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RESUMEN.

Las bacterias son indicadores tempranos de cambios en el ambiente debido a su papel
en los distintos ciclos biogeoquimicos de los elementos y a su sensibilidad a las alteraciones del
ambiente, teniendo un papel fundamental en el ciclo del N, ya que son los Unicos seres vivos
del planeta con capacidad para fijar el nitrégeno molecular atmosférico en forma de amonio,
haciéndolo disponible para el resto de organismos. El objetivo principal del presente trabajo es
analizar el papel de las bacterias como posibles bioindicadores de los cambios ambientales que
sufren algunas de las formaciones boscosas del Parque Nacional de Sierra Nevada. Para ello se
ha realizado un estudio de la diversidad de fijacion de Nitrégeno y un analisis del potencial
genético del ciclo del Nitrégeno en la rizosfera de un robledal en gradiente altitudinal, en la
comparacion robledal versus encinar, y en un encinar 3 y 6 afios después de un incendio
forestal. Ademas, también se ha realizado analisis de las bacterias formadoras de nddulos
fijadores de Nitrogeno en las raices de Genista versicolor Boiss., piornal amarillo, formacién

vegetal responsable de la formacidn de suelo en alta montafia.

Los resultados obtenidos muestran que G. versicolor es nodulada por bacterias
pertenecientes al género Bradyrhizobium, siendo predominante la presencia de B. canariense
biovar genistearum. Ademads G. versicolor es una planta promiscua, ya que puede ser nodulada
por otras 2 especies de Bradyrhizobium, perteneciendo una de ellas a un nuevo simbiovar que

hemos denominado sierranevadense.

En cuanto a la diversidad de organismos diazotroéficos, se ha observado que la muestra
de encinas quemadas es la que menor riqueza y diversidad presenta, aunque ha aumentado
entre los 3 y 6 afios después del incendio, existiendo como género mayoritario Azospirillum y
Clostridium respectivamente para cada afio. En la rizosfera de robles se observa una
correlacién positiva entre la riqueza y diversidad de microorganismos diazotréficos y la
relaciéon C/N, la concentracién de Mg," y Ca,’, la salinidad y el pH del suelo. De acuerdo al
analisis de diversidad del gen nifH el phylum Cyanobacteria es el mds abundante. En la zona de
expansién del robledal predomina Sinorhizobium y en las zonas menos alteradas abunda
Methylobacterium. En la rizosfera de las formaciones boscosas de quercineas minimamente
alteradas la abundancia relativa del género Methylobacterium podria ser un indicador de la

calidad del suelo, ya que presenta una gran abundancia en estas muestras.



En la rizosfera de las formaciones boscosas de quercineas minimamente alteradas el
potencial genético del ciclo del nitrégeno nos muestra un ecosistema desarrollado en el caso
del robledal, y en fase de alcanzarlo en el caso del encinar. El phylum Proteobacteria es
diferencialmente predominante en el robledal, y el de Acidobacteria en la rizosfera del encinar.
Los microorganismos rizosféricos del robledal en la zona de expansion presentan un ciclo del
nitrégeno con bajas pérdidas y altas entradas de este elemento, lo cual es caracteristico de un
ecosistema en desarrollo. Ademds, el phylum Proteobacteria, con microorganismos

tipicamente heterétrofos, presenta una menor abundancia.

También se observa que cuando se produce un incendio forestal la microbiota
asociada a la raiz potencia la obtencién de nitrogeno desde fuentes inorganicas, mientras que
en el ecosistema no alterado lo obtiene de compuestos organicos. Los phyla bacterianos
tipicos del ecosistema no alterado, Proteobacteria y Acidobacteria, son reemplazados por el
phylum Actinobacteria, destacando la presencia de los géneros Arthrobacter, Mycobacterium,

Modestobacter y Blastococcus.
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1. CAMBIO CLIMATICO.

1.1 ASPECTO GENERALES.

Por "cambio climdtico" se entiende un cambio de clima atribuido directa o indirectamente
a la actividad humana que altera la composicion de la atmdsfera mundial y que se suma a la

variabilidad natural del clima observada durante periodos comparables.

CONVENCION MARCO DE LAS NACIONES UNIDAS SOBRE EL CAMBIO CLIMATICO, 1992.

Articulo 1, parrafo 2.

Se denomina cambio climatico a la modificacién del clima con respecto al historial climatico a
una escala global o regional. Aunque la Convencién Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio
Climatico usa el término «cambio climatico» solo para referirse al cambio por causas humanas (ver cita
“Articulol, parrafo 2”) realmente un cambio climatico se da debido a la influencia de una serie de
factores, tanto externos al propio planeta (variaciones solares, variaciones orbitales e impacto de
meteoritos) como internos (deriva continental, composicion atmosférica, corrientes ocednicas, campo
magnético terrestre y efectos antropogénicos). Dentro del factor de la composicion atmosférica, es
conveniente recordar la importancia, para el desarrollo de la vida, del efecto invernadero, que es el
fendmeno por el cual parte de la radiacién solar que llega a la superficie del planeta es de nuevo
reflejada a la atmdsfera en forma de radiacidn infrarroja y retenida por los gases de efecto invernadero
(vapor de agua (H,0), metano (CH,), 6xido nitroso (N,O), ozono (O;), didxido de carbono (CO,) y
derivados clorofluorocarbonados (CFC)). Debido a esto, la temperatura media del planeta esta en torno
a 15 °c, posibilitando la vida en la Tierra, ya que de no existir los gases de efecto invernadero la

temperatura media global seria de -18 °c.

La concentracion atmosférica de CO, se ha incrementado desde los 280 umol-mol"1 de la época
preindustrial a niveles actuales de 400 umol-mol'l(http://www.coZnow.org), con previsiones de exceder
los 700 p.mol-mol‘1 al final de este siglo (Houghton y Ding, 2001). Este aumento de la concentracion de
CO, en la atmdsfera, debido principalmente al efecto de la actividad humana, esta provocando que el

actual cambio climatico dé lugar a un calentamiento global, entendiendo como calentamiento global un

3
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aumento de la temperatura media anual de la superficie terrestre, existiendo predicciones de un
aumento de entre 1,1y 6,4 °Cdela temperatura media de la superficie para finales del siglo XXI (IPCC,
2007). Aun asi, el presente calentamiento global no es el Unico que ha sufrido nuestro planeta, habiendo
sido el mas reciente el periodo célido medieval (que se dio entre los siglos X y XIV, siendo la regidn
europea donde mejor se ha documentado este evento), aunque el calentamiento global actual es el mas
brusco, ya que la tasa de calentamiento actual no se ha dado con anterioridad, ni siquiera en la época de
las glaciaciones, donde un cambio de entre 4 y 7°Cdela temperatura media anual se dio en un periodo
de tiempo de unos 5.000 afios (IPCC, 2007). El cambio climatico actual es de gran interés para el ser
humano por dos razones principales, la primera es que esta afectando a la vida humana, tanto a nivel de
salud como en aspectos socio-econdmicos, y la segunda razén es que al provocar la tasa de
calentamiento global mas rapida registrada en los ultimos miles de afios se plantea el problema de si los
organismos vivos tienen la capacidad de adaptarse a estos cambios. Actualmente es evidente el
devastador efecto que esta teniendo el Cambio Climatico sobre los ecosistemas, existiendo numerosas
evidencias de especies en peligro critico de extincion, de pérdida de riqueza y diversidad y de
fragmentacién y disminucién de los habitats. Asi parece irremediable cambiar el rumbo, ya que existen
estudios, como el presentado por Warren et al. (2013), en los que se llega a la conclusidon de que una
mitigacion de los efectos del cambio climatico reduciria la pérdida de biodiversidad que esta sufriendo el

planeta actualmente.

El cambio climatico estd provocando una serie de cambios en la biosfera, repercutiendo
notablemente y de diferentes formas en la mayoria de los ecosistemas tanto terrestres como marinos.
Ademas, esta influyendo en los diferentes organismos del planeta tanto macroscopicos como
microscoépicos, afectando a éstos en muchas ocasiones a nivel de procesos metabdlicos relativamente
sencillos. Como ejemplo, el aumento de la concentracion de CO, atmosférico estd provocando una
disminucion del pH de los océanos, de la concentracién de iones carbonatos y del estado de saturacidn
del carbonato calcico, provocando un aumento de la disolucidn de carbonatos en los océanos del todo el
planeta (Feely et al. 2004; Orr et al. 2005). Esta alteracidn de las concentraciones idnicas y del pH de las
aguas oceanicas provoca un debilitamiento de las estructuras calcareas de los organismos marinos, ya
que se disminuye la tasa de calcificacion, y esto conlleva grandes alteraciones sobre todo en
ecosistemas de corales. Por otro lado, diferentes estudios de campo han puesto de manifiesto que el
aumento de CO, atmosférico hace que las plantas asimilen mayor cantidad de carbono (Drake et al.
1997; Ainsworth y Long, 2005), mientras que otros autores han sugerido que también se produciria una
mayor acumulacion de carbono (C) en el suelo, el cual es el mayor y mas estable reservorio de carbono
del planeta (Jastrow et al. 2005). De Graff et al. (2006) realizé un meta-analisis a partir de 117 estudios
sobre el efecto del aumento de la concentracién de CO, atmosférico en la produccion de biomasa

vegetal, en la dinamica de la materia orgdnica del suelo y en la fijacion de nitrégeno (N). En dicho
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trabajo se concluye que un aumento de los niveles de CO, atmosférico provoca una mayor
inmovilizacién de N, un incremento en la proporcién C/N del suelo, el contenido de N y C microbiano, la
respiracion del suelo y también un aumento de la cantidad de biomasa vegetal, tanto aérea como
subterranea, con su consecuente aumento en la respiracidon de CO, por parte de las plantas. Otra de las
conclusiones a las que llega este trabajo es que el aumento de la biomasa vegetal en altas
concentraciones de CO, sdlo se puede mantener, a largo plazo, si existe un aporte extra de nutrientes.
Esto significa que tanto las plantas como los microorganismos del suelo tienen la capacidad de regular
los niveles de concentracién de CO, atmosférico, acumulando ese exceso de CO, que se esta dando

actualmente en reservorios de carbono, como los bosques o la materia organica del suelo.

Por lo tanto, aunque el mayor efecto del cambio climatico actual es un incremento de la
temperatura media de la superficie terrestre, existen otros factores también asociados a la actividad
humana (mayor deposicion de N en ecosistemas cercanos a nucleos urbanos, alteracion de cursos o
caudales de rios, deforestacion...) que estan alterando en mayor o menor medida los ecosistemas del
planeta e incluso pueden afectar a la dinamica atmosférica y oceanica. Es importante remarcar que
tanto la dindmica atmosférica como la oceanica regulan y mantienen el clima terrestre, ya que de no
existir ambos las temperaturas en el planeta serian mas extremas, con mayores temperaturas en
latitudes cercanas al ecuador y temperaturas mas bajas en las actuales latitudes de clima templado y
frio. Por ello, existen diferentes enfoques a la hora de estudiar el cambio climatico actual, algunos
basados en la modelizacién de la dinamica fisica global (tanto la atmosférica como la ocednica) para
conocer el funcionamientos de éstas y poder realizar previsiones a medio y largo plazo de las
condiciones climaticas futuras, o incluso como afectara a la disponibilidad de recursos marinos y, por
ende, a la economia de las regiones costeras. Otros estudios se centran en el analisis econédmico y social
del cambio climatico para estudiar las causas y sus efectos y para disefiar una estrategia eficiente que

permita transitar a un desarrollo sostenible (http://www.euroclima.org/es/euroclima/socios-

euroclima/item/442-metodologias-para-el-analisis-del-cambio-climatico). También existen muchos
trabajos sobre la influencia del cambio global en la biosfera a nivel macroscépico, donde se estudia
diferentes aspectos de la fauna y la flora, como pueden ser la fragmentacion de los habitats, cambios en
la distribucion espacial o en la estructura de los bosques, cambios a nivel fisiolégico o reproductivo
tanto de especies vegetales como animales... Otra serie de investigaciones se centra en la alteracién de
los niveles de diferentes gases atmosféricos (sobre todo los gases de efecto invernadero) y su influencia
tanto en el clima terrestre como en la biosfera, principalmente en la estructura, composicion y
funcionamiento de las comunidades vegetales y microbianas. En los ultimos afios, y gracias al avance de
las tecnologias de secuenciacién de DNA (Next Generation Sequencing), se estan realizando numerosos
estudios centrados en los cambios en las comunidades de organismos microscopicos del suelo, tanto

hongos como bacterias, debidos al aumento de la temperatura, al aumento de la concentracién de CO,
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atmosférico, al cambio de uso o manejo del suelo, donde se incluye el empleo de fertilizantes
nitrogenados, al efecto de las comunidades vegetales presentes, al cambio de vegetacion debido a

alteraciones de la serie ecoldgica...

Hay que tener en cuenta que aunque existen diferentes enfoques en el estudio de las causas y
efectos del cambio climatico (dindmica global, efectos en la biosfera, efectos sociales y econdmicos....)
todos estos aspectos estan interrelacionados. Como ejemplo de esta interrelacién de enfoques, en el
trabajo de Hanewinkel et al. (2013) se indica que los cambios en la distribucidon de especies que estan
sufriendo actualmente los bosques europeos dara lugar a un escenario futuro dominado por bosques
mediterraneos de robles y encinas, los cuales son de escaso valor econdmico dentro de la industria de la
madera, por lo que afectard a la economia de la region. Y cabe destacar que es tal la importancia del
estudio de las causas y efectos del cambio climatico que existen numerosas revistas cientificas con
elevado indice de impacto especializadas en este tema o en algunos de los aspectos asociados, como,
por poner algunos ejemplos, Global Environmental Change, Global and Planetary Change,

Environmental Pollution...

1.2 INCENDIOS FORESTALES COMO CONSECUENCIA Y CAUSA DEL CAMBIO
CLIMATICO.

Los incendios, como eventos ocasionales de origen natural, han influido en la vegetacién de la
cuenca mediterranea desde antes de la aparicién del hombre en este area (Clark, 1996). Ademas, con el
asentamiento del hombre en el drea mediterranea, se introdujo otro factor importante, como es el
pastoreo, que junto a otros factores (como son las sequias regulares, las elevadas temperaturas o los
propios eventos de incendios ocasionales) ha permitido el desarrollo de una vegetacidén especifica y
adaptada a estas condiciones (Pausas, 2006) y muy caracteristica de la regidon mediterranea: la dehesa,
donde la accion ganadera juega un papel fundamental en el mantenimiento del ecosistema. El problema
es que durante el desarrollo industrial, desde comienzos del siglo XIX, y hasta la actualidad, la estructura
socio-econdmica de gran parte del planeta ha sufrido grandes cambios, siendo el mas evidente el éxodo
rural en busca de una mejor calidad de vida en nucleos urbanos e industriales. Este éxodo rural, con el
consecuente abandono de las practicas agricolas, y la industrializacion ha provocado cambios en los
regimenes histéricos de incendios y en la frecuencia e intensidad de los estreses climaticos (Pausas y
Fernandez-Mufioz, 2011). Ademas, los modelos de calentamiento global predicen cambios en los
patrones espaciales y temporales de precipitaciones para las proximas décadas, con veranos secos en

latitudes medias (Solomon et al. 2007) e incluyendo cambios en la frecuencias e intensidad de eventos
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de sequia y olas de calor (IPCC, 2007; Good et al. 2008), como ya se ha demostrado en algunos estudios
recientes, en los cuales se observa incrementos en la frecuencia de estos eventos (Della-Marta et al.
2007; Alexandrian et al. 1999), que también provocara una mayor frecuencia de incendios forestales
(Dale et al. 2001). Por lo tanto, se puede decir que el abandono rural, el cual implica el uso de las
dehesas como zonas de pastoreo, y el cambio climatico global son las 2 principales causas del aumento

de eventos de incendios forestales.

Los incendios forestales constituyen un feed-back positivo para el cambio climatico, ya que
contribuyen al calentamiento global de dos formas: por un lado la alta emisién de CO, (gas de efecto
invernadero) que se produce en un incendio, y por otro lado la eliminacién del efecto sumidero de CO,
que supone la existencia de los bosques y de las comunidades microbianas asociadas a éstos. Los
efectos de los incendios de bosques incluyen la aceleracién de los ciclos de nutrientes, la mortalidad de
arboles, cambios en la direccion de la sucesion ecoldgica del ecosistema, induccién de la germinacion de
semillas, pérdida del banco de semillas del suelo, incremento de la heterogeneidad del paisaje, cambios
en las capas superficie-suelo y raiz de la planta y tejidos reproductivos, y volatilizacion de los nutrientes
del suelo (Whelan, 1995). Ademas, los incendios forestales no sélo afectan a la estructura y composicion
vegetal de los ecosistemas, sino que también alteran las caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas del
suelo. Algunas de estas alteraciones son cambios en la temperatura y textura del suelo y en la calidad de
la materia organica, los cuales tienen una gran influencia en algunos procesos importantes del
ecosistema, como son la tasa de descomposicion y mineralizacion de nutrientes (Swift y Heal, 1979;

Schmidt et al. 2004).

En el caso de nuestro pais, la superficie afectada por incendios en Espana alcanza una media
anual de 127.209 hectareas en el periodo del 2000 al 2009, incluyendo en éstas las formaciones
herbaceas, arbustivas y boscosas (http://www.magrama.gob.es/es/ biodiversidad/temas/defensa-
contra-incendios-forestales/estadisticas-de-incendios-forestales/). Dentro de estos incendios esta el que
ocurrié en el Espacio Protegido de Sierra Nevada en septiembre de 2005. Este incendio afecté a una
extension de 3.416,74 ha (Gomez-Zotano et al. 2005), con la presencia de encinas en 412 ha del total de
la superficie quemada, claro ejemplo de todo el expuesto anteriormente. Para facilitar la recuperacion
de estas formaciones vegetales es importante entender los procesos que afectan a la recuperacion del

suelo y las comunidades microbianas asociadas a éste.
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1.3 CAMBIO CLIMATICO EN ECOSISTEMAS DE MONTANA.

Hace casi 250 afios que Linneo documentd la existencia de distintas comunidades de plantas y
animales caracterizando la sucesién de zonas climaticas a lo largo de las laderas de las montafas.
Estudios realizados sobre como algunos taxones y la composicion de la comunidad responde a
gradientes altitudinales han llevado a la busqueda de patrones altitudinales generales de la diversidad
(Brown, 2001; Lomolino, 2001; McCain, 2005). Estos patrones sefialan que en las zonas montafiosas
existe una clara tendencia a una disminucion de la diversidad al aumentar la altitud, siendo los puntos
con mayor diversidad los ubicados en zonas medias o bajas. Esto ha sido demostrado para una gran
variedad grupos taxondmicos, incluyendo arboles, mamiferos, aves, reptiles, insectos y anfibios. Esto se
debe a que en las zonas bajas las condiciones microclimaticas son mas variables, dando lugar a una
mayor diversidad de nichos ecoldgicos. Por otro lado, la homogeneidad de las condiciones ambientales
en zonas altas, junto a unas condiciones mas extremas y la escasez de algunos nutrientes provocan una

mayor competencia y una menor diversidad de especies vegetales.

Los ecosistemas de las zonas de montafia son muy sensibles y vulnerables al cambio climatico
(Schroter et al. 2005), y la existencia de marcados gradientes climaticos en estas zonas permite que sean
sitios idoneos para el estudio de dichos gradientes en una escala espacial relativamente pequefia (Diaz
et al. 2003), incluyendo el estudio de los impactos del clima sobre los ecosistemas. Uno de los efectos
esperables del cambio climatico es una migracién ascendente de las zonas de vegetacién (e.g. Dullinger
et al. 2003), lo cual conllevara a una alteracion significativa de las comunidades de plantas y la cantidad
y calidad de los residuos vegetales, que a su vez puede afectar la estructura, composicién y
funcionamiento de las comunidades microbianas (Myers et al. 2001; Dullinger et al. 2003). Sin embargo,
estos cambios hacia mayores altitudes no siempre resultan en una mayor riqueza de especies vegetales
en la parte alta de la montafia (Pauli et al. 2012). Si el aumento de la aridez es el principal causante de la
pérdida de especies observada en muchas cumbres de la region mediterrdnea, esta tendencia
continuara durante décadas, porque los modelos de cambio climatico predicen un aumento de las
temperaturas, una disminucion de la precipitacion anual, y veranos mas secos y largos en el sur de
Europa (Christensen et al. 2007; Benito et al. 2008), como es el caso de Sierra Nevada, que constituye el

sistema de alta montafia mas meridional de Europa.
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2. ESPACIO PROTEGIDO DE SIERRA NEVADA

La region mediterranea constituye una zona de transicidon entre el arido clima del Norte de
Africa y el templado y lluvioso clima de Europa Central. En este ecotono, cada pequefia modificacién
puede conllevar cambios sustanciales en el clima, haciendo de las montafias mediterraneas una region
potencialmente muy vulnerable al cambio climatico (Lionello et al. 2006). Las predicciones climaticas
para estas regiones son de mayores temperaturas, menos precipitacion y mayor variabilidad interanual
gue en montafias europeas no mediterraneas (Giorgi y Lionello, 2008), lo cual conllevara grandes
cambios en la vegetacion de estas zonas. Estos cambios de vegetacion ya se han observado en algunos
trabajos, como por ejemplo el de Ruiz-Labourdette et al. (2013), donde concluyen que los cambios en
las especies arbdreas de las zonas bajas de las montafias mediterraneas se deben principalmente a las

limitaciones hidricas que se estan dando en estos sitios.

Por lo tanto, de todas las regiones de Europa, la region mediterranea parece la mas vulnerable
a los cambios climaticos (Schroter et al. 2005), siendo las principales amenazas debidas al cambio
climatico global, como son la disminucidn de las precipitaciones, el incremento de las temperaturas y el
aumento de la frecuencia de los incendios forestales. Estos factores influyen negativamente en los
ecosistemas alterando tanto la composicion como la riqueza de la comunidad de plantas (Schroéter et al.
2005), disminuyendo la cantidad y calidad de los recursos del suelo (nutrientes y materia orgénica),
afectando a la biomasa y la diversidad microbiana (Guénon et al. 2011), y disminuyendo la actividad de
mineralizacion de las comunidades microbianas del suelo (Acea y Carballas, 1996; Sardans y Pefiuelas,
2005; Sardans et al. 2008). Teniendo en cuenta esto y, como se ha indicado anteriormente, que los
ecosistemas de las zonas de montafia son muy sensibles y vulnerables al cambio climatico, resulta
interesante centrar el estudio de los efectos del cambio climatico en un ecosistema mediterraneo de
alta montanfa, siendo el Parque Nacional de Sierra Nevada el ejemplo mas representativo de este tipo de
ecosistemas, segun el Catdlogo de Parques Nacionales del Ministerio de Agricultura, Alimentacion y

Medio Ambiente (http://reddeparquesnacionales.mma.es). Ademads, hay que destacar que como

Reserva de la Biosfera, Sierra Nevada ha sido incluida a nivel mundial entre las 28 reservas de la Biosfera
de Montafia que participan en la Red Internacional de Investigacién y Seguimiento del Cambio
Climatico, el proyecto Global Change in Mountain Regions (GLOCHAMORE). Ademas, en la segunda fase
de este proyecto, Sierra Nevada sigue siendo una de las 10 reservas de la biosfera seleccionadas a nivel

mundial como Observatorio de Cambio Global.

El Espacio Protegido de Sierra Nevada se localiza en el Sureste de la Peninsula Ibérica, entre las

provincias de Granada y Almeria, ubicdndose entre las coordenadas geograficas de 36°55” a 37°15’ de
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latitud norte, y de 2°56’ a 3°38’ de longitud oeste, aproximadamente. Est4 delimitado por el valle del
rio Lecrin al oeste, el valle del rio Guadalfeo al sur, por la depresidn Bética al norte, por el corredor del
rio Gérgal al este y por el valle del rio Andarax al sureste. En sentido Este-Oeste, tiene una longitud de
casi 80 Km y anchura que oscila entre los 15 y 30 Km, con una superficie de 172.238 ha, de las cuales

85.883 constituyen el Parque Nacional de Sierra Nevada (http://www.juntadeandalucia.es). En el ambito

internacional, desde 1986 pertenece a la Red Mundial de Reservas de la Biosfera de la UNESCO, zonas
ecoldgicas representativas que constituyen espacios de gran diversidad bioldgica, con caracteristicas

naturales de gran interés cientifico (http://reddeparquesnacionales.mma.es). Posteriormente fue

declarado Parque Natural en 1989 debido a las singularidades de su flora, fauna, geomorfologia y

paisaje.

Sierra Nevada es un refugio excepcional para la biodiversidad debido a su estratégica
localizacidn biogeografica, a su aislamiento, su rango altitudinal y la diversidad de nichos ecolégicos que
presenta, lo cual hace que se hayan catalogado 2.100 especies vegetales, de las que 66 son endémicas
de la regidon. Dentro de este ecosistema particular, hay que hacer notar que la vertiente Norte de la
montafa presenta laderas agrestes y cortadas debido a la mayor erosién, mientras que en la cara Sur
son lomas mas suaves, aunque igualmente de gran pendiente. Las condiciones que determinan la
enorme diversidad climdtica en Sierra Nevada son su amplitud altitudinal, su latitud y la compleja
topografia del terreno. La amplitud altitudinal determina el aumento de la insolacion conforme se
asciende y provoca oscilaciones térmicas de gran importancia que difieren a lo largo del gradiente
altitudinal : por debajo de los 1.500 m de altitud la temperatura media anual oscila entre los 12 y 16 °c;
desde los 1.500 m hasta los 2.000 m entre 8 y 12 °C; entre los 2.000 y 2.500 m oscila entre 4 y 8°c; ya
partir de los 3.000 m la temperatura media anual es menor de 0°C. Su posicidon meridional y en la zona
de influencia mediterranea provoca una relativa sequedad; en verano (de mayo a octubre) la
pluviosidad es minima, mientras que en invierno las precipitaciones son casi exclusivamente en forma

de nieve a partir de los 2.000 m.

En los ecosistemas de tipo mediterraneo las comunidades vegetales estan expuestas a unas
condiciones climaticas que pueden considerarse como extremas ya que alternan periodos de heladas
invernales y periodos de sequia y alta temperatura estival con lluvias torrenciales ocasionales. Ademas,
las previsiones respecto al clima, por efecto del cambio climatico, sefialan subidas de temperaturas
generales que afectardn especialmente a las mdximas de los meses de verano, mientras que la evolucién
de las precipitaciones es mas irregular aunque se prevé un descenso general (Felicisimo et al. 2011), lo
cual acenttia auin mas los estreses propios de los ecosistemas mediterraneos, dando lugar a una posible
migracién de bosques hacia zonas mas elevadas y también un aumento de la frecuencia de incendios

forestales.
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2.1. GRADIENTES ALTITUDINALES EN SIERRA NEVADA.

En Sierra Nevada pueden observarse todos los pisos bioclimaticos definidos para la region
mediterranea, y este trabajo se centra principalmente en las series climatdfilas (Valle, 2003) que se

detallan a continuacion.

SERIE SUPRA-MESOMEDITERRANEA FILABRICA Y NEVADENSE MALACITANO-
ALMIJARENSE Y ALPUJARRENO-GADORENSE SILICICOLA DE LA ENCINA (QUERCUS
ILEX SUBSP. BALLOTA):

Ocupa una franja altitudinal situada entre 1.400 y 2.000 m. En su estado maduro estaria
constituida por un encinar (Adenocarpo decorticans-Quercetum rotundifoliae S.), mas pobre en especies
que el desarrollado sobre sustrato calizo, aunque dada la estructura abierta que presentan la practica
totalidad de los encinares silicicolas, conviven con formaciones de espinales (facies himedas) y
escobonales (Cytiso scoparii-Adenocarpetum decorticantis) (facies secas), asi como con jarales (Thymo
gadorensis- Cistetum laurifolii), lastonares (Dactylido hispanicae-Festucetum scariosae) y tomillares
subnitrofilos (Artemisio-Santolinetum rosmarinifoliae helichrysetosum serotini). La faciacion tipica de
esta serie aparece en el termotipo supramediterraneo con ombrotipo subhimedo, pero con una fuerte
xericidad estival que limita bastante la aparicidon de caducifolios. La serie en general se halla bastante
alterada, aparecen solamente algunos encinares que normalmente estdn abiertos y poco estratificados.
Los factores que han contribuido a estos son el sobrepastoreo, los incendios, la deforestacion o

practicas forestales inapropiadas y la agricultura de montafia.

SERIE MESOMEDITERRANEA NEVADENSE Y MALACITANO-ALMIJARENSE SILICICOLA
DEL ROBLE MELOJO (QUERCUS PYRENAICA):

Su mayor extension se presenta en barrancos umbrios de Sierra Nevada (Dehesa del Camarate,
Maitena, Genil, Monachil, Dilar y Durcal) y en distintas zonas de la Alpujarra granadina ocupando las
lomas de menor insolacidn (Canar-Soportujar, Barranco del Poqueira, Pitres, Busquistar y Trévelez). El
rango altitudinal en el que aparecen va desde los 1.100 - 1.200 m hasta 1.800 — 1.900 m, constituyendo
el limite altitudinal del bosque. La vegetacién potencial es un bosque (Adenocarpo decorticans —
Quercetum pyrenaiceae) donde domina el roble melojo (Q. pyrenaica). En los claros de este bosque
aparecen numerosos elementos caducifolios en las facies mds hiumedas, mientras que en las facies mas
secas apareceria un escobonal (Cytiso scoparii-Adenocarpetum decorticantis). Ademas de estas

comunidades es posible encontrar jarales (Thymo gadorensis- Cistetum laurifolii) en lugares mas
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alterados (a veces conviviendo con bosque abierto); lastonares (Dactylido hispanicae-Festucetum
scariosae) y tomillares nitréfilos (Artemisio-Santolinetum rosmarinifoliae helichrysetosum serotinii) en
zonas de cultivos abandonados o sometidas a sobrepastoreo. Dentro de los factores que determinan la
presencia de esta serie, el mas importante es la reduccién de la xericidad estival, por lo que se presenta
en laderas con poca insolacion, en fondos de barrancos con compensacién eddfica. Este tipo de
formaciones no estan bien adaptadas a las tendencias macroclimdticas actuales, estando su
supervivencia en peligro debido a diferentes factores, entre los cuales se encuentra el sobrepastoreo

(son zonas que ofrecen pastos a principios de la época seca), la deforestacién y los incendios.

Los bosques autdctonos del Espacio Natural de Sierra Nevada ocupan una superficie
aproximada de 15.000 ha. Aunque esta superficie es menor que la que le corresponderia de forma
natural, debido a que de forma tradicional han sido talados para obtener madera o pastos. El cambio de
uso de los suelos durante las ultimas décadas ha favorecido la expansidn de las dreas forestales y las
dreas de matorrales, aunque la tendencia esperada para formaciones claves, como el robledal, es
negativa debido a los efectos del cambio climatico (Olivares et al. 2011). Los robledales de Sierra Nevada
o melojares (Q. pyrenaica Willd.) se localizan en los pisos supra y mesomediterraneos asociados con
Adenocarpus decorticans (rascaviejas), constituyendo la serie silicicola del roble melojo, pudiéndose dar
también mezclada Unicamente con encina (Q. ilex sp. ballota) o con retama (Retama sphaerocarpa)
(Valle, 2003). Su ambito altitudinal va desde los 1.100 hasta los 1.900 m. desarrollandose en suelos
siliceos y condiciones climdticas particularmente favorables con un extra de humedad. En la vertiente
Sur de Sierra Nevada, el robledal se extiende por las colinas y no siguiendo el curso de los rios, gracias a
la influencia del aire humedo mediterraneo (Martinez-Parras y Molero-Mesa, 1982). El robledal se
encuentra limitado en su parte superior por el piornal amarillo (Genista versicolor), formacion vegetal

tipica a esta altitud.

El roble melojo esta considerado como Especie de Interés Especial segun la Ley 8/2003 de flora
y fauna andaluza, por lo que es merecedor de una atencién especial para su conservacion. Sin embargo
desde principios del siglo XX se ha documentado un declive de los robledales, que en la década de 1.980
se ha convertido en un problema global afectando a Europa, Asia y América (Mosca et al. 2007). Los
factores responsables de este declive se pueden agrupar en 3 categorias: a) De predisposicion, que
actuan a largo plazo y debilitan al drbol (caracteres genéticos, cambios ambientales,...); b) Iniciadores,
con accién intensa y que favorecen la apariciéon de sintomas (heladas, sequias,...); y c) Coadyuvantes,

que actuan al final acentuando el proceso (parasitos como hongos e insectos).
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SERIE OROMEDITERRANEA FILABRICO-NEVADENSE SILICICOLA DEL ENEBRO
RASTRERO (JUNIPERUS COMMUNIS SUBSP. NANA):

Aparece a partir de los 1.800-1.900 m de altitud, llegando hasta los 2.800 m. La comunidad
climatica es una formacidn enebral-piornal (Genisto baeticae — Juniperetum nanae S.), con especies
como: Juniperus communis subsp. nana, J. communis subsp. hemisphaerica y J. sabina var. humilis (este
ultimo elemento domina en los afloramientos de rocas ultrabasicas). Como representantes del piornal
(formaciones de caméfitos almohadillados) destacamos Genista versicolor y Cytisus galianoi; esta
comunidad ocupa los lugares con suelos mas evolucionados (regosoles y cambiosoles districos). Es
posible observar como la proporcion de especies cambia en las distintas facies del piornal: mientras que
C. galianoi domina en zonas mas himedas y con suelos mas evolucionados, G. versicolor lo hace en

condiciones mas xéricas y con suelos menos evolucionados.

Es importante destacar que, de las 66 plantas endémicas que existen en el Parque Natural de
Sierra Nevada, el arbusto Genista versicolor Boiss. (anteriormente G. baetica Spach) destaca por su
importancia en la formacion de matorrales de alta montafia en sitios con condiciones de estrés hidrico y
suelos poco evolucionados. Se trata de una leguminosa de la tribu Genisteae que es capaz de crecer en
suelos siliceos de entre 1.600 y 2.700 metros sobre el nivel del mar (Lépez-Gonzalez, 2006), por lo que
esta leguminosa de alta montafia siempre aparece por encima de las formaciones forestales. G.
versicolor es una planta espinosa muy ramificada y puede alcanzar 100 cm de altura, dando cobertura y
proteccion a las semillas de arboles y plantas, por lo que facilita la aparicién de formaciones arbdreas en
altura. Esta leguminosa contribuye a la formacién de suelo a altas altitudes enriqueciendo el suelo en
nitrégeno, como ocurre con otras leguminosas, debido a su capacidad para formar simbiosis con

microorganismos fijadores de nitrégeno.

Para la plantacién y desarrollo de robledales a mayores altitudes seria ventajoso el empleo de
arbustos nodriza, que aumentan la supervivencia en condiciones limitantes (Castro et al. 2006), como
ocurre en este caso. Siendo el piornal el ecosistema que limita con los robledales en la parte alta, resulta
importante profundizar en el estudio de G. versicolor, la principal especie formadora de estos piornales.
Los organismos que son capaces de formar nédulos en su raiz juegan un papel importante tanto en el
desarrollo de la planta como en el enriquecimiento de estos suelos pobres en nutrientes caracteristicos
de las zonas altas. Se ha descrito que algunas especies del género Genista establecen simbiosis con el
género Bradyrhizobium (Rodriguez-Echeverria et al. 2003; Zakhia et al. 2004; Kalita et al. 2010) y dentro
de este género, las especies que actualmente se conocen como endosimbiontes de alguna especie de
Genista pertenecen al grupo | del género Bradyhizobium seguin la nomenclatura de Menna et al. (2009)

y al simbiovar genistearum (Kalita et al. 2010). Sin embargo, actualmente existen pocos estudios acerca
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de los endosimbiontes de Genista y algunas especies de este género nunca han sido estudiadas, como

ocurre con el endemismo ibérico G. versicolor.

3. CICLO DEL NITROGENO.

El nitrégeno es uno de los nutrientes esenciales para todos los organismos (Labauer y Treseder,
2008), siendo el mayor reservorio mundial de nitrogeno la atmdsfera terrestre, donde se encuentra
principalmente en forma de gas (N,), seguido de los compuestos organicos, donde forman moléculas
mas complejas como son las proteinas y los lipidos. La deposicion atmosférica de nitréogeno
biolégicamente disponible se ha incrementado en mas de 10 veces en gran parte del hemisferio Norte
en los ultimos 150 afios (de 0,5-1 a 15-20 kg N por hectédrea y afio) y se prevé un aumento de mas del
doble en el préximo siglo (Galloway et al. 2004). Esta enorme alteracion del ciclo biogeoquimico del
Nitrégeno se debe a la actividad humana, y mas concretamente por la utilizacion del proceso de Haber-
Bosch para la fabricacion de amoniaco, fertilizantes y otros compuestos nitrogenados a partir del
nitrégeno atmosférico, lo que hace que la alteracion del ciclo del nitrégeno de los suelos alcance niveles
hasta ahora desconocidos. Esta perturbacidn de origen antropogénico del ciclo global del nitrégeno (N)
también es responsable de un cambio generalizado en la diversidad y el funcionamiento de los
ecosistemas terrestres (Galloway et al. 2008; Gruber y Galloway, 2008; Bobbink et al. 2010). Las
respuestas a la elevada deposicién de N incluyen la aceleracion de procesos de los ciclos de nutrientes,
cambios especificos de especie en la productividad de plantas y la pérdida asociada de la diversidad y

acumulacion de N (Vitousek, 1997; Carroll et al. 2003; Galloway et al. 2008; Skogen et al. 2011).

e Nitrificacion
Desnitrificacion

y
NO2-

Amonificaciénde Nitrificacion
nitrato

Fijacion de
nitrégeno

Asimilacién de amonio
> R-NH,

Mineralizacion

Figura I.1. Esquema general del ciclo del nitrégeno.
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En el suelo el ciclo del N es impulsado por la materia orgdnica que contiene aproximadamente
un 50 % de carbono (C) y 5 % de N, del cual sélo el 5 % esta en forma labil (Jackson et al. 2008). Las
plantas y los microorganismos compiten por el amonio (NH,') y por los nitratos (NO;) (Vitousek y
Howarth, 1991), aunque se ha puesto de manifiesto, mediante la utilizacién de isdtopos estables, que
estos compuestos son utilizados por los microorganismos en los primeros dias, para después de 1 mes o
mas pasar a las plantas (Harrison et al. 2007). Los principales procesos del ciclo del N que ocurren en el
suelo son: fijacidn biolégica, amonificacién-nitrificacidon y desnitrificacién, todos ellos llevados a cabo
por diferentes y diversos grupos de microorganismos. La ultima etapa del proceso de desnitrificacion
esta mediada por la enzima 6xido nitroso reductasa, codificada por el gen nosZ, que transforma el N,0
en N,. Estos 2 gases vuelven a la atmdsfera, pero mientras que el N molecular no tiene efectos
negativos, el éxido nitroso (N,O) tiene una capacidad de efecto invernadero 310 veces superior a la del
CO,, contribuyendo a la destruccién del ozono. El gen nosZ es clave para conocer si el proceso ocurre de
forma completa o si se producen interrupciones liberando 6xido nitrico (NO) o nitrito (NO, ), por lo que
no es practico seguir la evolucion de los genes nar (nitrato reductasa) o nir (nitrito reductasa) (Jackson et
al. 2008). La amonificacién consiste en obtener amonio (NH,") a partir de la materia orgénica, y a partir
de este compuesto obtener en ultima instancia nitrato (NO3;) mediante el proceso de nitrificacidn,
siendo la etapa limitante en este proceso la oxidaciéon del amonio (Kowalchuk y Stephen, 2001).
Habitualmente este proceso se sigue mediante la monitorizando del gen amoA, presente tanto en
bacterias (ammonia-oxidizing bacteria, AOB) como en arqueas (AOA), habiéndose descrito que las AOA
son 3.000 veces mas abundantes en los suelos que las AOB (Wessen et al. 2011). Ademas la abundancia
y composicion de las comunidades de AOB se ve alterada por la fertilizacién a largo plazo, que afecta
raramente a las AOA (Shen et al. 2008). Por otra parte, la fijacion bioldgica de Nitrégeno convierte el N,
atmosférico en amonio en un proceso que sdlo llevan a cabo algunos organismos procariotas,
denominados diazotrofos. Este proceso, en el afio 2000, supuso el 16 % de las 150 Tg de N incorporadas
a los distintos ecosistemas (Schlesinger, 2009); aunque es mayoritario el aporte de N a través de la
simbiosis con plantas leguminosas, no podemos olvidar que los microorganismos fijadores en vida libre
pueden aportar de media 2-3 Kg de N por ha y afio (Son, 2001). En todos los casos, la fijacion del N, se
realiza por la enzima nitrogenasa que esta compuesta por 4 subunidades y tiene distintos cofactores (de
Mo, V o Fe); el gen clave para la monitorizacidon de esta enzima, y de este proceso, es nifH que codifica

para una de sus subunidades.

La incorporacion de N a los suelos no ocurre sélo por fijacion bioldgica, la causa mas importante
es la fertilizacién de los sistemas agricolas y recientemente la deposicion del N presente en la atmédsfera
como consecuencia de las actividades industriales y urbanas (Jackson et al. 2008). Algunos autores
consideran que la produccién de cultivos y su fertilizacion es la principal causa, de origen humano, que

contribuye a la alteracién del ciclo de N (Ollivier et al. 2011). Por el contrario otros consideran que dada
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la tendencia de crecimiento de la poblacién humana y el incremento del gasto energético, es muy
probable que la entrada de N por deposicion en los suelos y aguas duplique la tasa de recambio del ciclo
de N tanto a nivel de ecosistemas terrestres como a nivel planetario (Gruber y Galloway, 2008). Segun el
Millenium Ecosystem Assessment de la ONU (http://www.maweb.org) el cambio global afectara
profundamente al ciclo del N con una intensidad desconocida, por ejemplo un incremento de 3 °Cenla
temperatura del aire induce cambios en la comunidad de las AOB incrementando la nitrificacion
potencial (Ollivier et al. 2011), o que la mayor emisidon de N,O ocurre cuando se re-humedecen suelos
secos, emisidon que incrementa mas cuanto mas se humedecen (Ruser et al. 2006). Es claro que un
mayor aporte de N a los ecosistemas permitirda que una gran parte se inmovilice en la biomasa
microbiana y que otra parte sea tomada por las plantas permitiendo un mayor desarrollo de las
formaciones vegetales, pero otra gran parte serda perdida por lixiviacion contaminado las aguas
subterraneas o en forma gaseosa potenciando el cambio climatico (Jackson et al. 2008; Ollivier et al.

