. Las muestras analizadas fueron aquellas
previamente secuenciadas para los genes nosZ y 16S (muestras C1-3, C1-4, C1-7, S11-
3). De ellas, s6lo las muestras C1-4 y S11-3 dieron positivas en la amplificacion del gen
nirS y se enviaron a secuenciar. Las secuencias obtenidas se alinearon entre si y con
secuencias obtenidas a partir de la base de datos, dando como resultado el dendrograma

que se observa en la figura 17.

oL

~ Organismo no cultivado (clon H12-10-186)
| Organismo no cullivado (clon G11-16-212)

Gamma proteobacteria ¥9-2

{— Organismo no cultivado (clon E11-10-93)
50

r-'ls-'. Pseudomonas chiorifidismutans
(aislado AW-1)

Bacteria desnifrificante no idenfificada
(aislado IFA 3698)

160} C1-4

S11-3

L Pseudomonas stutzeri (cepa LMG 2243)

-Roseobacter denitrificans

Figura 17. Dendrograma mostrando las relaciones entre las secuencias del gen #irS. El 4rbol se
construy6 utilizando el indice de distancia Jukes y Cantor mediante el método de Neighbor-
Joining. Se indican los valores de bootstrap > 50. La raiz del arbol corresponde a Roseobacter
denitrificans.
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(18 §

_ Nitrosospira sp. NspS7
C2-32 {1}

1 C2-46 (2)

| Nitrosospire sp. Ka3

- Nitrosospira sp. Nsp65.
| Nitrosespira sp.DNB_E1
4 8| L C2-45 (1)

_ Nitrosospirg sp. Enl299
|_Nitrosospira sp. Nspl17
C2-9 (1)

4 Nitrosovibrio tenuis
 Nitrosospira sp. AF

| Nitrosospire sp. LI1S
= 84-5 (3)
Nitrosomonas sp. NmS6
€2-43 {3}
unl €2-17 (1}
itrosonmonas sp. Nmd7
Nitrosomonas ofigotropha Nm4S

8%

_Nitrosomonas sp. NL7
Nitrosococcus oceanus

Figura 10, Arbol filogenético para el gen 16S tDNA de las BOA. La distancia relativa se
calculd utilizando el indice de distancia de Jukes & Cantor mediante el método de Neighbour
Joining. Se realiz6 un andlisis de bootstrap de 100 repeticiones para evaluar la robustez de
los nodos. Se muestran los valores > 60. Los niimeros entre paréntesis indican el niimero 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, una correspondiente a Nitrosospira y la otra correspondiente a

Nitrosomonas. Cinco clones obtenidos a partir de la libreria de la rizésfera de C,

hystrix se agruparon dentro de la rama de las Nifrosospira, ademas hay 3 clones

representados por S4-5 que quedaron fuera de la rama de las Nitrosospira, pero que
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estan estrechamente relacionados con este grupo ya que presentaron un 95% de
similitud con esas secuencias segiin el andlisis mediante BLAST. Cuatro clones
derivados de la rizosfera, se ubicaron dentro de la rama de las Nitrosomonas mientras
que ningin representante del suelo sin cobertura vegetal se encuentré relacionado con
las bacterias de este género. Los altos valores de bootstrap (93%, 61% y 100%)
confirman estos agrupamientos.

A continuacion en la Figura 11 se presenta el dendrograma obtenido a partir del

analisis de las secuencias de los cultivos aislados.
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| Pseudomonas putida

Pseudomonas sp

L Aisiado $5-3 (1)

- Aislado S5-1 (2)
100 Aislado §1-1 (2)

%2 Aislado S10-1 (2}
Aislado C5-4 (1)
i =1 (3)

_I- Acinetobacter vhizosphasiae — )
1990 Aislado S$7-1 (1)

100

ACINEIDDALIEY SP.