2011).

Las interacciones entre la deposicion de N y el aumento de la frecuencia de sequias estivales e
incendios asociados son probables por varias razones. Los brezales secos de tierras bajas estan
dominados normalmente por pequefios arbustos de ericaceas y, debido a la gran cantidad de
combustible presente, tienden a quemarse con facilidad y producir incendios con relativamente altas
temperaturas (Tucker, 2003). La deposicién de N ha sido asociada frecuentemente con el incremento de
biomasa (Green, 2005; Carroll et al. 1999; Gordon et al. 1999) y la probabilidad, severidad, temperatura
y duracién de un incendio se puede incrementar bajo elevadas deposiciones de N como resultado de
una mayor carga de combustible. Por lo tanto, los incendios forestales tienen la capacidad de eliminar
una gran proporcion del N acumulado en reservorios, retardando o incluso revertiendo el proceso de

acumulacion de nutrientes asociado a la carga de N (Green et al. 2013).

Ademas, el ciclo del C estd ligado inevitablemente al del N, tanto en sus respectivas formas
abidticas como en la biosfera, pudiéndose limitar cualquiera de los flujos de un ciclo a causa del otro. A
largo plazo, el aumento de la actividad fotosintética debido a las altas concentraciones de CO,

atmosférico sélo se podra mantener si la fijacién bioldgica de N, se incrementase.
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3.1. LA ENZIMA NITROGENASA.

Como se ha indicado antes, la enzima nitrogenasa juega un papel clave en el ciclo del nitrégeno,
ya que es la encargada de realizar la fijacién del nitrégeno atmosférico. La enzima nitrogenasa consta
tipicamente de una ferroproteina (Fe-proteina) o nitrogenasa reductasa y de una molibdo-ferroproteina
(MoFe-proteina) o nitrogenasa. Asi estd compuesta la llamada nitrogenasa convencional, pues existen
algunas bacterias, como Azotobacter vinelandii y Rhodobacter capsulatus entre otras, con nitrogenasas
alternativas en las que el molibdeno, si no existe en el medio, se sustituye por vanadio o hierro. La

reaccion estequiométrica general de la reaccion que regula esta enzima es la siguiente:
N, + (6 +2n) H + (6 + 2n) € + p(6 + 2n) ATP = 2 NH; + nH, + p(6 + 2n)ADP + p(6 + 2n) P,

En el modelo normalizado, la liberaciéon de una molécula de dihidrégeno esta acoplada a la
reduccién de una molécula de dinitrégeno con el consumo de dos moléculas de ATP por electrén
transferido, esto es, n =1y p = 2. Pero esto no ocurre siempre asi, y a altas concentraciones de N, se
producen dos moléculas de amonio y una de H,. Con respecto al consumo de ATP, el proceso es menos
eficiente, y en muchas condiciones p puede ser mayor de 2, aunque ocasionalmente puede ser iguala 1

si todo el hierro de la Fe-proteina esta reducido.
El mecanismo basico de funcionamiento de la nitrogenasa implica 4 pasos:

1. Laformacion de un complejo entre la Fe-proteina reducida unida a dos moléculas de ATP y la MoFe-
proteina

2. Latransferencia de electrones entre las dos proteinas acoplada a la hidrdlisis de ATP

3. Ladisociacidn de la Fe-proteina acompafnada por reduccién e intercambio de ATP por ADP

4. Larepeticidn de este ciclo hasta que se haya acumulado suficiente nimero de electrones y protones

para que los sustratos puedan ser reducidos

La Fe-proteina, codificada por el gen nifH, es un homodimero y la Unica que puede reducir la
MoFe-proteina, que es la que actuara directamente sobre el sustrato. La reduccion de la MoFe-proteina
ocurre durante el acoplamiento transitorio de la Fe-proteina con MgATP. En estas condiciones se une a
la MoFe-proteina, transfiere los electrones y una vez oxidada con el MgADP acoplado se disocia el
complejo para de nuevo ser intercambiado el MgADP por MgATP y comenzar el proceso otra vez. El
nucleo activo de la Fe-proteina es el grupo (4Fe-4S), que se une a la proteina por algunos de sus

aminodcidos, como son las cisteinas 97 y 132 en el caso concreto de A. vinelandii.
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La MoFe-proteina, codificada por los genes nifDK, es un tetradimero a, B, (a, B, &, en la
alternativa). Contiene dos grupos activos, el cofactor homocitrato-hierro-molibdeno (FeMoco) (7Fe-9S-
Mo-X-homocitrato) y el grupo (8Fe-7S) o grupo P. El FeMoco esta unido a la proteina a través de una
cisteina por el hierro y una histidina por el molibdeno que también se une al homocitrato a través de su

grupo hidroxilo y un carboxilo. X parace ser N, C u O, segln estudios recientes.

Ademas, el gen que codifica la enzima nitrogenasa (nifH) es un gen muy conservado
filogenéticamente, por lo que se puede emplear para determinar grupos filogenéticos a partir de su
secuencia, como se muestra en el trabajo realizado por Zehr et al. (2003). En dicho trabajo al comparar
la filogenia de nifH y la filogenia del gen 16S rRNA se observaron muy pocas evidencias de transferencia
horizontal del gen nifH, por lo que se confirma que su uso para realizar clasificaciones taxondmicas es

apropiado.

4. LA COMUNIDAD MICROBIANA DEL SUELO Y EL CAMBIO
CLIMATICO.

Como se ha indicado antes, la elevada tasa de calentamiento global, debida principalmente a la
concentracion de gases de efecto invernadero, conlleva un gran problema o dilema a nivel bioldgico:
éseran los organismos vivos capaces de adaptarse a tales cambios en un corto periodo de tiempo?
Dentro de este aspecto, se sabe que los procesos microbiolégicos han tenido y tienen una gran
influencia en la regulacion del clima del planeta, ya que, por ejemplo, las primeras moléculas de oxigeno
fueron producidas por cianobacterias marinas hace unos 3,5 billones de afios (Schopf y Parker, 1987) y
dieron lugar a una atmdsfera rica en oxigeno que permitié la evolucién de la vida que actualmente
existe en el planeta Tierra. El principal efecto de los microorganismos en la regulacion del clima
planetario se debe a que juegan un papel importante en la determinacidon de la concentracion
atmosférica de los gases de efecto invernadero, como el didxido de carbono (CO,), el metano (CH,) y el
oxido nitroso (N,0). Las respuestas de retroalimentacién de los microorganismos al cambio climatico en
términos de flujo de gases de efecto invernadero pueden ser de amplificacion (retroalimentacidn
positiva) o reduccion (retroalimentacion negativa) de la velocidad del cambio climatico, y teniendo en
cuenta la situacién actual de calentamiento global, debido fundamentalmente a la emisidn de gases de
efecto invernadero por efecto directo o indirecto de la actividad humana, es importante mejorar y
ampliar nuestro conocimiento acerca de los procesos microbioldgicos (Schimel y Gulledge, 1998: Allison

et al. 2010).
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Por ejemplo, trabajos realizados en suelo de quercineas arbustivas (Quercus myrtifolia Willd. Q.
chapmanii Sargent, y Q. geminata Small) concluyen que una mayor cantidad de CO, produce una
alteracién en las comunidades microbianas que se traduce en un incremento en la utilizacion de la
materia orgdnica del suelo y la pérdida de una cantidad de carbono de un 52 % aproximadamente del
extra asimilado por las plantas (Carney et al. 2007), por lo que un tedrico sumidero de carbono se
convierte en una fuente. En esta misma comunidad vegetal de quercineas, se ha observado que niveles
elevados de CO, hacen que las plantas leguminosas asociadas tengan un mayor nimero de nddulos, un
mayor crecimiento de la parte aérea y un mayor contenido en nitrégeno, pero sin afectar al contenido

en nitrégeno de la biomasa microbiana del suelo (Hungate et al. 1999).

La biodiversidad juega un papel esencial en el mantenimiento de la resiliencia de los ecosistemas
ante el cambio climatico, siendo de vital importancia la diversidad funcional (diversidad y nimero de
individuos de los distintos grupos funcionales), consituyendo los microorganismos una parte esencial de
esta resiliencia, debido principalmente a que conforman la mayor biodiversidad del planeta (Gans et al.
2005; Rusch et al. 2007). Las bacterias forman el grupo de microorganismos mds abundante de la
biosfera, y tienen un papel fundamental en el ciclo de nutrientes y en el funcionamiento del ecosistema
(Van der Heijden et al. 2008; Strickland et al. 2009), posiblemente por ser capaces de crecer
rapidamente y porque pueden utilizar como fuentes de carbono y de nitrégeno una gran variedad de
compuestos. Ademas, el suelo es considerado el habitat microbiano mas diverso de la Tierra y el que
mayor abundancia de bacterias posee, siendo uno de los ecosistemas terrestres que presenta mayor
biodiversidad (Anderson, 1975; Giller, 1996). Se ha calculado que el nUmero de genomas de bacterias va
de 2.000 a 18.000 por gramo de suelo (Daniel, 2005), con una estimacion de entre 10° y 10° especies

diferentes presentes por gramo de suelo y con un total de hasta 10° individuos (Gans et al. 2005).

Como se ha indicado antes, los microorganismos del suelo juegan un papel clave en los ciclos
biogeoquimicos, como los del carbono y del nitrégeno (Lucas et al. 2007; Liang et al. 2011), en el
funcionamiento de los ecosistemas naturales (Stroud et al. 2007) e incluso en el cambio climatico global
(Singh et al. 2010). Existen numerosos estudios que demuestran que las comunidades microbianas estan
influidas por algunos factores bidticos y abidticos, como el tipo de vegetacion (Bach et al. 2010; Hackl et
al. 2005; Weand et al. 2010; Liang et al. 2012), la temperatura (Pettersson y Baath, 2003), el contenido
hidrico (Brockett et al. 2012), el pH (Baath y Anderson, 2003; Rousk et al. 2010), el tipo de suelo (Bossio
et al. 1998) y la profundidad del suelo (Fierer et al. 2003). Ademas, los microorganismos juegan un papel
crucial en la defensa de enfermedades y en la promocién del crecimiento de las plantas, asi como en los
cambios en la vegetacion (Doran et al. 1996; Garbeva et al, 2004). Las caracteristicas microbianas del
suelo pueden indicar cambios en la disponibilidad de recursos, la estructura del suelo o la

contaminacidon y pueden representar una clave importante para entender el impacto de factores
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ambientales y antropogénicos (Delong y Pace, 2001; Tiedje et al. 1999; Pankhurst et al. 1996). La
diversidad de los microorganismos del suelo puede representar la capacidad de un suelo para afrontar
las perturbaciones (Bardgett, 2002; Johnsen et al. 2001). La alta densidad y diversidad que caracterizan
a la microbiota del suelo, hacen que se adapte rdpidamente a cambios en las condiciones ambientales
por medio de ajustes en i) las tasas de actividad, ii) biomasa vy iii) estructura de la comunidad, tres

parametros a tener en consideracion para evaluar la calidad de un suelo (Schloter et al. 2003).

Actualmente hay controversia sobre cémo utilizar los microorganismos en la mitigacion de los
efectos del cambio climatico, como influir en la emisidn o absorcidon de gases con efecto invernadero
(Singh et al. 2010). Aunque diferentes autores han puesto de manifiesto que los suelos dominados por
microorganismos oligotrofos tienen un recambio (“turn-over”) de carbono bajo, por lo que emiten
menos CO, aumentando el secuestro de C (Cleveland et al. 2007, Fierer et al. 2007a). Ademas el manejo
de los suelos favoreciendo el desarrollo de bosques, o la practica de una agricultura con bajos aportes
de fertilizantes favorece el desarrollo de comunidades de microoganismos oligotrofos (Singh et al. 2010)
siendo esta una via para favorecer la mitigacion. Por otra parte, en ciertos casos se ha descrito que un
cierto aporte de N puede incrementar el almacenamiento de C en el suelo (Craine et al. 2007), y este
aporte puede ser via fijacion biolégica mediante la utilizacion de plantas leguminosas. Por tanto intentar
favorecer el aumento de los microorganismos oligotrofos de los suelos, que a la vez tenga actividades
PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), puede ser una estrategia valida para favorecer la gestion

adaptativa de los bosques y la lucha contra el cambio climatico.

4.1. GRADIENTE ALTITUDINAL.

Sin embargo, las variaciones de la composicion de las comunidades microbianas del suelo y su
actividad a lo largo de gradientes altitudinales/climaticos y gradientes de vegetacion asociada todavia no
han sido suficientemente documentadas. La biota del suelo es un importante factor regulador de la
composicidn y dindmica de las comunidades de plantas (Klironomos, 2002); ya que pueden afectar a la
sucesion ecoldgica de plantas (Van der Putten et al. 1993), a la distribucidn de especies y a los procesos

de invasién (Mitchell y Power, 2003).

Existen factores abidticos, como la disponibilidad de nutrientes y el pH del suelo, que han sido
identificados como determinantes en la riqueza y la composicion de las comunidades microbianas
(Fierer y Jackson, 2006; Lauber et al. 2008). Por ejemplo, segun los trabajos de Fierer y Jackson 2006 y
Fierer et al. 2011, las acidobacterias estan inversamente correlacionadas con el pH del suelo mientras
que las proteobacterias tienen una correlacién positiva con el pH del suelo. El problema es que ambos

grupos taxondmicos engloban a un conjunto de bacterias muy numeroso y con gran diversidad
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funcional. Es por lo tanto importante abordar este tipos de estudios desde un punto de vista funcional,
pudiéndose abordar este planteamiento de una forma indirecta, mediante el empleo de amplicones del
gen 16S rRNA y conociendo las caracteristicas funcionales de los diferentes grupos taxondémicos que se
obtengan, o de forma directa, mediante el empleo de amplicones de genes clave para determinados
procesos fundamentales del ciclo biogeoquimico de los nutrientes. El cambio de los factores abidticos a
lo largo del gradiente altitudinal conlleva cambios en la composicién de las comunidades microbianas,
como ha sido demostrado con anterioridad (Bryant et al. 2008; Fierer et al. 2011; Singh et al. 2012;
Wang et al. 2012a) y la composicidon de plantas afecta también a la composiciéon de las comunidades
microbianas (Kowalchuck et al. 2002), siendo la cobertura de plantas un factor importante en la

distribucion espacial de los microorganismos del suelo (Eskelinen et al. 2009; Zinger et al. 2011).

La aparicidon de nuevas tecnologias moleculares, y sobre todo el desarrollo de la secuenciacion
de alto rendimiento han permitido ampliar los escasos conocimientos que se tenian sobre las diferencias
en las comunidades microbianas a lo largo de un gradiente altitudinal, asi como esclarecer qué factores
son los que determinan la estructura y composiciéon de estas comunidades. Antes de la aparicion de
estas tecnologias, los estudios centrados en los gradientes altitudinales de las comunidades microbianas
son escasos, y en muchos casos se centran en determinados taxones, como las acidobacterias en el caso
de Bryant et al. 2008, o incluso géneros, como ocurre en el trabajo de Risal et al. 2010, que se centra en
la obtencion de cepas de Bradyrhizobium empleando soja (Glycine max) como planta trampa e
inoculando semillas con suelos obtenidos en diferentes alturas. También ocurre que en algunos de estos
trabajos se tienen en cuenta diversos factores o variables que hacen mas complejo el estudio y mas

complicado aislar los efectos debidos al gradiente altitudinal.

La importancia del estudio del gradiente altitudinal del roble melojo (Quercus pyrenaica) se
debe a que éste no se encuentra en un ambiente éptimo para su desarrollo en las zonas bajas de las
laderas dentro del Parque Natural de Sierra Nevada. En el trabajo realizado por Leal-Garcia 2013 se
determina que viabilidad de la zona baja del robledal de Cafar se ve muy comprometida debido a los
efectos del cambio climatico, y las previsiones del IPCC (Panel Intergubernamental para el Cambio
Climatico de las Naciones Unidas) de menor precipitacion y mayor temperatura para la zona
mediterranea implicaria que los robledales podrian tener, en un futuro préximo, unas condiciones
climaticas 6ptimas a una mayor altitud. Por tanto la gestion adaptativa de estos arboles, ademas de
incluir la recuperacion de las zonas que le son propias, puede extenderse a zonas de mayor altitud que
la de su ambito tipico (1.900 m). Es por ello que en el presente trabajo se ha optado por estudiar las
comunidades diazotroficas y los genes implicados en el metabolismo del nitrégeno a lo largo de un
gradiente altitudinal que va desde un robledal que esta siendo invadido por encinas en la parte baja de

éste a un piornal en el cual han aparecido pies aislados o pequefios grupos de robles.

21



INTRODUCCION

Ademas, el inconveniente que puede generarse al ascender a mayores cotas se puede deber al
escaso desarrollo de los suelos de dichas zonas, por lo que también resulta conveniente profundizar en
el conocimiento de la biologia de aquellas plantas que son capaces de mejorar la calidad del suelo de las
cotas donde todavia no hay establecido un robledal. Es por ello que también se ha realizado un estudio
de las bacterias noduladoras de Genista versicolor, que es la especie que forma los piornales por encima

de los robledales de Sierra Nevada.

4.2. INCENDIOS FORESTALES.

Las altas temperaturas alcanzadas en un incendio cambian inmediatamente las propiedades
fisico-quimicas del suelo, y la intensidad de estos cambios va a depender de la severidad del incendio y
del tipo de suelo (Choromanska y DelLuca, 2002; Certini, 2005 ). Estos cambios junto a las condiciones
ambientales tras el incendio van a determinar los cambios en las caracteristicas bioldgicas del suelo
(Certini, 2005; Mataix-Solera et al. 2009). La alteracién biolégica mas obvia es la disminucion de la
biomasa microbiana (Hernandez et al. 1997; Choromanska y Deluca, 2002; De Marco et al. 2005) y de la
actividad microbiana (Baath et al. 1995; Prieto-Fernandez et al. 1998; Certini, 2005; Wang et al. 2012b),
lo cual conduce a una alteracién de la estructura fisioldgica (Acea y Carballas, 1999; Campbell et al.
2008) y taxondmica (Yeager et al. 2005; Hamman et al. 2007; Jiménez-Esquillin et al. 2008; Smith et al.
2008; Barcenas-Moreno et al. 2011) de los microorganismos del suelo. Por ejemplo, algunos estudios
han demostrado que el phylum Acidobacteria y las bacterias formadoras de esporas son favorecidas por
el proceso de esterilizacion y las condiciones del suelo después de un incendio (Yeager et al. 2005;

Barcenas-Moreno et al. 2011).

El nitrégeno disponible, junto al agua, es el nutriente limitante mas comun en ecosistemas
naturales y agricolas (Allen et al. 2002; Yeager et al. 2005). Después de un incendio hay una ganancia
neta de nitrégeno disuelto, pero también se incrementa la posibilidad de perder este nitrégeno del
ecosistema debido a lixiviados y a la disminucion de la actividad microbiana (Certini, 2005; Wang et al.
2012). Siguiendo esta idea, Wang et al. (2012) concluyeron que en las zonas mediterraneas hay una
respuesta positiva a los incendios por parte de los niveles de carbono organico y de nitrégeno total, pero
negativa en los niveles de mineralizaciéon del nitréogeno. Las bacterias del suelo son componentes
esenciales para el ciclo biogeoquimico del nitrégeno, pero han sido muy poco estudiadas en ambientes
post-incendio (Goodale y Aber, 2001). El incendio influye en los reservorios de nitrégeno en el suelo
(Neary et al. 1999: Grogan et al. 2000; Wan et al. 2001) y en la composicién de las comunidades
bacterianas asociadas al ciclo del nitrégeno (Walley et al. 1996; Shaffer et al. 2000; Reich et al. 2001).

Por otra parte, la incorporacién neta de nitrégeno en el ecosistema es posible sélo a través de la fijacion
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del nitrégeno molecular realizada por organismos diazotréficos. Esta reaccidn es realizada por la enzima
nitrogenasa que estd compuesta, como hemos expuesto anteriormente, por dos subunidades
multiprotéicas, la proteina MoFe y la proteina Fe. Esta ultima subunidad, la nitrogenasa reductasa, esta
codificada por el gen nifH, y tanto el alto nivel de conservacién de este gen como su presencia en todas
las bacterias diazotroficas hace de este gen un marcador molecular ideal (Zehr et al. 2003). El analisis
molecular de este gen fue usado por Yeager y colaboradores (2005) para estudiar las bacterias fijadoras
de nitrégeno después de un incendio forestal. Ellos demostraron que aunque hay un descenso en la
biomasa microbiana total, incluyendo las bacterias asociadas al ciclo de nitrégeno, la comunidad de
bacterias fijadoras de nitrégeno se vuelve mas diversa en un mes después del incendio. Por otro lado,
otros autores han concluido que la riqueza relativa y la diversidad de estas comunidades decrecen 16
meses después de diferentes tipos de incendios (Kennedy y Egger, 2010). Otros genes con un papel
clave en el ciclo del nitrégeno han sido usados como marcadores para diferentes etapas, como el gen
nosZ para el estudio de la desnitrificacién o el gen amoA para la oxidacion del amonio. En este ultimo
caso la proporcidn de especies de bacterias oxidadoras del amonio fue menor en suelos quemados de
un bosque mixto de coniferas 14 meses después del incendio ((Yeager et al. 2005) y estas diferencias
son encontradas también una década después de un incendio forestal en una selva tropical (Isobe et al.
2009). No obstante, la riqueza relativa y la equidad de microorganismos desnitrificadores aumento en

un bosque de coniferas 16 meses después de un incendio (Kennedy y Egger, 2010).

En el caso del incendio ocurrido en Sierra Nevada en septiembre de 2005, objeto de estudio del
presente trabajo, se estudiaron las comunidades diazotréficas de los suelos muestreados mediante el
estudio de la diversidad del gen nifH, comprobada mediante librerias de clones, para conocer qué
géneros son los responsables de la fijacién de N a lo largo de la recuperacidon del ecosistema, en un
periodo de tiempo de 6 afios. También se realizd un analisis metagendmico de las enzimas implicadas en
el metabolismo del nitrégeno, a partir de sendas secuenciaciones masivas directas del DNA total del
suelo tanto por tecnologia de pirosecuenciacion 454 como por tecnologia Illumina, utilizando muestras

extraidas 3 afios después del incendio.
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5. METAGENOMICA.

Los métodos tradicionales de estudio de microorganismos nos limitan a los que pueden ser
cultivados en el laboratorio, pero la obtencién de ADN del suelo ha permitido el andlisis de comunidades
microbianas mediante la determinacién de las secuencias ribosomales 16S y 23S rRNA (Kirk et al. 2004).
Por técnicas de biologia molecular se ha demostrado que el nimero de microorganismos no cultivables
presentes en distintos ambientes naturales, puede llegar a ser hasta el 99% del total (Gans et al. 2005).
Por lo tanto, el que un microorganismo pueda ser cultivado es mas una excepcién que la regla. Por otra
parte, Handelsman y colaboradores (1998) crearon el término “metagenoma” para definir el conjunto
de los genomas de todos los organismos presentes en un determinado habitat. El desarrollo de las
tecnologias de secuenciacion masiva (NGS) estan permitiendo secuenciar directamente el ADN
ambiental extraido del suelo, es decir sin necesidad de clonarlo en ningun tipo de vector. Al realizar la
secuenciacidon de forma directa se evitan los sesgos motivados por el propio proceso de clonacién y

obtenemos una vision mas realista de los procesos que ocurren en el suelo.

El andlisis metagendmico proporciona un método para evaluar las bases para posibles rutas
metabdlicas de estos ambientes, representando una uUnica instantanea, donde el DNA presente en el
ambiente puede ser secuenciado para proporcionar una vision mas amplia de la comunidad microbiana
en cuanto a taxonomia y funcionamiento potencial (Steele y Streit, 2005; Hugenholtz y Tyson, 2008).
Desde la aparicién de estas nuevas tecnologias de secuenciacion masiva se han realizado numerosos
analisis metagendmicos a partir de DNA ambiental para detectar propiedades ecolégicas microbianas
(Edwards et al. 2006; Biddle et al. 2008) y para revelar comunidades microbianas en diversos ambientes,
como aguas marinas (Gilbert et al. 2008), suelo (Urich et al. 2008), intestino humano (Qin et al. 2010) y
cavidades orales (Lazarevic et al. 2009), entre otros muchos. Por ejemplo, en el trabajo de Penton et al.
(2013) en muestras de rizosfera y de suelos de praderas, se secuencian amplicones de los genes nirS y
nirK implicados en el proceso de desnitrificacidn, y del gen nifH, que actua en el proceso de la fijacidon de
nitrogeno. Estos 3 genes pueden ser empleados para realizar analisis de riqueza y diversidad, asi como
para realizar una adscripcidon taxondmica de las secuencias obtenidas, siendo muy utiles para hacer
comparaciones entre muestras. El problema que plantea este acercamiento es que los resultados
obtenidos vienen condicionados por la base de datos empleada, pudiéndose originar sesgos a favor de
los grupos taxondmicos mas ampliamente estudiados y en contra de los menos estudiados o
abundantes en los ecosistemas, pero este problema es inherente a cualquier estudio de tipo en el que

se haga uso de bases de datos.
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Otro tipo de acercamiento metagendmico es la secuenciacién directa del DNA ambiental, sin
paso previo de PCR ni seleccién de un determinado gen. La ventaja principal de esta metodologia es que
se evitan los sesgos debidos a la PCR, aunque tiene el inconveniente de generar gran cantidad de
secuencias de escaso valor informativo. Un ejemplo del empleo de esta metodologia lo encontramos en
Andreote et al. (2012), donde se estudian los sedimentos de manglares, encontrando dentro del
metabolismo del nitrégeno, secuencias relacionadas con la reduccion disimilatoria del nitrato, con la
inmovilizacidn del nitrégeno y con la desnitrificacion. En este trabajo también se pudo determinar que
Burkholderiaceae, Planctomycetaceae, Rhodobacteraceae y Desulfobacteraceae son los organismos mas

importantes en el metabolismo del nitrégeno, el metano y el azufre en estos ecosistemas lacustres.

En el ambito de suelos forestales cabe destacar el trabajo de Uroz et al. (2010), que se centra
en la valoracién de las comunidades microbianas de bosques de robles (Quercus sessiliflora Smith)
mediante el empleo de amplicones del gen 16S rRNA, y encuentran que la diversidad de bacterias es
menor en la rizosfera que en el suelo del bosque no asociado a la rizosfera, esto significa que los arboles
seleccionan de alguna manera qué microorganismos proliferan bajo su influencia. En este trabajo
también se observa un gran aumento en la cantidad de B-Proteobacteria y y-Proteobacteria en la
rizosfera de roble, con los phyla Proteobacteria, Acidobacteria y Actinobacteria como los mas

abundantes en ambas muestras.

25



INTRODUCCION

26



OBJETIVOS






OBJETIVOS

Las bacterias son indicadores tempranos de cambios en el ambiente debido a su papel en los
distintos ciclos biogeoquimicos de los elementos y a su sensibilidad a las alteraciones del ambiente. Asi
son esenciales para el cierre de los ciclos del Carbono y del Nitrégeno en el suelo, al tiempo que también
resultan fundamentales para favorecer la incorporacién de estos elementos a las plantas. Su papel es
todavia mds importante en el ciclo del N ya que los microorganismos son los Unicos seres vivos del
planeta con capacidad para fijar el nitrégeno molecular atmosférico en forma de amonio. Esto hace, que
junto con el agua, el nitrégeno sea el nutriente limitante mas comudn para el desarrollo de las plantas.
Por otra parte, en los proximos anos las formaciones vegetales de la regidn mediterranea se veran
sometidas a unas variaciones climaticas que incluyen aumento de temperatura y disminucion de la
precipitacion, segun el IPCC. Estos cambios ademas favoreceran siniestros, como son los incendios
forestales, que dificultardn todavia mas su supervivencia. Por tanto el objetivo principal del presente
trabajo es analizar el papel de las bacterias como posibles bioindicadores de los cambios ambientales
que sufren las formaciones boscosas autdctonas del Parque Nacional de Sierra Nevada. La eleccion de
esta zona se debe a que representa el ecosistema de alta montafia mediterranea mas meridional de
Europa, estando en un equilibrio muy fragil lo que lo hace especialmente sensible a los cambios
ambientales. Como elemento vegetal se han elegido el roble melojo (Quercus pyrenaica Willd.) ya que
estd en su limite meridional y casi es un relicto, y la encina (Q. ilex subsp. ballota) ya que podria ocupar

los espacios perdidos por el robledal. Con este bagaje, los objetivos parciales que nos propusimos son:

1. Estudio de la diversidad de fijacion de Nitrégeno en la rizosfera de un robledal en gradiente
altitudinal, en la comparacién robledal versus encinar, y en un encinar 3 y 6 afios después de un incendio
forestal.

2. Analisis del potencial genético del ciclo del Nitrégeno en la rizosfera de un robledal en gradiente
altitudinal, en la comparacién robledal versus encinar y en un encinar tras un incendio forestal.

3. Analisis de las bacterias formadoras de nddulos fijadores de Nitrégeno en las raices de Genista
versicolor Boiss., piornal amarillo, formacién vegetal responsable de la formacidon de suelo.
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1. AREA DE ESTUDIO.

El drea de estudio se localiza en el Parque Nacional de Sierra Nevada, al sureste de Espafia, en
la provincia de Granada, en el cual se han seleccionado 3 zonas de estudio. La primera de estas zonas se
ubica en el valle del rio Lanjarén, en la cara sur de Sierra Nevada. Esta zona se eligido porque sufrié un
incendio en septiembre de 2005 que afecté a 3.416,74 hectdreas (Gomez-Zotano et al., 2005), de las
cuales 411,91 ha contenian encinas (Quercus ilex subsp. ballota) en su composicidn. Dentro de esta zona
tenemos 3 sitios de muestreo, dos de ellas en la extensidn afectada por el incendio, una con pies de
encinas que rebrotaron después del incendio (LJQ) y otro sitio en un terreno sin encinas donde después
del incendio crecieron gran cantidad de leguminosas y germinaron algunas encinas a partir de bellotas
(LJR para suelo sin encinas y LIRE para suelos rizosféricos de encinas); y el tercer sitio esta en un encinar
que no fue afectado por el incendio (LIN), situado ligeramente al norte de la extension que si fue

afectada.

La segunda zona de estudio se ubica en la ladera del término municipal de Caiar, también en la
cara sur de la sierra, donde existe diferentes estadios de un bosque de roble melojo o rebollo (Quercus
pyrenaica Willd.). Dentro de esta zona tenemos 4 sitios de muestreo, siguiendo un gradiente de altitud.
En el sitio mas bajo (CNB) el robledal estd siendo invadido por encinas, por lo que se considera un
ecotono del bosque de robles que a la larga pasard a ser reemplazando por un encinar. El siguiente sitio,
ascendiendo por el gradiente altitudinal, se ubica en la parte del bosque de robles que esta bien
desarrollado y que no presenta invasién de encinas (CNA). Después de este sitio aparece una franja
donde existen robles aislados o formando pequefios grupos, pero sin formar un bosque (CNX). Por
ultimo, a igual altitud esta el sitio donde no aparecen robles, un piornal dominado por Genista versicolor

en el cual se pretende repoblar con diferentes especies arbdreas, entre ellas el roble (CNR).

La tercera y ultima zona de estudio se encuentra en la Dehesa del Camarate, ubicada en la cara
norte de Sierra Nevada, donde se tomaron muestras de dos sitios diferentes, una formada por un

encinar (CTE) y otra por pies sueltos de robles (CTR).
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Tabla MM-1. Caracteristicas y georreferencias de los puntos de muestreo. La altitud se mide en metros sobre el
nivel del mar (msnm).

Zona Sitio Localizacion Altitud Descripcién del sitio QOrientacion de la ladera
LJIN N 36°58'11", W 3°27'37'| 1790 msnm Encinar no quemado
) LIQ N 36°57°26", W 3°27'48] 1566 msrjm C'CINa" quemado, rebrote de
Valle del rio encinas.
o Sur

Lanjarén )

LIR Matorral y herbaceas quemade
N 36°57'40", W 3°27'42"| 1610 msnrr -
Matorral y herbaceas quemadds,
LIJRE o :
germinacion de nuevas encin,

CNB N 36°56'58", W 3°25'03'| 1482 msnm Robledal invadido por encirlas
CNA N 36°57'44", W 3°25'09'] 1823 msnm Robledal sin invasion de enJinas

Ladera de

< x Sur
Cafar .
CNX N 36°57'56", W 3°25'45"( 1945 msnm Robles aislados, no forman bpsque
- . Suelo no asociado a quercineds,
CNR N 36°57'38", W 3°26'15 1938 msnm . .
ubicado en un piornal

CTE N 37°11'32", W 3°15'11 1520 msnm Encinar no quemado

Dehesa del

Norte

Camarate

CTR N 37°10'53", W 3°15'39'| 1717 msrm Robledal

Figura MM-1. Detalle de la localizacién de las zonas de muestreo.
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Las caracteristicas fisico-quimicas de los suelos muestreados se determinaron, a partir de 2 kg de
suelo de cada sitio de muestreo, en el Laboratorio Agroalimentario de Atarfe, Granada, perteneciente a
la Consejeria de Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia, donde se analizaron diferentes

caracteristicas del suelo siguiendo métodos usuales.

2. TOMA DE MUESTRAS Y EXTRACCION DE DNA.

A. TOMA DE MUESTRAS.

Para el muestreo se seleccionaron 3 parcelas para cada uno de los sitios de estudio. Estas
parcelas fueron escogidas al azar, respetando la linea altitudinal y tomando como referencia el primer
transecto realizado, el cual tiene una longitud de 1,5 km aproximadamente. De cada parcela fueron
muestreados 3 drboles, con tamafio y estructura de arbol maduro y con al menos 5 metros de
separacion entre ellos, excepto en LIR y CNR, donde las muestras fueron tomadas en suelo no asociado
a la rizosfera de quercineas. La toma de muestras fue realizada en cada parcela de Lanjarén y Caiar el
26 de abril de 2008 y el 29 de abril de 2011, mientras que en la Dehesa del Camarate (Lugros), en la cara

Norte de Sierra Nevada, las muestras se tomaron una semana después.

Los puntos de muestreo fueron marcados con estacas de madera o marcando el arbol
muestreado, ademas todas las localizaciones fueron registradas con GPS (Global Positioning System). Un
area de suelo a no mas de 50 cm del tronco del arbol (excepto en LIR y CNR, donde no hay arboles) fue
seleccionada para cada punto de muestreo. De aqui se cogieron 500 g de suelo a una profundidad de
entre 5y 25 cm, después de retirar los primeros 5 cm de suelo y hojarasca siguiendo una raiz principal
del arbol hasta donde se apreciaron raices laterales jovenes no suberificadas. El suelo recogido fue

almacenado inmediatamente a 42 C, para su posterior procesamiento (Fig. MM-2),

TOMADE
MUESTRAS - Semillas Genista
versicolor
PROCESAMIENTO \ -
DE MUESTRAS Expcrllr??ntos de
nodulacion de Genista
\'(’li\'l-('()l()l'
Analisis fisico-quimicos I | Extraccion de DNA |

1- Estudio de bacterias capaces

de nodular Genista versicolor
PCR nifH I Secuenciacion directa I

2- Estudio de comunidades diazotréficas /\

Pirosecuenciacion Secuenciacion
454 [llumina

3- Estudio de las rutas metabélicas del metabolismo del nitrégeno

Figura MM-2. Esquema general del procesamiento de muestras.
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B. EXTRACCION DE DNA DE SUELOS.

La extraccién de DNA total de cada suelo se realizd, tras pasarlo por un tamiz de 2 mm, mediante

un método directo, usando el “PowerSoil DNA Isolation Kit” de la casa comercial MO BIO, antes de 24

horas desde la toma de muestras, siguiendo las instrucciones del fabricante:

36

Adicionar 0,25 g de muestra de suelo a un “Power Bead Tube” y agitar suavemente la mezcla
en un vértex. El tampdn que contiene ayuda a dispersar las particulas del suelo, disuelve los
acidos humicos y protege los acidos nucleicos de su degradacidn.

Afadir 60 pl de solucién C1, la cual contiene SDS (Sodium dodecil sulphate) y otros agentes
quimicos que facilitan la lisis celular, y se agita brevemente en un vortex.

Cerrar bien los Power Bead Tubes y agitar durante 10 minutos (min) a la maxima velocidad. En
este paso se completa la homogenizacion vy lisis celular por la accion combinada de los agentes
quimicos y la agitacion mecdanica con las bolitas de cristal que contiene el tubo.

Centrifugar a 10.000 xg durante 30 segundos (s) a temperatura ambiente.

Transferir el sobrenadante (400-500 pl) a un tubo eppendorf limpio. El sobrenadante sigue
siendo de tono oscuro y puede contener algunas particulas de suelo.

Adicionar 250 ul de solucién C2 v, tras agitarlo durante 5 s en el vdrtex, se incuba a 4 ¢C
durante 5 min. La solucién C2 contiene un agente que precipita las sustancias inorganicas y las
organicas que no sean DNA, como los acidos himicos, restos celulares y proteinas, que
reducirian la pureza del DNA extraido y lo inhabilitarian para su uso posterior.

Centrifugar los tubos a 10.000 xg durante 1 min a temperatura ambiente.

Transferir unos 600 ul del sobrenadante a un tubo limpio, evitando arrastrar parte del pellet.
Adicionar 200 pl de solucidon C3, agitar en vortex suavemente e incubar a 4° C durante 5
minutos. La solucidon C3 contiene un agente precipitante adicional que contribuira a la pureza
del DNA extraido.

Centrifugar a 10.000 xg durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Transferir unos 750 ul de sobrenadante a un tubo eppendorf limpio.

Adicionar 1,2 ml de solucion C4 y agitar en vortex durante 5 segundos. C4 es una solucidn salina
de alta concentracion que permitird la unién cuasiespecifica del DNA a las columnas de silica
que se utilizan en pasos posteriores, eliminando asi aquellos contaminantes que no se unan a la
columna a altas concentraciones de sal.

Cargar aproximadamente 675 ul dentro de un Spin Filter (columnas de silica).

Centrifugar a 10.000 xg durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Tirar el eluido que ha pasado a través de la columna y repetir el proceso 3 veces en la misma
columna, hasta agotar el sobrenadante al que afiadimos la soluciéon C4. En este momento el

DNA se encuentra unido a la columna de silica.
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e Adicionar 500 pl de solucién C5 a la columna de silica y centrifugar a 10.000 xg durante 30
segundos a temperatura ambiente. La solucién C5 contiene etanol y se utiliza para limpiar y
lavar la columna y el DNA unido a ella, eliminando las sales, dcidos humicos y otros
contaminantes residuales, dejando el DNA unido a la columna.

e Tirar el eluido que pasa a través del tubo.

e Centrifugar a 10.000 xg durante 1 min a temperatura ambiente para eliminar el etanol residual
que pueda interferir en las aplicaciones posteriores del DNA.

e Colocar el Spin Filter en un tubo eppendorf limpio. Afiadir 100 pl de solucién C6 (tampdn de
elucion Tris 10 mM) en el centro de la membrana.

e Centrifugar a 10.000 xg durante 30 s a temperatura ambiente para recuperar en el tubo el DNA
que estaba unido al silica.

e Tirar el Spin Filter.

e Guardar el DNA extraido a -20 °C.

C. CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE DNA.

El calculo de la concentracién de acidos nucleicos se estimd siguiendo el método
espectrofotométrico descrito en Sambrook et al. (1989). Se midié la densidad dptica de las muestras en
solucidn acuosa a longitudes de onda de 260 y 280 nm. La concentracidn se determiné en funcién de los
valores estandar: 1 U a D.O. 260 nm se corresponde con 50 pug/ml de DNA de cadena doble, 40 ug/ml de
DNA de cadena sencilla y RNA, y 33 ug/ml de oligonucledtidos. La relacién D.O. 260 nm / D.O. 280 nm se
usé como estimador de la pureza de la preparacion, considerandose valores por debajo de 1,8 como
indicadores de contaminacion por proteinas o fenol. Se ha usado un espectrofotometro (Thermo
Scientific NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer) que permite trabajar con volimenes de muestra 1-2 ul;

facilitando el proceso de analisis.

D. PREPARACION DE DNA PARA SECUENCIACION MASIVA DE ALTA CALIDAD.

Para las muestras LIN, LJQ, CNA y CNB se emplearon 5 pug de DNA, a una concentracion
aproximada de 300 ng/ul, de cada uno de los sitios para realizar una secuenciaciéon masiva de alta
calidad mediante pirosecuenciacién con el equipo 454 GS FLX Titanium de Roche, realizado por la
empresa LifeSequencing SL (Valencia, Espafia). También se utilizaron otros 5 pg de DNA, a una
concentracion aproximada de 300 ng/ul, de cada una de las cuatro muestras anteriores y de la muestra
CNX para realizar una secuenciacién masiva de alta calidad mediante la tecnologia HiSeq2000 PE 101 de

IIIumina®, realizado en el Beijing Genomics Institute (Tai Po, Hong Kong, China).
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3. BACTERIAS CON CAPACIDAD DE FORMAR NODULOS EN GENISTA VERSICOLOR.

En este apartado se va a realizar un estudio para obtener aquellas bacterias que son capaces de
formar nddulos en raices de individuos de la especie Genista versicolor. Para ello se siguid el esquema

general que aparece en la figura MM-3 y que se detalla a continuacién.

Semillas Genista Suelo
versicolor (recogido
J/ en CNR)
Escarificacion con
H,SO,
Germinacidn a temperatura ambiente Macetas con vermiculita-suelo en
(entre 4 y 14 dias) proporcion 3:1

l

luz-oscuridad de 16/8 h

P ) temperatura de 22 °C/16 °C
Analisis moleculares: Reead lucid .
- RAPD egado con solucidn nutritiva
- Genrrs \L
- Secuencias ITS Aislamiento de cepas bacterianas
- GenatpD obtenidas en el interior de los nodulos
- Gen nifH
- Gen nodC E .
. xperimentos de
Experimentos de
rango de planta

renodulacion

hospedadora

Figura MM-3. Esquema general del estudio de las bacterias capaces de formar nddulos en Genista versicolor.

A. RECOLECCION Y ALMACENAMIENTO DE SEMILLAS Y SUELOS.

Las semillas de Genista versicolor, antes llamada G. baetica, se recogieron durante el verano, a
finales del mes de julio y principios de agosto, que es la época en la que estas plantas producen su
cosecha. Para ello se recolectaron las vainas convenientemente desarrolladas de varios pies de planta,
para evitar posibles problemas asociados al individuo. Después se dejaron secar a temperatura
ambiente para provocar la apertura de las vainas y se recogieron todas las semillas para almacenarlas a

4 °C durante al menos un mes.

38



B. MEDIOS Y SOLUCIONES.

MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion de los experimentos con G. versicolor se utilizaron los siguientes medios y

soluciones después de esterilizarlos en autoclave a 120 C durante 20 min:

e Medio YEM, para el cultivo de bacterias del orden Rhizobiales.

K,HPO,

MgSO, - 7H,0

Nacl

Extracto de levadura
Manitol

Agua

pH 6.8 (ajustado con HCl 1 M)

Agaral 1,5%

0,5g
0,2g
01lg
lg
10g
11

¢ Medio TSB, generalista para el cultivo de bacterias del suelo.
Digerido pancreatico de caseina

Digerido enzimatico de soja
Dextrosa

Nacl

K;HPO,

Agua

pH 7,3 (ajustado con KOH 1 M)

Agaral 1,5%

17g
38
2,5g
5g
2,5¢g
11

e Medio TY, para el cultivo de bacterias de la familia Rhizobiaceae.

Triptona

Extracto de levadura
CaCl - 2H,0

Agua

pH 6,8

Agaral 1,5%

5g
3g
0,5g
11

¢ Solucidn nutritiva de plantas (Rigaud y Puppo, 1975)

Solucidn de micronutrientes

0 HsBO;

0 MnSO,

0 ZnSO,

0 CuSOq,
Molibdato sédico (4 g/l)
KH,PO,

MgS0O,
CIK
Caso,
EDTA-Fe
Agua

pH 7 (ajustado con KOH 1 M)
NO3NH,***

18,6 g/|
22,3 g/l
29 g/l
24 g/l

100 ul

1ml
02g
02g
02g
0,12g
0,05g
11

0,16 g/I

*** Cuando fue necesario adicionar una fuente de nitrégeno se afiadié nitrato amadnico a una

concentracion de 2 mM.
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C. MACETAS CON PLANTA-TRAMPA.

Los suelos empleados en este experimento fueron tomados en la zona de CNR y tras tamizarlos

con una luz de malla de 2 mm se almacenaron a -20 °C hasta su posterior uso.

Para la esterilizacion de la superficie de las semillas de G. versicolor, su escarificaciéon vy

germinacion se realizo el siguiente procedimiento:

e Sumergir las semillas en H,SO, puro durante 30 min.

e Hacer 5 lavados con agua destilada estéril.

¢ Dejar embebiendo en agua destilada estéril durante 2 - 3 h.

e Repartir las semillas en placas de Petri con base de papel de filtro estéril.

¢ Afadir 2 ml de agua destilada estéril por placa.

e Dejar las placas debidamente cerradas a temperatura ambiente hasta que hayan

germinado la mayoria de las semillas (entre 4 y 14 dias).

Una vez que tuvimos suficientes semillas germinadas se fueron colocando 5 semillas por maceta.
Estas se prepararon con una proporcion de vermiculita-suelo de 3:1, siendo este suelo el que se recogié
en el sitio de muestreo CNR. Tanto el contenedor de las macetas como la vermiculita fueron
previamente esterilizadas poniéndolas a 121 °C durante 20 min en autoclave. Se afiadié a la superficie
de la maceta una capa de perlita esterilizada para evitar la pérdida de humedad de la maceta y también
la contaminacidn por hongos. Estas macetas se dejaron en una camara con un ciclo de luz-oscuridad de
16/8 h y de temperatura de 22 oC/16 OC, y se regaron periédicamente con solucidn nutritiva de plantas

Rigaud y Puppo.

D. AISLAMIENTO DE CEPAS BACTERIANAS DE LOS NODULOS OBTENIDOS.

A partir de la octava semana de crecimiento de las plantas se empezaron a sacar éstas de las
macetas de forma escalonada, hasta la onceava semana, en la cual se sacaron las ultimas plantas. A
partir de estas plantas se procedid a cultivar, en placa, las bacterias del interior de cada uno de los

nodulos segun el siguiente procedimiento:

e Seleccionar los nédulos de las plantas y lavar con agua destilada.

e Separar los nédulos (y un poco de raiz) del resto de la planta y sumergir en agua
destilada.

e Sumergir los nédulos en HgCl, al 0,25 % durante 4 min.

e Dar 5 lavados con agua destilada estéril.
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Colocar los nédulos separados en una placa de Petri embebidos en una gota de agua
destilada estéril.
Triturar cada nédulo de forma individual con una varilla de cristal previamente
flameada y sembrar con la propia varilla en:

0 MedioTY

0 Medio TSA

0 Medio YEM

Incubar las placas a 28 °C hasta la aparicién de colonias.

También se sembraron en placa un par de “nddulos control” para cada tipo de medio empleado,

y para ello se frotd el ndédulo sin triturar sobre la superficie del medio. De esta forma se puede

comprobar que la esterilizacidn superficial del nédulo es correcta y que las cepas que crezcan a partir de

nodulos proceden realmente del interior de los mismos.

E. EXTRACCION DE DNA GENOMICO.

Para la extraccion de DNA gendmico (para su posterior uso en reacciones de PCR) de cada cepa

obtenida se empled el kit “Realpure Genomic DNA Extraction” de la casa comercial REAL, siguiendo las

instrucciones del fabricante que se detallan a continuacion:

e Lisis celular.

0o

(0]

(0]

Afiadir 1 ml de un cultivo con D.O. de 0,6 a un tubo de 1,5 ml.
Centrifugar a 14.000 xg durante 30 s y eliminar el sobrenadante.
Afiadir 600 pl de Solucidn de Lisis al pellet celular y pipetear para resuspender y lisar

las células e incubar las muestras a 80 °C durante 5 min.

e Tratamiento con RNasa.

(0]

(0]

(0]

Enfriar la muestra a temperatura ambiente.
Afadir 3 pl de RNasa al lisado.

Mezclar la muestra por inversién del tubo e incubar a 37 °C durante 15-60 min.

e Precipitacion de proteinas.

(0]

(0]

Afadir 300 pl de Solucidn de precipitacion de proteinas.
Agitar mediante vértex vigorosamente durante 20-30 s.
Centrifugar a 14.000 xg durante 5 min. Se observara que el precipitado proteico forma

un pellet.

41



MATERIAL Y METODOS

e Precipitacion de DNA.
0 Pasar el sobrenadante que contiene el DNA a un tubo de 1,5 ml que contenga 600 ul
de isopropanol. Mezclar por inversion varias veces.
0 Centrifugar a 14.000 xg durante 3 min.
0 Eliminar el sobrenadante. Afiadir 600 ul de etanol al 70 % e invertir varias veces para
lavar el pellet de DNA.
0 Centrifugar a 14.000 xg durante 2 min. Eliminar todo el etanol cuidadosamente pues el
pellet de DNA puede desplazarse.
0 Invertir el tubo y dejar secar en papel absorbente durante 15 min.
e Hidratacién de DNA.
0 Afiadir 200 pl de Solucién de Hidratacion de DNA.
0 Incubar durante una noche (over night) a temperatura ambiente para que se
rehidrate.

0 Conservara-20°C.

Para comprobar la cantidad y calidad de DNA extraido se realizé la cuantificacion de DNA con un

espectrofotdmetro (Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer).

F. AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL GEN 16S RRNA.

Las reacciones de amplificacién del gen 16S rRNA por PCR se realizaron con la enzima polimerasa

MasterTaq de 5PRIME con las siguientes cantidades de cada uno de los reactivos necesarios:

«  10x Tampdn MasterTaq con 15 mM Mg>* 2,5 pl 1x (1.5 mM Mg

e 25 mM de Solucién de Magnesio 1yl 2,5mM Mg** (final)

e 10 mM dNTP Mix (2,5mM cada uno) 2 ul 0,2 mM de cada uno
e  Forward primer (12,5uM) 0,5 ul 0,25 uM

e Reverse primer (12,5uM) 0,5 ul 0,25 uM

¢ DNA molde ~15 ng

¢ Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 0,15 pl 0,75U

e Agua MilliQ hasta 25 ul

Esta amplificacidn se realizd usando como forward primer el 9bfm (5 'GAGTTTGATYHTGGCTCAG
3') (Mdihling et al. 2008), especifico del dominio Bacteria, y como reverse primer el 1512UR (5

'"ACGGHTACCTTGTTACGACTT 3'), primer Universal, empleando el siguiente programa de PCR:

e Desnaturalizacién inicial de 4 min a 94 °C
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e 25ciclos de:
0 Desnaturalizacion de 1 min a 94 °C
0 Anillamiento de 1 mina 52 °C
0 Extensiénde 1,5 mina72°C

e Extension final de 10 mina 72 °C

Se comprobd la correcta amplificacién del gen 16S rRNA cargando 5 pl del producto de PCR con 1
ul de tampdn de carga (glicerol al 50 %; EDTA pH 8 0,5M; orange g al 0,5%) en un gel de agarosa al 0,8 %
en tampadn TAE (Tris/HCl 40 mM, EDTA-Na, 2 mM, acido acético glacial 0,1142 % (v/v)) y se llevo a cabo
una electroforesis durante 60 min a 110V. Se utilizé el marcador @29, que es DNA del fago ®29 digerido
con Hindlll, cuyo patrén de digestion se compone de 14 fragmentos: 72, 156, 273, 453, 579, 611, 759,
1.150, 1.331, 1.933, 2.201, 2.498, 2.899 y 4.370 bp. El gel se tifid en una solucién con 100 pl de GelRed

(GeIRedTM Nucleic Acid Gel Stain) por litro de agua destilada y se fotografié bajo luz ultravioleta.

El producto de la PCR se limpid con las columnas Illustra MicroSpin ™ S-300 HR de GE Healthcare,

siguiendo las instrucciones del fabricante:

e Resuspender la resina de la columna mediante vértex.

e  Girar la tapa un cuarto de vuelta y quitar el cierre inferior de la columna.

e Poner la columna en un tubo colector y centrifugar a 735 xg durante 1 min.

e Poner la columna en un tubo eppendorf libre de DNasa de 1,5 ml.

e Afadir de 25 a 100 pl de la muestra en el centro de la parte superior de la resina con cuidado.
e Centrifugar a 735 xg durante 2 min.

e Almacenar el eluido (la muestra purificada) a -20 °C.
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Para obtener la secuencia completa del gen 16S rRNA (unas 1.400 bp) se realizaron 4
secuenciaciones diferentes del producto de la PCR. Para ello, en cuatro tubos diferentes se pusieron
aproximadamente 40 ng de DNA en un volumen final de 12 pl con agua MilliQ y con una concentracién
0,4 uM de los siguientes primers (un primer para cada tubo): 9bfm (5 'GAGTTTGATYHTGGCTCAG 3'),
1512UR (5 'ACGGHTACCTTGTTACGACTT 3'), Z4 (5-CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’), X11 (5'-
GAGGAAGGTGGGGATGACGTC-3’). Los primers Z4 y X11 sirven para obtener la secuencia de regidn

adyacente a la cual se ligan los primers 9bfm y 1512 UR y también la secuencia de esta region en la que

se ligan.
1 Secuencia del gen 16S rRNA 1600
| |
9 359 1175 1512
9bfm Z4 X11 1512ur
— «— — «—

G. CONSERVACION A LARGO PLAZO DE CEPAS BACTERIANAS.

Las cepas que se consideraron adecuadas (tras realizar la correspondiente secuenciacién del gen
16S rRNA, ver detalle en el apartado 3.f.) fueron crecidas en 3 ml de su correspondiente medio liquido
(YEM para Bradyrhizobium y TSB para Bacillus y otros géneros de crecimiento rapido) hasta alcanzar una
densidad optica de 0,7 a una absorbancia de 600 nm de longitud de onda (medida realizada en el
espectofotémetro Novaspec Il de Pharmacia Biotech). Una vez obtenida la densidad dptica requerida, se
afiadié 750 pl de este cultivo a un criotubo con 250 pl de glicerol esterilizado previamente en autoclave
a 120 °C durante 20 min. De esta forma la concentracion final de glicerol es del 20 % v/v. Esta operacion
se realizd por duplicado para tener un tubo “de reserva”. Todo esto se realizé en una campana de flujo
laminar y con todos los materiales empleados convenientemente esterilizados para evitar
contaminaciones. Los dos criotubos fueron debidamente etiquetados, tanto en el tubo como en la tapa,

y almacenados a -80 °C.
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H. COMPROBACION DE LA CAPACIDAD DE NODULACION DE LOS AISLADOS DE
BRADYRHIZOBIUM.

Para confirmar que las cepas de Bradyrhizobium obtenidas a partir de los nédulos de G. versicolor
son capaces de nodular esta planta se procedié a inocular un representante de cada OTU obtenido
(teniendo en cuenta un 100 % de identidad para el gen 16S rRNA). Para ello se repitié el proceso de
esterilizacidn y escarificacion de las semillas de G. versicolor y esta vez se sembraron en macetas con
una proporcién 1:1 de arena y vermiculita. La arena se autoclavé dos veces a 120 °C durante 20 min
para evitar la proliferacién de cepas con formas de resistencia (esporas) y tras mezclarla con la
vermiculita y verterla en la maceta se autoclavé de nuevo para mantener estéril todo el conjunto. Para
cada cepa se pusieron 3 macetas con 5 semillas en cada maceta, las cuales se inocularon con 100 pl de
cultivo celular con un valor de absorbancia de 0,5 medido a 600 nm de longitud de onda (tras
centrifugar y resuspender en agua destilada estéril), lo que se estima que son del orden de 10’ células
de Bradyrhizobium por planta. Posteriormente, se adiciond una capa superficial de perlita esterilizada
para evitar la pérdida de humedad y la contaminacidon por hongos. Las macetas se dejaron en una
camara con un ciclo de luz-oscuridad de 16/8 h y de temperatura de 22/16 °C, y se regaron

periédicamente con solucién nutritiva de plantas Rigaud y Puppo.

A los dos meses de crecimiento de las plantas, se procedié al aislamiento de células bacterianas a
partir de los nddulos en medio YEM (ver apartado 3.d.). Para confirmar la identidad de la cepa se realizo
una amplificacion por PCR del gen 16S rRNA tomando como DNA molde 1 pul de la lisis celular por calor
(un picado de colonia en 20 pl de agua MilliQ a 94 °C durante 10 min) y siguiendo el protocolo descrito
en el apartado 3.f. Con el producto de la PCR se procedié a secuenciar el gen 16S rRNA siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 3.f. y una vez obtenida la secuencia se alined con la secuencia de

la cepa obtenida en el experimento de plantas trampa y se comprobd que eran idénticas.

I. AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DE LOS GENES NIFH Y NODC.

La amplificacion de los genes nifH y nodC se realizd empleando los primers nifHF (5'-
TACGGNAARGGSGGNATCGGCAA-3’) y nifHI (5’-AGCATGTCYTCSAGYTCNTCCA-3’) para el gen nifH y los
primers nodCF (5’-AGGTGGTYGAYGACGGTTC-3’) y nodCl (5'-CGYGACAGCCANTCKCTATTG-3’) para el gen
nodC (Laguerre et al. 2001). Se obtuvieron unos tamafos de amplicon de 784 bp para el gen nifH y de
930 bp para el gen nodC. Las reacciones de PCR se realizaron con la Taq polimerasa 5PRIME con la

mezcla de reaccidon antes detallada (apartado 3.f.) y siguiendo los siguientes programas de PCR:
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Programa de PCR para el gen nifH:
*  Desnaturalizacion inicial de 5 min a 94 °C
e 35ciclos de:
0 Desnaturalizacién de 1 min a 94 °C
0 Anillamiento de 1 mina 57 °C
0 Extensidnde2mina72°C

e  Extension final de 10 mina 72 °C

Programa de PCR para el gen nodC:
*  Desnaturalizacion inicial de 3 mina 95 °C
e 35ciclos de:
0 Desnaturalizacién de 1 min a 94 °C
0 Anillamiento de 1 min a 55 °C
0 Extensidnde2mina72°C

e  Extension final de 7 mina 72 °C

Se comprobd la correcta amplificacién parcial de los genes nifH y nodC cargando 5ul de producto
de PCR (con 1 pl de tampdn de carga) en gel de agarosa al 2 % en tampoén TAE (Tris/HCI 40 mM, EDTA-
Na, 2 mM, acido acético glacial 0,1142 % (v/v)) y realizando una electroforesis durante 60 min a 110V
utilizando como marcador de peso molecular el marcador ®29. El gel se tifid en una solucién con 100 pl
de GelRed (GeIRedTNI Nucleic Acid Gel Stain) por litro de agua destilada y se fotografié bajo luz
ultravioleta.

Para la secuenciacion de estas regiones de los genes nifH (784 bp) y nodC (930 bp) se envié el
producto de cada una de las PCRs en dos tubos diferentes, los cuales contenian unos 25 ng de DNA en
un tubo de PCR con un volumen final de 12 pl con agua MilliQ y con una concentracién 0,4 uM de los

primers empleados en las respectivas PCRs (un primer para cada tubo).
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J. RAPD FINGERPRINTING.

Los patrones RAPD se obtuvieron segin Rivas et al. (2006), usando el primer M13 (5'-
GAGGGTGGCGGTTCT -3’), que se utiliza para diferenciar entre cepas de la misma subespecie. El DNA
extraido de cada cepa (2 pl) se usd6 como DNA molde para las amplificaciones por PCR. La PCR se realizé

usando el kit Dreamtaq DNA polymerase de Thermo, siguiendo las instrucciones del fabricante:

Componente Volumen final Concentracioén final
2X DreamTaq 12,5ul 1X
Oligonucledtido M13 (20uM) 2,5ul 0.1-1.0uM
DNA molde Zul < 0.5pug/50ul
Agua libre de nucleasas hasta 25ul

Las condiciones de PCR fueron:

e Desnaturalizacién inicial de 10 min a 95 °C
* 35ciclos de:
0 Desnaturalizacion de 1 mina 95 °C
0 Anillamiento de 1 mina 40 °C
0 Extensidn de 2 mina75°C

e Extension final de 7 mina 72 °C

De cada producto de PCR se tomaron 10 pl y fueron cargados en un gel de agarosa al 1,5 % en
tampon TBE (Tris 100 mM, acido bérico 83 mM, EDTA 1 mM, pH 8,5) y se realizé una electroforesis
durante 2 h a 6 Vem™. Este gel se tifid en una soluciéon con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio y se

fotografid bajo luz ultravioleta. Standard VI (Roche, USA) se utilizé como marcador de tamaiio.
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K. ANALISIS DE LOS GENES ATPD Y DE LA REGION INTERGENICA 165-23S (ITS).

El estudio de las ITS se realizo segln lo descrito en Peix et al. (2005). 7ul del ADN extraido a partir
de células fue usado para las amplificaciones por PCR de las ITS rDNA. Las PCRs se realizaron usando un

AmpliTag Gold reagent kit (Perkin-Elmer Biosystems, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante:

GeneAmp 10X buffer 5ul

BSA 0,1% 1l

MgCl, 12 ul
dNTP 0,5l
AmpliTag Gold DNA polymerase 2U

Primer 1(2uM) 4 ul
Primer 2(2uM) 4 ul

Agua MilliQ hasta 50 pl

Los primers empleados en la amplificacion fueron el primer ITS1F (5-TGCGGCTGGATCACCTCC- 3’,
posiciones 1552—-1569 del gen 16S rRNA de Escherichia coli, nimero de referencia U00096) y el primer
ITSPN1R (5- CMCGTCCTTCATCGSCTC-3’, posiciones 2078— 2061 del gen 16S rRNA de E. coli, nUmero de
referencia U00096) con 0,2 mM de concentracidn final. El DNA contaminante de los reactivos de la PCR
(excepto los primers) fueron eliminados usando el protocolo descrito por Rothman et al. (2002), que
consiste en tratar todos los reactivos de PCR con la endonucleasa de restricciéon Alul (New England
Biolabs) antes de la reaccién de amplificaciéon, a una concentracién de 2,5 U/reaccién de PCR y
durantel,5 h. La secuencia especifica contiene 3 sitios para Alul, la cual es extremadamente especifica
para la secuencia nucleotidica AG—>CT. No hay sitios para Alul en los propios primers de la PCR, por lo

que la predigestion destruira todos los DNA diana de los contaminantes pero dejara los primers intactos.
Las condiciones de PCR fueron las siguientes:
e Desnaturalizacién inicial de 9 min a 95 °C
* 35ciclos de:
0 Desnaturalizacion de 1 mina 95 °C
0 Anillamiento de 1’10” min a 54 °C
0 Extensidnde2mina72°C

e Extension final de 7 mina 72 °C
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Los productos de la PCR fueron almacenados a 4 °C. Se realizé una electroforesis con el producto
de la PCR en geles de agarosa al 1 % durante 1 ha 6 Vem™ en tampdn TAE 1X (Tris/HCl 40 mM, EDTA-Na,
2 mM, acido acético glacial 0,1142 % (v/v)). Después se tifié en una solucién con 0,5 pg/ml de bromuro
de etidio, y se fotografié bajo luz ultravioleta. Standard VI (Roche, USA) se utilizd como marcador de
tamanio. A cada muestra se afadié una alicuota de 5 pl de solucién de carga (sacarosa al 40% y azul de

bromofenol al 0,25 %).

Los genes atpD fueron amplificados y secuenciados segln Vinuesa et al. (2005), utilizando el kit
REDExtract-N-Amp PCR de Sigma o con el kit GoTaqg Flexi DNA polymerase de Promega, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Un fragmento del gen atpD de 550 bp se amplificd con los primers atpD
273f y atpD 771r (Gaunt et al., 2001) o atpD 255F (GCTSGGCCGCATCMTSAACGTC) y atpD 782R
(GCCGACACTTCMGAACCNGCCTG) usando la misma mezcla de reaccién y parametros de PCR usada para

amplificaciones de ITS en Vinuesa et al., 1998:

GeneAmp 10X buffer 5ul

BSA 0,1% 1l

MgCl, 12 ul
dNTP 0,5 ul pl
AmpliTag Gold DNA polymerase 2U

Primer 1(2uM) 4 ul
Primer 2(2uM) 4 ul

Agua MilliQ hasta 50 pl

Las condiciones de PCR para el gen atpD fueron las siguientes:
e  Desnaturalizacion inicial de 3 min 30 sa 95 °C
e 30ciclos de:
0 Desnaturalizacién de 1 min a 95 °C
0 Anillamiento de 1’10” sa 54 °C
0 Extensionde1mina72°C

e Extension final de 5 mina 72 °C

Se amplificaron fragmentos parciales del gen recA con los primers recA 41F (TTCGGCAAGGG
MTCGRTSATG) y recA 640R (ACATSACRCCGA TCTTCATGC), usando la misma mezcla de reaccion y

protocolo de PCR descrito para atpD (pero con anillamiento a 58 °C).
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Cada una de las bandas correspondientes a los diferentes genes fueron purificadas de gel

mediante centrifugacidén a temperatura ambiente usando el “DNA gel extraction device” de Millipore a

5.000 xg durante 10 min o eluyendo la banda extraida y filtrdndola a través de columnas de silicagel

usando el “Qiaquick DNA Gel Extraction Kit” de Qiagen, siguiendo las instrucciones del fabricante:

Cortar el fragmento de DNA de un gel de agarosa con un escalpelo limpio.

Pesar el fragmento de gel en un tubo incoloro. Aiadir 3 volimenes de tampén QG por 1

volumen de gel (100 mg ~ 100 pl).

Incubar a 502 C durante 10 minutos o hasta que el fragmento de gel se haya disuelto
completamente. Durante la incubacién, mezclar mediante vortex cada 2 o 3 minutos para

ayudar a que se disuelva el gel.

Después de que se haya disuelto completamente el gel, comprobar que el color de la

mezcla es amarillo (similar al tampdén QG sin agarosa disuelta).

Colocar una columna QlAquick en un tubo colector de 2 ml proporcionado por el kit.

Para unir el DNA, afadir la muestra en una columna de QlAquick y centrifugar a 10.000 xg

durante 1 minuto.

Desechar el eluido y colocar la columna QlAquick en el mismo tubo colector.

Afiadir 500ul de tampdn QG en la columna y centrifugar 1 minuto a 10.000 xg.
Desechar el eluido y colocar la columna QIAQuick sobre el mismo tubo colector.
Para lavar, afiadir 750 ul de tampdn PE a la columna QlAquick, esperar 5 min y centrifugar

a 10.000 xg durante 1 min.

Desechar el eluido y centrifugar de nuevo a 10.000 xg durante 1 min.

Colocar la columna QlAquick en un tubo eppendorf de 1,5 ml limpio.

Para eluir el DNA, afiadir 50 pl de tampdn EB (Tris-Cl 10 mM, pH 8,5) o agua en el centro de
la membrana de la columna QIAquick y centrifugar a maxima velocidad durante 1 min.
Alternativamente, para incrementar la concentracién de DNA, afiadir 30 pl de tampdn de
elucion en el centro de la membrana de la columna de QlAquick, dejar reposar la columna

durante 1 min y después centrifugar a 10.000 xg durante 1 min.

La reaccién de secuenciacién se realizé en un secuenciador ABI PRISM 3100 usando el BigDye

terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems Inc., USA) tal como se suministra por el

fabricante.
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L. PROCESAMIENTO INFORMATICO Y ANALISIS DE DATOS.

Para el analisis de los patrones de bandas de los RAPDs se construyd un dendrograma basado en
la matriz generada usando el método UPGMA y el coeficiente Pearson con el software Bionumerics

version 4.0 (Applied Maths, Austin, TX).

Para el resto de estudios moleculares (las regiones intergénicas ITS y los genes 16S rRNA, atpD,
nifH y nodC) las secuencias obtenidas se compararon con las de GenBank usando el software BLASTN
(Altschul et al. 1990). Estas fueron alineadas usando el software Clustal W (Thompson et al. 1997). Las
distancias calculadas segun el modelo de dos parametros de Kimura (Kimura 1980) se usaron para inferir
arboles filogenéticos con el método de maxima verosimilitud (Felsenstein 1981) utilizando el software
MEGAS (Tamura et al. 2011). Los valores de confianza para los nodos de los arboles se generaron por el

analisis de bootstrap utilizando 1.000 permutaciones de los conjuntos de datos.

M. EXPERIMENTOS DE RANGO DE PLANTA HOSPEDADORA.

Para comprobar el rango de hospedador de las cepas de Bradyrhizobium GV101, GV135 y GV137
se inocularon dichas cepas en semillas previamente esterilizadas, escarificadas y germinadas de las
siguientes especies: soja (Glycine max), cowpea (Vigna unguiculata), retama (Retama sphaerocarpa) y

rascavieja (Adenocarpus decorticans).
Para esterilizar y escarificar las semillas de rascavieja y retama se procedié de la siguiente forma:

e Cortar la cubierta de la semilla con un bisturi.

e Sumergir las semillas en hipoclorito sddico al 28,5 % durante 10 min.

e Lavar 4 o 5 veces con agua destilada estéril.

¢ Dejar embebiendo en agua destilada estéril durante 2-3 h.

e Repartir las semillas en placas de Petri con base de papel de filtro estéril.

¢ Afadir 2 ml de agua destilada estéril por placa.

*  Dejar las placas debidamente cerradas a 28 °C y oscuridad hasta que hayan germinado la

mayoria de las semillas (entre 4 y 14 dias).

En el caso de las semillas de soja y cowpea se procedio de la misma forma pero en vez de cortar
la cubierta de la semilla y sumergir en hipoclorito sédico se sumergieron directamente las semillas en

etanol al 96 % durante 3 minutos, necesitando sélo 2 dias para germinar.
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Una vez germinadas, las semillas de soja se sembraron en jarras Leonard y el resto de semillas en

macetas con vermiculita. Para cada una de las 3 cepas de Bradyrhizobium seleccionadas se pusieron:

- 3 macetas con 4 semillas de retama en cada maceta.
- 3 macetas con 4 semillas de rascavieja en cada maceta.
- 6 macetas con 2 semillas de cowpea en cada maceta.

- 4jarras Leonard con 2 semillas de soja en cada jarra.

Cada semilla se inoculd con 100 ul de cultivo celular con un valor de absorbancia de 0,5 medido a
600 nm de longitud de onda, lo que se estima que son del orden de 10’ células de Bradyrhizobium por
planta. La inoculacidn se realizo tras tras centrifugar y resuspender en agua destilada estéril el cultivo
bacteriano. También se dejaron semillas sin inocular (3 macetas de soja, 3 de cowpea, 2 de rascavieja y
2 de retama) para comprobar que no ha habido contaminacién por parte de alguna bacteria
noduladora. Posteriormente, se adiciond una capa superficial de perlita esterilizada para evitar la
pérdida de humedad y la contaminacidn por hongos. Las macetas se dejaron en una cdmara con un ciclo
de luz-oscuridad de 16/8 h y de temperatura de 22/16 °C, y se regaron periédicamente con solucién
nutritiva de plantas Rigaud y Puppo. Tanto las macetas y jarras Leonard como la perlita vertida en éstas

fueron previamente esterilizadas 120 °C durante 20 min.

Cuando las plantas estuvieron suficientemente desarrolladas se procedid a sacarlas de las

macetas para comprobar si se habia producido infeccién y/o nodulacion.
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DNA extraido de las
muestras de suelo

PCR de nifH

(region de 371 bp)

MATERIAL Y METODOS

Ligacion con pGEM-T

PCR de colonia

Seleccion de colonias

A

en placas de LB
Ap/Xgal

V

Transformacion en
Escherichia coli DH5a.
(electroporacion)

Secuenciacion y procesamiento de las secuencias obtenidas:
» Limpieza de secuencias
* Analisis de la composicion de las comunidades diazotroficas
* Analisis de la estructura de las comunidades diazotréficas
» Comparacion entre comunidades diazotroficas

Figura MM-4. Esquema general del procesamiento de muestras para el estudio de las comunidades
diazotroficas.

A. CONSTRUCCION DE LIBRERIAS DEL GEN NIFH .

La amplificacion del gen nifH fue realizada mediante PCR usando los primers nifH (forA) (5'-
GCIWTITAYGGNAARGGNGG-3’), nifH (forB) (5-GGITGTGAYCCNAAVGCNGA-3’) y nifH (rev) (5'-
GCRTAIABNGCCATCATYTC-3’), descritos por Widmer et al. (1999), en una PCR anidada usando la enzima
Taq polimerasa (5PRIME) segun Villadas et al. (2007), obteniendo unos amplicones de 371 bp de
tamano. En este caso, la cantidad de cada uno de los reactivos de la PCR es la indicada en el apartado
3.f., pero afladiendo 5 ul de 5x TagMaster PCR Enhancer en la primera de las reacciones de PCR. Esta
TagMaster PCR Enhancer sélo se emplea cuando el DNA molde se ha extraido de suelo, ya que en estas
muestras suele haber gran cantidad de acidos humicos y otro tipo de sustancias que pueden interferir

en el funcionamiento de la enzima polimerasa.

Programa de PCR con el primer nifH(forA):
e  Desnaturalizacion inicial de 5 min a 94 °C
*  29ciclos de:
0 Desnaturalizacién de 45sa 94 °C
0 Anillamiento de 45sa 56 °C
0 Extensidnde45sa72°C

e  Extension final de 10 mina 72 °C
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Programa de PCR con el primer nifH(forB):
e Desnaturalizacién inicial de 3 min a 95 °C
* 30ciclos de:
0 Desnaturalizacion de 45 sa 94 °C
0 Anillamientode45sa53°C
0 Extensidnde45sa72°C

e Extension final de 7 mina 72 °C

Se comprobé la correcta amplificacion parcial del gen nifH cargando 5ul de producto de PCR (con
1 ul de tampon de carga) en gel de agarosa al 2 % en tampdn TAE (Tris/HClI 40 mM, EDTA-Na, 2 mM,
acido acético glacial 0,1142 % (v/v)) y corriendo una electroforesis durante 60 min a 110V utilizando
como marcador de peso molecular el marcador ®29. El gel se tifid en una solucién con 100 pl de GelRed

(GeIRedT'VI Nucleic Acid Gel Stain) por litro de agua destilada y se fotografié bajo luz ultravioleta.

Para generar las librerias de genes se realizd un paso preliminar que consistié en mezclar los
productos de PCR de las tres muestras de cada sitio, para tener una muestra representativa,
minimizando el sesgo que pueda producir tomar una Unica muestra de un unico arbol. Se limpiaron 60
ul del producto de PCR con las columnas Illustra MicroSpin ™ S-300 HR de GE Healthcare, siguiendo las

instrucciones del fabricante (ver apartado 3.f.).

El DNA purificado se ligd en el vector pGEM-T Easy de Promega, para lo cual se dejé un tubo
eppenddorf de 1,5 ml a 12 °C durante una noche con 12 pl de DNA purificado, 4 pl de agua MilliQ, 2 pl
de buffer, 1 ul de vector y 1 pl de ligasa. El producto de esta ligacién fue usado para su transformacion

dentro de la cepa DH5a de E. coli siguiendo los siguientes pasos:

e Dializar la mezcla de ligacién durante 15 min en una membrana de didlisis con un tamafio de
poro de 0,025 mm (filtro de nitrocelulosa VSWP de MILLIPORE) que se encuentra flotando en
agua destilada estéril dentro de una placa Petri.

e Mientras se dializa la mezcla, sacar los tubos eppendorf con 50 pl de células
electrocompetentes E. coli DH5a de -80 °C y ponerlos en hielo, junto a las cubetas de
electroporacién y los tubos eppendorf (estériles) que se van a utilizar.

e Poner 10 ul de plasmido dializado en el tubo eppendorf que contiene las células
electrocompetentes (hacer este y los siguientes pasos en campana de flujo laminar para evitar
contaminaciones) y mezclar por pipeteo suave.

¢ Afadir los 60 pul de la mezcla de células y plasmidos a una cubeta de electroporacion.

e Poner la cubeta en el electroporador (Electroporador Eppendorf 2510) y darle 2 pulsos a 1.800

V de 3 a5 ms de duracién.
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e Afadir rdpidamente 1.000 pul de medio de cultivo LB en la cubeta, resuspender suavemente por
pipeteo y poner la resuspension de células y pldsmidos en un tubo eppendorf.

* Incubara37°Cdurante 1 h.

e Sembrar en placas con medio sélido LB*, con ampicilina y X-Gal, diferentes cantidades de la

cepa transformada e incubar a 37 °C durante 24 h.

*Medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al. 1989)

=  Agua destilada

* NaCl 5g/l
=  Triptona 10 g/l
=  Extracto de levadura 5g/l
=  Agarosa al 1,6 %.

= Esterilizacion en autoclave a 120 2C durante 20 min.

Se seleccionaron al menos 50 colonias positivas por muestra crecidas en las placas de LB con
ampicilina (200 pg/ml) y X-Gal (40 pg/ml), siendo colonias positivas aquellas que al tener un inserto en
el gen lacZ del plasmido pGEM-T no generan color azul al crecer en presencia de X-Gal. El tamafio de
inserto de cada colonia fue comprobado mediante una PCR de colonia usando los primers T7 (5’-
GTAATACGACTCACTATAGG-3’) y SP6 (5'-AGCTATTTAGGTGACACTATA-3’) tomando como DNA molde 1 pl
de la lisis celular por calor (un picado de colonia en 20 pl de agua MilliQ a 94 °C durante 10 min)

siguiendo las siguientes concentraciones de la mezcla de PCR:

e ADN molde 1ul

e Tampodn 2,5 ul

e PrimerT7 1l

e Primer SP6 1l

e dNTPs 0,5 ul

e Taq polimerasa 0,2 ul

e Agua MilliQ hasta 25 pl

El programa de PCR que se empled es el siguiente:

*  Desnaturalizacion inicial de 5 min a 94 °C
e 30ciclos de:
0 Desnaturalizacién de 30 sa 94 °C
0 Anillamiento de 30sa 57 °C
0 Extensidnde2mina72°C

e Extension final de 5 mina 72 °C
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Se comprobé el tamafio de amplificado del inserto cargando 5ul de producto de PCR (con 1 ul de
tampdn de carga) en gel de agarosa al 2 % en tampdn TAE (Tris/HClI 40 mM, EDTA-Na, 2 mM, acido
acético glacial 0,1142 % (v/v)) y realizando un electroforesis durante 60 min a 110V utilizando como
marcador de peso molecular el marcador ©29. El gel se tifié en una soluciéon con 100 pl de GelRed

(GeIRedTM Nucleic Acid Gel Stain) por litro de agua destilada y se fotografié bajo luz ultravioleta.

El producto de esta PCR se envid a secuenciar después de limpiar en columnas MicroSpin lllustra
™ S-300 HR de GE Healthcare, siguiendo las instrucciones del fabricante (ver en el apartado 3.f.). Todas
las comprobaciones de integridad, tamafio y cantidad de DNA se realizaron mediante electroforesis en
gel de agarosa al 0,8 % con tampdn TAE (Tris-acetic-EDTA).La secuenciacién de los clones se realizé
mediante tecnologia Sanger con el secuenciador ABI Prism 3130XL Genetic Analyzer, siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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B. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DEL GEN NIFH.

i Scripts empleados en el andlisis de las secuencias de nifH.

Para el analisis de las secuencias nucleotidicas del gen nifH se han tenido que desarrollar una
serie de “scripts” escritos en el lenguaje de programacién Ruby. Los scripts desarrollados y la funcidn

que realizan se listan a continuacion:

e limpiasecuencias.rb: elimina de una o mas secuencias, obtenidas a partir de una transformacién
con el plasmido pGEM-T easy, aquella o aquellas partes de la secuencia que pertenece al
pldsmido, dejando Unicamente el inserto.

e anotador_con_blastx.rb: aflade al archivo de salida de un blast una columna con la descripcién
de cada uno de los hits, siendo la descripcién el gen o proteina y la clasificacién taxondmica de
la secuencia.

e quita_uncultured.rb: elimina del archivo de salida de un blast todos aquellos hits en los que no
se obtiene homologia con NifH y aquellos que si dan homologia con NifH pero esta homologia
es con una bacteria uncultured o unidentified.

e fasta_extrac_buenas.rb: extrae de un archivo fasta aquellas secuencias que aparecen en una
lista dada, las cuales se consideran buenas (en este caso porque dan homologia con NifH).

e matriz_OTUs.rb: a partir de un listado de agrupamiento de OTUs genera una matriz con la
abundancia de cada OTU en cada muestra.

e tableador.rb: a partir del archivo de salida del script anotador_con_blastx.rb se obtienen dos
archivos:

0 un listado con el nombre de la secuencia y el género con el que da mayor homologia
0 un listado con el nombre de cada género encontrado y el nimero de secuencias en las
cuales da homologia

e pipeline_librerias_nifH.rb: a partir de un archivo fasta genera un flujo de trabajo por el cual
aplica los siguientes procesos siguiendo el orden indicado y empleando como archivo “input” el
archivo “output” del proceso anterior:

= ejecuta el script limpiasecuencias.rb ***
= realiza un blastx

=  ejecuta el script anotador_con_blastx.rb
=  ejecuta el script quita_uncultured.rb

=  gejecuta el script tableador.rb

*** este script en ocasiones no limpia de forma correcta la secuencia, debido
principalmente a la existencia de algin cambio nucleotidico en la secuencia del vector que
limita con la secuencia del inserto, por lo que normalmente se omite este paso dentro del
script pipeline_librerias_nifH.rb y se realiza previamente junto a un chequeo manual de las
secuencias.
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e agutomatizar.rb: ejecuta determinado script (se le indica cual) de forma individual para cada uno

de los archivos aportados en un listado.

ii. Limpieza de las secuencias de nifH.

Las secuencias brutas, enviadas por el servicio de secuenciaciéon en archivos con formato “.ab1”
fueron procesadas con el programa Sequence Scanner version 1.0, para comprobar la calidad de la
secuenciacién y eliminar aquellas secuencias con una mala calidad o aquellos nucleétidos con mala
calidad. Cada una de las secuencias se fue afiadiendo a un archivo de texto con formato fasta, el cual
consiste en poner en una linea el nombre o identificador de la secuencia precedido del simbolo “>” y en
la siguiente linea la secuencia nucleotidica a la cual se refiere dicho nombre. Al final se obtuvo un
archivo fasta con al menos 50 secuencias nucleotidicas para cada uno de los sitios y fechas de muestreo,
teniendo un total de 14 fastas convenientemente nombrados (el nombre del archivo contiene el
nombre del sitio y el aflo de muestreo). A partir de este archivo fasta se elimind de cada secuencia
aquellos fragmentos que pertenecen al vector pGEM-T empleando para ello un script de ruby llamado
“limpiasecuencias.rb”, y se repasd y quitd de forma manual aquellos fragmentos de vector que dicho
script fue incapaz de eliminar. Con esto se obtuvo un archivo fasta con las secuencias limpias, y con el

cual se realizaron diferentes analisis de datos.

iii. Composicion de las comunidades diazotréficas.