e Acinetobactey DIr0QOSTHTUS —

96— Proteobacteria no cultivada

100[ 1L Variovorax sp. CHNCT9
100} | Varipporax sp. 28F

|| Aistado €5-2 (1) —

Aislado S4-1 (1)
100

10} Massilia timonae

Aislado §5-2(7)
100 Aislado C11-3 {1}

Aislado C1-3 (1)
___Aislado §2-2 (1)

ﬂ‘ Ralstonia picketii

Azospiriiium brasiiense

Figura 11. Arbol filogenético para el gen 16S rDNA de B proteobacterias de las bacterias
aisladas y cultivadas. La distancia relativa se calculé mediante el indice de distancia de Jukes
y Cantor con el método de Neighbour Joining. Se realiz6 un andlisis de bootstrap de 100
repeticiones para evaluar la robustez de los nodos. Se muestran los valores > 60. Los
nimeros entre paréntesis indican el nimero de aislados que presenté el mismo perfil de
RFLP. El arbol fue enraizado con Azospirillum brasilense.
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A diferencia de los clones, ninguno de los aislados obtenidos se relaciond
filogenéticamente con los microorganismos oxidadores de amonio pertenecientes a la
subclase de las B proteobacterias. La mayoria de los aislados se relacioné con los
géneros Ralstonia y Pseudomonas. También podemos observar que las muestras no
se agrupan de acuerdo a su origen (rizésfera o suelo sin cobertura). Los altos valores
de bootstrap en los nodos (sobre el 80%) confirman la validez de estos

agrupamientos.
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3. Composicion del gremio de bacterias desnitrificantes del suelo y la rizésfera
actinorricica.
3.1. Cultivo y aislamiento de los microorganismos desnitrificantes

A partir de las muestras de la rizosfera y el suelo sin cobertura se procedio a aislar

y cultivar las bacterias desnitrificantes. Para ello se realizaron diluciones seriadas de
una suspension de suelo, y se incubaron a 27°C en medio DNB sdlido segin lo
descrito en Materiales y Métodos. Las colonias aisladas se inocularon en tubos con
campanas de Durham invertidas, para atrapar los gases producidos durante el proceso
de desnitrificacion. Siete colonias cultivadas fueron positivas en la produccion del
gas, lo que sugiere que podria tratarse de bacterias desnitrificantes (Tabla 8).

Tabla 8.- Produccién de gas a partir de los cultivos DNB aislados

Origen delas | N° de colonias | N° de colonias positivas en el| % colonias positivas
mustras analizadas | ensayo de produccion de gas

Rizésfera (C) 12 5 41,67%
Suelo (S) 4 2 50%

EnlaFigura 12 A y B se muestra la formacion de una burbuja de aire en el interior
de las campanas, lo cual indica la produccion de gas por parte del microorganismo y
se considera como colonia positiva en el ensayo. En la Figura 12 C se muestra a modo

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

44




45

Figura 12. Ensayo de produccion de gas determinada mediante el método de cultivo en
medio DNB con campanas Durham invertidas. A. Aislados de suelo: S11-1, S11-3, B.
Aislados de rizosfera: C1-1, C1-3, C1-4, C1-7, C3-1. Se observa la formacion de una
burbuja en la campana que indica la produccion de gas. C. Cultivo negativo para la
formacion de burbuja (muestra C1-2).

3.2. Amplificacién del gen nosZ

Para determinar si los cultivos productores de gas corresponden a bacterias
desnitrificantes, se procedié a determinar la presencia del gen funcional nosZ que
codifica para la enzima 6xido nitroso reductasa mediante amplificacion por PCR con
partidores especificos. Todos los cultivos positivos en la produccion del gas dieron
como resultado una banda de aproximadamente 700 pb que corresponde al tamafio
esperado de la region amplificada (Figura 13 A). En el ensayo de amplificacion se
incluy6 un cultivo negativo (muestra C1-2, Figura 12 C) en la produccion del gas, el
cual resultd negativo para la amplificacion del gen nosZ. 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 nosZ a partir del DNA extraido directamente de muestras de

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

estuvieran enriquecidas en la fraccion heterotréfica y por lo tanto fuera posible
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amplificar directamente el gen nosZ sin previo cultivo. Se realizaron varios ensayos
de amplificacion directa a partir del DNA purificado de muestras de suelo, sin
embargo, no fue posible obtener amplificacién. En la Figura 13 B se muestra uno de
estos ensayos, donde no se detect6 la amplificacion del gen nosZ para ninguna de las
diluciones del DNA evaluadas y, por lo tanto, se continué trabajando con los cultivos

aislados.