A partir de los diferentes archivos fasta obtenidos anteriormente se procedié a realizar un

analisis de la composicidn de las comunidades microbianas siguiendo los siguientes pasos:

¢ Se realiza un BlastX (busqueda de homologia de DNA frente a proteinas) para cada una de las
secuencias nucleotidicas obtenidas. Para ello se emplea la herramienta informatica BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al. 1990) de forma local enfrentando las
secuencias a la base de datos nr (non-redundant) descargada previamente del servidor NCBI. Se
dejan los parametros por defecto del programa excepto el num_descriptions, al cual se le da un
valor de 100, que es el numero de hits que va a devolver para cada secuencia. Se escoge el
formato tabular (outfmt = 6) como formato de salida de los datos del blast y se le denomina
como blastx_XXX.txt, siendo XXX el nombre de la muestra.

e Se ejecuta el script anotador_con_blastx.rb para afiadir la descripcién (informacién de la
proteina y del organismo con el cual da homologia) de cada hit al final de cada linea que se
obtiene con el formato tabular del archivo de salida del blast. A este archivo de salida se le

denomina anotados_blastx_XXX.txt.
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e Se ejecuta el script quita_uncultured.rb para realizar las siguientes acciones partir del archivo
anotados_blastx_XXX.txt:

0 Eliminar aquellas secuencias que no dan homologia con NifH.

0 Eliminar aquellos hits que dan homologia con NifH pero con bacterias Uncultured o
Unidentified. De esta forma, aunque el primer hit con el que da una secuencia sea de
una bacteria desconocida, se va bajando en la lista de hits hasta encontrar una
bacteria conocida, siempre y cuando los valores de porcentaje de identidad superiores
al 75 % y de e menores a 10 para considerar que se ha obtenido una buena
homologia.

e Se ejecuta el script tableador.rb para obtener la lista de géneros de cada sitio, asi como la
abundancia de cada género.
e Se ejecuta el script fasta_extrac_buenas.rb para eliminar del archivo fasta original aquellas

secuencias que no dan homologia con NifH.

Todo esto se puede hacer paso por paso o utilizando el script pipeline_librerias_nifH.rb, que
automatiza todo este flujo de trabajo, con cada una de las muestras. También se puede emplear el script
automatizar.rb para que se ejecute el script pipeline_librerias_nifH.rb para cada uno de los archivos

(muestras) indicados en una lista de forma automatizada.

iv. Estructura de las comunidades diazotréficas.

Para obtener los diferentes parametros que caracterizan la estructura de una comunidad se
procedié a realizar las siguientes acciones a partir cada uno de los archivos fasta obtenidos tras utilizar

el script fasta_extrac_buenas.rb para cada una de las muestras:

e Se alinean las secuencias usando el servidor web MAFFT 6 (Katoh y Standley, 2013)
manteniendo los pardmetros por defecto y se guarda con el prefijo “aln” en el nombre del
archivo para saber que se trata de un archivo de alineamiento.

e Se obtiene la matriz de distancia a partir del alineamiento, utilizando el programa dnadist del
paquete informatico Phylip-3.68 (Felsenstein, 1989). Para ello se emplea el indice de distancia
Kimura 2-parameter, se analizan 1.000 conjuntos de datos (data sets) y se mantiene el resto de
pardmetros del programa por defecto. Se guarda la matriz con el prefijo “dnadist” para indicar
qué tipo de archivo es.

¢ Se ejecuta el programa informatico DOTUR (Schloss y Handelsman, 2005) trabajando a un nivel
de distancia nucleotidica del 0,07, como se indica para el gen nifH en publicaciones anteriores

(Hsu y Buckley, 2009).
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Los indices y parametros que se obtuvieron a partir de la matriz de distancia empleando el

DOTUR son los siguientes:
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Numero de OTUs (S, riqueza observada): grupos de secuencias que se parecen entre si con un
valor de distancia nucleotidica menor a 0,07 y que se diferencian del resto de secuencias con al

menos un valor de 0,07 de distancia nucleotidica.

indice de Chaol (riqueza estimada): Es un estimador del nimero de especies en una
comunidad basado en el nimero de especies raras en la muestra (Chao, 1984). Se calcula

aplicando la siguiente férmula:
Chao 1=S+a2/2b

Donde S es el nimero de especies en una muestra, a es el nUmero de especies que estan
representadas solamente por un Unico individuo en esa muestra (nUmero de “singletons”) y b

es el nimero de especies representadas por exactamente dos individuos en la muestra.

indice de Shannon, también conocido como indice de Shannon-Wiener o de Shannon-Weaver
(diversidad y riqueza): este indice de abundancia proporcional relaciona la cantidad de especies
presentes con el numero de individuos de cada una. Expresa, por tanto, el grado promedio de
incertidumbre en la prediccion de la especie de un individuo escogido al azar desde una
comunidad. Su férmula es:

H =-2 p;In(p)

Donde p;es la abundancia relativa del OTU i.

Rarefaccion (curva de esfuerzo): muestra el cambio en el valor esperado de riqueza de especies
de acuerdo al tamafio de la muestras. Calcula el nimero esperado de especies de cada muestra
si todas las muestras fueran reducidas a un tamafio estandar. Es decir, si la muestra fuera
considerada de n individuos (n<N), écudntas especies se habrian registrado? Se calcula con la

formula:

E (S)= 2 1- [((N-N;)/n)/(N/n)]

Donde E(S) es numero esperado de OTUs, N el nimero total de individuos en la muestra, N; el
numero de individuos de la i-ésima especie y n el tamafio de la muestra estandarizado. Se
representa con un grafico, con el numero de secuencias en el eje X y el nimero esperado de
OTUs en el eje Y (Fernandez et al. 2001). Te proporciona la informacién de si has podido

acceder a la mayor parte de los OTUs presentes en tu muestra con las secuencias estudiadas o
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si se debe tener mayor nimero de secuencias para abarcar un porcentaje mayor de los OTUs de
la poblacién. También informa de si un mayor esfuerzo de muestreo, aumentaria o no,

significativamente el registro de especies anteriormente no registradas (Kenneth et al. 1975).

A partir de estos datos generados con el software DOTUR también se obtuvo:

» indice de Pielou (diversidad o equidad): mide la proporcién de la diversidad observada con
relacion a la maxima diversidad esperada. Su valor oscila entre 0 y 1, siendo 1 el valor
correspondiente a situaciones donde todas las especies son igualmente abundantes
(Magurran, 1988). Se calcula aplicando la férmula:

) =H/InS
Donde H’ es el indice de Shannon y S el nimero de OTUs. El logaritmo neperiano de S es la
forma de calcular el maximo valor de H’ (H’'max) que se puede dar en una poblacién de S
numero de OTUs. Este indice es muy practico cuando se quiere comparar la diversidad entre
dos muestras que no tienen el mismo numero de OTUs, ya que el indice de Shannon aumenta
con el aumento del nimero de OTUs. Por lo tanto, ayuda a relativizar la diversidad y que ésta

no dependa del nimero de OTUs obtenidos.

Cobertura de Good (Good’s coverage): estima la proporciéon de OTUs observados respecto al
total de OTUs esperados en la poblacién. Se calcula aplicando la formula:

G=1-n/N

Donde n es el numero de singlentons (OTUs formados por una Unica secuencia) y N es el

numero de secuencias de la muestra (Good, 1953).
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V.

Comparacion entre comunidades diazotréficas.

La comparacién entre comunidades se realizdé a partir de la matriz de abundancia relativa de

OTUs. Para obtener esta matriz se partié de un archivo fasta que contiene las secuencias nucleotidicas

del gen nifH de las diferentes muestras que queremos comparar y se procedié de la siguiente manera:
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Se realiza un alineamiento en MAFFT (Katoh y Standley, 2013), la matriz de distancia con el
programa Dnadist de Phylip-3.68 y la obtencion de indices de riqueza y diversidad con el
software DOTUR como se indica en el apartado 5.c.iv.

Se utiliza el programa informatico [-LIBSHUFF (Schloss et al. 2004), a partir de la matriz de

”

distancia (archivo “dnadist_” obtenido con Phylip-3.68) de las secuencias de las diferentes

muestras que se quieren comparar, por lo que se puede realizar la comparacién entre 2 o mas
librerias de forma simultdnea analizando diferencias a nivel de secuencia. Con este programa
se obtiene qué muestras difieren significativamente.

De los multiples archivos de salida que da el software DOTUR se selecciona el que termina en
“.fn.list”, y de éste sdlo se selecciona la fila que corresponde al valor de distancia con el que
qgueremos trabajar, siendo de 0,07 en este caso.

Se traspone esta fila para obtener una Unica columna donde cada fila contiene el nombre de
las secuencias que se agrupan en un OTU, y se guarda este archivo en formato “.txt”.

Se utiliza el script de Ruby matriz_OTUs.rb con el archivo obtenido en el paso anterior, y con
esto se genera una matriz con la abundancia de cada OTU en cada muestra.

Se genera la matriz de abundancia relativa de OTUs pasando los valores de abundancia de la
matriz obtenida con el script matriz_ OTUs.rb a porcentaje de abundancia (del total de
secuencias de la muestra).

Se utiliza la herramienta Metastats (White et al. 2009) para ver qué OTUs tienen una
abundancia significativamente diferente entre sitios. Esta herramienta compara la abundancia
de OTUs de dos poblaciones e indica cuales difieren significativamente entre los dos sitios.

Se realiza un Clustering Jerarquico Aglomerativo mediante el algoritmo UPGMA y usando para
ello la matriz de distancia euclidea formada a partir de la matriz de abundancia relativa de
cada OTU para cada muestra. Esto se realiza con la herramienta estadistica GINKGO (De

Caceres et al. 2003).
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5. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS METAGENOMICAS.

A. SCRIPTS EMPLEADOS EN EL ANALISIS DE LAS SECUENCIAS METAGENOMICAS.

Para el andlisis de las secuencias nucleotidicas obtenidas por secuenciacién masiva se han tenido

que desarrollar una serie de “scripts” escritos en el lenguaje de programacién Ruby. Los scripts

desarrollados y la funcién que realizan se listan a continuacion:

blastxeador_fmt6_anotador_eliminando_repetidas.rb: a partir de un archivo fasta que puede
contener secuencias repetidas se crea un nuevo archivo eliminando las secuencias repetidas,
con este archivo se realiza un blastx (con el formato 6 de salida) y al archivo de salida de este
blastx se le afiade una columna con la descripcidn de cada uno de los hits, siendo la descripcidon
el gen o proteina y la clasificacion taxonémica de la secuencia (esto ultimo es lo mismo que
realiza el script anotador_con_blastx.rb descrito en el apartado 4.a.).
elimina_repetidas_blast.rb: elimina del archivo de salida (con el formato 6) de un blast aquellos
resultados redundantes, es decir, cuando para una secuencia el blast devuelve mas de un
resultado repetido (mismo subject) se eliminan todos menos uno. Esta repeticion del mismo
resultado se debe a un cambio en el marco de lectura (frameshift) de la secuencia nucleotidica
al ser pasada a secuencia aminoacidica.

listador_MGRast_genero.rb: a partir del resultado anotado de un blast (con anotado nos
referimos a que se ha afiadido la descripcién del gen o proteina y la clasificacion taxondmica de
la secuencia) y del fasta obtenido en el MG-RAST (donde aparece a qué proteina de la base de
datos KO es homoéloga la secuencia) genera un listado con 3 columnas, en la primera se pone el
nombre de la secuencia, en la segunda el género con el que ha dado mayor homologia en el
blastx, y en la tercera la proteina a la cual ha sido asignada en el MG-RAST .
matricea_desde_listado.rb: a partir del listado generado con el script anterior
(listador_MGRast_genero.rb) se genera una matriz con el nUmero de secuencias que hay de
cada proteina (o gen) y género (o especie) que aparece en el listado.

matricea_por_sitios.rb: a partir de diferentes listados generados cada uno para una muestra
con el script listador_MGRast_genero.rb se generan dos matrices, una con el nimero de
secuencias de cada género (o especie) presentes en cada muestra, y otra con el nimero de
secuencias de cada proteina (o gen) presentes en cada muestra.

automatizar.rb: ejecuta determinado script (se le indica cual) de forma individual para cada uno

de los archivos aportados en un listado.
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B. LIMPIEZA DE LECTURAS METAGENOMICAS Y ENSAMBLAJE DE LAS SECUENCIAS

DE ILLUMINA.

Con las secuencias brutas obtenidas de la secuenciacion directa del DNA extraido de suelo se

realizo el siguiente procesamiento:

Para las secuencias obtenidas mediante el sistema 454:

Se eliminan las secuencias repetidas con la herramienta informdtica 454 Replicate Filter web
tool (Gdmez-Alvarez et al. 2009), con un corte al 90% de identidad de secuencia, un valor de 0
en la diferencia de longitud y de 10 en el nimero de bases del inicio a chequear.

Se realiza un filtrado de las secuencias de baja complejidad y calidad con la herramienta

informatica “SeqTrim pipeline” (Falgueras et al. 2010), usando los parametros por defecto.

Para las secuencias obtenidas mediante el sistema lllumina:

Se fusionan los dos archivos FastQ, Readl perteneciente a la regiéon 5’ de las lecturas y Read2
perteneciente a la regidn 3’ de las mismas, utilizando la herramienta Combine separate Readl
and Read2 del servidor web GALAXY/JGI (https://galaxy.jgi-psf.org/), devolviendo un archivo
FastQ con las lecturas pareadas ordenadas de forma contigua.

Para los siguientes procesos se utiliza la herramienta Import Illumina Data del servidor web
GALAXY/JGI. Con esta herramienta se descomprime el archivo FastQ, se eliminan todas aquellas
secuencias con mas de un nucledtido ambiguo “N”, se eliminan las regiones 3’ de las secuencias
que tienen una calidad inferior a Q3, observando dicho valor de tres en tres nucledtidos en
direccion 3' = 5’ (este filtro es laxo, ya que el programa FLASH utiliza su propio filtro de calidad
mas estricto). También se eliminan aquellas secuencias que tras los pasos anteriores tienen un
tamafio menor de 50 nucledtidos. Por ultimo, se eliminan todas aquellas secuencias de baja
complejidad, que son aquellas lecturas que tienen mas del 90% de su secuencia constituida por

repeticiones mono/dinucleotidicas.

En el caso de las secuencias obtenidas mediante el sistema de Illumina, se procedié a ensamblarlas

siguiendo los siguientes pasos:
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e Se unen las secuencias pareadas utilizando el programa FLASH v 1.0.3, albergado también
en el servidor web GALAXY/JGI, utilizando los parametros por defecto.

e Se realiza un ensamblaje, tanto las secuencias que se han unido en el paso anterior como
las que no, utilizando el programa SOAPdenovo (Li et al. 2010), empleando para ello unos
tamanos de k-mer de 71, 75, 79, 83, 87 y 91. Posteriormente se fusionaron los seis
ensamblajes resultantes eliminando los contigs* redundantes, manteniendo siempre el de

mayor tamafio. Para llevar a cabo este procedimiento y conocer qué tamaios de k-mer
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eran los mas apropiados se utilizé la herramienta mgaSOAPdenovo del servidor web

GALAXY/JGI.

* Aunqgue un contig es el conjunto de secuencias contiguas no solapantes de un genoma
(Edwards et al. 1990 y Zerbino et al. 2008), en un metagenoma desconocemos la
contigliidad de estas secuencias al tratarse de fragmentos secuenciados al azar de
decenas, cientos o miles de genomas de diferentes individuos. Asi en metagendmica, se
considera como contig a la secuencia de mayor tamafio que las reads obtenidas por
secuenciacion masiva y que es reconstruida tras la identificacion de reads solapantes, su

posterior alineamiento y la fusion de las mismas (Namiki et al. 2012).

C. PROCESAMIENTO DE LAS SECUENCIAS METAGENOMICAS.

Para el procesamiento tanto de las secuencias obtenidas por secuenciacién 454 como por las
obtenidas en el ensamblaje de las secuencias de lllumina, se procedié de la misma forma siguiendo los

siguientes pasos:

¢ Se enfrentan las secuencias, previamente filtradas, de los diferentes metagenomas a diferentes
bases de datos (base de datos de subsistemas de “The SEED” y base de datos de Kegg
Orthology del Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, también conocido como KEGG)
usando el servidor web MG-RAST (Meyer et al., 2008), con un corte de maximo e-valor de 10"5,
un corte de identidad minima del 60 % y una longitud minima de alineamiento de 50 bp.

* El formato “table” del MG-RAST del archivo con las secuencias asociadas al metabolismo del
nitrogeno se transformé al formato “STAMP” (en el caso de las secuencias enfrentadas a la
base de datos KO se tuvo que eliminar la columna “id”) empleando para ello el propio
programa informatico STAMP (Parks y Beiko, 2010).

e Se compara la abundancia de secuencias para cada una de las funciones metabdlicas y entre los
diferentes sitios tomados dos a dos con el programa informatico STAMP usando el test exacto
de dos caras de Fisher con el intervalo de confianza de Newcombe-Wilson y la correccion de
Storey FDR. En el caso de que los p-valores no se distribuyan uniformemente, se realiza de
nuevo el andlisis empleando la correccién de Benjamini-Hochberg FDR en lugar de la de Storey

FDR.
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Con todo este procesamiento se obtiene qué grupos funcionales y proteinas tienen diferencias

significativas entre las distintas muestras en cuanto a su abundancia relativa. Para conocer algo mas

acerca de qué géneros tienen algun papel importante dentro del ciclo del nitrégeno se procedid de la

siguiente forma:
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Se extraen a un archivo fasta y desde el servidor web MG-RAST todas las secuencias que dan
homologia con alguna funcion del metabolismo del nitrégeno de la base de datos KO.

Utilizando el script de Ruby blastxeador _fmt6_anotador_eliminando_repetidas.rb se realiza un
blastx frente a la base de datos nr, no teniendo en cuenta aquellas secuencias repetidas, y

|u

afadiendo la descripcion del “subject”.

Se ejecuta el script elimina_repetidas_blast.rb para eliminar los resultados redundantes del
blastx debidos a cambios en el marco de lectura de la secuencia nucleotidica.

Se ejecuta el script listador_MGRast_genero.rb para obtener una lista con el nombre de cada
secuencia y la proteina y el género con el que dan mayor homologia.

Se ejecuta el script matricea_desde_listado.rb para obtener las matrices del numero de
secuencias de cada proteina y género para cada muestra.

Se ejecuta el script matricea_por_sitios.rb para obtener la matriz del nimero de secuencias de
cada género en cada muestra y la del nimero de secuencias de cada proteina en cada muestra.

|II

Se realiza un clustering jerdrquico utilizando el “average linkage clustering” y la distancia
euclidea de las matrices de abundancia de géneros y de abundancia de proteinas en cada
muestra.

De forma manual, se realizan las correspondientes matrices de abundancia de phyla.

Se compara, dos a dos, la abundancia de géneros y de phyla entre muestras con el servidor web

Metastats, dejando los valores por defecto, para ver qué géneros y phyla tienen abundancias

significativamente distintas entre muestras.
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CAPITULO 1: BACTERIAS DE SUELOS DE SIERRA NEVADA CAPACES DE
NODULAR GENISTA VERSICOLOR.

El piornal, dominado por Genista versicolor, es una formacion de porte arbustivo que se desarrolla a
mayores altitudes que los robledales de Sierra Nevada, limitando con éstos en su limite superior. Ademas, se
trata de una planta colonizadora capaz de favorecer la creacién y el enriquecimiento del suelo, lo cual crea
unas condiciones adecuadas para el establecimiento de otro tipo de formaciones vegetales, como pueden ser
los robledales ubicados en el limite inferior del piornal. Es por ello que resulta interesante conocer qué
bacterias son capaces de formar nddulos en Genista versicolor y, con ello, favorecer el crecimiento y desarrollo

de la planta.
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1. AISLAMIENTO DE BACTERIAS Y EXPERIMENTOS DE NODULACION.

A partir de suelos recogidos donde crece el piornal amarillo y utilizando individuos de la especie
Genista versicolor como planta trampa, se obtuvieron un total de 212 nddulos a partir 21 plantas crecidas
durante de 2 meses. A partir de la siembra de las bacterias contenidas en el interior estos nddulos se
obtuvieron un total de 143 colonias. De estas colonias se tuvo que descartar algunas por diversas razones,
siendo la mayoria de las cepas descartadas bacterias de rapido crecimiento sin capacidad de formar nddulos
pero que se hallaron dentro de éstos, con un total de 55 cepas del género Bacillus, 1 del género
Micromonospora, 1 del género Micrococcus, y 23 cepas de rdpido crecimiento que no fueron estudiadas. Con
algunas de las cepas de Bacillus se comprobd, mediante inoculacién en plantas de Genista, que no son capaces
de formar nddulos. Después de la secuenciacion parcial del gen 16S rRNA se obtuvo un total de 63 cepas del
género Bradyrhizobium, y de éstas se seleccionaron un total de 56, ya que el resto presentaban problemas a la
hora de crecerlas en placa. La coleccion de aislados se caracterizd segun diferentes técnicas moleculares (como
se muestra en los siguientes apartados) y se establecieron 8 grupos segun los andlisis de RAPD fingerprinting.
Una cepa representativa de cada uno de estos grupos se inoculd en 15 plantas de G. versicolor (cada cepa) con
el objetivo de comprobar su capacidad de formar nddulos en condiciones de esterilidad. Las cepas que se
emplearon fueron la GV115 para el grupo | de los RAPD, la GV137 para el grupo I, la GV102 para el grupo lll, la
GV159 para el grupo IV, la GV101 para el grupo V, la GV135 para el grupo VI, la GV104 para el grupo Vil y la
GV144 para el grupo V. Después de dos meses se observd que todas las cepas eran capaces de formar
nodulos. Cada bacteria se aisld de nuevo del interior de los nddulos y se secuencié parcialmente el gen 16S
rRNA. Los resultados muestran que todas las cepas aisladas tienen un 100 % de homologia con la cepa
inoculada (datos no mostrados). Por lo tanto, se puede concluir que estas bacterias aisladas son las
responsables de la formacién de nddulos en las raices de G. versicolor y que no se obtuvieron de la ocupacién

de los nédulos formados por otras bacterias.
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Figura 1-1. A) Plantas de Genista versicolor después de ser crecidas en macetas con suelo del piornal de Sierra Nevada. B)
Detalle de algunos nddulos obtenidos. C) Plantas crecidas con inoculaciones de diferentes cepas de Braddyrhizobium,
donde se observa la formacién de nddulos. D) Plantas crecidas con inoculaciéon de una cepa de Bacillus, donde no se
observa la formacién de nddulos.
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2. ANALISIS DE RAPD FINGERPRINTING.

Las 57 cepas que fueron capaces de nodular plantas de G. versicolor se analizaron mediante la técnica
de RAPD fingerprinting, lo cual permite la diferenciacion de cepas dentro de una misma especie bacteriana
proporcionando una estimacién de la diversidad genética (Chahboune et al. 2012; Durdn et al. 2013; Ramirez-
Bahena et al. 2013). En un trabajo reciente (Ramirez-Bahena et al. 2013) se mostré que cepas del género
Bradyrhizobium con mas del 70 % de similitud en los analisis de patrones de RAPD muestran genes atpD vy
fragmentos ITS idénticos, por lo que en este trabajo se considera este valor de similitud como el valor de corte
para seleccionar cepas para proceder con el resto de analisis de genes. Las cepas extraidas de G. versicolor se
distribuyeron en 8 grupos con un porcentaje de similitud mayor al 70 % (Figura 1-2), de cada uno de los cuales
se selecciond una cepa representativa para emplearla en el analisis de marcadores filogenéticos. En el grupo |
estdn las cepas GV110, GV111, GV115 y GV120, escogiéndose la GV115 como la representativa de este grupo.
Los grupos Il y lll estdn formados por una Unica cepa cada uno, la GV137 en el grupo Il y la GV102 en el lll. El
grupo IV esta formado por dos cepas, la GV145 y la GV159, siendo ésta la que se ha elegido como
representativa de este grupo para posteriores analisis. En el grupo V existen 10 cepas: GV101, GV112, GV113,
GV114, GV118, GV119, GV120, GV129, GV130 y GV143; siendo la cepa GV101 la representativa de este grupo.
El grupo VI estd formado por las cepas GV135, GV142 y GV150, siendo la primera la representativa de este
grupo. Dentro del grupo VII hay un total de 10 cepas: GV103, GV104, GV105, GV106, GV116, GV122, GV124,
GV125, GV128 y GV134; siendo la cepa GV104 la representativa de este grupo. Por ultimo estd el grupo VIII,
donde existen 9 cepas: GV140, GV141, GV144, GV147, GV148, GV149, GV151, GV152 y GV158; siendo la cepa

GV144 la representativa de este grupo (Figura 1-2).
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Figura 1-2. Dendrograma obtenido para las cepas aisladas de nddulos de Genista versicolor usando el coeficiente de
Pearson y el analisis UPGMA de los perfiles de RAPD. Se indican los grupos obtenidos con el 70 % de similitud y con flecha

gris se marca la cepa representante de cada grupo empleada en otros analisis moleculares.
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3. ANALISIS DEL GEN RRS.

La actual clasificaciéon de Bradyrhizobium esta basada predominantemente en secuencias del gen rrs,
por lo que la identificacién de aislados de nddulos tiene que estar basada en este gen. Dentro del género
Bradyrhizobium existen dos grupos bien diferenciados definidos segun el gen rrs y el andlisis de secuencias
multi-locus, el grupo | y el grupo Il (Menna et al., 2009). El primero de ellos incluye a las especies
Bradyrhizobium japonicum, B. betae, B. liaoningense, B. canariense, B. yuanmingense y B. japonicum USDA 110,
mientras que en el segundo grupo tendriamos a las cepas relacionadas con Bradyrhizobium elkanii USDA 76T,

B. pachyrhizi PACA8T y B. jicamae PAC68T.
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Figura 1-3. Alineamiento de las secuencias 16S rRNA de las cepas representativas de cada uno de los 8 grupos obtenidos
segln el andlisis de perfiles RAPD.
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Las cepas GV115, GV102, GV159, GV101, GV104 y GV144, que son las seleccionadas como
representativas de los grupos I, lll, IV, V, VII y VIII del analisis RAPD, respectivamente, pertenecen al grupo
filogenético | del género Bradyrhizobium, segun la clasificacidn realizada por Menna et al. 2009, y son muy
cercanas (mas del 99 % de identidad) a B. canariense (Figura 1-4), una especie capaz de formar nddulos en
otras leguminosas de la tribu Genisteae (Vinuesa et al. 2005a). La cepa GV135, representativa del grupo VI del
RAPD, también pertenece al grupo | del género Bradyrhizobium y esta filogenéticamente relacionada con las
especies B. cytisi y B. rifense (Figura 1-4), aisladas de nddulos de Cytisus villosus, planta que también es de la
tribu Genisteae (Chahboune et al. 2011; Chahboune et al. 2012). Estos resultados contrastan con los que se
obtuvieron en Kalita et al. (2010) con Genista tinctoria del Noreste de Europa, en la cual cepas relacionadas con
B. japonicum sv genistearum BGA-1 (actualmente se ha propuesto el cambio de nomenclatura de B. japonicum
por B. diazoefficiens, pero en el presente trabajo se va a mantener la primera de estas nomenclaturas por no

generar posibles confusiones) son las que forman los nédulos de dicha planta.

La cepa GV137 pertenece al grupo Il de Bradyrhizobium (Figura 1-4), en el cual también existe la
especie B. retamae, descrita recientemente, que es capaz de formar ndédulos en Retama spp., también
perteneciente a la tribu Genisteae (Guerrouj et al. 2013). Sin embargo, el gen rrs de esta cepa se relaciona
fuertemente, con mas del 99 % de identidad, con B. jicamae, una especie formadora de nédulos en Pachyrhizus
erosus, una planta de la familia Fabaceae y de la tribu Phaseoleae que se encuentra en América (Ramirez-

Bahena et al., 2009).

Por lo tanto, las secuencias del gen rrs de las cepas obtenidas en el presente trabajo tanto de los
grupos | y Il de la clasificacidn filogenética realizada con el gen rss (Menna et al. 2009) presentan unos valores
de identidad superiores al 99% con respecto a las secuencias de especies de Bradyrhizobium descritas
anteriormente (Tabla 1-1). Sin embargo, es habitual encontrar dentro del género Bradyrhizobium altas
identidades en el gen rrs (hasta del 100 %) entre especies diferentes, por lo que resulta necesario emplear
otros marcadores filogenéticos para clasificar taxondmicamente de forma adecuada los aislados a nivel de
especie e incluso para detectar nuevas especies. Dentro de estos marcadores filogenéticos, los fragmentos ITS
y el gen atpD han sido extensamente secuenciados en especies de Bradyrhizobium, permitiendo su
diferenciacion de especies capaces de formar nédulos en leguminosas de la tribu Genisteae (Chahboune et al.,
2011; 2012; Guerrouj et al., 2013; Kalita y Malek, 2010; Menna et al., 2009; Ramirez-Bahena et al., 2009; 2013;
Rivas et al., 2004; Safronova et al., 2007; Veldzquez et al., 2010; Vinuesa et al., 2005a; 2005b; Willems et al.,
2003).
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Figura 1-4. Arbol filogenético de Maxima Probabilidad basado en las secuencias del gen rrs, mostrando la afiliacién
taxondmica de las cepas representativas de cada uno de los grupos obtenidos en RAPD. Se ha utilizado Bosea thiooxidans
como outgroup o raiz para realizar este arbol. Se indican los valores de bootstrap calculados para 1000 réplicas. La barra
muestra la distancia de la sustitucion 1 nucledtido de cada 100. Entre barras se dan los nimeros de acceso para el Genbank.
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Tabla 1-1. Resultado del blastn realizado con las secuencias del gen 16S rRNA de las cepas representativas de cada uno de
los grupos RAPD obtenidos.

Cepa Grupo Acc. Number Subject % de identidad Lo.ngltu(? de|mistmaches e-valor
RAPD alineamiento |/gaps
GV115 | KF483530 gi|309401317|gb | GU306143.1| 100,00 1359 0/0 0,0
GV137 Il KF483532 gi1260150830| gb | GQ369129.1| 100,00 1265 0/0 0,0
GV102 1] KF483528 gi| 309401317 |gb | GU306143.1| 100,00 1349 0/0 0,0
GV159 I\ KF483534 gi| 164504778 |gb | EU333382.1| 99,92 1290 1/0 0,0
GV101 \ KF483527 gi| 186909137 |gb | EU420084.1| 100,00 1349 0/0 0,0
GV135 i KF483531 gi|312285060] gb |HQ233243.1| 100,00 1342 0/0 0,0
GV104 il KF483529 gi| 186909137 |gb | EU420084.1| 100,00 1358 0/0 0,0
GV144 il KF483533 gi|37693280|emb | AJ558025.1| 99,93 1359 1/0 0,0
Grupo L. .
Cepa Acc. Number Descripcion del Subject
RAPD
GV115 | KF483530 Bradyrhizobium canariense strain LL-6 16S ribosomal RNA and genes, partial sequence
GV137 1] KF483532 Bradyrhizobium sp. Z2-YC6861 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GV102 11 KF483528 Bradyrhizobium canariense strain LL-6 16S ribosomal RNA and genes, partial sequence
GV159 I\ KF483534 Bradyrhizobium japonicum isolate RLA12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GV101 V KF483527 Bradyrhizobium canariense strain RS-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GV135 \ KF483531 Bradyrhizobium sp. ISLU9 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GV104 VIl KF483529 Bradyrhizobium canariense strain RS-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
GV144 VIl KF483533 Bradyrhizobium sp. BTA-1 partial 16S rRNA gene, strain BTA-1
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4. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS ITS.

Los andlisis de las regiones ITS han sido empleados como una herramienta mas potente para la
demarcacion de especies dentro del género Bradyrhizobium que el andlisis del gen rrs, llegando a nivel de
genoespecies para secuencias ITS con mas del 95,5 % de similitud (Willems et al., 2003; Rivas et al., 2004).
Menna et al. (2009) mostré que el analisis de ITS permite la diferenciacién de dos grupos iguales a los
obtenidos con el andlisis del gen rrs, aunque cuando las especies B. denitrificans y B. oligotrophicum son
considerados en este analisis se obtiene un tercer grupo, como fue sefialado por Ramirez-Bahena et al. (2013).
Este grupo no ha sido incluido en la figura 3 ya que su divergencia con los grupos | y Il dificulta la visualizacién
de diferencias internas dentro de estos dos grupos, aunque a este grupo pertenecen algunas cepas de
Bradyrhizobium fotosintéticas, como la BTAil, fuertemente relacionada con la especie Bradyrhizobium

denitrificans.

Atendiendo a las secuencias ITS, las cepas GV115, GV102, GV101, GV104, representativas de los
grupos de RAPD |, Ill, V y VII, respectivamente, se agrupan con B. canariense BTA-lT(Fig. 1-5). Estas cepas estan
divididas en dos subgrupos muy cercanos, con identidades mayores al 98 % (gaps no considerados), que
coinciden con los reportados por Safronova et al. (2007) dentro de B. canariense, los cuales se pueden
diferenciar por la presencia de un inserto en las cepas del subgrupo ITS-I de B. canariense. Las cepas GV101 y
GV104 pertenencen al subgrupo ITS-l y las cepas GV102 y GV115 al subgrupo ITS-II (Fig. 1-5). El subgrupo ITS-I
esta mas extensamente representado en los nédulos de G. versicolor que el subgrupo ITS-ll, como ocurre en

otros hospedadores analizados previemante (Safronova et al. 2007, Velazquez et al. 2010).

Las cepas GV159 y GV144, representativas de los grupos de RAPD IV y VI, respectivamente, estdn
relacionadas con B. canariense, pero con identidades menores al 97% (Fig. 1-5), formando un segundo
agrupamiento con el grupo | de Bradyrhizobium. A este grupo también pertenece la cepa GV135, la cual estd
relacionada con B. iriomotense EKO5', aunque con menos del 95% de identidad en las secuencias de ITS (Fig. 1-

5).

Finalmente, la cepa GV137 pertenece al grupo Il dentro del género Bradyrhizobium, con menos del
92% de identidad con respecto a las cepas tipo del resto de especies de este grupo: B. elkanii, B. pachyrhizi, B.

jicamae, B. lablabiy B. retamae (Fig. 1-5).

Por lo tanto, a pesar de la cercania de los genes rrs de los aislados de G. versicolor con las especies de
Bradyrhizobium actualmente descritas, el analisis de las regién ITS suguiere que varios de estos aislados
pueden representar algunas supuestas nuevas especies. Con el objetivo de confirmar estos resultados se
analizo el gen atpD, cuya utilidad en la delimitacién de especies de Bradyrhizobium ha sido bien establecida y
analizada previamente en varias cepas aisladas de Genisteae (Vinuesa et al., 2005a; Vinuesa et al., 2005b;
Ramirez-Bahena et al., 2009; Chahboune et al., 2011; Chahboune et al., 2012; Ramirez-Bahena et al., 2013;
Guerrouj et al., 2013; Kalita y Malek, 2010; Menna et al., 2009; Stepkowski et al., 2007; Velazquez et al., 2010).
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Figura 1-5. Arbol filogenético de Maxima Probabilidad basado en la secuencias del espacio intergénico de los genes 165-23S
rRNA (ITS) mostrando la afiliacion taxondmica de las cepas representativas de cada uno de los grupos obtenidos en RAPD.
Se indican los valores de bootstrap calculados para 1000 réplicas. La barra muestra la distancia de la sustitucién 1
nucledtido de cada 100. Entre barras se dan los nimeros de acceso para el Genbank.
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5. ANALISIS DEL GEN ATPD.

El gen atpD es un gen “housekeeping” que ha sido secuenciado en todas las especies de
Bradyrhizobium asi como en dos cepas bacterianas aisladas de Genista tinctoria en Europa, JAN10 and JAN16
(Kalita y Malek, 2010). El analisis de este gen (Fig. 1-6) confirma que las cepas aisladas en este trabajo
pertenecen a diferentes ramas divergentes de aquellas formadas por las cepas JAN10 y JAN16 que pertenecen
a B. japonicum sv. genistearum y estan estrechamente relacionadas con la cepa BGA-1, aislada de especies

vegetales de la tribu Genisteae en las Islas Canarias (Vinuesa et al. 2005).

Las cepas GV101, GV102 y GV104, las cuales tienen ligeras diferencias en las secuencias ITS, tienen
genes atpD idénticos y se identifican con B. canariense con un 100 % de identidad (Fig. 1-6). Sin embargo, la
cepa GV115, que también se agrupa con estas cepas aunque tiene una ITS ligeramente divergente, ocupa una
posicion intermedia entre B. canariense y B. cytisi con identidades menores al 98 y 97 %, respectivamente (Fig.

1-6).

Las cepas GV144 y GV159, las cuales muestran pequeias diferencias en las secuencias de los
fragmentos de ITS, tienen genes atpD idénticos que son filogenéticamente divergentes con respecto a las
especies descritas del género Bradyrhizobium con identidades menores de 97 % (Fig. 1-6), aunque se agrupan
con B. japonicum sv. genistearum BGA-1 aislado de las Islas Canarias (Vinuesa et al. 2005) y las cepas JAN10 y

JAN16 asiladas de Genista tinctoria en Polonia (Kalita y Malek, 2010).

La cepa GV135 también es filogenéticamente divergente con identidades menores del 95 % con
respecto al resto de especies de Bradyrhizobium (Fig. 1-6) y a otros aislados de Genista de Espafia y Polonia, y
se agrupa, como también se observé en el analisis de ITS, con B. iriomotense EK05T, aislado en Japon de

tumores de la planta fabacea Entada koshunensis (Islam et al., 2008).

Finalmente, la cepa GV137, que pertenece al grupo Il de Bradyrhizobium, es filogenéticamente
divergente con respecto a las especies de este grupo con identidades menores del 93 % (Fig. 1-6), incluyendo B.
retamae, un especie descrita recientemente que fue aislada también de una leguminosa de la tribu Genisteae

(Guerrouj et al., 2013).

Estos resultados indican que algunas cepas con capacidad para formar nédulos en G. versicolor en el
Parque Nacional de Sierra Nevada constituyen nuevos linajes dentro del género Bradyrhizobium y al menos
GV135 y GV137 representan dos nuevas especies diferentes dentro de este género. Ademas, el analisis del gen
atpD mostré que, en concordancia con el analisis del fragmento ITS, la cepa BTAi-1 pertenece a la especie

Bradyrhizobium denitificans y, por lo tanto, el nombre de esta especie deberia ser cambiado.
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Figura 1-6. Arbol filogenético de Maxima Probabilidad basado en las secuencias del gen atpD, mostrando la afiliacién
taxondmica de las cepas representativas de cada uno de los grupos obtenidos en RAPD. Se indican los valores de bootstrap
calculados para 1000 réplicas. La barra muestra la distancia de la sustitucion de 5 nucleétidos de cada 1000. Entre barras se
dan los numeros de acceso para el Genbank.
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6. ANALISIS DE GENES SIMBIOTICOS.

El gen nodC codifica una quitina sintasa implicada en la sintesis la N-acetil-glucosamina, que constituye
el esqueleto basico de los factores de nodulacidén, por tanto este gen esta relacionado con el rango de
hospedador de rhizobia y con su grado de promiscuidad (Roche et al., 1996; Perret et al., 2000; Laguerre et al.,
2001), por lo que este gen se utiliza cominmente para definir simbiovares (Vinuesa et al., 2005; Rogel et al.,
2011; Guerrouj et al., 2013). Los datos disponibles muestran que las cepas aisladas de Genista en el Noreste de
Europa pertenecen al simbiovar genistearum (Kalita et al., 2012), pero sus secuencias son muy pequefias y por
ello no han sido incluidas en nuestros andlisis. El gen nifH codifica la dinitrogenasa reductasa del complejo
nitrogenasa vy, al igual que el gen nodC, normalmente existe como una copia Unica en las cepas de
Bradyrhizobium cuyos genomas han sido secuenciados. El gen nifH ha sido encontrado en todas las cepas de
Bradyrhizobium fotosintéticas, pero el gen nodC sélo ha sido localizado en la cepa ORS285 de los bradyrhizobia

fotosintéticos.

Dentro de Bradyrhizobium actualmente hay descritos 3 simbiovares que sean capaces de formar
nddulos en diferentes leguminosas y son claramente distinguibles en base a sus secuencias del gen nodC (Fig.
1-7). El simbiovar glycinearum fue definido por Vinuesa et al. (2005) a partir de cepas noduladoras de sojay en
la actualidad este simbiovar estd presente en varias especies formadoras de nddulos en esta leguminosa como
B. japonicum, B. huanghaihainense, B. dagingense y la recientemente descrita B. azotoefficiens, cuya cepa tipo
es USDA 110 (Delamuta et al., 2013). Los mismos autores definieron el simbiovar genistearum en cepas
formadoras de nédulos en plantas de la tribu Genisteae, en las cuales estan presentes las especies B.
canariense, B. cytisi y B. rifense. Recientemente el nuevo simbiovar retamae ha sido descrito para ubicar la
cepa tipo de las especies B. retamae aisladas de Retama monosperma de la tribu Genisteae (Guerrouj et al.,

2013).

El analisis del gen nodC muestra que todas las cepas del grupo | de Bradyrhizobium aisladas de G.
versicolor pertenecen al mismo grupo filogenético, al que también pertenecen las cepas aisladas de otras

especies vegetales de la tribu Genisteae y corresponde al simbiovar genistearum (Fig. 1-7).

La cepa GV137, que pertenece al grupo Il de Bradryrhizobium, pertenece a un nuevo linaje filogenético
segun la secuencia del gen nodC, con menos del 85 % de identidad en este gen con respecto al resto de
simbiovares del género Bradyrhizobium (Fig. 1-7). Ya que los simbiovares actualmente descritos dentro de este
género tienen identidades internas mayores al 92 % en el gen nodC, podemos concluir que la cepa GV137
representa un nuevo simbiovar en Bradyrhizobium. Sin embargo mds cepas que pertenecen al mismo grupo

filogenético son necesarias para definir un nuevo simbiovar.
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El andlisis del gen nifH muestra resultados congruentes con los del gen nodC, ya que las cepas
obtenidas también se agrupan en dos grupos filogenéticamente divergentes, uno de ellos formado por las
cepas del simbiovar genistearum y un segundo linaje formado por la cepa GV137 (Fig. 1-8). Las cepas del
simbiovar genistearum (grupo | de Bradyrhizobium) forman una agrupamiento equivalente al que se forma en
el analisis del gen nodC, aunque la cepa GV115 es la cepa mas filogenéticamente divergente con en torno al 94
% de identidad (Fig. 1-8). La cepa GV137, perteneciente al grupo Il de Bradyrhizobium, es filogenéticamente
divergente con el resto de especies del género Bradyrhizobium, con menos del 92 % de identidad (Fig. 1-8), lo

cual esta en consonancia con los resultados del gen nodC.