< 700 ph|

Figura 13. Productos de la amplificacién del gen nosZ resueltos por electroforesis en gel
de agarosa al 1,2 %.

(A) Amplificacién usando como templado el DNA de los cultivos. M: marcador de peso
molecular 100 bp; aislados de la rizésfera, 1: C1-1; 2: C1-2; 3: C1-3; 4: C1-4; 5: C1-7; 6:
C3-1; y aislados del suelo, 7: S11-1; 8: S11-3.

(B) Amplificacién usando como templado el DNA extraido directamente de las muestras
de rizésfera o de suelo. M: marcador de peso molecular 100 bp; 1-3: rizésfera; 4: suelo
sin cobertura. (+) Control positivo; (-) control negativo. La flecha muestra 1a banda del
tamafio esperado (700 pb).

46
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3.3. Amplificacion del gen ribosomal 168 a partir de los aislados obtenidos
Para la identificacion de los cultivos de bacterias desnitrificantes, todos los
cultivos positivos para el gen nosZ se ensayaron para la amplificacién del gen para el

RNA ribosomal 168S. El resultado de la amplificacion se presenta en la Figura 14.

Figura 14. Productos de la amplificacién del rDNA 168 de cultivos en medio DNB
visualizados en gel de agarosa al 1.2%. Amplificacién usando como templado DNA

de cuitivos.

M: marcador de peso molecular 100 bp; Aislades de rizésfera 1: C1-1; 2: C1-2; 3:
C1-3; 4: C1-4; 5: C1-7; 6: C3-1; y aislados de suelo. 7: S11-1; 8: S11-3. (-) control
negativo; (+) control positivo. La flecha indica la banda del tamaifio esperado (1,5
kb).

En todas las muestras analizadas se observa amplificacion, incluyendo la muestra
C1-2 que no presentd formacion de burbuja en el cultivo con la campana de Durham
(Fig. 12 C; Fig. 14, carril 2). Este resultado descarta que la falta de amplificacion de

esta muestra para el gen nosZ haya sido por mala calidad del templado.
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3.4. Analisis de los cultivos denitrificantes mediante RFLP

Los amplicones de los cultivos, tanto para el gen nosZ como para el rDNA 168, se
digirieron con la enzima Haelll 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 nosZ (Fig.15 A) como para el tDNA 16S
(Fig.15 B).

Cuando se analiza el perfil de RFLP de los amplicones para el gen nosZ se
observa que las muestras C1-1, C1-3 y C3-1 (Fig.15 A, carriles 1, 3, 6) presentaron
un patrén de restriccion comin, asi como también la muestra S11-1 con S11-3 (Fig.15
A, carriles 7, 8). Por el contrario, las muestras C1-4 y C1-7 presentaron un patrén de
restriccion propio de cada muestra (Fig.15 A, carriles 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 S11-1 y S11-3 compartieron el
mismo perfil (Fig.15 B, carriles 7 y 8). Por su parte las muestras C1-1, C1-3, C3-1y
C1-7 también mostraron el mismo perfil de restriccion (Fig.15 B, carriles 1,3, 5y 6),
a diferencia de lo ocurrido con el gen nosZ donde la muestra C1-7 presentaba un perfil
propio. La muestra C1-4 volvi6 a diferenciarse del resto de las muestras presentando

un perfil Gnico. Se escogid un representante de cada perfil de restriccion diferente para

obtener la secuencia de los genes nosZ y tDNA 168.
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3.5. Identificacion de los cultivos desnitrificantes mediante la secuenciacion del gen
nosZy del gen para el RNA ribosomal 16S.

En el caso del gen rosZ se secuenciaron las 4 muestras que representan los diferentes
perfiles de RFLP obtenidos, y para el gen 168 tDNA 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 obtenidas a partir de 1a base de datos (GeneBank)
mediante la herramienta bioinformatica BLAST y el programa de alineacién de
secuencias Bioedit. A partir de estos alineamientos se construyeron dos arboles
filogenéticos correspondientes al alineamiento obtenido para el gen nosZ (Figura 16 A) y
para el tDNA 168 (Figura 16 B), respectivamente. Los aislados obtenidos se asociaron a
las bacterias de los géneros Pseudomonas y Ralstonia. En la parte superior de cada arbol
(Fig.16, recuadro azul) se observa que dos muestras de suelo con igual perfil de RFLP,
representadas por S11-3, y una muestra de rizésfera, C1-4, se asociaron a una rama
correspondiente a Pseudomonas sp. En la parte inferior, en ambos éarboles se observa que
los aislados de la rizosfera, C1-3 y C1-7 se asociaron a otra rama que agrupa las
bacterias del género Ralstonia sp. (Fig. 16, recuadro verde) con un valor de bootstrap de
100. Los otros aislados de las bacterias desnitrificantes, obtenidos a partir de las muestras

de la rizosfera, compartieron el mismo patrén de RFLP para ambos genes, lo que sugiere

que corresponden a bacterias relacionadas con Ralstonia sp.
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DISCUSION

Las comunidades microbianas del suelo y los procesos biogeoquimicos 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 realizd en praderas o especies vegetales de interes
agricola (Smit y col., 2001; Steenwerth y col., 2003). Sin embargo, existe poca
informacioén sobre las comunidades microbianas asociadas a las especies vegetales
pioneras. Estas se encuentran relacionadas con las etapas tempranas dentro de la
sucesion vegetal, y son capaces de colonizar los suelos pobres en nutrientes en los
ecosistemas semidridos (Orlando y col., 2007).

En este Seminario de Titulo se abordd el estudio de la composicién de los
gremios bacterianos responsables de las principales transformaciones del nitrégeno en
el suelo semiérido utilizando como modelo de estudio al suelo asociado a la planta
Colletia hystrix, una especie dominante en el matorral esclerdfilo de Chile central.
Diversidad genética del gremio de las bacterias fijadoras de nitrégeno

Para el estudio de las bacterias fijadoras de nitrogeno (BFN), se realizd un
PCR semianidado, con el fin de aumentar la sensibilidad de deteccién del método.
Para la primera etapa del PCR se escogieron los partidores nifH F y nifH R ya que
éstos amplifican un segmento blanco del gen nifH en un amplio rango de
microorganismos fijadores de N, (Rosch y col, 2002). Esta aproximacion

metodoldgica 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)




y probablemente estdn a una concentracion inferior al limite de detecciéon en un PCR
directo.

Las muestras amplificadas provenientes de la rizosfera de C. hystrix, 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 rizésfera de
C. hystrix que en el suelo sin cobertura vegetal. Mas ain, a partir de la muestra de
rizésfera se obtuvo un mayor nimero de clones positivos (91%) que con la muestra
del suelo sin cobertura vegetal (56%). La mayor abundancia de los diazétrofos en la
rizosfera podria ser explicada por el hecho de que estas bacterias estan estimuladas y
su actividad nitrogenasa aumenta en presencia de mayores niveles de materia
organica en el suelo. La rizésfera es una zona con elevada concentracion de
compuestos organicos facilmente degradables debido a la exudacién radical, razén
por la cual las bacterias fijadoras libres encuentran en la rizésfera un lugar muy
apropiado para fijar el nitrégeno (Berkum y Bohlool, 1980; Glick, 1995).