Por lo tanto, el analisis de dos genes simbidticos, nodC y nifH, muestra que las cepas aisladas de G.
versicolor en este estudio pertenecen a dos simbiovares de Bradyrhizobium, uno de ellos corresponde, como es
de esperar, al simbiovar genistearum, y el otro corresponde con un simbiovar no descrito anteriormente y que
sélo se ha encontrado hasta la fecha en el Parque Nacional de Sierra Nevada. Considerando que G. versicolor, la
planta hospedadora de la cual ha sido aislada este simbiovar por primera vez, es un endemismo de este Parque
Nacional, se propone utilizar el nombre sierranevadense para este nuevo simbiovar, el cual es capaz de nodular
especies de la tribu Genisteae pero no Gycine max (ver mas adelante), como ocurre con los simbiovares

genistearum y retamae (Vinuesa et al. 2005; Guerrouj et al. 2013).
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Figura 1-7. Arbol filogenético de Maxima Probabilidad basado en las secuencias del gen nodC, mostrando la posicién de las
cepas representativas de cada uno de los grupos obtenidos en RAPD. Se indican los valores de bootstrap calculados para
1000 réplicas. La barra muestra la distancia de la sustitucién de 5 nucleétidos de cada 100. Entre barras se dan los nimeros
de acceso para el Genbank.
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Figura 1-8. Arbol filogenético de Maxima Probabilidad basado en las secuencias del gen nifH, mostrando la posicién de las
cepas representativas de cada uno de los grupos obtenidos en RAPD. Se indican los valores de bootstrap calculados para
1000 réplicas. La barra muestra la distancia de la sustitucion de 2 nucledétidos de cada 100. Entre barras se dan los numeros
de acceso para el Genbank.
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Los experimentos de rango de plantas hospedadoras se realizaron con las cepas GV 101, CV 135y GV
137, por ser representantes de cada uno de los 3 grupos formados al analizar la secuencia parcial del gen nodC.
Dos meses después de la inoculacion de estas cepas en diferentes especies de plantas, se observé que las 3 son
capaces de formar nddulos en individuos de las especies Adenocarpus decorticans (rascaviejas) y Retama
sphaerocarpa (retama) (Fig. 1.9), pero ninguna de estas cepas fue capaz de nodular plantas de la especie

Glycine max (soja).

Figura 1.9. Plantas de Adenocarpus decorticans tras crecer inoculadas con la cepa de Bradyrhizobium GV101 (A)
y detalle de los nédulos (B). Plantas de Retama sphaerocarpa tras crecer inoculadas con la cepa de
Bradyrhizobium GV101 (C) y detalle de los nédulos (D).
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En el caso de Vigna unguiculata (frijol cabecita negra) se observa cierta disparidad entre cepas. La
cepa GV101 mostré capacidad de nodular dicha especie (Nod+) pero no se apreciaron caracteres fenotipicos
asociados a la fijacién de nitrégeno ya que los nédulos presentaban un color blanco (Fig. 1.11-A) y la planta
tenia poco desarrollo y un color verde claro (Fig. 1.10), por lo que se consideré un fenotipo Fix-. Cuando se
realizd la inoculacion con la cepa GV135, el 8,3 % de las plantas mostraron un fenotipo Nod-, el 25 % de las
plantas un fenotipo Nod+, Fix- (Fig. 1.11-B), y el resto de las plantas (un 66,7 %) mostraron un engrosamiento
en las raices que indica la existencia de una infeccion bacteriana pero sin formacién de nédulo (Fig. 1.11-C). Y

por ultimo, la cepa GV137 mostré un fenotipo Nod- en plantas de V. unguiculata (Fig. 1.11-D).

Figura 1.10. Plantas de Vigna unguiculata crecidas tras ser inoculadas con la cepa GV101 de Bradyrhiuzobium.
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Figura 1.11. Detalle de los nédulos obtenidos en plantas de Vigna unguiculata tras crecer inoculadas con la
cepa de Bradyrhizobium GV101 (A) y la cepa GV135 (B). Engrosamientos obtenidos al inocular la cepa GV135
(C) y raices sin engrosamiento ni nddulos tras crecer inoculadas con la cepa GV137.
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RESULTADOS Capitulo 2

La influencia de la especie arbdrea en la estructura y composicién de las comunidades

diazotréficas del suelo se determind analizando la rizosfera de roble (Q. pyrenaica) frente a la de
encina (Q. ilex subsp. ballota). Para ello se muestrearon robledales (CNA, CNB, CTR) y encinares (LIN,

CTE) de Sierra Nevada a distintas altitudes y localizaciones geogréficas.
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1. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE LOS SUELOS DE LAS ZONAS DE ESTUDIO.

Los suelos de las zonas de muestreo son suelos con textura de tipo franco, excepto CNB que es
franco-arenoso (Tabla 2.1-1), y todos estan clasificados como de tipo phaeozem haplico con origen
siliceo. El pH es ligeramente acido en el suelo de LIN (6,1) mientras que en el resto de suelos el pH es
neutro (Tabla 2.1-1), siendo los valores de pH de los suelos de la rizosfera de los robles de la cara sur
(con valores de 7,2 y 7,1 en CNB y CNA respectivamente) mas altos que los de los suelos en la rizosfera
de encinas de la cara sur (LJN). Por su parte en la Dehesa del Camarate, ladera Norte de Sierra Nevada,
no hay diferencias entre los valores de pH asociados a robles y encinas. Los valores de agua util y
contenido de materia organica son menores en CNB, con un 11,1 % de agua util frente al 16,52 % -
20,01 % del resto de suelos, y un valor de 3,88 % de materia organica frente al 6,07 % - 9,24 % del resto
de suelos (Tabla 2.1-1). Existen diferencias entre los suelos muestreados en los valores de nitrégeno
total, siendo CTR con un 0,145 % de N total un suelo medianamente rico en nitrégeno, CNB con un
0,206 % un suelo rico y el resto de suelos son muy ricos en nitrégeno, con valores de 0,301 % a 0,427 %
de N total (Tabla 2.1-1). La proporcion C/N es muy elevada en CTR, con un valor de 36,62, mientras que
no muestra diferencias entre el resto de suelos muestreados, donde existen valores de entre 10,82 y
11,97 (Tabla 2.1-1). El suelo de CNB muestra un valor bajo de fosforo asimilable, con 4 ppm, mientras
que por otro lado CNA tiene un valor muy alto, con 27 ppm. El resto de suelos muestran valores

medios de fosforo asimilable, con valores de 7 y 8 ppm (Tabla 2.1-1).

Tabla 2.1-1. Caracteristicas fisico-quimicas de los suelos muestreados.
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Parametros CTR CNB CNA LIN CTE
Arcilla (%) 24,1 16,35 22,25 21 21,7
Arena (%) 40,76 63,5 44,25 45,74 43,6
Limo (%) 35,44 20,15 33,5 33,26 34,7
Tipo de suelo Franco Franco- Franco Franco Franco

arenoso

pH (H.0) 6,6 7,2 7,1 6,1 6,6
pH (CIK) 5,9 6,4 6,4 5,7 6
Agua util (%) 17,14 11,1 16,52 17,11 20,01
Salinidad (mmhos/cm?) 0,14 0,12 0,16 0,14 0,11
Materia Organica Total (%) 9,24 3,88 6,07 7,61 8,3
N total (%) 0,145 0,206 0,301 0,366 0,427
Proporciéon C/N 36,62 10,82 11,59 11,95 11,17
Fosforo asimilable (ppm) 8 4 27 8 7
Potasio asimilable (ppm) 355 205 365 445 265
Sodio (ppm) 0,065 0,052 0,61 0,06 0,05
Magnesio (ppm) 3,05 1,93 2,51 4,36 2,47
Calcio (%) 15,03 8,75 12,94 12,65 15,40
Hierro (ppm) 74 28 51 122 59

2. ANALISIS DE LAS COMUNIDADES DIAZOTROFICAS.

Se obtuvieron un total de 256 secuencias parciales (~370 bp) del gen nifH, con al menos 50
secuencias para cada muestra. Este nimero de clones secuenciados fue suficiente para obtener una
representacion de la diversidad del gen nifH, segun las curvas de rarefaccion (Fig. 2.1-1) y el indice de

cobertura obtenido, que va desde un 71 % en CTR a un 88 % en CTE (Tabla 2.1-2).

Tabla 2.1-2. indice de cobertura de Good de las librerias génicas del gen nifH.

Muestra CTR CNB CNA LIN CTE
Cobertura (%) 71,15 78,43 78,85 84,00 88,24

99



RESULTADOS Capitulo 2
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Figura 2.1-1. Curvas de rarefaccién de las librerias génicas del gen nifH.

Existen diferencias en los valores de los indices de riqueza y diversidad entre las muestras de
la rizosfera de bosques de robles (CNA, CNB y CTR) y las de bosques de encinas (LIN y CTE), existiendo
también diferencias dentro de cada tipo de bosque segln la orientacién de la ladera. Por un lado los
suelos de robles poseen mayores valores de riqueza, riqueza estimada segun el indice de Chaol,
diversidad segun el indice de Shannon y equidad segun el indice de Pielou que los suelos de encinas.
Pero dentro de los suelos de robles el que estd situado en la cara norte posee los mayores valores, con
una riqueza de 27 OTUs (frente a los 22 y 23 OTUs de CNB y CNA, respectivamente), una estimacién de
riqueza de 38,67 OTUs (frente a 31 y 32,17 OTUs de CNB y CNA, respectivamente) y un indice de
Shannon de 3,01 (ligeramente superior al de CNB y CNA, con valores de 2,88 y 2,84 respectivamente)
(Fig. 2.1-2). En cuanto al indice de Pielou, en suelos de robles se observan unos valores de en torno a
0,92 mientras que en suelos de encinas tiene un valor de 0,87 en LIN y 0,82 en CTE (Fig. 2.1-2). Esta
diferencia entre LIN y CTE también se observa en el resto de parametros de riqueza y diversidad,
siendo siempre el menor valor el de CTE, con una riqueza de 14 OTUs frente a 17 OTUs en LIN y al
menos 22 OTUs en robles; una riqueza estimada de 21,5 OTUs frente a 26,33 OTUs en LIN y al menos
31 OTUs en robles; y un indice de Shannon de 2,17 frente a 2,48 en LIN y al menos 2,84 en robles (Fig.
2.1-2).
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Figura 2.1-2 . A) Riqueza observada y estimada (por el indice de Chaol) de OTUs del gen nifH para cada una de las
muestras. B) indice de diversidad de Shannon e indice de equidad de Pielou de las librerias génicas del gen nifH.
OTUs esta definido con un 93 % de corte de similitud. OTUs, unidad taxondmica operativa.
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Estos valores de riqueza y diversidad estan fuertemente relacionados con el contenido de nitrégeno
total del suelo, existiendo una correlacion negativa entre el valor de nitrégeno total y los valores de
numero de OTUs, indice de Shannon e indice de Pielou, con valores de correlacion mayores al 76 %
(Fig. 2.1-3). Con el resto de parametros fisico-quimicos analizados no se ha hallado ninguna
correlacion.
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Figura 2.1-3. Linea de correlacién entre nitrégeno total y nimero de OTUs en las diferentes muestras.

Al aplicar el andlisis estadistico de Libshuff se obtiene que todas las muestras son poblaciones
independientes y diferentes entre si. Estas diferencias entre las comunidades microbianas fijadoras de
nitrégeno en suelos de encinares y suelos de robledales se ve claramente reflejada en el analisis de
Clustering Jeradrquico Aglomerativo de la abundancia de OTUs, realizado con las secuencias
aminoacidicas. Este andlisis muestra que las dos comunidades mas similares son las de robles de la cara
Sur (CNA y CNB), con un 17 % de distancia. A estas dos muestras se agrupa el otro suelo de robles, el de
la cara Norte (CTR), con un 18,64 % de distancia. Tras este se agrupa el suelo de encinas de la cara sur
(LJN) con un 20,55 % de distancia y por ultimo estd el suelo de encinas de la cara norte (CTE) con un

23,2 % de distancia (Fig. 2.1-4).
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Figura 2.1-4. Clustering jerarquico aglomerativo usando la matriz de distancia euclidea y el algoritmo UPGMA para
las secuencias aminoacidicas de NifH obtenidas a partir de las librerias génicas. Andlisis realizado con respecto a la
abundancia relativa de cada OTU. OTUs definidos con un corte de un 93% de similitud de secuencia.

El andlisis de la homologia de secuencias de NifH muestra que la mayoria de las secuencias
pertenecen a los phyla Proteobacteria, Firmicutes y Cyanobacteria, para todas las muestras, formando
al menos el 92,16 % del total de secuencias del gen nifH obtenidas. La muestra del robledal de la zona
baja (CNB) presenta una menor dominancia a nivel de phylum, y tiene como grupo mayoritario el
phylum Cyanobacteria, con un 35,29 % de abundancia relativa, seguido por los phyla Proteobacteria y
Firmicutes con un 33,33% y un 23,53% de abundancia relativa, respectivamente (Fig. 2.1-5). En el resto
de muestras el phylum mayoritario es Proteobacteria, con abundancias de 52,94 % en CTE a 94,00 % en
LIN, siendo el segundo en abundancia el phylum Firmicutes, con abundancias de 4,00 % en LIN a
43,14% en CTE, siendo en esta ultima muestra donde los dos grupos mayoritarios tienen una

abundancia relativa mas similar. (Fig. 2.1-5).
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Figura 2.1-5. Distribucion de phyla en los diferentes ecosistemas segun la homologia de las secuencias de NifH.
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El analisis detallado de la homologia de las secuencias de NifH a nivel de género muestra que
el género Methylobacterium es el Unico género mayoritario en el robledal de la zona alta (CNA), con un
28,85 % del total de secuencias, siendo este género también el mas abundante en el encinar de la cara
Sur (LJN), con un 24,00 % del total de secuencias (Tabla 2.1-3). La muestra del robledal de la zona baja
(CNB) tiene a la Cyanobacteria Nostoc como el género mas abundante, con un 27,45 % del total de
secuencias, seguido por el Firmicutes Paenibacillus, con un 13,73 % (Tabla 2.1-3). En la muestra del
robledal de la cara Norte (CTR) los géneros mas abundantes son la B-Proteobacteria Geobacter y el
Firmicutes Pelosinus, con un 28,85 % y un 21,15 % del total de secuencias respectivamente. En CTE el

género Paenibacillus es, con un 33,33 % del total secuencias, el mas abundante (Tabla 2.1-3).

Tabla 2.1-3. Clasificacién taxondmica de las secuencias del gen nifH.

Phyla Genus CTR CNB CNA UN CTE
Azospirillum 0 3,92 3,85 18,00 5,88
Bradyrhizobium 5,77 5,88 9,62 14,00 1,96
Rhodopseudomonas 3,85 1,96 7,69 14,00 11,76
Rhizobium 0 1,96 11,54 0 5,88
Ensifer 0 3,92 0 0 1,96
Methylobacterium 0 5,88 28,85 24,00 11,76
Zymomonas 0 0 1,92 2,00 0
. Azorhizobium 0 3,92 0 2,00 0
a-Proteobacteria
Amorphomonas 0 1,96 0 0 0
Methylocella 1,92 0 0 0 0
Rhodocista 0 0 0 0 1,96
Skermanella 0 0 0 4,00 0
Sphingomonas 0 0 0 0 7,84
Pseudomonas 0 0 0 0 1,96
Phaeospirillum 0 0 5,77 0 0
Sinorhizobium 3,85 0 0 0 0
Burkholderia 1,92 0 0 0 0
. Geobacter 28,85 1,96 5,77 14,00 0
B-Proteobacteria
Dechloromonas 1,92 0 0 0 0
Cupriavidus 0 0 0 2,00 1,96
6-Proteobacteria Pelobacter 9,62 0 0 0 0
. Methylococcus 3,85 0 0 0 0
y-Proteobacteria - —
Thiorhodovibrio 0 1,96 0 0 0
. Nodularia 1,92 7,84 0 0 0
Cyanobacteria
Nostoc 7,69 27,45 11,54 0 1,96
Paenibacillus 3,85 13,73 0 2,00 33,33
Clostridium 3,85 7,84 7,69 2,00 9,80
Firmicutes Syntrophobotulus 0 1,96 3,85 0 0
Pelosinus 21,15 0 0 0 0
Heliobacterium 0 0 1,92 0 0
. . Arthrobacter 0 0 0 2,00 0
Actinobacteria -
Kocuria 0 0 0 0 1,96
Spirochaetes Treponema 0 7,84 0 0 0
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En cuanto a los géneros que abundan de manera significativamente diferente entre las
muestras de suelos rizosféricos de robles y de encinas, segun el analisis con Metastat (Ver tabla 2.1-4),
se observa que en el robledal de la ladera Norte (CTR) las secuencias del género Pelosinus son mas
abundantes en estos suelos rizosféricos que en suelos rizosféricos de encinas (CTE y LIN), y las del
género Geobacter abundan mas en robledales de la cara Norte (CTR) que en encinares de la cara Norte
(CTE). Con respecto a los robledales de la cara sur, se observa que el género Nostoc es mas abundante
en estos suelos (CNA y CNB) con respecto al suelo del encinar de la cara sur (LIN), y en el caso de la
muestra de la zona baja del robledal (CNB) también tiene una mayor abundancia de secuencias de este
género con respecto a la muestra del encinar de la cara norte (CTE). Aparte de la citada abundancia del
género Nostoc en robledales de la cara sur, las diferencias entre encinas de la ladera sur y robledales
de ambas laderas vienen determinadas por la mayor abundancia del género Azospirillum en el encinar
de la cara sur (LIN) y del género Paenibacillus en el encinar de la cara norte (CTE) con respecto a las
diferentes muestras de suelos rizosféricos de robles (CNA, CNB y CTR). También se observan algunas
diferencias mas entre el encinar de la cara sur (LIN) y la zona baja del robledal de la cara sur (CNB),
donde el nimero de secuencias de los géneros Rhodopseudomonas y Geobacter son significativamente
mas abundantes en el encinar (LJN), mientras que el género Rhizobium es mas abundante en la zona
alta del robledal (CNA) con respecto al encinar de la cara Sur (LIN). Las secuencias asociadas al género
Methylobacterium son mas abundantes en la zona baja del robledal (CNA) con respecto al encinar de la
ladera norte (CTE), mientras que es mas abundante en la muestra del encinar de la ladera norte (CTE)
con respecto al robledal de la ladera norte (CTR) y también abunda mas en el encinar de la ladera Sur
(LIN) con respecto a la parte baja del robledal de la ladera sur (CNB) y al robledal de la ladera norte
(CTR).

Tabla 2.1-4. Géneros con abundancia significativamente diferente entre muestras, segun el analisis realizado con
Metastat. El color del nombre se corresponde con el color de la muestra en la cual es mas abundante.

CTE UN
Azospirillum
PacsibazilliE Rhodopseudom-onas
CNB Methylobacterium
Nostoc
Geobacter
Nostoc

= Azospirillum
Paenibacillus

CNA -
Methylobacterium izobium
Nostoc

Methylobacterium -~
iy Azospirillum
Paenibacillus

CTR Methylobacterium
Geobacter :
Pelosinus

Pelosinus
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La influencia del gradiente altitudinal en la composicién de las comunidades diazotrdficas se

determind analizando la rizosfera de robles a 3 altitudes distintas: 1.482 m sobre el nivel del mar (CNB),
1.823 m (CNA) y 1.945 m (CNX), muestreada en la primavera del afio 2008. En la dltima altitud también
se muestreo el suelo suelto (CNR) ya que los robles aparecen como pies aislados y las comunidades de

microorganismos pueden ser mas diferentes que en los 3 casos anteriores.
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1. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE LOS SUELOS DE LAS ZONAS DE ESTUDIO.

Los suelos de las zonas de muestreo tienen una textura de tipo franco-arenoso, excepto CNA
que es franco, y todos estan clasificados como de tipo phaeozem hdéplico con origen siliceo. El pH es
ligeramente acido en los suelos que no pertenecen a muestras de rizosfera de bosques (6,6 en CNX y
6,2 en CNR) mientras que en los suelos rizosféricos de bosques el pH es neutro (7,1 en CNAy 7,2 en
CNB) (Tabla 2.2-1). Los valores de agua util y contenido de materia organica son mayores en CNA, con
un 16,52 % de agua util frente al 10,39-13,25 % del resto de suelos (Tabla 2.2-1). Un valor de 6,07 % de
materia organica en CNA es bajo, pero es aun menor en los demas suelos (de 3,44 % en CNR a 3,88 %
en CNB) (Tabla 2.2-1). No existen diferencias significativas en los valores de nitrégeno total entre los
suelos muestreados, pero la proporcion C/N es significativamente menor en los suelos sin bosque, con
valores de 7,87 y 7,66 para CNX y CNR respectivamente, mientras que CNA y CNB tienen valores de
11,59 y 10,82 respectivamente (Tabla 2.2-1). Los suelos de CNA y CNX muestran valores de fdsforo
asimilable de 27 y 20 ppm, mucho mas altos que en los demas suelos, que tienen 4y 6 ppm para CNB y

CNR respectivamente (Tabla 2.2-1).

Tabla 2.2-1. Caracteristicas fisico-quimicas de los suelos muestreados.

Parametros CNB CNA CNX CNR
Arcilla (%) 16.35 22.25 11,75 13,7
Arena (%) 63.50 44.25 62,44 54,53
Limo (%) 20.15 33.50 25,81 31,77
Tipo de suelo Franco- Eranco Franco- | Franco-

arenoso arenoso | arenoso

pH (H20) 7.2 7.1 6,6 6,2
pH (CIK) 6.4 6.4 5,8 5,4
Agua util (%) 11.10 16.52 10,39 13,25
Salinidad (mmhos/cm®) 0.12 0.16 0,07 0,046
Materia Organica Total (%) 3.88 6.07 3,82 3,44
N Total (%) 0.206 0.301 0,279 0,258
Proporcién C/N 10,82 11,59 7,87 7,66
Fosforo asimilable (ppm) 4 27 20 6
Potasio asimilable (ppm) 205 365 205 90
Sodio (ppm) 0.052 0.610 0,043 0,13
Magnesio (ppm) 1,933 2,508 1,283 0,623
Calcio (%) 8,748 12,939 6,942 4,35
Hierro (ppm) 28 51 37 29
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2. ANALISIS DE LAS COMUNIDADES DIAZOTROFICAS.

Se obtuvieron un total de 211 secuencias parciales ( 370 bp) del gen nifH, con al menos 51
secuencias para cada muestra. Este nimero de clones secuenciados fue suficiente para obtener una
representacion de la diversidad del gen nifH, segun las curvas de rarefaccion (Figura 2.2-1) y el indice

de cobertura obtenido, que va desde un 78 % en CNA y CNB a un 91 % en CNR y CNX (Tabla 2.2-2).

Tabla 2.2-2. indice de cobertura de Good de las librerias génicas del gen nifH.

Muestra CNB CNA CNX CNR
Cobertura (%) 78,43 78,85 90,91 90,57
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Figura 2.2-1. Curvas de rarefaccién de las librerias génicas del gen nifH.

Existen diferencias en los valores de los indices de riqueza y diversidad entre las muestras de
bosques de robles (CNA y CNB) y el resto de muestras (CNR y CNX). La muestra sin presencia de robles
(CNR) tiene el menor numero de OTUs, con un valor de 10 para el 93 % de similitud de secuencia
nucleotidica, seguida de la muestra que tiene presencia de robles pero que no forma bosques (CNX),
con 13 OTUs (Fig. 2.2-2) Por otro lado, hay 23 y 22 OTUs en CNA y CNB respectivamente, que son las
muestras que si forman robledales. Algo similar se observa en el indice de riqueza de Chaol, el cual

estima 11,5y 15,5 OTUs para CNR y CNX respectivamente, mientras que para las muestras de bosques
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estima un mayor nimero de OTUs, con 32 y 31 OTUs para CNA y CNB, respectivamente (Fig. 2.2-2). El
indice de diversidad de Shannon también tiene valores mayores en las muestras de suelos de bosques,
con valores de 2,84 y 2,88 para CNA y CNB respectivamente, mientras que para CNX y CNR tiene
valores de 2,08 y 1,78 (Fig. 2.2-2). Algo similar ocurre con los valores del indice de equidad de Pielou,
que tiene mayores valores en suelos de bosques (0,91 y 0,93 en CNA y CNB respectivamente) que en el

resto de suelos (0,81 y 0,77 en CNX y CNR (Fig. 2.2-2).
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Figura 2.2-2. A) Riqueza observada y estimada (por el indice de Chaol) de OTUs del gen nifH para cada una de las
muestras. B) indice de diverisidad de Shannon e indice de equidad de Pielou de las librerias génicas del gen nifH.
OTUs esta definido con un 93% de corte de similitud. OTUs, unidad taxondmica operativa.
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Estos valores de riqueza estan fuertemente relacionados con el pH del suelo, existiendo una
correlacion positiva entre el valor del pH y los valores de nimero de OTUs, indice de Shannon e indice
de Pielou, con valores de correlacién mayores al 94 % (Fig. 2.2-3). También existe una correlacién
positiva entre los diferentes indices de riqueza y diversidad frente a algunos pardmetros quimicos del
suelo, como son la salinidad, la proporcién C/N, el magnesio asimilable y el calcio asimilable, con
valores de correlacion que van desde el 74,46 % al 93,51 % (Fig. 2.2-4), mientras que con el resto de
parametros fisico-quimicos analizados no se ha hallado ninguna correlacién. También se observa que el
aumento de valores de riqueza y diversidad se corresponde con el gradiente altitudinal o de desarrollo
de la cubierta vegetal de la zona muestreada, siendo menores los valores de la muestra sin robles,

ubicada en la parte alta de la ladera, y los mayores los de los robles bien formados.
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Figura 2.2-3. Linea de correlacion entre pH y nimero de OTUs en las diferentes muestras.
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Figura 2.2-4. Lineas de correlacidn la riqueza y diferentes caracteristicas fisico-quimicas en las diferentes muestras.
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Atendiendo a los indices de riqueza y diversidad de las comunidades diazotréficas se puede
decir que existen dos grupos de muestras claramente diferenciados, las de suelos de bosques y las de
suelos que no pertenecen a bosques, con mayores valores de riqueza y diversidad en las primeras.
Estas diferencias no se observan de igual manera en el andlisis de Clustering Jerarquico Aglomerativo
de la abundancia de OTUs, realizado con las secuencias aminioacidicas de NifH. Las 4 muestras
presentan poblaciones diferentes segln los resultados obtenidos con el estadistico de Libshuff; y en el
Clustering Jerarquico Aglomerativo se muestra que las muestras donde existen robles en zonas
eleveadas (CNA y CNX) son las que se agrupan en primer lugar, con 19,72 % de distancia (Fig. 2.2-5). A
este primer agrupamiento se une la otra muestra con presencia de robles (CNB), aunque en este caso
los robles estan siendo desplazados por encinas, con un valor de distancia de 24,46 %. Y por ultimo se
agrupa la muestra donde no hay presencia de robles (CNR), con un valor de distancia de 27,48 % (Fig.
2.2-5). Por lo tanto, se puede deducir que aunque los suelos de bosques presentan mayores valores de
riqueza y diversidad de organismos diazotroficos (debido seguramente al propio desarrollo del
bosque), existen determinadas diferencias a nivel taxondmico que pueden deberse a un proceso de
deterioro del robledal de la zona baja, ya que la muestra del robledal de la zona alta tiene una mayor
similitud con la muestra de robles en expansion, donde se supone que a largo plazo se desplazard el

robledal buscando condiciones éptimas para su desarrollo.

0.00
CNA :

30,00

CNX

CNE

CNR

1
0.00 30.00

Fig. 2.2-5. Clustering jerarquico aglomerativo usando la matriz de distancia euclidea y el algoritmo UPGMA para las
secuencias aminoacidicas de NifH obtenidas a partir de las librerias génicas. Andlisis realizado con respecto a la
abundancia relativa de cada OTU. OTUs definidos con un corte de un 93% de similitud de secuencia.
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El andlisis de la homologia de secuencias de NifH muestra que la mayoria de las secuencias
pertenecen a los phyla Proteobacteria, Firmicutes y Cyanobacteria, para todas las muestras. El phylum
mayoritario en CNA, CNR y CNX es Proteobacteria, con abundancias de entre 62,26 y 92,73 % del total
de secuencias NifH (Fig. 2.2-6), seguido por el phylum Firmicutes, que tiene una abundancia de entre el
3,64 y el 30,19 % del total de secuencias NifH. El phylum Cyanobacteria sélo aparece en los suelos de
bosques, siendo el mayor phylum en CNB, con un 35,29 % del total de secuencias de NifH, seguido por
el phylum Proteobacteria, con un 33,33 % de abundancia relativa (Fig. 2.2-6). Se observa entonces, a
nivel de phylum, que el robledal de la zona baja difiere mucho del resto, lo cual puede ser un indicador

de alteracién de esta formacion boscosa.
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Figura 2.2-6. Distribucion de phyla de las secuencias de NifH.
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El andlisis detallado de la homologia de las secuencias de NifH a nivel de género muestra que 3
géneros del phylum qQ-Proteobacteria son los mdas abundantes en CNX: Rhodopseudomonas,
Methylobacterium y Sinorhizobium, con un 18,87 %, 24,53 % y 30,19 % del total de secuencias
respectivamente (Tabla 2.2-3). El género Methylobacterium es el Unico género mayoritario en CNA, con
un 28,85 % de las secuencias, mientras que el género Sinorhizobium es el mas abundante en CNR (con
un 36,36 % del total de secuencias), seguido por el género Pelosinus, del phylum Firmicutes, que
presenta un 23,64 % del total de secuencias en esta muestra y estd ausente en el resto de muestras
(Tabla 2.2-3). La muestra CNB tiene a la Cyanobacteria Nostoc como el género mas abundante, con un
27,45 % del total de secuencias, seguido por Paenibacillus del phylum Firmicutes, con un 13,73 % del

total de secuencias (Tabla 2.2-3).

Tabla 2.2-3. Clasificacién taxondmica de las secuencias del gen nifH.

Phyla Género CNB CNA CNX CNR
Gluconacetobacter 0 0 7,55 0
Azospirillum 3,92 3,85 7,55 1,82
Bradyrhizobium 5,88 9,62 3,77 1,82
Rhodopseudomonas 1,96 7,69 18,87 1,82
Rhizobium 1,96 11,54 0 7,27
Ensifer 3,92 0 0 0
o-Proteobacteria Methylobacterium 5,88 28,85 24,53 0
Zymomonas 0 1,92 0 5,45
Azorhizobium 3,92 0 0 0
Amorphomonas 1,96 0 0 0
Phaeospirillum 0 5,77 0 0
Rhodobacter 0 0 3,77 0
Sinorhizobium 0 0 30,19 36,36
. Burkholderia 0 0 0 5,45
B-Proteobacteria
Geobacter 1,96 5,77 0 0
y-Proteobacteria Thiorhodovibrio 1,96 0 0 0
. Nodularia 7,84 0 0 0
Cyanobacteria
Nostoc 27,45 11,54 0 0
Paenibacillus 13,73 0 0 5,45
Clostridium 7,84 7,69 3,77 0
Firmicutes Syntrophobotulus 1,96 3,85 0 0
Pelosinus 0 0 0 23,64
Heliobacterium 0 1,92 0 0
Actinobacteria Arthrobacter 0 0 1,89 0
Bacteroidetes/Chlorobi | Dysgonomonas 0 0 1,89 7,27
Spirochaetes Treponema 7,84 0 0 0

113



RESULTADOS Capitulo 2

Empleando la herramienta estadistica Metastat se observan diferencias estadisticamente
significativas en la abundancia de OTUs entre las distintas comunidades diazotroficas estudiadas. El
género Nostoc es significativamente mas abundante en la muestra de robledal de la zona baja (CNB)
que en el resto de las muestras, y también en la muestra de robledal de la zona alta (CNA) con respecto
al robledal en expansion (CNX) y la muestra sin robles (CNR) (Tabla 2.2-4). Se puede decir que a mayor
altitud menor abundancia de este género, aunque no se puede determinar que sea la altitud el factor
que determina este gradiente. El género Paenibacillus también tiene una mayor abundancia de
secuencias del gen nifH en el robledal de la zona baja (CNB), pero esta vez sélo con respecto al resto de
suelos rizosféricos de robles (CNA y CNX) (Tabla 2.2-4). El nimero de secuencias del género
Methylobacterium es significativamente mas abundante en las zonas con robles en condiciones
favorables, como son el robledal en la zona alta (CNA) y los robles en expansién por encima del
robledal (CNX) con respecto al resto de las muestras, siendo mayor la abundancia de secuencias de los
géneros Rhizobium y Nostoc en CNA y del género Sinorhizobium en CNX las Unicas diferencias
significativas entre estos dos sitios (Tabla 2.2-4). En CNR es caracteristica la abundante presencia de los
géneros Pelosinus y Sinorhizobium, siendo este Ultimo también abundante en la otra muestra de suelo

donde el robledal no esta bien formado (Tabla 2.2-4).

Tabla 2.2-4. Géneros con abundancia significativamente diferente entre muestras, segun el analisis realizado con
Metastat. El color del nombre se corresponde con el color de la muestra en la cual es mas abundante.

CNA CNX CNR
Rhodopseudomonas
Methylobacterium Methylobacterium Sinorhizobium
CNB Nostoc Sinorhizobium Pelosinus
Paenibacillus Nostoc Nostoc
Paenibacillus

Sinorhizobium
Pelosinus
Nostoc
Methylobacterium

Sinorhizobium
Rhizobium
Nostoc

CNA

Pelosinus
Rhodopseudomonas
Methylobacterium
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CAPITULO 2.3: EFECTO DE UN INCENDIO FORESTAL EN LA ESTRUCTURA Y
COMPOSICION DE LAS COMUNIDADES DIAZOTROFICAS ASOCIADAS A LA RIZOSFERA
DE QUERCUS ILEX SUBSP. BALLOTA.

Los efectos de un incendio forestal en la estructura y composicion de las comunidades
diazotrdéficas se determinaron analizando la rizosfera de un encinar quemado (LJQ), de un sitio de
matorral en la que 6 afios después del incendio aparecen encinas (LIR y LIRE) y dos encinares que no
sufrieron los efectos del incendio ubicados uno en la cara norte de la sierra (CTE) y otro en la cara sur
(LIN). Para ver la evolucién de las comunidades diazotroficas después de sufrir un incendio, en todos
estos sitios se realizaron dos muestreos, uno 3 afios después del incendio (3LJQ, 3LIR, 3LUN y 3CTE) en

el afio 2008, y otro en el aifio 2011 (6LJQ, 6LJR, 6LIRE, 6LIN y 6CTE) 6 afios después del incendio.

116




RESULTADOS Capitulo 2

1. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE LOS SUELOS DE LAS ZONAS DE ESTUDIO.

Los suelos de los diferentes sitios de muestreo son suelos con textura de tipo franco, excepto
el de LJR, cuya textura es de tipo franco-arenoso; y todos estan clasificados como de tipo phaeozem
haplico con origen siliceo (Tabla 2.3-1). El pH es mas alcalino en LJQ (pH 7,6) que en el resto de suelos,
donde el pH es ligeramente acido (de pH 6,1 en LIN a 6,6 en CTE) (Tabla 2.3-1). El nitrégeno total y el
contenido de materia organica es menor en los suelos que fueron afectados por el incendio (LJQ y LR,
con valores de 0,233 y 0,250 % de N total, respectivamente, y de 4,54 % de contenido de materia
organica para ambas muestras) (Tabla 2.3-1) pero la proporciéon C/N no se ve alterada en estos sitios
respecto a la del control de las zonas no quemadas. El suelo del sitio quemado y con encinas (LJQ) tiene
el mayor nivel de salinidad (0,22 mmhos/cm) y el menor valor de fdésforo asimilable (5,2 ppm),
mientras que el otro suelo afectado por el incendio (LIR) tiene la salinidad mas baja (0,08 mmhos/cm) y
el mayor valor de fésforo asimilable (20 ppm) (Tabla 2.3-1), debido seguramente a la gran densidad de
la leguminosa arbustiva fijadora de nitrégeno Adenocarpus decorticans (rascaviejas) presente en la

Zona.

Tabla 2.3-1. Caracteristicas fisico-quimicas de los suelos muestreados.

Parametro CTE LIN LiQ LJIR
Arcilla (%) 21,70 21,00 20,50 12,05
Arena (%) 43,60 45,74 49,54 56,08
Limo (%) 34,70 33,26 29,96 31,87
Tipo de suelo Franco Franco Franco Franco-
arenoso
pH (H20) 6,6 6,1 7,6 6,5
pH (CIK) 6,0 5,7 7,0 6,0
Agua util (%) 20,01 17,11 16,43 15,20
Salinidad (mmhos/cm®) 0,11 0,14 0,22 0,08
Materia Orgdnica Total (%) 8,30 7,61 4,54 4,54
N Total (%) 0,427 0,366 0,233 0,250
Proporciéon C/N 11,17 11,95 11,19 10,44
Fosforo asimilable (ppm) 7 8 5,2 20
Potasio asimilable (ppm) 265 445 330 170
Sodio (ppm) 0,05 0,06 0,06 0,04
Magnesio (ppm) 2,47 4,36 7,20 1,48
Calcio (%) 15,40 12,65 17,97 8,65
Hierro (ppm) 59 122 42 40
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2. ANALISIS DE LAS COMUNIDADES DIAZOTROFICAS.

Se obtuvieron un total de 461 secuencias parciales ( 370 bp) del gen nifH, con al menos 50

secuencias para cada muestra. Este nimero de clones secuenciados fue suficiente para obtener una

representacion de la diversidad del gen nifH, seglin se observa en las curvas de rarefaccion (Fig. 2.3-1) y

en los valores del indice de cobertura de Good, que van desde un 84 % de cobertura en 3LIN hasta un

96 % en 6LJR y 6LIRE (Tabla 2.3-2).

Tabla 2.3-2. indice de cobertura de Good de las librerias génicas del gen nifH.

El mayor nimero de OTUs observados esta en las muestras 3LUN y 6CTE (Fig. 2.3-2), con una
riqueza de 17 OTUs al 93% de similitud de las secuencias nucleotidicas, mientras que 3LJQ y 6LIRE tiene
los menores valores de riqueza (S=9, Fig. 2.3-2), con una tendencia general a un mayor valor de riqueza
en los suelos no quemados. Las muestras de suelos rizosféricos del bosque silvestre de Lanjarén (LIN) y

de los suelos quemados donde no habia encinas (LJR) muestran una disminucion de su riqueza después
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Figura 2.3-1. Curvas de rarefaccion de las librerias génicas del gen nifH.
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de 3 afos, de 17 a 11 OTUs y de 13 a 11 OTUs respectivamente (Fig. 2.3-2). En cambio, las muestras de
suelos rizosféricos del bosque silvestre de la cara norte (CTE) y las de encinas quemadas (LJQ) muestran
un incremento de los valores de riqueza, de 14 a 17 OTUs y de 9 a 11 OTUs respectivamente (Fig. 2.3-
2). La riqueza estimada, obtenida con el indice de Chaol, muestra un incremento desde el afio 2008 al
2011 para las muestras de CTE y LIR, de 22 a 28 OTUs y de 14 a 19 OTUs respectivamente (Fig. 2.3-2)
pero para las muestras con encinas de la cara sur presenta una disminucidn, de 14 a 13 en LJQ y de
26,3 a 11,5 en LIN (Fig. 2.3-2). El indice de diversidad de Shannon es siempre mayor en los sitios no
guemados, con un rango de valores de entre 2,05 y 2,58 (Fig. 2.3-2). En las muestras quemadas hay
una diferencia en la tendencia a lo largo del tiempo, con un incremento en LIQ de 1,23 a 1,84 y una
disminucion en LIR de 2,23 a 1,76 (Fig. 2.3-2), seguramente debido a la proliferacion de arbustos. La
equidad, obtenida con el indice de Pielou, también disminuye en esta muestra (LIR), de 0,87 a 0,73,
mientras que aumenta en CTE y LJQ (de 0,82 a 0,91 y de 0,56 a 0,79 respectivamente), teniendo el

valor mas bajo (0,56) en LIQ 2008, donde los efectos del incendio fueron mas intensos (Fig. 2.3-2).
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Figura 2.3-2. A) Riqueza observada y estimada (por el indice de Chaol) de OTUs del gen nifH para cada una de las
muestras. B) indice de diverisidad de Shannon e indice de equidad de Pielou de las librerias génicas del gen nifH.
OTUs esta definido con un 93% de corte de similitud. OTU, unidad taxonémica operativa.

Estos valores de riqueza estan fuertemente relacionados con el pH del suelo, existiendo una
correlacion negativa entre el valor del pH y los valores de nimero de OTUs, indice de Shannon e indice
de Pielou, con valores de correlacion mayores al 93 % (Fig. 2.3-3); no existiendo correlacion con
ninguno de los demas parametros fisico-quimicos del suelo analizados. Si se compara esta correlacién
con la obtenida en el capitulo de resultados 2.2, donde se estudia el gradiente altitudinal en la
estructura y composiciéon de las comunidades diazotréficas asociadas a la rizosfera de Quercus
pyrenaica, se observa un efecto contrario: en la rizosfera de encinas el aumento de pH esta
correlacionado con una disminucién de la riqueza y diversidad mientras que en la de robles el aumento

de pH se correlaciona con un aumento de riqueza y diversidad de las comunidades diazotroficas.
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Figura 2.3-3. Lineas de correlacion entre pH y nimero de OTUs en las diferentes muestras.

Al aplicar el programa estadistico Libshuff se observa que hay diferencias significativas entre
todas las muestras, aunque dos de ellas son sub-poblaciones de otras muestras. La comunidad
diazotroéfica del suelo rizosférico del encinar quemado tomada 3 afios después del incendio (3LJQ) es
una subpoblacién de las comunidades diazotrdéficas tanto del suelo rizosférico del encinar sin quemar
de la ladera sur y como del suelo no rizosférico de encinas que se quemd de ese mismo afio (3LIN y
3LJR, respectivamente). Por otro lado, segin este mismo andlisis estadistico, la comunidad diazotrdéfica
del suelo no rizosférico que se quemd, y tras 6 afios del incendio (6LJR) es una subpoblacién de los
suelos tomados en ese mismo sitio pero a los 3 afios del incendio (3LJR) y de la muestra con presencia

de encinas 6 afios después del incendio (6LJRE).
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Figura 2.3-4. P-valores obtenidos al emplear el programa estadistico Libshuff en las muestras de los suelos
tomados 3 afios después del incendio (A) y en las de aquellos que se quemaron durante el incendio (B). Tomando
como corte de error un valor de 0,05 (un minimo p-valor de 0,0043 en Ay de 0,0026 en B) se obtiene el esquema
de subpoblaciones mostrado (C), donde el final de una flecha indica qué muestra es subpoblacion de la muestra
ubicada al inicio de la flecha.