Por otra parte cabe mencionar que aunque la concentracion de DNA obtenida
en la rizésfera fue mayor que en el suelo sin cobertura vegetal, (3.4 ng/ul y 2.2 ng/ul
respectivamente) la composicion de BFN obtenida a partir de los clones podria no ser
totalmente representativa debido a que la extraccion del DNA generalmente resulta en
una coextraccion de sustancias himicas, las cuales se encuentran en mayor
abundancia en la rizdsfera, ya que provienen de la degradacién de la materia
orgénica, principalmente de la lignina (Kordel y col., 1997). Estos compuestos
interfieren con la cuantificacion del DNA, inhiben la Tag DNA polimerasa en el

PCR, afectan la digestion de las endonucleasas y reducen la eficiencia y la
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especificidad de la hibridacién del DNA, ya que compiten con los 4cidos nucleicos
(Zhou y col., 1996).

El anélisis por RFLP muestra que los clones del gen #ifH obtenidos a partir de
la rizésfera de Colletia hystrix presentaron un mayor numero de haplotipos diferentes
(36 perfiles) que los obtenidos a partir de las muestras del suelo sin cobertura vegetal
(12 perfiles). En estos ultimos alrededor del 70% de los clones est4 repartido entre
s6lo dos perfiles (Tabla 3., perfiles L y M). Por el contrario, en los clones
provenientes de la rizosfera, los dos perfiles mas frecuentes apenas superan, en
conjunto, el 30% de abundancia relativa (Tabla 3., perfiles A y B). La distribucién de
los perfiles de RFLP de ambas muestras sugiere que hay una mayor diversidad del
gen nifH en la rizosfera de C. hystrix que en el suelo adyacente fuera del dosel, lo
cual coincide con los resultados obtenidos por Chavez (2004), quien reporté mediante
el andlisis de T-RFLP una mayor diversidad del gremio fijador de nitrégeno en la
rizésfera de C. hystrix comparada con la registrada en el suelo sin cobertura vegetal.

En el andlisis filogenético realizado mediante la secuenciacion de los clones
(Figura 5), se observé que los clones con perfiles de RFLP diferentes se agrupan en
una misma rama. Esto nos sugiere que el gen funcional nifH presentaria una alta
variabilidad a nivel de su secuencia, aun entre organismos muy relacionados
filogenéticamente. Por otra parte, es probable que los clones con idéntico RFLP
tengan diferencias en sus secuencias ya que el andlisis de RFLP realizado s6lo
entrega informacion sobre los sitios de corte de la enzima Haelll. Por lo tanto, la
diversidad genética del gen nifH se encuentra subestimada tanto para la rizosfera
como el suelo, ya que no se analizd la secuencia de todos los clones obtenidos sino

que soélo la de aquéllos con diferente perfil de RFLP para esa enzima.
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El andlisis filogenético mostré también que las secuencias del gen nifH
derivadas de la rizosfera actinorricica y del suelo sin cobertura se relacionan con los
miembros del género Azospirillum (Figura 5, recuadro amarillo). En el caso de la
rizésfera, las bacterias de este género han sido reportadas dentro de los diazétrofos
mds abundantes (Berkum y Bohlool, 1980) independientemente del tipo de suelo o
del origen geografico de éste (Bashan, 1998). De este modo no es sorprendente que
gran parte de los clones obtenidos a partir de la rizésfera actinorricica se hayan
asociado con Azospirillum. Sin embargo, hay informacién que indica que en el suelo
que se encuentra fuera de la regién rizosférica (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 género Azospirillum es utilizado como biofertilizante y bioestimulante
(Garcia y col., 2007) por su capacidad para asociarse con las plantas de interés
agricola La inoculaciéon con Azospirillum produce un aumento de la masa radicular,
debido a la capacidad de producir fitohormonas. Estas promueven la elongacién
radical e incrementan las ramificaciones laterales por lo que aumenta el 4rea radical.
Se ha demostrado que las plantas inoculadas con esta bacteria absorben mas rapido
los minerales de la solucién y, consecuentemente, acumulan més materia seca, N, P y
K en tallos y hojas (Puente y Peticari, 2006). No obstante, la liberacion de
Azospirillum spp. en suelos de manera previa a la inoculacién 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 género bacteriano en un

suelo semiarido como lo es el suelo de El Romeral, podria ser de gran interés
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biotecnoldgico si se logran aislar las cepas y evaluar su uso como rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal de las especies de interés agricola en los suelos
pobres. Es importante considerar también la posibilidad de que estas supuestas cepas
de Azospirillum no se encuentren necesariamente activas in situ, pudiendo
encontrarse en estado vegetativo o en forma de quistes hasta que una planta huésped
se encuentre disponible (Bashan 1998).