Por lo tanto, y aunque existen dos subpoblaciones dentro del conjunto de comunidades
diazotréficas empleadas en este estudio, al ser comunidades diferentes segun este analisis estadistico
se puede proceder a realizar un Clustering Jerarquico Aglomerativo para asi conocer qué comunidades
se asemejan mas entre si. Este Clustering Jerarquico Aglomerativo, realizado con la abundancia relativa
de cada OTU, muestra la presencia de 3 grupos de comunidades diazotrdéficas (Fig. 2.3-5). El primer
grupo lo forman las muestras de los suelos herbaceos quemados (3LJR, 6LJR y 6LJRE) con una distancia
entre ellos de un 18 %. El segundo grupo lo forman las muestras tomadas ambos afios en los sitios no
quemados (3LIN, 3CTE, 6LIN y 6CTE), con una distancia de un 27 % (Fig. 2.3-5). Las ramas “output”
estan constituidas por las muestras obtenidas en rizosferas quemadas (LJQ), con una distancia del 38 %
en 3LJQ y del 30 % en 6LJQ (Fig. 2.3-5), pudiendo ser esta disminucidn de la distancia una sefial de la

recuperacion del ecosistema.
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Fig. 2.3-5. Clastering jerarquico aglomerativo usando la matriz de distancia euclidea y el algoritmo UPGMA para
las secuencias aminoacidicas de NifH obtenidas a partir de las librerias génicas. Andlisis realizado con respecto a la
abundancia relativa de cada OTU. OTUs definidos con un corte de un 93% de similitud de secuencia.

Con el andlisis de la homologia de secuencias de NifH se observa que, para todas las muestras,
la mayoria de las secuencias muestran una fuerte homologia con los phyla Proteobacteria y Firmicutes.
La suma de secuencias relacionadas con ambos phyla varia desde un 70,0 % del total de secuencias en
6LIJN 2011 al 100,0 % que se da en 6LIQ (Fig. 2.3-6). En la cara sur de la sierra se observa una
disminucidn, a lo largo del tiempo, del porcentaje de secuencias NifH asociadas a Proteobacteria y un
incremento de las asociadas a Firmicutes. Por otro lado, en la cara norte de la sierra el porcentaje del
primer phyla se mantiene mientras que el de Firmicutes disminuye significativamente a lo largo del

tiempo (Fig. 2.3-6).

La dindmica de las comunidades de bacterias fijadoras de nitrogeno de la zona sur esta bajo la
influencia de efectos generales debido a las condiciones ambientales, que ademas se refuerzan en
combinacién con otros dos factores: el incendio y la presencia de encinas. Tanto la muestra 6LJQ como
la 6LJRE muestran que las secuencias de NifH relacionadas con Firmicutes forman el grupo principal
(83,0 % y 54,0 % del total de secuencias, respectivamente), mientras que en 6LJIR y 6LIN presenta un
23,53 % y 34,0 % del total de la poblacién, respectivamente, siendo las secuencias relacionadas con
Proteobacteria el grupo principal de estas muestras, con un 74,51 % y un 36 % para 6LIR y 6LIN
respectivamente (Fig. 2.3-6). En este sentido hay una correlacién inversa entre la abundancia relativa
de secuencias NifH de ambos phyla para las muestras de la cara sur (R2 = 0.8713, ver Fig. 2.3-7), con
Proteobacteria como el phylum mayoritario de las comunidades diazotréficas de los suelos
muestreados 3 afios después del incendio, el cual es sustituido por el phylum Firmicutes en las
muestras tomadas 6 afios después del incendio, reforzandose este aumento de secuencias del phylum
Firmicutes cuando hay presencia de encinas (Fig. 2.3-6). Una caracteristica comun de las rizosferas no

guemadas es el aumento, desde los 3 a los 6 afios después del incendio, de la proporcidn de secuencias
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de NifH asociadas al phylum Cyanobacteria, con un porcentaje del total de la poblacién superior a 20 %

tanto en LJN como en CTE (Fig. 2.3-6).
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Figura 2.3-6. Distribucién de phyla de las secuencias de NifH.
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Figura 2.3-7. Correlacion entre la abundancia de secuencias de NifH de los phylum Firmicutes y
Proteobacterias en las muestras tomadas en la cara sur de la ladera (LJ).

El analisis detallado de la homologia de las secuencias de NifH, a nivel de género, muestra que
las que estan relacionadas con el género Paenibacillus son las Unicas comunes a todas las muestras,
observandose un incremento de su abundancia en las muestras de la cara sur de la montafia entre los
3y 6 afios después del incendio, mientras que en la cara norte (CTE) su nimero disminuye (Tabla 2.3-

3). En este sentido, ya que estas secuencias también estan presentes en las muestras de LIR, se puede
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argumentar que este género no es especifico de ningun sitio, sino que es un fijador de nitrégeno
comun en estos suelos. Secuencias de NifH mas especificas de la interaccion con raices de encinas y
recuperacion post-incendio son aquellas relacionadas con el género Pelosinus, del phylum Firmicutes,
gue aparece solo en las muestras de LIRE y LJQ, con un 26,0 % de las secuencias en 6LJRE, un 1,89 % en
3UQ y un 7,55 % en 6LJQ (Tabla 2.3-3), donde nuevos darboles estdn creciendo o rebrotando,
respectivamente. También hay cierta especificidad en las secuencias de NifH relacionadas con el
género Azospirillum en 3LJQ (62,26 % del total secuencias en 3LJQ), aunque muestran un cambio muy
brusco en 6LJQ, donde este género es sustituido por el género Clostridium, predominando con un 56,6
% del total de secuencias (Tabla 2.3-3). En el otro sitio que sufrié el incendio, LIR y LIRE, las secuencias
con homologia con el gen NifH del género Rhizobium son las mayoritarias, con el 43,14 %, el 54,90 % y
el 34,0 % del total de las secuencias en 3LIR, 6LJR y 6LJRE respectivamente (Tabla 2.3-3); pudiendo
deberse esta predominancia a la presencia de gran cantidad de arbustos de la leguminosa Adenocarpus
decorticans. En los suelos rizosféricos que no sufrieron el incendio (LJN y CTE) las secuencias de NifH
relacionadas con el phylum Cyanobacteria muestran una homologia con los géneros Nostoc vy
Nodularia, con abundancias con respecto al total de secuencias del 10,00 % en 6LIN, el 1,96 % en 3CTE
y el 15,38 % en 6CTE para el género Nostoc, y del 12,00 % en 6LIN y del 7,69 % en 6CTE para el género
Nodularia (Tabla 2.3-3). En estas areas es también importante la presencia de secuencias relacionadas
con la a-Proteobacteria Rhodopseudomonas, con el 14,00 % del total de secuencias en 3LIN, el 24,00 %

en 6LIN, el 11,76 % en 3CTE y el 28,85 % en 6CTE (Tabla 2.3-3).
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Tabla 2.3-3. Clasificacidn taxondmica de las secuencias NifH.

Phylum Género 3LIR 6LIR 6LIRE 3LQ 6LIQ 3LIN 6LIN 3CTE 6CTE

Gluconacetobacter 3,92 0 0 0 0 0 0 0 0

Azospirillum 1,96 0 0 62,26 0 18,00 0 5,88 3,85

Bradyrhizobium 11,76 0 4 0 0 14,00 0 1,96 13,46

Pseudomonas 0 0 0 0 0 0 0 1,96 0

Rhodopseudomonas 3,92 0 0 1,89 3,77 14,00 24,00 11,76 28,85

Rhizobium 43,14 54,90 34 3,77 13,21 0 0 5,88 0

Ensifer 3,92 0 0 1,89 0 0 6,00 1,96 1,92

Methylobacterium 13,73 11,76 6 0 0 24,00 0 11,76 7,69

a-Proteobacteria Zymomonas 0 0 0 0 0 2,00 0 0 0

Azorhizobium 0 1,96 0 5,66 0 2,00 0 0 1,92

Azohydromonas 0 1,96 0 0 0 0 0 0 0

Skermanella 5,88 1,96 0 3,77 0 4,00 0 0 0

Methylocystis 0 0 0 1,89 0 0 0 0 0

Methylovirgula 0 0 0 1,89 0 0 0 0 0

Rhodocista 1,96 0 0 0 0 0 0 1,96 1,92

Rhodospirillum 0 0 0 0 0 0 0 0 1,92

Sphingomonas 0 0 0 0 0 0 0 7,84 0

Burkholderia 0 0 0 0 0 0 4,00 0 0

B-Proteobacteria Cupriavidus 0 0 0 1,89 0 2,00 0 1,96 0

Geobacter 0 0 0 0 0 14,00 0 0 0

i Methylococcus 0 0 0 0 0 0 2,00 0 0
y-Proteobacteria

Pantoea 0 1,96 0 0 0 0 0 0 1,92

. Nostoc 0 0 0 0 0 0 10,00 1,96 15,38

Cyanobacteria -

Nodularia 0 0 0 0 0 0 12,00 0 7,69

Paenibacillus 7,84 23,53 28,00 13,21 16,98 2,00 34,00 33,33 3,85

_— Clostridium 0 0 0 0 56,60 2,00 0 9,80 3,85
Firmicutes

Syntrophobotulus 0 0 0 0 1,89 0 0 0 0

Pelosinus 0 0 26,00 1,89 7,55 0 0 0 0

Fusobacteria Fusobacterium 0 0 0 0 0 0 0 0 5,77

Actinobacteria Arthrobacter 0 1,96 0 0 0 2,00 0 0 0

Kocuria 0 0 0 0 0 0 0 1,96 0

Bacteroidetes/Chlorobi | Dysgonomonas 1,96 0 0 0 0 0 0 0 0

Spirochaetes Treponema 0 0 2,00 0 0 0 8,00 0 0

Al emplear la herramienta estadistica Metastat se pueden observar diferencias
estadisticamente significativas de la abundancia de determinados géneros entre las distintas

comunidades diazotroficas estudiadas.

De los resultados expuestos hasta ahora, se deduce que hay una diferencia importante entre
los sitios muestreados debido a la orientacion de la ladera (Norte o Sur), y esto se ve claramente
reflejado al comparar estadisticamente, mediante el programa Metastat, la abundancia de géneros de
los encinares no alterados, cada uno ubicado en una cara del sistema montafioso. Mientras que en el
afio 2008, 3 afios después del incendio, se observa una mayor abundancia de secuencias del género
Bradyrhizobium en la ladera Sur (LIN) y del género Paenibacillus en la ladera Norte (CTE), a los 6 afios
del incendio ocurre lo contrario, abunda mas el género Bradyrhizobium en la ladera Norte y
Paenibacillus en la ladera Sur (Tabla 2.3-4). Lo cual indica grandes cambios en la abundancia de estos
géneros, la del género Paenibacillus en la muestra de la ladera norte tras 3 y 6 afios después del
incendio cambia de un 33,33 % a un 3,85 %, mientras que el género Bradyrhizobium pasa de un 1,96 %

aun 13,46 % (Tabla 2.3-4). En el caso de la ladera sur se observa justo lo contrario, a los 3 y 6 afios del
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incendio la abundancia del género Paenibacillus cambia desde de un 2 % a un 34 %, y la del género

Bradyrhizobium va de un 14 % a un 0 % (Tabla 2.3-4).

Tabla 2.3-4. Géneros con abundancia significativamente diferente entre muestras de ladera Norte y de ladera Sur,
segun el andlisis realizado con Metastat. El color del nombre indica en qué muestra es mas abundante.

3LIN 6LIN

Bradyrhizobium
3CTE Geobacter
Paenibacillus

Paenibacillus

TE
oC Bradyrhizobium

Al analizar el efecto del incendio forestal no se hace uso de la muestra de ladera Norte (CTE)
porgque, como hemos visto, difiere en su composicion y evolucién de la zona control mas especifica de
la ladera Sur (LIN). En las diferentes muestras realizadas en el afio 2008 se pueden observar la
existencia de algunos géneros caracteristicos de cada sitio (Ver tabla 2.3-5). En primer lugar se observa
que el género Azospirillum es caracteristico de sitios quemados con presencia de encinas (3LJQ),
teniendo a su vez una mayor abundancia en el sitio donde el incendio fue mas intenso (3LJQ) que en la
gue menos intensidad tuvo (3LJR). Ademas, tanto la muestra menos afectada por el incendio (3LIR)
como la que no lo sufrié (3LIN) tienen una mayor abundancia de secuencias asociadas a los géneros
Bradyrhizobium y Methylobacterium que la muestra mas afectada por el incendio (3LQ), existiendo
dos géneros mas, Rhodopseudomonas y Geobacter, con mayor abundancia en el suelo que no sufrié
incendio (3LIN) con respecto al que lo sufrio6 mas severamente (3LJQ). También se observa que en el
suelo silvestre (3LIN) tiene una mayor abundancia de secuencias del género Geobacter con respecto al
suelo menos quemado (3LJR), mientras que en éste el género Rhizobium abunda mas que en las otras

dos muestras.

Si se comparan entre los mismos sitios de muestreo pero en diferentes afios se observan
algunos cambios significativos en la composicién de las comunidades diazotrdficas, tanto en los suelos
afectados por el incendio (LJQ y LIR) como el que no (LIN) (Ver tabla 2.3-5). Encontrar diferencias en la
comunidad nativa conlleva a pensar en la existencia de cambios o diferencias en las condiciones
ambientales de los dos afios de muestreo. En el sitio no afectado por el incendio de la cara sur de la
ladera (LIN), aumenta la proporcién de las secuencias de los géneros Nodularia y Paenibacillus,
mientras que disminuye la cantidad de secuencias de los géneros Azospirillum, Bradyrhizobium,

Methylobacterium y Geobacter. En las muestras afectadas por el incendio se observan menos cambios,
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ya que en LIR sélo se ve que disminuye la abundancia del género Bradyrhizobium cuando no hay
presencia de encinas y aumentan el nimero de secuencias de los géneros Paenibacillus y Pelosinus
cuando hay presencia de encinas germinadas recientemente. En el sitio mas afectado por el incendio
sélo se observa una disminucién en la abundancia del género Azospirillum y un aumento en la

abundancia del género Clostridium.

Al comparar las comunidades diazotroficas obtenidas en el muestreo del afio 2011 se
observan también notables diferencias (Ver tabla 2.3-5). Al comparar la muestra no afectada por el
incendio (6LJN) con las que fueron afectadas por el incendio (6LJR, 6LJRE y 6LJQ) se observa una mayor
abundancia de los géneros Rhodopseudomonas, Nodularia y Nostoc (exceptuando el género Nostoc
que si estd presente en la muestra donde hay crecimiento de nuevas encinas después del incendio)
mientras que el género Rhizobium es significativamente mas abundante en las tres muestras de suelos
afectados por el incendio. Aparte de este género, para cada uno de las tres muestras existe otro
género con mayor abundancia que en el suelo de 6LIN, siendo el género Methylobacterium mas
abundante en el sitio donde el incendio fue menos intenso (6LIR), el género Pelosinus en las muestras
donde crecieron nuevas encinas (6LIRE) y el género Clostridium en el sitio mas afectado por el incendio

(6LJQ).

Tabla 2.3-5. Géneros con abundancia significativamente diferente entre muestras, segun el analisis realizado con
Metastat. El color del nombre indica en qué muestra es mas abundante.

3UR 3uQ | 6UN LR 6LIRE sUQ
Nodularia
Azospirillum .
o T Paenibacillus
Rhizobium Bradyrhizobium A 0
in
3UN Azospirillum Rhodopseudomonas zosp. u_m
Bradyrhizobium
Geobacter Methylobacterium
Methylobacterium
Geobacter
Geobacter
Azospirillum
Bradyrhizobium Paenibacillus
3UR V Bradyrhizobium "
Rhizobium Pelosinus
Methylobacterium

Clostridium

3U
= Azospirillum

Rhizobium Ehisakiin Rhizobium
Methylobacterium y Clostridium

Pelosinus
6LIN Rhodopseudomonas Rhodopseudomonas
Rhodopseudomonas
Nostoc Nostoc

Nodularia
Nodularia Nodularia

Clostridium
6LIR Pelosinus Rhizobium
Methylobacterium

Clostridium
6LIRE Rhizobium
Pelosinus
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El nimero de secuencias o de contigs que se han obtenido tras la limpieza y ensamblaje de las
lecturas generadas por secuenciacidon masiva varia segun la muestra, pero es similar en los 2 tipos de
tecnologias de secuenciacién empleadas. En pirosecuenciacion 454 se han obtenido entre 167.219y
412.302 lecturas por muestra, con un nimero de bases totales que oscilan entre 64.800.059 y
159.918.596, siendo la longitud media de secuencia de entre 371y 388 bp (Tabla 3.1-1). En el caso de la
secuenciacion por lllumina, existen entre 205.095 y 383.979 contigs (siendo un contig un conjunto de
lecturas ensambladas que forman una secuencia sin espacios en blanco) por muestra, con un nimero
total de bases que oscila entre 65.818.061 y 150.681.372, siendo la longitud media de contig de entre
320y 420 bp (Tabla 3.1-1). Hay que tener en cuenta que para obtener estos contigs de Illumina se parte
de un total de entre 171.236.955 y 192.242.088 lecturas (Tabla 3.1-1) de entre 50 y 190 bp de longitud,
con las cuales se realizé un ensamblaje obteniéndose el nimero de contigs antes indicado, con un
tamafio maximo de contig que en la muestra de CNB es de 6.579 bp, de 18.512 bp en CNA, de 38.045 bp
en LIN, de 53.753 bp en LJQ y de 91.563 bp en CNX.

Tabla 3.1-1. Metadatos de las diferentes muestras de secuenciacién masiva. El nimero total de secuencias que se
indica es el que obtiene tras el paso de limpieza (y el de ensamblaje, en las secuencias obtenidas con lllumina). * El
numero de lecturas es el de lecturas pareadas que se obtiene antes de ensamblar las secuencias de Illlumina. ** En
las muestras de Illlumina es el nUmero de contigs obtenidos tras el ensamblaje.

Muestra | Método de secunciacion n? de lecturas n? total de secuencias n? bps longitud media
uQ 454 316.973 253.660 93.867.971 370
UN 454 520.430 412.302 159.918.596 388
CNB 454 247.846 222.689 82.556.863 371
CNA 454 193.004 167.219 64.800.059 388
uQ Illumina 186.654.779 * 383.979 ** 150.681.372 392
UN Illumina 180.589.099 * 269.321 ** 113.210.578 420
CNB Illumina 173.277.220 * 205.779 ** 65.818.061 320
CNA Illumina 171.236.955 * 205.095 ** 71.972.462 351
CNX Illumina 192.242.088 * 246.663 ** 84.493.363 343

Al enfrentar las secuencias obtenidas, por los diferentes métodos de secuenciacién masiva
empleados en el presente estudio, con la base de datos de subsitemas de SEED se observan diferencias
en los resultados obtenidos. Por un lado en las secuencias obtenidas por pirosecuenciaciéon 454 se
observa que los grupos metabdlicos con mayor porcentaje de secuencias son Carbohydrates, Clustering-
based subsystems y Amino Acids and Derivates, con valores de abundancia de entre el 15,97 y el 17,27
%, entre el 16,33 y el 16,78 % y entre el 11,42 y el 11,71 %, respectivamente (Fig. 3.1-1). Por otra parte
en los contigs obtenidas por tecnologia lllumina los grupos metabdlicos mas abundantes son los mismos
que para las muestras de 454, excepto el tercero mas abundante, que es Miscelaneous. Aun asi, los
valores de abundancia de estos grupos mayoritarios son menores, con entre el 10,76 y el 11,70 % de
abundancia en Carbohydrates; entre el 10,06 y el 10,45 % en Clustering-based subsystems; y entre el
9,87 y el 10,18 % de abundancia relativa en Miscelaneous (Fig. 3.1-1). En ninguno de los 2 casos

(secuenciacion 454 y secuenciacidén Illumina) se observan diferencias estadisticamente significativas
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entre muestras en la abundancia de secuencias de alguno de los grupos metabdlicos del nivel 1 de la

base de datos de KEGG Orthology.

Pero si se observan diferencias en el agrupamiento de muestras obtenido a partir de la matriz
de abundancia relativa de secuencias de cada grupo metabdlico en cada muestra. En el agrupamiento
obtenido a partir de las secuencias 454 se observa que las muestras del encinar sano y la zona baja del
robledal (LIN y CNB) se agrupan en primer lugar, seguidos por la muestra del encinar quemado (LJQ) con
unos valores de similitud superiores al 0,999. Por ultimo se agrupa la muestra de la zona alta del
robledal (CNA), con un valor de similitud del 0,998 (Fig. 3.1-1). Estos valores tan elevados indican que, a
este nivel, no existen diferencias significativas entre muestras. En el caso de los contigs obtenidos por
Illumina también se dan valores elevados de similitud (mayores al 0,997), agrupandose en primer lugar
las muestras de robledales (CNA y CNB) junto con la muestra de encinar sano (LIN), mientras que en
otra rama se encuentra la muestra de encinar quemado (LJQ) y la de la zona de expansidn del robledal
(CNX) (Fig. 3.1-1). Aunque entre muestras no existen diferencias, al realizar un agrupamiento de todos
los grupos de datos, tanto los obtenidos con 454 como los obtenidos con lllumina, se forman 2 grupos
con un valor de similitud del 0,87 (dato no mostrado), siendo el tipo de secuenciacién empleada el

factor determinante para la separacion de estos 2 grupos.
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Figura 3.1-1. Heatmaps realizados con la matriz de abundancia relativa de secuencias de cada grupo metabdlico en
cada muestra. A) Secuenciacion realizada con el sistema 454 Titanium de Roche. B) Secuenciacion realizada con el
sistema de lllumina. Para el agrupamiento jerarquico se he empleado el coeficiente de correlacidon de Pearson vy el
agrupamiento por uniones promedio (Average Linkage Clustering).
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1. EFECTO DE UN INCENDIO FORESTAL.

Al comparar entre la muestra de encinas que sufrid el incendio (LJQ) y la que no (LIN) se
observan algunas diferencias en la abundancia de secuencias obtenidas para determinadas rutas
metabdlicas, seglin lo obtenido con el programa informatico STAMP empleando la base de datos de
subsistemas de SEED. Dentro del nivel 1 del sistema de jerarquizacion de esta base de datos se observa
que para las secuencias obtenidas por pirosecuenciacion 454 los grupos metabdlicos Phosphorus
Metabolism y Carbohydrates tienen mayor abundancia de secuencias en la muestra de encinas
gquemadas, mientras que el grupo de Virulence, Disease and Defense tiene mayor proporcion de
secuencias en la muestra de encinas no quemadas (Fig. 3.1-1). Estos 3 grupos metabdlicos también
presentan diferencias al analizar los contigs obtenidos por secuenciacién lllumina, pero el grupo de
Phosphorus Metabolism pasa a ser mas abundante en la muestra no quemada (LIN), mientras que con
los datos de pirosecuenciacidn 454 se ha obtenido que abunda mas en la muestra quemada (LJQ) (Fig.
3.1-1). A parte de estos 3 grupos metabdlicos, también se ha obtenido que los grupos de Iron acquisition
and metabolism, Sulfur Metabolism, Potassium metabolism, Cell Wall and Capsule, Stress Response,
Membrane Transport y Respiration tienen mayor abundancia de contigs en la muestra de encinas sanas;
mientras que los grupos metabdlicos de Protein Metabolism, Amino Acids and Derivates, Cofactors,
Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments, DNA Metabolism, Metabolism of Aromatic Compounds,
Nucleosides and Nucleotides y Secondary Metabolism tienen mayor abundancia en la muestra de

encinas que se quemaron con el incendio (Fig. 3.1-1).
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Figura 3.1-1. Grupos metabdlicos, a nivel 1 de la base de datos de subsistemas de SEED, con diferencias
significativas de abundancia de secuencias entre LIN y LIQ, para las secuencias obtenidas por pirosecuenciacién 454

(A) y oara los contigs obtenidos por secuenciacion lllumina (B).
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2. INFLUENCIA DEL DESARROLLO DE LA CUBIERTA VEGETAL.

Comparando entre la muestra de la zona alta del robledal (CNA) y la muestra de encinar sano
(LIN), se observa que los grupos metabdlicos de Cell Wall and Capsule, Phosphorus Metabolism,
Regulation and Cell signaling y Clustering-based subsystems contienen mayor porcentaje de secuencias
en CNA que en LIN, segun las secuencias obtenidas por pirosecuenciacién 454; mientras que los grupos
metabdlicos de Virulence, Disease and Defense, Motility and Chemotaxis y Potassium metabolism tienen
mayor porcentaje de secuencias en LUN que en CNA (Fig. 3.1-2). Con los contigs obtenidos tras la
secuenciacion por lllumina se observan ciertas diferencias con respecto a lo obtenido por 454. Por
ejemplo, y como ocurrié al comparar las dos muestras de encinas, los grupos metabdlicos Phosphorus
Metabolism y Cell Wall and Capsuele son mas abundantes en CNA para las secuencias obtenidas por 454
mientras que con los contigs obtenidos por lllumina lo son en LIN. Entre los grupos con mayor
porcentaje de contigs en LIN se mantiene el de Virulence, Disease and Defense obtenido también con la
secuenciacidon 454, y aparecen el de Carbohydrates, mientras que los de Motility and Chemotaxis y
Potassium metabolism no muestran diferencias significativas con los contigs obtenidos por Illumina (Fig.
3.1-2). Con los grupos con mayor abundancia en CNA se observa que en lllumina no hay diferencias en
Regulation and Cell signaling, se mantiene Clustering-based subsystems y aparecen como nuevas (con
respecto a lo obtenido en 454) Nucleosides and Nucleotides, Protein metabolism, Metabolism of

Aromatic Compounds, Membrane Transport y Nitrogen Metabolism (Fig. 3.1-2).
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B) 95% confidence intervals
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Figura 3.1-2. Grupos metabdlicos, a nivel 1 de la base de datos de subsistemas de SEED, con diferencias
significativas de abundancia de secuencias entre CNA y LIN, para las secuencias obtenidas por pirosecuenciacion
454 (A) y oara los contigs obtenidos por secuenciacion lllumina (B).

Comparando entre la muestra de la zona baja del robledal (CNB) y la muestra de encinar sano
(LIN), se observa que los grupos metabdlicos de Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments y
Membrane Transport contienen mayor porcentaje de secuencias en CNB que en LIN, segun las
secuencias obtenidas por pirosecuenciacién 454; mientras que los grupos metabdlicos de Regulation
and Cell signaling y DNA Metabolism tienen mayor porcentaje de secuencias en LIN que en CNB (Fig.
3.1-3). Con los contigs obtenidos tras la secuenciacion por lllumina se observa ciertas diferencias con
respecto a lo obtenido por 454. De hecho, sélo la diferencia observada para el grupo Membrane
Transport se mantiene con los contigs obtenidos mediante secuenciacién Illumina. Aparte de éste,
existen otros grupos metabodlicos con mayor abundancia de contigs en CNB: Protein Metabolism,
Clustering-based subsystem, Nucleosides and Nucleotides y Dormancy and Sporulation (Fig. 3.1-3). Por
otro lado, los grupos metabdlicos de Stress Response, Fatty Acids, Lipids and Isoprenoids, Amino Acids

and Derivates, Phosphorus Metabolism, Carbohydrates y Virulence, Disease and Defense (Fig. 3.1-3).
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B) 95% confidence intervals
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Figura 3.1-3. Grupos metabdlicos, a nivel 1 de la base de datos de subsistemas de SEED, con diferencias
significativas de abundancia de secuencias entre CNB y LJN, para las secuencias obtenidas por pirosecuenciacion
454 (A) y oara los contigs obtenidos por secuenciacién lllumina (B).

Por lo tanto, se puede decir que en las muestras de robledales (CNA y CNB) abundan con
respecto a la muestra de encinar (LJN) las secuencias pertenecientes a los grupos metabdlicos de
Nucleosides and Nucleotides, Protein metabolism, Membrane Transport y Clustering-based subsystemes,
segun los datos obtenidos por secuenciacion lllumina, mientras que en los obtenidos por
pirosecuenciacion 454 no existe ningln grupo con mayor abundancia en las dos muestras de robledal
con respecto a la de encinar ni al revés, con mayor abundancia en la muestra del encinar que en las de
robledales. Con lo obtenido por secuenciacién Illlumina se observa que en la muestra de encinar (LIN)
son mas abundantes, con respecto a las muestra de robledales (CNA y CNB), los contigs pertenecientes a

los grupos metabdlicos de Phosphorus Metabolism, Carbohydrates y Virulence, Disease and Defense.
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3. INFLUENCIA DEL GRADIENTE ALTITUDINAL.

Comparando, dentro del gradiente altitudinal, entre la muestra de la zona alta del robledal
(CNA) y la de la zona baja (CNB) se observan algunas diferencias en la abundancia de secuencias
obtenidas para determinadas rutas metabdlicas, segun lo obtenido con el programa informatico STAMP
empleando la base de datos de subsistemas de SEED. Dentro del nivel 1 del sistema de jerarquizacion de
esta base de datos se observa que para las secuencias obtenidas por pirosecuenciacién 454 los grupos
metabdlicos Regulation and Cell signaling, Cell Wall and Capsule y Clustering-based subsystems tienen
mayor porcentaje de secuencias en CNA que en CNB, mientras que Virulence, Disease and Defense,
Potassium metabolism, Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments, Motility and Chemotaxis y
Carbohydrates tienen mayor abundancia de secuencias en CNB que en CNA (Fig. 3.1-4). Al realizar la
misma comparacion con los contigs obtenidos de la secuenciacion Illlumina se observa que los grupos
metabdlicos con mayor abundancia en CNA que en CNB son /ron acquisition and metabolism y Stress
Response (Fig. 3.1-4), los cuales no aparecen en lo obtenido con pirosecuenciacion 454. El grupo de
Regulation and Cell signaling pasa a ser mas abundante en CNB, cuando con las secuencias de 454 lo es
en CNA. También son mas abundantes en CNB los grupos de Carbohydrates, DNA Metabolism y Protein
Metabolism (Fig. 3.1-4), siendo el primero el Unico que también aparece como mas abundante en CNB

en las secuencias obtenidas por 454.
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Figura 3.1-4. Grupos metabdlicos, a nivel 1 de la base de datos de subsistemas de SEED, con diferencias
significativas de abundancia de secuencias entre CNA y CNB, para las secuencias obtenidas por pirosecuenciacion
454 (A) y oara los contigs obtenidos por secuenciacién lllumina (B).
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Al comparar la zona de expansion del robledal (CNX) con las muestras de robledales bien
formados (CNA y CNB) se observa que los grupos metabdlicos de Cell Wall and Capsule, DNA
Metabolism, Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids, Aminoacids and derivates y RNA
Metabolism tienen mayor porcentaje de contigs en CNX que en las muestras de robledales; mientras
que los grupos de Phosphorus Metabolism, Respiration y Membrane Transport tienen mayor porcentaje
de contigs en las muestras de robledales que en CNX (Fig. 3.1-5). Por otro lado, se observa que los
grupos metabdlicos de Regulation and Cell signaling y Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids tienen mayor
abundancia de contgis en CNX con respecto a CNA y CNB, respectivamente; mientras que Metabolism of
Aromatic Compounds, Iron acquisition and metabolism y Nucleosides and Nucleotides son mas
abundantes en CNA que en CNX y Virulence, Disease and Defense y Carbohydrates lo son en CNB con

respecto a CNX (Fig. 3.1-5).
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Figura 3.1-5. Grupos metabdlicos, a nivel 1 de la base de datos de subsistemas de SEED, con diferencias
significativas de abundancia de contigs entre CNA y CNX (A) y entre CNB y CNX (B), para los contgs obtenidos por
secuenciacion lllumina.
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Aunque las aqui presentadas son las diferencias estadisticamente significativas entre las
rizosferas de las distintas situaciones, el presente estudio se va a centrar en las secuencias que dan
homologia con alguna proteina del metabolismo del nitrégeno, debido a la importancia de éste en el
desarrollo y mantenimiento de ecosistemas, y se van a presentar los datos comparando entre las
distintas técnicas de secuenciacidn masiva empleadas. Ademas se va a dividir en 3 apartados, en el
primero se comparara las 2 muestras de encinas, con el objetivo de comprobar el impacto del incendio
en el metabolismo del nitrégeno. En el segundo apartado se compararan la muestra de encinar no
quemado frente a las de robledales bien formados, con el objetivo de comprobar si existen diferencias
en el metabolismo del nitrégeno debidas al tipo de vegetacion. Y en el tercer y ultimo apartado se
compararan las diferentes muestras de robles (la zona baja, la zona alta y la zona de expansion del
robledal) para ver si existen diferencias en las rutas bioquimicas del metabolismo del nitréogeno debidas

al gradiente altitudinal.
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2. BASE DE DATOS DE SUBSISTEMAS DE SEED.

De la secuenciacién masiva mediante el sistema de pirosecuenciacién 454 de Roche™ del DNA
obtenido de las rizosferas de encinas en la primavera de 2008, 3 afios después del incendio forestal, y
tras realizar los correspondientes filtrados de las lecturas obtenidas, se ha obtenido un total de 253.660
secuencias para la muestra LJQ y 412.302 secuencias para LIN, con una longitud media de secuencia de
370 y 388 bp, respectivamente (Tabla 3.2-1). Al enfrentar estas secuencias a la base de datos de
subsistemas de SEED se obtuvo que un total de 69.975 secuencias en LJQ y 100.814 secuencias en LIN
(Tabla 3.2-1) daban homologia con un corte de maximo e-valor de 10°, un corte de identidad minima
del 60 % y una longitud minima de alineamiento de 50 bp. De todas estas secuencias que han dado
homologia con alguna proteina de la base de datos de subsistemas de SEED, el 0,98 % en LIQ y el 1,04 %
en LIN lo hacen para proteinas pertenecientes al metabolismo del nitrégeno (Tabla 3.2-1), no existiendo
diferencias estadisticamente significativas, seguin el analisis realizado con el programa informatico

STAMP, entre muestras en cuanto al porcentaje de secuencias pertenecientes al ciclo del nitrégeno.

Tabla 3.2-1. Metadatos de las muestras de encinas obtenidas por secuenciacién 454.

Muestra uQ UN
n2 bps 93.867.971 159.918.596
n2 total de secuencias 253.660 412.302
longitud media de secuencia (bps) 370 388
n2 de secuencias con homologia en SEED 69.975 100.814

n2 de secuencias del metabolismo del N en SEED 684 (0,98 %) 1046 (1,04 %)

n2de secuencias con homologia en KO 30.530 44.266

n? de secuencias del metabolismo del N en KO 105 (6,24 %) 190 (7,40 %)

De la secuenciacién masiva por sintesis, mediante el sistema de Illumina, del DNA obtenido de las
rizosferas de encinas en la primavera de 2008, y tras realizar los correspondientes filtrados de las
lecturas obtenidas y ensamblarlas con el programa SOAP de novo, se ha obtenido un total de 383.979
contigs (conjuntos de lecturas ensambladas) para la muestra LJQ y 269.321 para LIN, con una longitud
media de contig de 392 y 420 bp, respectivamente (Tabla 3.2-2). Al enfrentar estos contigs a la base de
datos de subsistemas de SEED se obtuvo que un total de 404.095 hits en LIQ y 238.370 hits en LIN con
un corte de maximo e-valor de 10”, un corte de identidad minima del 60% y una longitud minima de
alineamiento de 50 bp (Tabla 3.2-2). Este numero elevado de hits, incluso superior al nimero total de
contigs, se debe a que, debido a la gran longitud de algunos contigs, un contig puede contener mas de
un origen de transcripcion o mas de una proteina. Esta es una de las razones por las que, comparando

con las secuencias obtenidas por pirosecuenciacion 454, en la secuenciacién por Illumina se obtiene una
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elevada cantidad de hits. La otra razén es el proceso de obtencidn de estas secuencias, ya que, como se
ha dicho en el capitulo 3.1, para los contigs de lllumina se ha realizado un ensamblaje a partir de las
lecturas obtenidas, que vienen a ser de unas 180 millones por muestra, y al ensamblar se hace de forma
indirecta una limpieza de todos aquellas lecturas de elementos repetitivos. De los contigs que muestran
homologia con alguna proteina de la base de datos de subsistemas de SEED, el 2,21y el 2,26 % en LIQ y
LIN respectivamente lo hacen para proteinas involucradas en el metabolismo del nitrégeno (Tabla 3.2-
2), no observandose diferencias estadisticamente significativas, segin el programa STAMP, entre
muestras en cuanto al porcentaje de contigs pertenecientes al metabolismo del nitrégeno. Por lo tanto,
con la secuenciacion por Illumina se duplica, respecto a la pirosecuenciacion, el porcentaje de
secuencias del metabolismo del nitrégeno obtenidas, en referencia al total de secuencias que dan

homologia con alguna proteina de la base datos de subsistemas de SEED.

Tabla 3.2-2. Metadatos de las muestra de encinas obtenidas por secuenciacién Illumina.

Muestra uQ UN
n2bps 150.681.372 113.210.578
n? total de contigs 383.979 269.321
longitud media de contig (bps) 392 420
n2 de contigs con homologia en SEED 404.095 238.370

n2 de contigs del metabolismo del N en SEED 8949 (2,21%) | 5398 (2,26 %)

n? de contigs con homologia en KO 227.732 130.397

n2 de contigs del metabolismo del N en KO 1450 (7,98 %) 774 (7,44 %)

Para las secuencias obtenidas por pirosecuenciacién 454, dentro del nivel 3 del sistema de
clasificacion del MG-Rast para la base de datos de subsistemas de SEED se observa que las funciones con
mayor nimero de secuencias, dentro del metabolismo del nitrégeno, son: en primer lugar la asimilacion
de amonio y la amonificacion de nitrato y nitrito, con abundancias del 56,98 % y del 55,13 % del total de
secuencias del metabolismo del nitréogeno para LJQ y LIN respectivamente, para la asimilacion de
amonio (Fig. 3.2-1), y con abundancias del 16,34 % y del 16,15 % para LJQ y LIN, respectivamente, para
la amonificacidon de nitrato y nitrito. Y en tercer lugar estdn la dxido nitrico sintasa y la hidrélisis del
cianato, con abundancias del 6,56 y 6,3 % y del 6,28 y 5,98 % para LJQ y LN respectivamente con
respecto al total de secuencias del metabolismo del nitrégeno (Fig. 3.2-1). A pesar de ser las 4 funciones
mas abundantes, no muestran diferencias estadisticamente significativas entre muestras. Aunque la
funcidon que si muestra diferencias estadisticamente significativas entre muestras es la utilizacion de
alantoina, con una mayor cantidad de secuencias en la muestra LIQ, con el 6,01 % del total de

secuencias del metabolismo del nitrogeno, mientras que en LIN es del 4,46 % (Fig. 3.2-1). Respecto a la
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funcion de fijacion de nitrogeno, esta es minoritaria en ambos ecosistemas, siendo la novena en
abundancia con unos porcentajes de 0,80 en LIN y 0,70 en LJQ. Dentro de esta funcién, las secuencias
muestran homologia con las proteinas Cysteine desulfurase, NifS subfamily Nitrogenase (iron-iron)
transcriptional regulator y Nitrogenase (molybdenum-iron)-specific transcriptional regulator NifA. Hay

que sefialar que en ningun caso se encontraron secuencias con homologia al gen nifH.

Asimilacién de amonio | e

Amonificacion de nitrato y nitrito
Oxido nitrico sintasa

Hidrdlisis del cianato

Utilizacién de alantoina LN

Posible grupo de acumulacion de amoniaco mLQ
Nitrito reductasa disimilatoria
Desnitrificacion

Fijacién de nitrégeno

Estrés nitrosativo

Amidasa agurpada con funciones de hidratacion de urea y...

10 20 30 40 50 60

o

% de secuencias del total de secuencias del metabolismo del nitrégeno

95% confidence intervals 5_))
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Figura 3.2-1. Porcentaje de abundancia de secuencias obtenidas por pirosecuenciacion 454 relacionadas con los
diferentes grupos funcionales (nivel 3 de la base de datos de subsistemas de SEED) del metabolismo de nitrégeno
con respecto al total de secuencias del metabolismo del nitrégeno.

Para los contigs obtenidos por lllumina, dentro del nivel 3 del sistema de clasificacién del MG-
Rast para la base de datos de subsistemas de SEED se observa que las funciones con mayor nimero de
contigs dentro del metabolismo del nitrégeno son: en primer lugar la amonificacion de nitrato y nitrito,
con abundancias del 34,09 y 32,54 % del total de contigs del metabolismo del nitréogeno en LJQ y LIN,
respectivamente (Fig. 3.2-2). En segundo lugar estd la asimilacion de amonio, con abundancias del 24,45
y 23,01 % en LJQ y LIN, respectivamente (Fig. 3.2-2). Estas 2 funciones muestran un orden de
abundancia inverso al obtenido en las secuencias obtenidas por 454, con menor abundancia de
secuencias asociadas a la asimilacién de amonio y mayor de las asociadas a la amonificacion de nitrato y
nitrito. En tercer y cuarto lugar estan la fijacién de nitrégeno y la utilizacion de alantoina, con

abundancias del 16,27 y 16,31 % y del 9,56 y 7,42 % para LJQ y LIN respectivamente (Fig. 3.2-2) con
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respecto al total de secuencias del metabolismo del nitrégeno. En el caso de la fijacién del nitrégeno, en
las secuencias de 454 sélo existe un 0,70 % y un 0,80 % de secuencias en LJQ y LIN, respectivamente,
por lo que en los contigs de lllumina se obtiene mucha mas informacién acerca de este proceso
metabdlico. Mientras que mediante secuenciacién 454 se han obtenido secuencias con homologia con 3
proteinas pertenecientes a la fijacion de nitrogeno, mediante secuenciacién lllumina se han encontrado
contigs homodlogos a 30 de las proteinas implicadas en este proceso metabdlico, dentro de las cuales se
presentan 7 tipos diferentes de subunidades de la enzima nitrogenasa, segun sea con molibdeno, hierro
o vanadio.. Las subunidades de la enzima nitrogenasa halladas son Nitrogenase (iron-iron) alpha chain,
Nitrogenase (iron-iron) beta chain, Nitrogenase (iron-iron) delta chain, Nitrogenase (molybdenum-iron)
alpha chain, Nitrogenase (molybdenum-iron) beta chain, Nitrogenase (vanadium-iron) alpha chain y

Nitrogenase (vanadium-iron) beta chain.

De las 12 funciones consignadas dentro del metabolismo del nitrégeno, en 3 de ellas existen
diferencias estadisticamente significativas, segun el analisis realizado con el programa informatico
STAMP, de abundancia de contigs entre muestras, mientras que en las secuencias de 454 sélo existen
diferencias estadisticamente significativas en la funcién de la utilizacién de la alantoina. Por un lado en
la muestra no quemada (LJN) se ha detectado una mayor abundancia de contigs asociados a la nitrito
reductasa disimilatoria (con un 7,78 % de secuencias frente al 3,62 % de LIQ) y a la éxido nitrico sintasa
(con un 6,16 % frente al 4,42 % en LJQ) (Fig. 3.2-4); mientras que en la muestra quemada (LJQ) son mas
abundantes los contigs asociados a la utilizacién de alantoina, con un 9,56 % frente al 7,42 % en LIN (Fig.

3.2-2).
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Figura 3.2-2. Porcentaje de abundancia de contigs obtenidos por secuenciacion lllumina relacionados con los
diferentes grupos funcionales (nivel 3 de la base de datos de subsistemas de SEED) del metabolismo de nitrégeno
con respecto al total de contigs del metabolismo del nitrégeno.

A nivel de funcién dentro de la base de datos de subsistemas de SEED, o de proteinas, sélo
existe una proteina cuya abundancia es significativamente diferente entre muestras, segin el analisis
realizado con el programa STAMP para las secuencias obtenidas por pirosecuenciacion 454. Esta
proteina es la Glycerate kinase, con mayor abundancia en LJQ, con un 2,53 % de abundancia con
respecto al total de secuencias del metabolismo del nitrégeno mientras que en LIN no se ha detectado.
La proteina Glycerate kinase pertenece al grupo funcional de la utilizacién de la alantoina y estd
relacionada con el metabolismo del glioxilato. En el caso de los contigs obtenidos por secuenciacion
lllumina, existen 19 proteinas del metabolismo del nitrégeno que muestran abundancias con diferencias
estadisticamente significativas entre las 2 muestras, al analizarlas con el programa informatico STAMP.
Dentro de éstas se han hallado 9 que son mas abundantes en el suelo quemado (LJQ): Ferredoxin-
dependent glutamate synthase (asimilacién de amonio), con una abundancia del 3,08 % del total de

contigs del metabolismo del nitrégeno, frente al 1,65 % en LIN; Glycerate kinase (utilizacién de
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alantoina), con una abundancia del 1,05 % frente al 0,29 % en LIN; Nitrite reductase accessory protein
NirV (desnitrificacion), con una abundancia del 0,25 % frente al 0,00 % en LIN; Nitric-oxide synthase
(sintesis de o6xido nitrico), con una abundancia del 0,23 % frente al 0,00 % en LIN; Flavohemoprotein
(estrés nitrosativo), con una abundancia del 0,51 % frente al 0,14 % en LIN; Nitrogenase vanadium-
cofactor synthesis protein VnfN (fijacién de nitrégeno), con una abundancia del 0,15 % frente al 0,00 %
en LIN; y por ultimo 3 proteinas pertenecientes a la funcién de la amonificacién de nitrato y nitrito:
Nitrite reductase probable electron transfer 4Fe-S subunit, Cytochrome c nitrite reductase, small subunit
NrfH y Cytochrome c552 precursor, con abundancias del 8,74 %, 0,95 % y 2,99 % en LIQ,
respectivamente, frente al 7,00 %, 0,48 % y 2,12 % de abundancia en LIN, respectivamente (Fig. 3.2-3).
Para la muestra que no sufrié el incendio (LJN), existen 10 proteinas con abundancias significativamente
mayores que en la que si sufrio el incendio, dentro de los contigs obtenidos por secuenciacion Illlumina.
Estas proteinas son: Uroporphyrinogen-Ill methyltransferase (la Unica proteina hallada dentro de la
funcidn nitrato reductasa disimilatoria), con una abundancia del 7,22 % frente al 3,41 % en LUQ; putative
cytochrome P450 hydroxylase (6xido nitrico sintasa), con una abundancia del 3,40 % frente al 1,99 % en
LJQ; Putative thiol:disulfide oxidoreductase, nitrite reductase complex assembly (amonificacion de
nitrato y nitrito), con una abundancia del 5,38 % frente al 3,68 % en LIQ; Nitrogenase
stabilizing/protective protein NifW (fijacidn de nitrégeno), con una abundancia del 0,46 % frente al 0,07
% en LIQ; Respiratory nitrate reductase gamma chain (amonificacion de nitrato y nitrito), con una
abundancia del 0,73 % frente al 0,25 % en LIQ; Cyanate ABC transporter, substrate binding protein
(hidrdlisis de cianato), con una abundancia del 0,25 % frente al 0,04 % en LJQ; y por uUltimo 4 proteinas
pertenecientes a la funcion de la asimilacion de amonio: Glutamate synthase [NADH], Glutamine
synthetase type I, Nitrogen regulation protein NR(l) y Nitrogen regulatory protein P-1l, con abundancias
del 0,56 %, 0,27 %, 0,68 % y 1,12 % en LIN, respectivamente, frente al 0,21 %, 0,05 %, 0,29 %y 0,64 % de

abundancia en LJQ, respectivamente (Fig. 3.2-3).

95% confidence intervals §

Glycerate kinase (EC 2.7.1.31) } @ { l 1.79e-7 @
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95% confidence intervals
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Figura 3.2-3. Porcentaje de abundancia de contigs obtenidos por secuenciacién Illumina relacionadas con los
diferentes grupos funcionales (nivel 3 de la base de datos de subsistemas de SEED) del metabolismo de nitrégeno
con respecto al total de contigs del metabolismo del nitrégeno.
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3. BASE DE DATOS KEGG ORTHOLOGY (KO) DE “KYOTO ENCYCLOPEDIA OF GENES AND
GENOMES” (KEGG).

De la secuenciacidon masiva mediante el sistema de pirosecuenciacion 454 de RocheTM, un total
de 30.530 secuencias en LJQ y 44.266 secuencias en LIN mostraron homologia con alguna proteina de la
base de datos KO de KEGG (Tabla 3.2-1). De este total de secuencias, el 60,9 y 60,28 % para LJQ y LIN
respectivamente tienen homologia con proteinas del metabolismo, y de éstas el 9,11 y un 9,65 % para
UQ y LIN respectivamente pertenecen al metabolismo energético, dentro del cual se encuentra el
metabolismo del nitrégeno. La cantidad de secuencias que se engloban en el metabolismo del nitrégeno
son un 6,24 % en LJQ y un 7,40 % en LIN, no siendo estas diferencias estadisticamente significativas. De
la secuenciacidon masiva por sintesis, mediante el sistema de Illlumina, un total de 227.732 contigs en LIQ
y 130.397 en LIN dan homologia con alguna proteina de la base de datos KO de KEGG. De este numero
total de contigs, el 39,11 y 38,84 % para LJQ y LIN, respectivamente, dan homologia con proteinas
implicadas en el metabolismo, y de éstas el 11,96 y un 12,16 % para LJQ y LIN respectivamente
pertenecen al metabolismo energético, dentro del cual se encuentra el metabolismo del nitrégeno. La
cantidad de hits que se engloban en el metabolismo del nitrégeno son un 7,98 % en LJQ y un 7,44 % en
LIN, no siendo estas diferencias estadisticamente significativas, segun el analisis realizado con STAMP. Al
igual que ocurria al enfrentar las secuencias a la base de datos de subsistemas de SEED, con la base de
datos de Kegg Orthology se obtiene un mayor numero de hits en los contigs obtenidos por lllumina,
partiendo de un nimero de secuencias similar, llegando a obtenerse hasta 7 veces mas nimero de hits

en la muestra de LJQ de lllumina que en la misma muestra con secuenciacién 454.

En las secuencias obtenidas por tecnologia de pirosecuenciacion 454™ dentro de la ruta
metabdlica del metabolismo del nitrégeno (cuyo cédigo es KO 00910) no se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas, segun el andlisis realizado con el programa estadistico STAMP, en la
abundancia relativa de las proteinas pertenecientes a esta ruta entre muestras. Al contrario de lo que
ocurre con las secuencias obtenidas por secuenciacion 454™ con los contigs obtenidos por lllumina se
han encontrado 6 proteinas del metabolismo del nitrégeno con diferencias estadisticamente
significativas en su abundancia relativa entre muestras, segun el analisis realizado con el programa
STAMP (Fig. 3.2-5). Por un lado las proteinas con mayores abundancias en LIQ son, por orden de
significancia de esta diferencia, nrfD: formate-dependent nitrate reductase complex, transmembrane
protein, con una abundancia del 3,94 % frente al 0,70 % en LIN; y nitrate reductase (NADH), con una
abundancia del 1,33 % frente al 0,10 % en LIN. Las proteinas que con mas abundancia en LIN son, por
orden de significancia de la diferencia entre muestras, napG; ferredoxin-type protein NapG, con una
abundancia del 8,75 % frente al 2,78 % en LIQ; nifK; nitrogenase molybdenum-iron protein beta chain,

con una abundancia del 2,68 % frente al 0,52 % en LIQ; napC; cytochrome c-type protein NapC, con una

150



RESULTADOS Capitulo 3

abundancia del 0,80 % frente al 0,00 % en LIQ; y carbonic anhydrase, con una abundancia del 4,08 %
frente al 1,78 % en LIQ (Fig. 3.2-4). Por lo tanto, y segln estos datos, en el suelo quemado tiene una
mayor proporcién de proteinas relacionadas con la disimilacién de nitrato, mientras que en el suelo no
guemado hay mayor cantidad de proteinas relacionadas con la fijacion de nitrogeno y la asimilacidon de

nitrato.

nirA; ferredoxin-nitrite reductase [EC:1.7.7.1]
anfG; nitrogenase [EC:1.18.6.1]
cynT, can; carbonic anhydrase [EC:4.2.1.1]
E1.7.2.1; nitrite reductase (NO-forming)...
narB; ferredoxin-nitrate reductase [EC:1.7.7.2]
napG; ferredoxin-type protein NapG
cah; carbonic anhydrase [EC:4.2.1.1]
nirB; nitrite reductase (NAD(P)H) large...
norF; nitric-oxide reductase NorF protein...
nifB; nitrogen fixation protein NifB
E4.2.1.1; carbonic anhydrase [EC:4.2.1.1]
norE; nitric-oxide reductase NorE protein...
nrfD; protein NrfD
nosZ; nitrous-oxide reductase [EC:1.7.2.4]
nrfD; formate-dependent nitrate reductase...
E1.13.12.16; nitronate monooxygenase...
narV; nitrate reductase 2, gamma subunit...
narW; nitrate reductase 2, delta subunit
E1.7.99.4C; nitrate reductase catalytic...
nifK; nitrogenase molybdenum-iron protein...
nrfE; formate-dependent nitrite reductase,...
nifW; nitrogen fixation protein NifW
E1.7.1.1; nitrate reductase (NADH)...
nirD; nitrite reductase (NAD(P)H) small... mUN
napC; cytochrome c-type protein NapC 7
napA; periplasmic nitrate reductase NapA...
napH; ferredoxin-type protein NapH
hao; hydroxylamine oxidase [EC:1.7.3.4]
amoB; ammonia monooxygenase subunit B
amoC; ammonia monooxygenase subunit C
napB; cytochrome c-type protein NapB
nrfC; protein NrfC
nifV; homocitrate synthase Nifv
amoA; ammonia monooxygenase subunit A...

Figura 3.2-4. Abundancia relativa, con respecto al total de proteinas del metabolismo del nitrégeno, de las
diferentes proteinas halladas al enfrentar los contigs obtenidos mediante secuenciacién lllumina con la base de
datos KO de KEGG.
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Figura 3.2-5. Proteinas con abundancias estadisticamente diferentes entre las muestras LIN y LJQ segun lo obtenido
con secuenciacion lllumina.

Al realizar un BlastX frente a la base de datos nr (no redundante del NCBI) con las secuencias
del metabolismo del nitrégeno obtenidas con el MG-Rast al enfrentar las secuencias obtenidas por
pirosecuenciacion 454 a la base de datos de Kegg Orthology, se observa que existen ciertas diferencias
entre muestras. Al analizar la adscripcion taxondmica de estas secuencias, se observa que los phyla mas
abundantes son Bacteroidetes, Proteobacteria y Actinobacteria, sumando entre los 3 un 79,75 y un
82,13 % del total de secuencias del metabolismo del nitrégeno en LJQ y LIN, respectivamente (Fig. 3.2-
6). De los 13 phyla representados, sdlo 3 tienen diferencias significativas de abundancia entre las dos
muestras de encinas, segun el analisis realizado con Metastat, siendo en los 3 casos mas abundantes en
la muestra LJQ. Estos son el phylum Actinobacteria, con un 22,78 % de abundancia relativa en LJQ y un
13,06 % en LIN; el phylum Firmicutes, con un 6,33 % de abundancia relativa en LJQ y un 1,37 % en LIN; y

el phylum Deinococcus-Thermus, con un 1,9 % de abundancia relativa en LJQy un 0 % en LIN (Fig. 3.2-6).

A) Bacteroidetes |G B) Actinobacteria | ———
proteobacteria [ proteobacteria [
Actinobacteria | — * Acidobacteria [——

Acidobacteria [J® Bacteroidetes |y

Firmicutes [ % Verrucomicrobia |
Planctomycetes ¥ Elusimicrobia |
Deinococcus-Thermus g % Planctomycetes
Nitrospirae | Firmicutes |

Verrucomicrobia ® Chloroflexi mUN

Spirochaetes I EU I mlQ
Gemmatimonadetes k Gemmatimonadetes |
Cyanobacteria ! mLUN Cyanobacteria |
Chloroflexi ! muQ Deinococcus-Thermus |
unclassified [l Unclassified |

0,00 20,00 40,00 60, 0,00 20,00 40,00 60,00 80,00
Abundancia (%) Abundancia (%)

Figura 3.2-6. Abundancia relativa, con respecto al total de secuencias del metabolismo del nitrégeno, de los
diferentes phyla hallados al realizar un BlastX frente a la base de datos nr con las secuencias que dan homologia con
proteinas del metabolismo del nitrogeno en la base de datos KO de KEGG, para las secuencias de 454 (A) y los
contigs de illumina (B). Con asterisco se indica los phyla con diferencias significativas entre muestras.
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Al realizar el mismo procedimiento con los contigs obtenidos por secuenciacion lllumina, se
observa que al analizar la adscripcidon taxondmica de estos contigs los phyla mas abundantes son
Actinobacteria, Proteobacteria y Acidobacteria, sumando entre los 3 un 89,54 y un 94,55 % del total de
contigs del metabolismo del nitrégeno en LIQ y LIN, respectivamente. Esto difiere con lo obtenido a
partir de las secuencias obtenidas por 454, donde los phyla mdas abundantes son Bacteroidetes,
Proteobacteria y Actinobacteria, siendo los phyla Actinobacteria, Firmicutes y Deinococcus-Thermus
significativamente mas abundantes en LJQ. Ademas, en los contigs obtenidos por Illlumina, los 3 phyla
mas abundantes son los Unicos que presentan diferencias estadisticamente significativas en su
abundancia entre muestras, seglin el analisis realizado con Metastat. Por un lado el phylum
Actinobacteria es mas abundante en el suelo quemado (LJQ), con un 67,83 % de abundancia relativa
frente al 30,20 % en LIN (Fig. 3.2-6), lo cual también se observa en las secuencias obtenidas por 454. Por
otro lado, tanto el phylum Proteobacteria como el phylum Acidobacteria son mas abundantes en el
suelo no quemado (LJN), con un 43,07 % y 21,29 % de abundancia relativa, respectivamente, frente al

18,50 % y 3,22 % de abundancia en LIN, respectivamente para cada phylum (Fig. 3.2-6).

A) B)

Phylum Género LIN (8]0} Phylum Género LIN LiQ
Bacteroidetes | Niastella 11,34 | 1013 Actinobacteria | Arthrobacter * 0,50 | 25,74
Proteobacteria | Bradyrhizobium * | 7,22 1,27 Actinobacteria | Mycobacterium * 13,37 | 3,22
Bacteroidetes Flavobacterium 5,84 2,53 Proteobacteria| Bradyrhizobium * 12,38 | 2,68
Actinobacteria | Arthrobacter © 0,00 6,96 Acidobacteria | Granulicella * 10,40 | 0,00
Bacteroidetes Chitinophaga 172 4,43 Actinobacteria | Modestobacter * 0,00 7,51
Bacteroidetes Mucilaginibacter 2,75 2,53 N "

Actinobacteria | Mycobacterium 1,37 3,16 Actinobacteria | Blastococcus * 0,00 6,17
Bacteroidetes Pedobacter * 348 0,63 Actinobacteria | Conexibacter 3,47 2,14
Bacteroidetes <olitalea 275 127 Acidobacteria | Acidobacterium 4,46 1,07
Proteobacteria | Burkholderia 241 127 Actinobacteria | Pseudonocardia 0,99 | 4,29
Bacteroidetes Niabella 2,01 127 Actinobacteria | Geodermatophilus 0,00 5,09
Firmicutes Bacillus * 0,34 3,16 Proteobacteria| Rhodopseudomonas 4,46 | 0,54
Actinobacteria Streptomyces 2,06 1,27 Acidobacteria | Candidatus_Chloracidobacteriun| 1,49 1,88
Actinobacteria | Blastococcus * 0,00 2,53 Proteobacteria| Nitrosospira 0,00 | 3,22
Bacteroidetes Spirosoma * 0,00 2,53 Acidobacteria | Terriglobus 2,48 0,27

Figura 3.2-7. Abundancia relativa, con respecto al total de secuencias del metabolismo del nitrégeno, de los
diferentes géneros hallados al realizar un BlastX frente a la base de datos nr con las secuencias que dan homologia
con proteinas del metabolismo del nitrégeno en la base de datos KO de KEGG, para las secuencias de 454 (A) y los
contigs de illumina (B). Con asterisco se indica los géneros con diferencias significativas entre muestras.

En la clasificacion taxondmica a nivel de género de las secuencias obtenidas por 454
perteneciente al metabolismo del nitrégeno se tiene un total de 159 géneros diferentes, pero sélo 15 de
ellos tienen una abundancia superior al 2 % en al menos una de las dos muestras (Fig. 3.2-7). De estos
15 géneros, 6 tienen abundancias significativamente diferentes entre muestras, segin el analisis
realizado con Metastat. En LIN son significativamente mds abundantes los géneros Bradyrhizobium

(Proteobacteria) y Pedobacter (Bacteroidetes), con abundancias del 7,22 y 3,44 % respectivamente
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frente a 1,27 y 0,63 % de abundancia en LJQ. En LIQ, la rizosfera quemada, son mdas abundantes los
géneros Bacillus (Firmicutes), con un 3,16 % de abundancia frente al 0,34 % en LIN, Arthrobacter
(Actinobacteria), Blastococcus (Actinobacteria) y Spirosoma (Bacteroidetes), con abundancias del 6,96
%, 2,53 %y 2,53 % respectivamente, no habiendo sido detectados en la muestra LIN (Fig. 3.2-7). Con los
contigs obtenidos por Illlumina se determinan un total de 131 géneros diferentes, de los cuales 14 tienen
una abundancia superior al 2 % en al menos una de las muestras (Fig. 3.2-7). De estos 14 géneros, los 6
mas abundantes tienen diferencias estadisticamente significativas entre muestras. En el suelo no
quemado (LJN) son significativamente mas abundantes los géneros Mycobacterium (Actinobacteria),
Bradyrhizobium (Proteobacteria), y Granulicella (Acidobacteria), con abundancias del 13,37 %, 12,38 % y
10,40 % respectivamente, frente al 3,22 %, 2,68 % y 0,00 % de abundancia en LIQ, respectivamente (Fig.
3.2-7). En el suelo quemado (LJQ) son mas abundantes los géneros Arthrobacter, Modestobacter y
Blastococcus, pertenecientes al phylum Actinobacteria, y con abundancias del 25,74 %, 7,51 %y 6,17 %

respectivamente, frente al 0,50 %, 0,00 % y 0,00 % de abundancia en LIN, respectivamente (Fig. 3.2-7).
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1. BASE DE DATOS SUBSISTEMAS DE SEED.

De la secuenciacién masiva mediante pirosecuenciacion 454 de RocheTM, del DNA obtenido de
las rizosferas de encinas y robles en la primavera de 2008, y tras realizar los correspondientes filtrados
de las lecturas obtenidas, se ha obtenido un total de 412.302 secuencias para LIN, 222.689 secuencias
para CNB y 167.219 secuencias para CNA, con una longitud media de secuencia de entre 370 y 388 bp
(Tabla 3.3-1). Al enfrentar estas secuencias a la base de datos de subsistemas de SEED se obtuvo que un
total de 100.814 secuencias en LIN, 48.897 secuencias en CNB y 36.276 secuencias en CNA (Tabla 3.3-1)
daban homologia con alguna proteina, utilizando como criterios de homologia un corte de maximo e-
valor de 10°, un corte de identidad minima del 60% y una longitud minima de alineamiento de 50 bp. De
todas estas secuencias que han dado homologia con alguna proteina de la base de datos de subsistemas
de SEED, entre el 1,04 y el 1,09 % lo hacen para proteinas pertenecientes al metabolismo del nitrégeno
(Tabla 3.3-1), no habiendo diferencias estadisticamente significativas entre muestras en cuanto al

porcentaje de secuencias pertenecientes al ciclo del nitrégeno.

Tabla 3.3-1. Metadatos de las muestras de robles y encinas en 454.

Muestra UN CNB CNA
n2 bps 159.918.596 | 82.556.863 | 64.800.059
n? total de secuencias 412.302 222.689 167.219
longitud media de secuencia (bps) 388 370 387
n2 de secuencias con homologia en SEED 100.814 48.897 36.276
n? de secuencias del metabolismo del N en SEED 1.046 (1,04 %) 512 (1,05 %) | 395 (1,09 %)
n2 de secuencias con homologia en KO 44.266 21.271 15.562
n? de secuencias del metabolismo del N en KO 190(7,40%) | 72 (5,63 %) | 63 (7,18 %)

De la secuenciacién masiva por sintesis, mediante el sistema de lllumina, del DNA obtenido de
las rizosferas de encinas y robles en la primavera de 2008, y tras realizar los correspondientes filtrados
de las lecturas obtenidas y ensamblarlas con SOAP de novo, se ha obtenido un total de 269.321 contigs
para LIN, 205.779 contigs para CNB y 205.095 contigs para CNA, con una longitud media de contig de
entre 320y 420 bp (Tabla 3.3-2). Al enfrentar estos contigs a la base de datos de subsistemas de SEED se
obtuvo que un total de 238.370 contigs en LIN, 164.958 contigs en CNB, y 158.901 contigs en CNA (Tabla
3.3-2) dan homologia con alguna proteina, utilizando los mismos criterios de corte que para las
secuencias obtenidas mediante pirosecuenciacion. Como también ocurria en las muestras de encinas
(LJQ y LIN) presentadas en el apartado anterior, con la secuenciacién lllumina se obtiene, del total de
contigs, un mayor porcentaje de contigs que dan homologia con alguna proteina de la base de datos de
subsistemas de SEED. Ademads, existen diferencias estadisticamente significativas, segun el analisis

realizado con el programa STAMP, entre muestras en cuanto al porcentaje contigs pertenecientes al
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metabolismo del nitrégeno. De todas las contigs que han dado homologia con alguna proteina de la
base de datos subsistemas de SEED, el 2,26 y 2,27 % lo hacen para proteinas involucradas en el
metabolismo del nitrégeno en las muestras de suelo rizosférico de encinar y de la zona baja del robledal
(LJN y CNB), respectivamente; las cuales difieren de la otra muestra, la de la zona alta del robledal
(CNA), donde el 2,39 % de las contigs pertenecen al metabolismo del nitrégeno (Tabla 3.3-2). Esta
diferencia en cuanto a la cantidad de contigs pertenecientes al metabolismo del nitrégeno no se observa
para los datos obtenidos de la pirosecuenciacidn 454TM, siendo este porcentaje de secuencias mayor
para las secuencias obtenidas por Illumina que para las que se han obtenido por pirosecuenciacion

™

454

Tabla 3.3-2. Metadatos de las muestra de encinas en Illumina.

Muestra UN CNB CNA
n2 bps 113.210.578 | 65.818.061 | 71.972.462
n? total de contigs 269.321 205.779 205.095
longitud media de contig (bps) 420 320 351
n2 de contigs con homologia en SEED 238.370 164.958 158.901
n2 de contigs del metabolismo del N en SEED 5.398 (2,26 %){3.741 (2,27 %){3.805 (2,39 %)
n2 de contigs con homologia en KO 130.397 90.144 84.893
n2 de contigs del metabolismo del N en KO 774 (7,44 %) | 554 (7,80%) | 511 (7,74 %)

Para las secuencias obtenidas por 454, dentro del nivel 3 del sistema de clasificacién del
MGRast de la base de datos de subsistemas de SEED, se observa que las funciones con mayor nimero
de secuencias dentro del metabolismo del nitrégeno son: en primer lugar la asimilacion de amonio, con
abundancias de entre el 54,19 y el 56,37 % del total de secuencias del metabolismo del nitrégeno (Fig.
3.3-1). En segundo lugar esta la amonificacion de nitrato y nitrito, con abundancias de entre el 13,11 y el
16,15 % (Fig. 3.3-1). Y en tercer lugar estan la éxido nitrico sintasa y la hidrdlisis del cianato, con
abundancias de entre el 6,05y el 7,68 % y de entre el 5,98 y el 6,55 % respectivamente con respecto al
total de secuencias del metabolismo del nitrogeno (Fig. 3.3-1). No existen diferencias estadisticamente
significativas entre muestras con respecto a la abundancia relativa de secuencias de una funcién

metabdlica determinada.

En el caso de los contigs obtenidos por secuenciacion de sintesis lllumina se observa que las
funciones con mayor nimero de contigs son: en primer lugar la amonificacion de nitrato y nitrito, con
abundancias de entre el 29,74 y el 33,15 % del total de contigs del metabolismo del nitrégeno (Fig. 3.3-
2), siendo estos valores el doble de lo obtenido por secuenciacion 454. En segundo lugar estd la
asimilacion de amonio, con abundancias de entre el 21,53 y el 23,01 % del total de contigs del
metabolismo del nitrégeno (Fig. 3.3-2), siendo estos valores la mitad de lo obtenido con las secuencias

de 454. Y en tercer lugar estdn la fijacion de nitrégeno y la utilizacién de alantoina, con abundancias de
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entre 15,06 y 16,31 % y de entre 7,42 y 7,79 % respectivamente con respecto al total de contigs del
metabolismo del nitrégeno (Fig. 3.3-2). De nuevo se observa que con la secuenciacién por Illlumina se
obtiene mayor porcentaje de contigs pertenecientes a la fijacién de nitrégeno. Existen 2 funciones que
presentan diferencias significativas entre muestras, para los contigs obtenidos por Illumina. La funcion
nitrito reductasa disimilatoria es mas abundante en la muestra de la zona alta del robledal (CNA), con un
12,68 % del total de contigs del metabolismo del nitrégeno, que en el resto de muestras, donde hay
abundancias del 7,51 % y del 9,23 % (Fig. 3.3-2). Por otro lado, el nimero de contigs de la funcion de
desnitrificacion es significativamente mas abundante en la muestra de la zona alta del robledal (CNA),
con una abundancia del 2,17 %, mientras que en la muestra de encinas (LJN) tiene una abundancia del

1,18 % (Fig. 3.3-2).

Amonificacién de nitrato y nitrito

—
Oxido nitrico sintasa -

e

—

_

Hidrdlisis del cianato

Utilizacién de alantoina mCNA
Posible grupo de acumulacién de amoniaco mCNB
HLUN

Nitrito reductasa disimilatoria

Fijacién de nitrégeno

-
Desnitrificacién r

r

.

Estrés nitrosativo

Amidasa agrupada con funciones de hidratacién de.‘.r
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

% de secuencias del total de secuencias del metabolismo del nitrégeno

Figura 3.3-1. Porcentaje de abundancia de secuencias obtenidas por secuenciacién 454 relacionadas con los
diferentes grupos funcionales (nivel 3 de la base de datos de subsistemas de SEED) del metabolismo de nitrégeno
con respecto al total de secuencias del metabolismo del nitrégeno.
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Figura 3.3-2. Porcentaje de abundancia de contigs obtenidos por secuenciacién Illumina relacionadas con los
diferentes grupos funcionales (Level 3 de la base de datos de subsistemas de SEED) del metabolismo de nitrégeno
con respecto al total de contigss del metabolismo del nitrégeno. Se indican los que muestran diferencias
estadisticamente significativas.

A nivel de funcion dentro de las bases de datos de subsistemas de SEED, o de proteinas, del
total de 74 proteinas halladas en las secuencias obtenidas por pirosecuenciacion 454™ sélo existe una
gue presenta abundancias significativamente diferentes entre alguna muestra de robles y la de encinas.
Se trata de la proteina Allantoicase, mas abundante en la muestra de la zona alta del robledal (CNA), con
un 1,01 % de secuencias del total de secuencias del metabolismo del nitrégeno, que en la de encinas

(LJN), donde no se ha detectado.

Del total de las 145 proteinas del metabolismo del nitrégeno halladas al enfrentar los contigs
obtenidos por Illumina con la base de datos de subsistemas de SEED, 5 de estas proteinas muestran
diferencias, en su abundancia, estadisticamente significativas entre algunas de las muestras de robledal
y la muestra de encinar (Fig. 3.3-3). De estas proteinas la Uroporphyrinogen-Ill methyltransferase, que
actla en la nitrito reductasa disimilatoria, tiene una mayor abundancia en la muestra de la zona alta del
robledal (CNA), con un 12,11 % del total de contigs del metabolismo del nitrégeno, que en el resto de
muestras, donde los porcentajes son del 7,47 y del 8,93 % (Fig. 3.3-3). El grupo funcional de la
amonificacion de nitrato y nitrito tiene diferencias de abundancia entre muestras en una de sus

proteinas, la Cytochrome c-type protein NrfB precursor, que tiene mayor abundancia en la muestra de la
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zona baja del robledal (CNB), con el 1,03 % de abundancia, que en la muestra de encinar (LIN), donde la
abundancia es del 0,37 % (Fig. 3.3-3). En el grupo funcional de la desnitrificacién la proteina Nitrite
reductase accessory protein NirV presenta diferencias estadisticamente significativas entre muestras en
su abundancia, ya que no ha sido detectada en la muestra de encinar (LUN) mientras que en el resto de
muestras tiene valores de abundancia del 0,23 % (Fig. 3.3-3). Por ultimo, dentro del grupo funcional de
la fijacion de nitrégeno existen 2 proteinas con abundancias significativamente diferentes entre
muestras. La proteina nitrogenase (iron-iron) reductase and maturation protein AnfH tiene menor
abundancia en la muestra de robledal de la zona baja (CNB) que en el resto de muestras, ya que en CNB
no se ha obtenido ningln contig mientras que en el resto de muestras existen abundancias del 0,23 %
en CNA y del 0,37 en LIN (Fig. 3.3-3). En el caso de la proteina Nitrogenase (iron-iron) beta chain se
observa una abundancia significativamente mayor en la muestra de encinar (LIN) que en el resto de
muestras, con una abundancia del 0,25 % en LIN mientras que en el resto de muestras no se ha

obtenido ningln contig de esta proteina (Fig. 3.3-3).
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Figura 3.3-3. Abundancia relativa, con respecto al total de proteinas del metabolismo del nitrégeno, de las
diferentes proteinas que han mostrado diferencias entre muestras estadisticamente significativas halladas al
enfrentar los contigs obtenidos mediante secuenciacion lllumina con la base de datos de subsistemas de SEED.
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2. BASE DE DATOS KEGG ORTHOLOGY (KO) DEL “KYOTO ENCYCLOPEDIA OF GENES AND
GENOMES” (KEGG).

De las secuencias obtenidas por pirosecuenciacion 454TM, un total de 44.266 secuencias en LIN,
15.562 secuencias en CNA y 21.271 secuencias en CNB mostraron homologia con alguna proteina de la
base de datos KO de KEGG (Tabla 3.3-1). De este total de secuencias, un porcentaje de entre el 59,77 %
al 60,43 % dan homologia con proteinas implicadas en el metabolismo, y de éstas entre un 9,48 y un
9,96 % pertenecen al metabolismo energético, dentro del cual se encuentra el metabolismo del
nitrégeno. La cantidad de secuencias que se engloban en el metabolismo del nitréogeno dentro del grupo
funcional del metabolismo energético varia desde un 5,63 % en CNB a un 7,40 % en LIN (Tabla 3.3-1), no

siendo estas diferencias estadisticamente significativas.

De la secuenciacién masiva por sintesis, mediante el sistema de Illumina, un total de 130.397
contigs en LIN, 90.144 contigs en CNB y 84. contigs en CNA han dado homologia con alguna proteina de
la base de datos KO de KEGG (Tabla 3.3-2). De este total de contigs, un porcentaje de entre el 37,56 % al
38,84 % dan homologia con proteinas implicadas en el metabolismo, y de éstas entre un 11,96 y un
12,46 % pertenecen al metabolismo energético, dentro del cual se encuentra el metabolismo del
nitrégeno. La cantidad de contigs que se engloban en el metabolismo del nitrégeno dentro del grupo

funcional del metabolismo energético es de entre el 7,44 % en LIN y el 7,80 % en CNB (Tabla 3.3-2).

Para las secuencias obtenidas por pirosecuenciacion 454™ dentro de la ruta metabdlica del
metabolismo del nitréogeno (cuyo codigo es KO 00910) no se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas en la abundancia relativa de las proteinas pertenecientes a esta ruta

entre muestras.

En el caso de los contigs obtenidos por Illumina se han encontrado 3 proteinas del metabolismo
de nitrégeno con diferencias estadisticamente significativas en su abundancia relativa entre alguna de
las muestras de robledales y la muestra del encinar. En primer lugar, la proteina nosZ; nitrous-oxide
reductase muestra diferencias entre el suelo de la zona alta del robledal (CNA) y el del encinar (LJN),
siendo menos abundante en CNA, con el 0,32 % de abundancia relativa frente al 2,58 % en LIN (Fig. 3.3-
5). La proteina napG; ferredoxin-type protein napG muestra diferencias en su abundancia entre la
muestras de encinar (LIN) y la de la zona alta del robledal (CNA), con abundancias del 8,75 % y del 1,42
%, respectivamente (Fig. 3.3-5). Por otro lado, la proteina nirB; nitrite reductase (NAD(P)H) large subunit
es mas abundante en la muestra de zona alta (CNA), con un valor del 6,33 %, mientras que en LIN

presenta una abundancia del 2,78 % (Fig. 3.3-5).
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Figura 3.3-5. Abundancia relativa, con respecto al total de proteinas del metabolismo del nitrogeno, de las
diferentes proteinas halladas al enfrentar los contigs obtenidos mediante secuenciacién lllumina con la base de
datos KO de KEGG. Se marcan con asterisco aquellas proteinas con diferencias estadisticamente significativas entre
muestras.

Al realizar un BlastX con las secuencias del metabolismo del nitrégeno obtenidas con el MG-
Rast al enfrentar las secuencias obtenidas por pirosecuenciacién 454 a la base de datos KO, se observa
que existen ciertas diferencias entre muestras. Al analizar la adscripcién taxondmica de estas
secuencias, se observa que los phyla mds abundantes son Proteobacteria, Bacteroidetes vy
Actinobacteria, sumando entre los 3 el 81,94 %, el 80,68 % y el 83,50 % del total de secuencias del
metabolismo del nitrégeno en LIN, CNB y CNA, respectivamente (Fig. 3.3-6). De los 13 phyla
representados sélo 2 muestran diferencias estadisticamente significativas de abundancia entre
muestras, segun lo obtenido con el programa informdtico Metastat. El phylum Proteobacteria presenta
mayor abundancia en suelos rizosféricos de robles que en encinas, con el 42,19 % y el 41,76 % frente al
27,36 % del total de secuencias en CNB, CNA y LIN, respectivamente (Fig. 3.3-6). El otro phylum que
muestra diferencias estadisticamente significativas es Bacteroidetes, con una mayor abundancia en la
muestra de rizosfera de encina (LIN), con el 41,56 % del total de secuencias, que en la muestra de la
zona baja del robledal (CNB), con el 26,65 % del total de secuencias (Fig. 3.3-6). La muestra de la zona
alta del robledal (CNA) muestra un valor intermedio en la abundancia de este phylum (el 33,38 %), sin
ser estadisticamente significativa su diferencia con respecto a las otras dos muestras (Fig. 3.3-6). Al
realizar este mismo andlisis en los contigs obtenidos por secuenciacién Illumina también se observan
ciertas diferencias entre muestras. Al analizar la adscripcidén taxondmica de estos contigs, se observa
que los phyla mds abundantes son Proteobacteria, Actinobacteria y Acidobacteria, lo cual difiere con lo
obtenido por secuenciacién 454, donde los phyla mas abundantes son Proteobacteria, Bacteroidetes y
Actinobacteria. Esta diferencia de abundancia de phyla segin el método de secuenciacion empleado
también se observa al comparar las muestras de suelos rizosféricos de encinas (ver Capitulo 3.2).
Ademads, al igual que ocurre al comparar entre muestras de encinas, estos 3 phyla mayoritarios
muestran diferencias estadisticamente significativas en su abundancia entre muestras, segun lo
obtenido al emplear el programa informatico Metastat. En primer lugar en cuanto a abundancia esta el
phylum Proteobacteria, con valores de abundancia de entre el 43,07 % en la muestra de encinar (LIN) y
el 68,40 % en la muestra de la zona alta del robledal (CNA), siendo en CNA significativamente mas
abundante que en la muestra de encinar (LIN), con una abundancia del 43,07 % (Fig. 3.3-6). El segundo

phylum en abundancia es Actinobacteria, con abundancias de entre el 12,26 % en la muestra de la zona
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alta del robledal (CNA) y el 30,20 % en la muestra de encinar (LJN), siendo significativamente mas
abundante en LIN que en CNA (Fig. 3.3-6). Por ultimo estd el phylum Acidobacteria, que presenta
diferencias significativas en cuanto a su abundancia entre la muestra de suelo rizosférico de encina
(LJN), con una abundancia del 21,29 %, y el resto de muestras, donde los valores de abundancia son del

6,13 % en CNA y del 7,91 % en CNB (Fig. 3.3-6).
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Figura 3.3-6. Abundancia relativa, con respecto al total de secuencias del metabolismo del nitrégeno, de los
diferentes phyla hallados al realizar un BlastX frente a la base de datos nr con las secuencias que dan homologia con
proteinas del metabolismo del nitrégeno en la base de datos KO de KEGG, para las secuencias de 454 (A) y para los
contigs de illumina (B). Con asterisco se indica los phyla con diferencias significativas entre muestras.

En la clasificacion taxondmica a nivel de género de las secuencias del metabolismo de nitrégeno
obtenidas por pirosecuenciacién 454™ se han detectado un total de 195 géneros diferentes, pero sélo
13 géneros tienen una abundancia superior al 2 % en al menos una de las dos muestras (Fig. 3.1-3). De
estos 13 géneros, ninguno presenta abundancias significativamente diferentes entre muestras segun el
analisis realizado con Metastat. En el caso de los contigs obtenidos por secuenciacion Illlumina se han
detectado un total de 188 géneros diferentes, de los cuales sélo 20 tienen una abundancia superior al 2
% en al menos una de las dos muestras (Fig. 3.3-7). De estos 20 géneros sélo 2 muestran diferencias
estadisticamente significativas, segin el analisis con Metastat, entre muestras a nivel de abundancia
relativa, con respecto al total de contigs del metabolismo del nitrégeno obtenidas. El género
Mycobacterium, perteneciente al phylum Actinobacteria, es mas abundante en la muestra de encinar

(LJN), donde presenta una abundancia del 13,37 %, con respecto a la muestra de la zona alta del
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robledal (CNA), donde tiene una abundancia del 3,77 % (Fig. 3.3-7). El género Granulicella,
perteneciente al phylum Acidobacteria, también es mas abundante en la muestra del encinar (LIN), con
el 10,40 % de abundancia, que en el resto de muestras, donde sélo se ha detectado en CNB, con una

abundancia del 1,69 % (Fig. 3.3-7).

A) B)

Phylum Género UN CNB CNA Phylum Género UN CNB CNA
Bacteroidetes Niastella 11,34 7,41 11,11 Proteobacteria Bradyrhizobium 12,38 18,64 23,11
Proteobacteria Bradyrhizobium 7,22 5,93 4,63 Actinobacteria Mycobacterium * 13,37 10,17 3,77
Proteobacteria Rhodopseudomonas 1,03 2,96 6,48 Proteobacteria Rhodopseudomonas 4,46 10,73 8,02
Bacteroidetes Flavobacterium 5,84 2,96 0,93 Acidobacteria Granulicella * 10,40 1,69 0,00
Proteobacteria Burkholderia 2,41 1,48 2,78 Proteobacteria Burkholderia 0,99 0,56 2,36
Bacteroidetes Pedobacter 3,44 2,22 0,93 Proteobacteria Afipia 1,98 2,26 4,25
Bacteroidetes Mucilaginibacter 2,75 0,74 2,78 Proteobacteria Nitrosospira 0,00 2,26 0,00
Bacteroidetes Niabella 2,41 1,48 185 Acidobacteria Candidatus_Chloracidobac| 1,49 1,69 4,25
Bacteroidetes Chitinophaga 172 2,9 0,93 Acidobacteria Acidobacterium 4,46 0,56 0,00
Bacteroidetes Solitalea 2,75 0,00 2,78 Actinobacteria Conexibacter 3,47 0,56 1,42
Actinobacteria Mycobacterium 1,37 2,96 0,93 Proteobacteria Sorangium 1,49 0,00 0,00

Firmicutes Paenibacillus 1,03 1,48 1,85 Proteobacteria Rhizobium 1,49 2,26 0,94
Proteobacteria Sorangium 000 | 148 | 278 Actinobacteria Kribbella 0,99 113 | 236
Actinobacteria Streptomyces 2,06 074 0,93 Actinobacteria Pseudonocardia 0,99 3,39 0,00

Acidobacteria Candidatus_Koribacter 1,98 2,26 0,00
Acidobacteria Terriglobus 2,48 1,69 0,47
Proteobacteria Nitrobacter 0,00 3,39 0,94
Actinobacteria Frankia 0,99 2,26 0,47

Figura 3.3-7. Abundancia relativa, con respecto al total de secuencias del metabolismo del nitrégeno, de los
diferentes géneros hallados al realizar un BlastX frente a la base de datos nr con las secuencias que dan homologia
con proteinas del metabolismo del nitrégeno en la base de datos KO de KEGG, para las secuencias de 454 (A) y los
contigs de illumina (B). Con asterisco se indica los géneros con diferencias significativas entre muestras.