Ademas de Azospirillum, se encontré que algunos clones de la rizdsfera de C.
hystrix se relacionaron filogenéticamente con bacterias de los géneros Rhizobium y
Bradyrhizobium (Figura 5., recuadro verde). Estas bacterias, salvo excepciones
(Dreyfus y col.,, 1983), corresponden a diazétrofos capaces de fijar nitrogeno
solamente cuando se encuentran en simbiosis con leguminosas (Hussein, 1999). Es
tal vez por este motivo que unicamente los clones provenientes de la rizosfera se
hayan asociado con estos géneros bacterianos, ya que este ambiente presenta una
concentracion de nitrogeno biolégicamente disponible mucho mayor que la presente
en el suelo sin cobertura, lo cual permitirfa la existencia de bacterias rizobiales atin
sin fijar N.

Llama la atencion que entre los clones obtenidos ninguno se identifico con el
actinomicete Frankia. Cabe destacar que el sector de muestreo corresponde a un
parche vegetacional de Colletia hsytrix, cuyas plantas se encuentran noduladas por
bacterias del género Framkia (Chavez y Carli, 2006), por lo cual seria esperable
encontrar clones del gen nifH relacionados con este actinomicete. La ausencia de
secuencias que se relacionan con Frankia, sugiere que este diazotr6fo se encuentra en
muy baja abundancia en el suelo y en la rizésfera de C. Aystrix y no fue detectable en

la amplificacién por PCR. Estudios previos han reportado que la abundancia de
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Frankia en suelos es considerablemente menor a la de las especies de los géneros ae
Azospirillum, Rhizobium y Bradyrhizobium (Chévez, 2004). La ausencia de clones ae
Frankia en este estudio, también sugiere que el principal habitat de este actinomicete
en el matorral podria estaria restringido a los nddulos radiculares de sus plantas
hospederas.
Diversidad genética del gremio de las bacterias nitrificantes

El estudio de las bacterias oxidadoras de amonio se realizé6 mediante dos
aproximaciones, una independiente y otra dependiente de cultivo.

Se utilizo la técnica de PCR anidado para la amplificacion del rDNA 16S con el
fin de aumentar la sensibilidad y especificidad del método en la deteccion de este gen.

Aunque los partidores escogidos debian ser especificos para los oxidadores de
amonio de la subdivision B de las proteobacterias, podemos ver en la Figura 9,
correspondiente al analisis de los clones obtenidos, que esto no ocurrié del todo asi.
Vemos que los partidores, si bien amplificaron las secuencias esperadas, también
amplificaron secuencias pertenecientes a 3 proteobacterias no oxidadoras de amonio
(recuadros amarillo, morado y rojo, figura 9). Mas ain, algunos de los clones se
alinearon con organismos de la subdivision y de las proteobacterias (recuadros azul y
naranjo, figura 9). Sin embargo, esto no es completamente inesperado. Los partidores
Bamo (McCaig y col., 1994) se disefiaron con la intencién de recuperar una gran
porcién (1,1 kb) del 16S rDNA a partir de todos los oxidadores de amonio
pertenecientes a la subclase de las f proteobacterias presentes en una muestra. Para
ello, los partidores se disefiaron con una baja especificidad para permitir la
amplificacién de no sélo los organismos blanco, sino que también de sus parientes

maés cercanos por fuera de la radiacion de los oxidadores de amonio. Mientras que
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esta baja especificidad resultaba ventajosa en la generacién de nuevos datos de
secuencias, las librerias de clones generadas a partir de estos suelos ademds contenian
una alta proporcion de secuencias (hasta un 70%) 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 famo entrega una mayor
diversidad de secuencias que otros acercamientos utilizados para el suelo, pero
también 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 Nitrosospira que no pueden ser amplificadas con otros partidores, razén por la
cual decidimos continuar el estudio con este juego de partidores.

En la figura 10 se muestra un subagrupamiento obtenido utilizando sélo las
secuencias pertenecientes a los oxidadores de amonio. Podemos ver que si bien los
clones se agrupan tanto con las bacterias del género Nitrosomonas como con las de
Nitrosospira, la mayoria se agrupa con este ultimo género. Esto es esperable si
consideramos que en los ecosistemas terrestres se ha reportado una predominancia del
género Nitrosospira sobre Nitrosomonas (Kowalchuk y Stephen 2001).

Los clones representados por S4-5 no quedaron dentro de ninguna de las ramas
del arbol. Sin embargo, en el andlisis mediante BLAST presentaron un porcentaje de
similitud del 95% con las bacterias del género Nitrosospira.

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 e

relaciona filogenéticamente con los microorganismos oxidadores de amonio
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pertenecientes a la subclase B de las proteobacterias. La mayoria de los aislados esta
relacionada con los géneros Ralstonia y Pseudomonas, ambos dentro de la subclase y
de las proteobacterias. No se ha reportado ningtin antecedente que nos haga suponer
que estos géneros bacterianos realizan el proceso de oxidacion del amonio.

Resulta extrafio el hecho que luego de todo el proceso de seleccion de los
microorganismos oxidadores de amonio en un medio carente de fuentes de carboi-o
sea posible obtener microorganismos heterotréficos como Ralstonia 'y Pseudomonas.
Sin embargo, algunos estudios sugieren la existencia de especies de Pseudomonas
(Pseudomonas oxalaticus) capaces de fijar CO, mediante el ciclo de Calvin en
medios con limitaciones de carbono (Dijkhuizen y Harder, 1979).

La nitrificacion autotréfica en los sistemas naturales se encuentra limitada por las
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 nimero de caracteres fenotipicos distintivos (Prosser, 1989). Es
por esto que la mejor manera de estudiar estos microorganismos es complementando
las técnicas dependientes de cultivo con las técnicas moleculares independientes de
cultivo, tal como fue realizado en el presente trabajo.

Diversidad genética 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 (NO3") como tinica fuente de nitrogeno, ya que
las bacterias desnitrificantes son en su mayoria heterotroficas y capaces de utilizar
los 6xidos de nitrégeno como aceptores respiratorios de los electrones cuando hay

déficit de oxigeno. Mediante la técnica de cultivo en agar blando (ver materiales y
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métodos) se generé un ambiente bajo en oxigeno, el cual favorece la reaccion de
desnitrificacion (Tiedje, 1988).

A continuacién se evalu6 la capacidad de produccion 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 desnitrificacion las bacterias
reducen al nitrato a nitrégeno molecular en varias etapas, donde hay intermediarios
gaseosos tales como NO, N,O y N,. 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 identificacion fue la presencia del gen nosZ 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 (N;0) a dinitrogeno (N;). Tomando en cuenta estos criterios, podemos
afirmar que las colonias aisladas corresponden a bacterias desnitrificantes.

Para comprobar que aquellas colonias que no produjeron gas en la campana
no fueran falsos negativos, es decir, organismos desnitrificantes que por alguna razén
no formaron burbuja, se eligié a uno de ellos (muestra C1-2, Figura 12 C) y se intentd
amplificar el gen nosZ a partir de su genoma. En este caso la muestra también fue
negativa para la amplificacién de este gen. Sin embargo, la reaccién de amplificacién
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 del

DNA y sugiere que la bacteria aislada (C1-2) no es un desnitrificante.




62

En forma paralela, se intenté6 amplificar el gen nosZ a partir del DNA
extraido directamente de las muestras de suelo, sin previo cultivo. Se utilizaron suelos
tanto de la rizosfera 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 nosZ y nirK que la maxima abundancia de estos genes
con respecto al gen ribosomal 16S alcanza un 5% a 6%, dando cuenta de la baja
proporcién de desnitrificadores con respecto al total de bacterias en los suelos. Esto
podria explicar por qué no fue posible detectar a estos microorganismos mediante
PCR directo, pero si fue posible obtener microorganismos desnitrificadores median‘e
técnicas dependientes de cultivo, donde se estaria realizando una seleccion a favor de
estas bacterias. Por lo tanto la identificacién de las bacterias desnitrificantes en estos
habitat se continud con las muestras obtenidas a través del cultivo.

Las colonias que dieron una reaccién de amplificacion positiva para los genes
nosZ y 16S rDNA se sometieron a un analisis por RFLP, con el fin de seleccionar los
clones diferentes. Algunas muestras compartieron perfiles de restriccion tanto para <l
gen nosZ como para el gen ribosomal 16S. Otras, en cambio, presentaron perfiles
tinicos de restriccién (Figura 15). Llama la atencion que ninguna muestra de la
rizosfera compartiera algin perfil con las muestras del suelo sin cobertura. Aunque el
nimero de colonias aisladas fue bastante reducido, esta observacion podria indicar
que las bacterias desnitrificantes mas abundantes o mas féciles de cultivar no son las
mismas en estos dos hébitat estudiados.

El anélisis filogenético realizado a partir de las secuencias de ambos genes reveld

que nuestras muestras se asocian principalmente a las bacterias desnitrificantes de los

géneros Pseudomonas y Ralstonia (Figura 16). Esto concuerda con la literatura,
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donde se reportd al género Pseudomonas como el grupo bacteriano predominante en
el proceso de desnitrificacion en el suelo (Zumft y col., 1997; Janda y col., 1998).

De forma adicional, se intenté amplificar otro marcador molecular de la via
de la desnitrificacion: el gen #irS. De las 4 colonias analizadas previamente, dos de
ellas (ambas de la rizosfera) no amplificaron el marcador molecular mientras que las
otras dos si dieron positivas para el gen nirS. Estas muestras fueron secuenciadas y
analizadas filogenéticamente (Figura 17). De acuerdo a este analisis se establecié que
pertenecen a los microorganismos desnitrificadores dentro de la subclase y de las
proteobacterias. Esto concuerda con los resultados obtenidos con los genes #nosZ y
16S ribosomal, donde ambas muestras se asociaron de manera cercana con el género
Pseudomonas. Sin embargo, la secuencia obtenida para #irS fue bastante disimil con
las secuencias de desnitrificadores tipicos disponibles en la base de datos, lo que
sugiere que en estos habitat hay una diversidad genética no explorada lo que hace
necesario continuar con estos esfuerzos. En especial cuando los resultados obtenidos
por Cavigelli y col. (2001) apoyan la hipdtesis que la composicion del gremio de los
desnitrificadores estaria influenciando la producciéon de N,O en suelos, por lo que
estudios sobre la diversidad de estos grupos microbianos y su funcién podrian ayudar

a controlar las emisiones de este gas de efecto invernadero.




CONCLUSIONES

% Los resultados indican que en los ecosistemas semidridos estudiados estdn

presentes los principales grupos funcionales del ciclo del nitrgeno:

» Los clones de BFN del suelo sin cobertura se relacionan mayoritariamente
con bacterias del género Azospirillum. Los de rizsfera, ademads, se

relacionan con bacterias rizobiales.

» Los clones de nitrificadores se relacionan con el género Nifrosomonas y

con el género Nitrosospira, ambos oxidadores de amonio.

* Los desnitrificadores obtenidos mediante cultivo se relacionan

principalmente con los géneros Raistonia y Pseudomonas.

%+ 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 una fuente de nuevos recursos genéticos.
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