Al realizar el clustering jerarquico para las secuencias obtenidas por 454, empleando el
“average linkage clustering” y la distancia euclidea de la matriz de abundancia de género en cada
muestra se observa que las dos muestras de robles (CNA y CNB) son las que mayor similitud tienen (8,22
% de distancia), y a éstas se le una la muestra de encinas sin quemar (LIN) con un 10,36 % de distancia
(Fig. 3.3-8). Para el clustering realizado con los contigs obtenidos con la secuenciacién por lllumina se
observa el mismo patrdn de agrupamiento. Primero se agrupan las dos muestras de robles (CNA y CNB)
con una distancia del 11,54 %, y a éstas se le une la muestra de encinar (LIN) con una distancia del 17,21

% (Fig. 3.3-9).
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Figura 3.3-8. Heatmap realizado con la matriz de abundancia relativa (con respecto al total de secuencias del
metabolismo del nitrégeno) de cada género en cada muestra. Secuencias obtenidas por 454.
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Figura 3.3-9. Heatmap realizado con la matriz de abundancia relativa (con respecto al total de secuencias del
metabolismo del nitrogeno) de cada género en cada muestra. Contigs obtenidos por Illumina.
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Al realizar el clustering con la matriz de abundancia de proteinas por sitios se vuelve a obtener
el mismo darbol que con los géneros: primero se agrupan las muestras de robles, con un 9,07 % de
distancia, y luego la muestra de encinas sin quemar, con un 10,03 % de distancia (Fig. 3.3-10). Con los
contigs obtenidos por Illumina se genera un agrupamiento diferente al obtenido con las secuencias de
454, Las primeras muestras que se agrupan son las de la zona baja del robledal (CNB) y la del encinar
(LJN) con una distancia del 7,44 %, y a éstas se le une la muestra de la zona alta del robledal (CNA), con

una distancia del 10,82 % (Fig. 3.3-11).
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Figura 3.3-10. Heatmap realizado con la matriz de abundancia relativa (con respecto al total de secuencias del
metabolismo del nitrégeno) de cada género en cada muestra. Secuencias obtenidas por 454.
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Figura 3.3-11. Heatmap realizado con la matriz de abundancia relativa (con respecto al total de secuencias del
metabolismo del nitrégeno) de cada género en cada muestra. Contigs obtenidas por lllumina.
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1. BASE DE DATOS SUBSISTEMAS DE SEED.

De la secuenciacién masiva mediante pirosecuenciacion 454 de RocheTM, del DNA obtenido de
las rizosferas de encinas y robles en la primavera de 2008, y tras realizar los correspondientes filtrados
de las lecturas obtenidas, se dispone de un total de 222.689 secuencias para CNB y 167.219 secuencias
para CNA, con una longitud media de secuencia de 370 y 387 bp, respectivamente (Tabla 3.4-1). Al
enfrentar estas secuencias a la base de datos de subsistemas de SEED se obtuvo que un total de 48.897
secuencias en CNB y 36.276 secuencias en CNA (Tabla 3.4-1) daban homologia con alguna proteina,
utilizando los criterios de un corte de maximo e-valor de 10'5, un corte de identidad minima del 60% y
una longitud minima de alineamiento de 50 bp. De todas estas secuencias que han dado homologia con
alguna proteina de la base de datos de subsistemas de SEED, el 1,05 y el 1,09 %, en CNB y CNA
respectivamente, lo hacen para proteinas pertenecientes al metabolismo del nitrégeno (Tabla 3.4-1), no
existiendo diferencias estadisticamente significativas entre muestras en cuanto al porcentaje de

secuencias pertenecientes al ciclo del nitrégeno.

Tabla 3.4-1. Metadatos de las muestras de robles y encinas en 454.

Muestra CNB CNA
n2 bps 82.556.863 | 64.800.059
n? total de secuencias 222.689 167.219
longitud media de secuencia (bps) 370 387
n? de secuencias con homologia en SEED 48.897 36.276
n2 de secuencias del metabolismo del N en SEED 512 (1,05 %) [395 (1,09 %)
n? de secuencias con homologia en KO 21.271 15.562
n? de secuencias del metabolismo del N en KO 72 (5,63 %) | 63 (7,18 %)

De la secuenciacién masiva por sintesis, mediante el sistema de lllumina, del DNA obtenido de
las rizosferas de robles en la primavera de 2008, y tras realizar los correspondientes filtrados de las
lecturas obtenidas y ensamblarlas con SOAP de novo, se ha obtenido un total de 205.779 contigs para
CNB, 205.095 contigs para CNA y 246.663 contigs para CNX, con una longitud media de contig de entre
320 y 351 bp (Tabla 3.4-2). Al enfrentar estos contigs a la base de datos de subsistemas de SEED se
obtuvo que un total de 164.958 contigs en CNB, 158.901 contigs en CNA y 151.680 contigs en CNX
(Tabla 3.4-2) dan homologia con alguna proteina, utilizando los mismos criterios de corte que para la
pirosecuenciacion. Como también ocurria en las muestras de encinas (LJQ y LIN) presentadas en el
apartado anterior, con la secuenciacién lllumina se obtiene, del total de contigs, un mayor porcentaje de
contigs que dan homologia con alguna proteina de la base de datos de subsistemas de SEED. Ademds,
existen diferencias estadisticamente significativas, segin el andlisis realizado con el programa STAMP,
entre muestras en cuanto al porcentaje de contigs pertenecientes al metabolismo del nitrégeno. De

todas los contigs que han dado homologia con alguna proteina de la base de datos subsistemas de SEED
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el 2,27 % lo hacen para proteinas involucradas en el metabolismo del nitrégeno en la muestra de la zona
baja del robledal (CNB), la cual difiere de las otras dos muestras, las de la zona alta del robledal y la zona
de expansién de éste (CNA y CNX), donde el 2,39y 2,43 % de los contigs pertenecen al metabolismo del
nitrogeno, respectivamente (Tabla 3.4-2). Esta diferencia en cuanto a la cantidad de contigs
pertenecientes al metabolismo del nitrégeno no se observa para los datos obtenidos de Ia
pirosecuenciacion 454™ siendo este porcentaje de secuencias mayor para las secuencias obtenidas por

. . . . .z ™
Illumina que para las que se han obtenido por pirosecuenciacion 454 ™.

Tabla 3.4-2. Metadatos de las muestra de encinas en Illumina.

Muestra CNB CNA CNX
n2 bps 65.818.061 | 71.972.462 | 84.493.363
n? total de contigs 205.779 205.095 246.663
longitud media de contig (bps) 320 351 343
n2 de contigs con homologia en SEED 164.958 158.901 151.680
n2 de contigs del metabolismo del N en SEED 3.741 (2,27 %)|3.805 (2,39 %)|3.683 (2,43 %)
n2 de contigs con homologia en KO 90.144 84.893 82.342
n2 de contigs del metabolismo del N en KO 554 (7,80%) | 511(7,74 %) | 618 (9,15 %)

Para las secuencias obtenidas por 454, dentro del nivel 3 del sistema de clasificacidon del
MGRast de la base de datos de subsistemas de SEED, se observa que las funciones con mayor nimero
de secuencias dentro del metabolismo del nitrégeno son: en primer lugar la asimilacion de amonio, con
abundancias del 54,19 y del 56,37 %, en CNA y CNB, del total de secuencias del metabolismo del
nitrogeno (Fig. 3.4-1). En segundo lugar esta la amonificacidon de nitrato y nitrito, con abundancias del
15,81y el 13,11 % en CNA y en CNB (Fig. 3.4-1). Y en tercer lugar estan la sintasa de dxido nitrico y la
hidrdlisis del cianato, con abundancias del 6,05 y el 7,68 %; y del 6,05 y el 6,55 % para CNA y CNB
respectivamente con respecto al total de secuencias del metabolismo del nitrégeno (Fig. 3.4-1). No
existen diferencias estadisticamente significativas entre muestras con respecto a la abundancia relativa
de secuencias de una funcién metabdlica determinada. En el caso de los contigs obtenidos por
secuenciacidn de sintesis lllumina se observa que las funciones con mayor nimero de contigs son: en
primer lugar la amonificacién de nitrato y nitrito, con abundancias de entre el 29,74 y el 33,15 % del
total de contigs del metabolismo del nitrégeno (Fig. 3.4-2), siendo estos valores el doble de lo obtenido
por secuenciacion 454. En segundo lugar estd la asimilacion de amonio, con abundancias de entre el
21,53 y el 22,95 % del total de contigs del metabolismo del nitrégeno (Fig. 3.4-2), siendo estos valores la
mitad de lo obtenido con las secuencias de 454. Y en tercer lugar estan la fijacién de nitrégeno y la
utilizacion de alantoina, con abundancias de entre 15,06 y 16,08 % y de entre 7,46 y 7,79 %
respectivamente con respecto al total de contigs del metabolismo del nitrégeno (Fig. 3.4-2). De nuevo se
observa que con la secuenciacion por Illumina se obtiene mayor porcentaje de contigs pertenecientes a

la fijacidon de nitrégeno. Existe 1 funcidén que presentan diferencias significativas entre muestras, para
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los contigs obtenidos por lllumina, esta es la nitrito reductasa disimilatoria. Esta funcién es mas
abundante en la muestra de la zona alta del robledal (CNA), con un 12,68 % del total de contigs del
metabolismo del nitrégeno, que en el resto de muestras, donde hay abundancias del 7,51 % y del 9,23

%, en CNX y CNB, respectivamente (Fig. 3.4-2).

Asimilaciéon de amonio
Amonificaciéon de nitrato y nitrito
Oxido nitrico sintasa

Hidrdlisis del cianato

Utilizacion de alantoina BCNA
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!
T
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% de secuencias del total de secuencias del metabolismo del nitrégeno

Figura 3.4-1. Porcentaje de abundancia de secuencias obtenidas por secuenciacion 454 relacionadas con los
diferentes grupos funcionales (nivel 3 de la base de datos de subsistemas de SEED) del metabolismo de nitrégeno
con respecto al total de secuencias del metabolismo del nitrégeno.

Amonificacién de nitrato y nitrito
Asimilacién de amonio
Fijacion de nitrégeno
Nitrito reductasa disimilatoria
Utilizacion de alantoina
Oxido nitrico sintasa

Posible grupo de acumulacion...

Hidrélisis del cianato CNX
Desnitrificacion
. . mCNA
Estrés nitrosativo
Nitrilasa HCNB

Amidasa agrupada con...

40

175



RESULTADOS Capitulo 3

95% confidence intervals §
Dissimilatory nitrite reductase EE——————— I . @ { 1.02e-5 S
0.0 113 -1 0 1 2 3 4 5 E
Proportion (%) Difference between proportions (%) g
95% confidence intervals §
Dissimilatory nitrite reductase me—— : o { 2.37e-13 8
0.0 113 0 1 2 3 4 5 6 E
Proportion (%) Difference between proportions (%) g

Figura 3.4-2. Porcentaje de abundancia de contigs obtenidos por secuenciacidn lllumina relacionadas con los
diferentes grupos funcionales (Level 3 de la base de datos de subsistemas de SEED) del metabolismo de nitrégeno
con respecto al total de contigs del metabolismo del nitrégeno. Se indican las que muestran diferencias
estadisticamente significativas.

A nivel de funcion dentro de las base de datos de subsistemas de SEED, o de proteinas, no
existen proteinas con abundancias diferentes que sean estadisticamente significativas entre las
muestras segun las secuencias obtenidas por pirosecuenciacion 454™. Del total de las 145 proteinas del
metabolismo del nitrogeno halladas al enfrentar los contigs obtenidos por Illumina con la base de datos
de subsistemas de SEED, 4 de estas proteinas muestran diferencias en su abundancia estadisticamente
significativas entre algunas de las muestras (Fig. 3.4-3). De estas proteinas la Uroporphyrinogen-Il
methyltransferase, que actua en la nitrito reductasa disimilatoria, tiene una mayor abundancia en la
muestra de la zona alta del robledal (CNA), con un 12,11 % del total de contigs del metabolismo del
nitrégeno, que en el resto de muestras, donde los porcentajes son del 7,17 y del 8,93 % en CNX y CNB,
respectivamente (Fig. 3.4-3). En el grupo funcional de la asimilacién de amonio existe una proteina con
diferencias estadisticamente significativas entre muestras, la proteina Glutamine synthetase type lli,
GInN, para la cual la muestra de robles en expansién (CNX) tiene mayor abundancia (2,25 %) que la de la
zona baja del robledal (CNB), con una abundancia del 1,10 % (Fig. 3.4-3).En el grupo funcional de la
desnitrificacién la proteina Nitric oxide -responding transcriptional regulator NnrR (Crp/Fnr family)
muestra diferencias estadisticamente significativas, ya que no ha sido detectada en la muestra de robles
en expansion (CNX) mientras que en el resto de muestras tiene valores del 0,20 y 0,50 % en CNB y CNA,
respectivamente (Fig. 3.4-3). Por ultimo, dentro del grupo funcional de la fijacion de nitrégeno existen 2
proteinas con abundancias significativamente diferentes entre muestras. Por un lado estd la proteina
nitrogenase (iron-iron) reductase and maturation protein AnfH, que tiene menor abundancia en la
muestra de robledal de la zona baja (CNB) que en el resto de muestras, ya que en CNB no se ha obtenido
ningun contig mientras que en el resto de muestras las abundancias son del 0,23 % en CNA y del 0,49 %
en CNX. Y la proteina NifB-domain, type 2 presenta mayor abundancia en CNX, con un valor del 0,28 %,

qgue en CNA, donde no se ha detectado (Fig. 3.4-3).
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Figura 3.4-3. Abundancia relativa, con respecto al total de proteinas del metabolismo del nitrégeno, de las
diferentes proteinas que han mostrado diferencias entre muestras estadisticamente significativas halladas al
enfrentar los contigs obtenidos mediante secuenciacion lllumina con la base de datos de subsistemas de SEED.
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2. BASE DE DATOS KEGG ORTHOLOGY (KO) DE “KYOTO ENCYCLOPEDIA OF GENES AND
GENOMES” (KEGG).

De las secuencias obtenidas por pirosecuenciacion 454™ un total de 15.562 secuencias en CNA
y 21.271 secuencias en CNB mostraron homologia con alguna proteina de la base de datos KO de KEGG
(Tabla 3.4-1). De este total de secuencias, un porcentaje del 59,77 % en CNA y del 60,43 % en CNB dan
homologia con proteinas implicadas en el metabolismo, y de éstas el 9,48 y el 9,96 %, respectivamente,
pertenecen al metabolismo energético, dentro del cual se encuentra el metabolismo del nitrégeno. La
cantidad de secuencias que se engloban en el metabolismo del nitrégeno es del 7,18 % en CNA y del

5,63 % en CNB (Tabla 3.4-1), no siendo estas diferencias estadisticamente significativas.

De la secuenciacién masiva por sintesis, mediante el sistema de Illumina, un total de 90.144
contigs en CNB, 84.893 contigs en CNA y 82.342 contigs en CNX han dado homologia con alguna
proteina de la base de datos KO de KEGG (Tabla 3.4-2). De este total de contigs, un porcentaje del 37,56
% al 38,04 % dan homologia con proteinas implicadas en el metabolismo, y de éstas entre un 12,21y un
12,60 % (Tabla 3.4-2) pertenecen al metabolismo energético, dentro del cual se encuentra el
metabolismo del nitrégeno. La cantidad de contigs que se engloban en el metabolismo del nitréogeno es
de un 9,15 % en la muestra de robles en expansion (CNX), teniendo esta muestra diferencias
estadisticamente significativas con respecto al resto de muestras, cuyos valores de abundancia de
contigs pertenecientes al metabolismo del nitrogeno son del 7,74 % en CNA y el 7,80 % en CNB (Tabla

3.4-2).

Para las secuencias obtenidas por pirosecuenciacion 454TM, dentro de la ruta metabdlica del
metabolismo del nitrogeno (cuyo cdodigo es KO 00910) no se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas en la abundancia relativa de las proteinas pertenecientes a esta ruta
entre muestras. En el caso de los contigs obtenidos por Illumina se han encontrado 3 proteinas del
metabolismo de nitrégeno con diferencias estadisticamente significativas en su abundancia relativa
entre muestras. La proteina napG; ferredoxin-type protein napG muestra diferencias en su abundancia,
formando dos grupos de muestras. En el primer grupo estd la muestra ubicada a menor altitud CNB, con
una abundancia del 7,43 %, que tiene mayor abundancia que las muestras ubicadas a mayor altitud,
CNA y CNX, con valores del 1,42 % y del 0,95 % de abundancia, respectivamente (Fig. 3.4-5). Por otro
lado, la proteina nirB; nitrite reductase (NAD(P)H) large subunit es mas abundante en las muestras de
zonas altas (CNA y CNX), con valores del 6,33 % y del 7,44 % respectivamente, mientras que en CNB
presenta una abundancia del 3,51 % (Fig. 3.3-5). La Ultima proteina que muestra diferencias entre sitios
es la nifK; nitrogenase molibdenum-iron protein beta chain, con menor abundancia en la muestra de la
zona baja del robledal (CNB), con un 0,56 %, que en CNX, donde existe un 3,13 % de abundancia (Fig.
3.4-5).
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nirA; ferredoxin-nitrite reductase [EC:1.7.7.1]

anfG; nitrogenase [EC:1.18.6.1]

E1.7.2.1; nitrite reductase (NO-forming) [EC:1.7.2.1]

cynT, can; carbonic anhydrase [EC:4.2.1.1]

nirB; nitrite reductase (NAD(P)H) large subunit [EC:1.7.1.4]
E4.2.1.1; carbonic anhydrase [EC:4.2.1.1]

napG; ferredoxin-type protein NapG

cah; carbonic anhydrase [EC:4.2.1.1]

narB; ferredoxin-nitrate reductase [EC:1.7.7.2]

norf; nitric-oxide reductase NorF protein [EC:1.7.99.7]
norek; nitric-oxide reductase NorE protein [EC:1.7.99.7]
nifB; nitrogen fixation protein NifB

E1.13.12.16; nitronate monooxygenase [EC:1.13.12.16]
E1.7.99.4C; nitrate reductase catalytic subunit [EC:1.7.99.4]
nrfD; protein NrfD

narV; nitrate reductase 2, gamma subunit [EC:1.7.99.4]

nifK; nitrogenase molybdenume-iron protein beta chain
[EC:1.18.6.1]

nosZ; nitrous-oxide reductase [EC:1.7.2.4]

nrfE; formate-dependent nitrite reductase, possible assembly
protein

narW; nitrate reductase 2, delta subunit
nifW; nitrogen fixation protein Nifw

napA; periplasmic nitrate reductase NapA [EC:1.7.99.4]

nrfD; formate-dependent nitrate reductase complex,
transmembrane protein

napC; cytochrome c-type protein NapC

nirD; nitrite reductase (NAD(P)H) small subunit [EC:1.7.1.4]
E1.7.1.1; nitrate reductase (NADH) [EC:1.7.1.1]

amoC; ammonia monooxygenase subunit C

norB; nitric oxide reductase subunit B [EC:1.7.2.5]

napB; cytochrome c-type protein NapB

hao; hydroxylamine oxidase [EC:1.7.3.4]

amoB; ammonia monooxygenase subunit B

napH; ferredoxin-type protein NapH

nifV; homocitrate synthase Nifv
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Figura 3.4-5. Abundancia relativa, con respecto al total de proteinas del metabolismo del nitrogeno, de las
diferentes proteinas halladas al enfrentar las secuencias obtenidas mediante secuenciacion Illumina con la base de
datos KO de KEGG. Se marcan con asterisco aquellas proteinas con diferencias estadisticamente significativas entre
muestras.

Al realizar un BlastX con las secuencias del metabolismo del nitrégeno obtenidas con el MG-
Rast al enfrentar las secuencias obtenidas por pirosecuenciacién 454 a la base de datos KO, se observa
gue existen ciertas diferencias entre muestras. Al analizar la adscripcion taxonémica de estas
secuencias, se observa que los phyla mas abundantes son Proteobacteria, Bacteroidetes vy
Actinobacteria, sumando entre los 3 el 80,68 % y el 83,50 % del total de secuencias del metabolismo del
nitrégeno en CNB y CNA, respectivamente (Fig. 3.4-6). De los 13 phyla representados ninguno muestra
diferencias estadisticamente significativas de abundancia entre muestras, segun lo obtenido con el
programa informatico Metastat. Al realizar este mismo analisis en los contigs obtenidos por
secuenciacion lllumina también se observan ciertas diferencias entre muestras. Al analizar la adscripcién
taxonédmica de estos contigs, se observa que los phyla mas abundantes son Proteobacteria,
Actinobacteria y Acidobacteria, lo cual difiere con lo obtenido por secuenciacion 454, donde los phyla
mas abundantes son Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria. Esta diferencia de abundancia de
phyla segun el método de secuenciacién empleado también se observa al comparar las muestras de
suelos rizosféricos de encinas (ver Capitulo 3.2). Ademas de estos 3 phyla mayoritarios hay 2 que
muestran diferencias estadisticamente significativas en su abundancia entre muestras, segun lo
obtenido al emplear el programa informatico Metastat. En primer lugar en cuanto a abundancia esta el
phylum Proteobacteria, con valores de abundancia de entre el 45,70 % en la muestra de robles en
expansion (CNX) y el 68,40 % en la muestra de la zona alta del robledal (CNA), siendo en CNA
significativamente mds abundante que en CNX (Fig. 3.4-6). El segundo phylum en abundancia es el
phylum Actinobacteria, con abundancias de entre el 12,26 % en la muestra de la zona alta del robledal
(CNA) y el 27,60 % en la muestra de robles en expansidon (CNX), siendo significativamente menos
abundante en CNA que en el resto de muestras, donde los valores son del 27,12 % en CNB y del 27,60 %

en CNX (Fig. 3.4-6).
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Figura 3.3-6. Abundancia relativa, con respecto al total de secuencias del metabolismo del nitrégeno, de los
diferentes phyla hallados al realizar un BlastX frente a la base de datos nr con las secuencias que dan homologia con
proteinas del metabolismo del nitrégeno en la base de datos KO de KEGG, para las secuencias de 454 (A) y los
contigs de illumina (B). Con asterisco se indica los phyla con diferencias significativas entre muestras.

En la clasificacién taxonédmica a nivel de género de las secuencias del metabolismo de nitrégeno
obtenidas por pirosecuenciacién 454™ se han detectado un total de 121 géneros diferentes, pero sélo
11 géneros tienen una abundancia superior al 2 % en al menos una de las dos muestras (Fig. 3.4-7). De
estos 11 géneros, ninguno presenta abundancias significativamente diferentes entre muestras segun el
analisis realizado con Metastat. En el caso de los contigs obtenidos por secuenciacion Illlumina se han
detectado un total de 170 géneros diferentes, de los cuales sélo 16 tienen una abundancia superior al 2
% en al menos una de las dos muestras (Fig. 3.4-7). De estos 16 géneros sélo 4 muestran diferencias
estadisticamente significativas, seglin lo obtenido con Metastat, entre muestras a nivel de abundancia
relativa, con respecto al total de secuencias del metabolismo del nitrégeno obtenidas. El género
Mycobacterium, perteneciente al phylum Actinobacteria, es mds abundante en la muestra de robles en
expansion (CNX), donde presenta una abundancia del 22,62 %, con respecto a la muestra de la zona alta
del robledal (CNA), donde tiene una abundancia del 3,77 % (Fig. 3.4-7). Ademas, también es significativa
la diferencia de abundancia de este género entre CNB y CNX, con abundancias del 10,17 % y del 22,62 %,
respectivamente (Fig. 3.4-7). Por ultimo, dentro del phylum Proteobacteria existen 3 géneros que
muestran diferencias significativas entre muestras en su abundancia. Por un lado estan los género

Bradyrhizobium y Rhodopseudomonas, que presentan una abundancia menor en la muestra de suelo de
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robles en expansion (CNX), con una abundancia del 2,71 % y del 0,45 %, respectivamente; mientras que
el resto de muestras la abundancia es del 18,64 % en CNB y del 23,11 % en CNA para Bradyrhizobium y
del 10,73 % en CNB y el 8,02 % en CNA para Rhodopseudomonas (Fig. 3.4-7). Por otro lado, el género
Nitrosospira es mas abundante en el suelo de robles en expansion (CNX), con un valor de abundancia del

5,88 %, mientras que en resto de muestras son del 0,00 % y el 2,26 % en CNB y CNA, respectivamente

(Fig. 3.4-7).
A) B)

Phylum Género CNB CNA Phylum Género CNB CNA CNX
Bacteroidetes Niastella 7,41 11,11 Proteobacteria Bradyrhizobium * 18,64 23,11 2,71
Proteobacteria Bradyrhizobium 5,93 4,63 Actinobacteria Mycobacterium * 10,17 3,77 22,62
Proteobacteria Rhodopseudomonas 2,96 6,48 Proteobacteria Rhodopseudomonas * 10,73 8,02 0,45
Bacteroidetes Flavobacterium 2,96 0,93 Acidobacteria Granulicella 1,69 0,00 0,00
Proteobacteria Burkholderia 1,48 2,78 Proteobacteria Burkholderia 0,56 2,36 6,33
Bacteroidetes Pedobacter 2,22 0,93 Proteobacteria Afipia 2,26 4,25 0,45
Bacteroidetes Mucilaginibacter 0,74 2,78 Proteobacteria Nitrosospira * 2,26 0,00 5,88
Bacteroidetes Niabella 1,48 1,85 Acidobacteria Candidatus_Chloracidobac] 1,69 4,25 0,45
Bacteroidetes Chitinophaga 2,96 0,93 Acidobacteria Acidobacterium 0,56 0,00 1,36
Bacteroidetes Solitalea 0,00 2,78 Actinobacteria Conexibacter 0,56 1,42 0,45
Actinobacteria Mycobacterium 2,96 0,93 Proteobacteria Sorangium 0,00 0,00 4,07

Firmicutes Paenibacillus 1,48 1,85 Proteobacteria Rhizobium 2,26 0,94 0,45
Proteobacteria Sorangium 1,48 2,78 Actinobacteria Kribbella 1,13 2,36 0,45
Actinobacteria Streptomyces 0,74 0,93 Actinobacteria Pseudonocardia 3,39 0,00 0,45

Acidobacteria Candidatus_Koribacter 2,26 0,00 0,45
Acidobacteria Terriglobus 1,69 0,47 0,00
Proteobacteria Nitrobacter 3,39 0,94 0,00
Actinobacteria Frankia 2,26 0,47 0,45

Figura 3.3-7. Abundancia relativa, con respecto al total de secuencias del metabolismo del nitrégeno, de los
diferentes géneros hallados al realizar un BlastX frente a la base de datos nr con las secuencias que dan homologia
con proteinas del metabolismo del nitrégeno en la base de datos KO de KEGG, para las secuencias de 454 (A) y los
contigs de illumina (B). Con asterisco se indica los géneros con diferencias significativas entre muestras.

Para el clustering realizado con los contigs obtenidos con la secuenciaciéon por Illumina se
observa que primero se agrupan, considerando la abundancia de los diferentes géneros con los que dan
homologia las proteinas obtenidas del metabolismo del nitréogeno dentro de la base de datos de KEEG
Orthology las dos muestras de robledales (CNA y CNB) con una distancia del 11,55 % y por ultimo se une

la muestra de robles aislados (CNX) con una distancia del 28,14 % (Fig. 3.3-8).
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Figura 3.3-9. Heatmap realizado con la matriz de abundancia relativa (con respecto al total de secuencias del
metabolismo del nitrégeno) de cada género en cada muestra. Secuencias obtenidas por lllumina.

Con los contigs obtenidos por lllumina las primeras muestras que se agrupan, considerando la
abundancia de las diferentes proteinas del metabolismo del nitrégeno dentro de la base de datos de
KEEG Orthology, son las de la zona baja del robledal (CNB) y la de la zona alta del robledal (CNA) con una
distancia del 8,41 % y por ultimo esta la muestra de los robles en expansidon (CNX), que se agrupa al

resto de muestras con una distancia del 12,36 % (Fig. 3.3-11).

CNA D
cNE B
CNK o

12.382858

6.181429

11.372072

22744144

0.0
"nash; assimilatory nitrate reductase catalytic subunit
nitronate monooxygenase [EC:1.13.12.16]

"nirA; ferredoxin-nitrite reductase [EC:1.7.7.1]"

"eynT, can; carbonic anhydrase [EC:4.2.1.1]1"

"nirB; nitrite reductase (NAD(P)H) large subunit [EC:1.7
"norQ; nitric oxide reductase NorQ protein™

"cah; carbeonic anhydrase [EC:4.2.1.1]"

"naph; periplasmic nitrate reductase NapA [EC:1.7.89.4]
"nasB; assimilatory nitrate reductase electron transfer
"nirD; nitrite reductase (NAD(P)H) =small subunit [EC:1."
"pmoC-amoC; methane/ammonia monooxygenase subunit C"
"norB; nitriec oxide reductase subunit B [EC:1.7.2.5]"
"nirK; nitrite reductase (NO-forming) [EC:1.7.2.1]"
"pmoB-amoB; methane/ammonia monooxygenase subunit B"

r "nar¥X; nitrate reductase-like protein”

"napB; cytochrome c-type protein NapB"

"nosZ; nitrous-oxide reductase [EC:1.7.2.41"

"napC; cytochrome c-type protein NapC"

carbonic anhydrase [EC:4.2.1.1]

"napD; periplasmic nitrate reductase NapD"

"nrfD; protein NrfD"

"hao; hydroxylamine dehydrogenase [EC:1.7.2.6]"

"norE; nitric oxide reductase NorE protein™

"narB; ferredoxin-nitrate reductase [EC:1.7.7.2]"
"pmoA-amch; methane/ammonia monooxvgenase subunit A [EC:

v

Figura 3.3-11. Heatmap realizado con la matriz de abundancia relativa (con respecto al total de secuencias del
metabolismo del nitrégeno) de cada género en cada muestra. Secuencias obtenidas por lllumina.
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1. ASPECTOS GENERALES A TENER EN CUENTA.

En el presente trabajo se pretende discriminar como 3 factores principales (vegetacion arborea,
gradiente altitudinal y el efecto de un incendio) pueden influir en las caracteristicas fisico-quimicas del
suelo, en la estructura y composicion de las comunidades de los microorganismos fijadores de nitrégeno
presentes en el suelo, y en las rutas metabdlicas del nitrégeno de las comunidades bacterianas del
suelo, asi como determinar si existe alguna correlacién entre algunos de estos factores. Dentro del
muestreo realizado para el estudio de cada uno de estos 3 factores hay que tener en cuenta una serie
de consideraciones. Primeramente, en el muestreo de suelos rizosféricos de robles y de encinas
realizado para ver las posibles diferencias debidas a la vegetacién dominante, se tomaron muestras

tanto en la cara Norte como en la cara Sur de la ladera.

Para estudiar el efecto del incendio, tanto en las caracteristicas fisico-quimicas como en las
comunidades diazotrdéficas del suelo, hay que tener en cuenta que existen diferencias entre los sitios
quemados (LJQ y UUR/LIRE) debido principalmente a dos factores principales. El primero es que el fuego
ha sido mds intenso en LIQ debido a la presencia de arboles de encina, lo que conlleva que se alcancen
mayores temperaturas durante el incendio y que estas temperaturas mads altas persistan durante mas
tiempo. El segundo factor es que LJQ estd localizado en una pendiente pronunciada mientras que
LJR/LIRE se localizan en una ladera con una pendiente menor, por lo que podria haber diferencias en los
procesos de erosién y lavado de nutrientes entre ambos sitios. Una excesiva erosién y un incremento de
la pérdida de nutrientes por lixiviacion y volatilizacion son factores que limitan la recuperacion de las
poblaciones microbianas del suelo después de un incendio (Neary et al. 1999). Por lo tanto, podria haber
diferencias en las comunidades microbianas debidas a los dos factores, la intensidad del incendio
(Certini, 2005; DeBano et al. 1998; Mataix-Solera et al. 2009; Neary et al. 2005; Busse and DeBano,
2005; Wells et al. 1979) y la inclinacion de la ladera (Mabuhay et al. 2005; Mabuhay et al. 2006).

Por ultimo, en el estudio del gradiente altitudinal es conveniente recordar que la muestra de la
zona baja del robledal (CNB) se encuentra en un bosque degradado que esta siendo desplazado por un
encinar (Q. ilex subsp. ballota), la muestra de la zona alta del robledal (CNA) se encuentra en un bosque
bien formado sin invasidon de encinas, la muestra de robles aislados (CNX) se ubica en una zona de
expansion del robledal hacia cotas mas altas pero sin formacion de verdadero bosque, y la muestra sin
robles (CNR) se ubica en un matorral dominado por G. versicolor, en el cual, si las predicciones de
cambio climatico se hacen realidad, podra llegar a desplazarse el robledal buscando temperaturas mas
apropiadas y condiciones de mayor humedad. Todos estos muestreos se realizaron en el robledal de
Caiar, el cual estad cerca del limite de las condiciones microclimaticas que puede resistir esta especie
arbdrea, como se refleja en el trabajo realizado por Leal Garcia (2013). En dicho trabajo también se

observa que las condiciones en la parte inferior del gradiente altitudinal ocupado por el melojo, tanto en
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el robledal de Cafiar como en otros dos robledales muestreados, son mas limitantes en recursos hidricos
y temperatura, mientras que las cotas cercanas al limite superior de su distribucidn son mucho mas
adecuadas para el mantenimiento del robledal. Por lo tanto, la progresion en altitud del robledal parece

ser la mejor opcion a largo plazo para mejorar la supervivencia de esta masa boscosa.

2. CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DEL SUELO

Existen diferencias en las caracteristicas fisico-quimicas de los diferentes suelos estudiados en
el presente trabajo. En un principio, resulta légico que estas diferencias se deban al tipo de vegetacién
presente, habiendo 3 tipos de muestras respecto a su tipo de vegetaciéon: muestras de suelos
rizosféricos de robles, muestras de suelos rizosféricos de encinas y muestras de suelos sin vegetacion
arbdrea, aunque con vegetacion arbustiva, como es el caso de A. decorticans en la muestra LIR/LIRE y

de G. versicolor en la muestra CNR.

Las diferencias segun el tipo de arbol se pueden deber a que la encina (Q. ilex subsp. ballota) es
un arbol de hoja perenne mientras que el roble melojo (Q. pyrenaica) posee hojas marcescentes, lo cual
genera una gran aporte de nutrientes y materia organica al suelo durante el otofo, con la caida de su
hoja. El aporte de nutrientes y materia orgdnica provocado por la caida de la hoja tiene una gran
influencia en la estructura y composicién de las comunidades microbianas de suelos forestales. Aunque
en el presente estudio los diferentes suelos muestreados no presentan diferencias notables tanto en el
contenido en materia organica como en el resto de caracteristicas fisico-quimicas analizadas, si se
observan diferencias en la estructura y composicion de las comunidades diazotréficas, como sera

discutido mas adelante.

Por otro lado, el robledal de la Dehesa del Camarate (CTR) presenta una proporcién C/N muy
alta, seguramente debido a la importante explotacion de cria de ganado vacuno que se dio en el pasado
en esta zona, siendo el aporte de excrementos el causante de un aumento de la cantidad de materia
organica presente en este suelo muestreado. Ademas, se observa que los valores de materia organica
en CTE y CTR son muy parecidos, aunque existe una diferencia en el contenido de nitrégeno, que es 3
veces mayor en CTE que en CTR, pudiendo deberse esta diferencia a una mayor actividad de pasto en
los robles que en encinares, ya que el ganado prefiere pastar los brotes de los robles jévenes mds que

las encinas.

Uno de los efectos mas notables en los gradientes altitudinales es una gradacién de las
comunidades vegetales a lo largo éstos, lo cual puede conllevar diferencias en las caracteristicas fisico-

quimicas de los suelos asociados a dicha vegetacidon. En el presente estudio sélo la zona mas alta (CNR)
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presenta un tipo de vegetacién diferente del resto, aunque en las muestras con mismo tipo de
vegetacion dominante (Q. pyrenaica) existen diferencias en cuanto al tipo de desarrollo del robledal.
Segun los datos fisico-quimicos obtenidos, la zona alta del robledal de Cafiar parece tener mejores
condiciones para el mantenimiento del bosque, con valores de agua util y materia organica mayores que
en resto de muestras, asi como mayor cantidad de algunos nutrientes, como son el fésforo, el potasio, el
sodio, el magnesio y el calcio. Esto apoya, en parte, los resultados obtenidos por Leal (2013), donde,
mediante un analisis del crecimiento vegetativo e inversion reproductiva de Q. pyrenaica, determina
que la zona baja del robledal de Canar, entre otros, presenta condiciones desfavorables para el

mantenimiento a largo plazo de este bosque.

La alteracidn de las caracteristicas fisico-quimicas del suelo es uno de los principales efectos del
fuego sobre los ecosistemas, y estos cambios junto con la modificacidon de las comunidades microbianas
determinaran otros cambios a largo plazo. La disminucién del contenido de materia orgdnica y el
nitrogeno total es algo predecible en suelos quemados durante afios después del incendio (Prieto-
Fernandez et al. 1998; Fernandez et al. 1999; Acea et al. 2003; Williams et al. 2012; Switzer et al. 2012),
como ocurre en el presente estudio. Sin embargo, en un meta-analisis realizado a partir de los datos de
76 articulos cientificos (Wang et al. 2012) se concluyd que hay un incremento del nitrégeno total en un
primer periodo después del fuego, pero este nitréogeno se puede perder dependiendo del tipo de
bosque y las caracteristicas del sitio. En el presente estudio, las muestras de las zonas quemadas estan
localizadas en una ladera y el incendio ocurrié justo antes de la temporada de lluvias, por lo que se
puede concluir que un posible incremento de nitrégeno total pudo haberse perdido por lavado y
lixiviacidn. Algo diferente se observa en la proporcion C/N, la cual no difiere entre suelos quemados y no
gquemados. Este resultado contrasta con otros estudios, donde se detectaron incrementos en esta
proporcion (Marafidn-Jiménez y Castro, 2012; Williams et al. 2012) o disminucién (Parker et al. 2001;
Acea et al. 2003) después de un incendio. El que se mantenga unos valores similares de la proporcion
C/N se puede deber a la compensacién de la pérdida de carbono con el lavado de nitrégeno durante la
época de lluvias, o puede ser un indicador de la recuperacién del suelo inicial 32 meses después del
incendio, ya que esta relacién C/N es siempre elevada para las materias organicas frescas y desciende
durante el proceso de humificacion hasta estabilizarse en valores proximos a 10, como ocurre en los

suelos analizados.

Por otro lado, la existencia de un mayor valor de fésforo asimilable en el sitio afectado por el
incendio sin arboles de encinas (LIR) se puede deber mas a la proliferacion de arbustos de la leguminosa
Adenocarpus decorticans que al propio efecto del incendio en esta zona, existiendo evidencias de altos
valores de fésforo asimilable asociado a arbustos, tanto antes (Rau et al. 2007) como después de un

incendio (Rau et al. 2007; Rodriguez et al. 2009; Switzer et al. 2012).
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Un segundo factor que esta claramente afectado por el fuego es el pH del suelo, el cual es
mayor en suelos quemados. Se ha descrito anteriormente que el carbén de los arboles quemados causa
este incremento del pH del suelo (Acea et al. 2003; Certini, 2005; Jiménez-Esquilin y Castro, 2008), el
cual es incluso mayor en presencia de arboles vivos que en madera cortada (Switzer et al. 2012;
Kennedy y Egger, 2010). Asi, la presencia de arboles de encinas causa una mayor alcalinizacién de los
suelos (pH 7,6), mientras que la presencia de vegetacion herbdacea y el tiempo transcurrido después del
incendio resulta en un pH similar a los suelos no quemados en LIR, existiendo un patrdn similar en la

salinidad del suelo y en la presencia de magnesio.

En trabajos anteriores se ha observado que tanto el tamafio de la comunidad microbiana como su
composicién y actividad estan correlacionadas con el pH del suelo y la proporcion de C/N (Djukic et al.
2010; Zhang et al. 2013), siendo mayor el tamafo de la comunidad, en términos de biomasa bacteriana,
en suelos con mayor pH (Baath et al. 2003, Djukic et al. 2010), y encontrandose esta correlacién en
gradientes altitudinales tanto en el mismo tipo de vegetaciéon, como se da en arbustos de la especie
Silene acaulis (Roy et al. 2013), como con un gradiente de vegetacidon asociado al gradiente altitudinal
(Shen et al. 2013). En el trabajo realizado por Shen y colaboradores (2013) se observa el mismo patrén
de aumento de valores de diversidad y riqueza con aumento de pH y C/N en un gradiente altitudinal de
una tundra con diferencias en la composicién vegetal entre los diferentes puntos de muestreo, aunque
en este caso el estudio se realiz6 mediante la secuenciacién de amplicones del gen 16S rRNA, y no
mediante la construccion de librerias del gen nifH, como es el caso del presente estudio, por lo que
estariamos en una aproximacién pionera en el estudio de ecologia microbiana en gradientes

altitudinales.

La correlacidn entre riqueza o diversidad bacteriana y el pH del suelo ha sido constatada en gran
cantidad de trabajos, tanto a una escala regional (Baath et al. 1995; Lauber et al. 2009) como a escalas
espaciales mas amplias (Fierer et al. 2011), pero no siempre se da el mismo tipo de correlacién. En el
caso del presente estudio existe correlacidn entre el pH y la riqueza o diversidad de las comunidades
diazotrdéficas dependiendo del tipo de vegetacién muestreada. Por un lado tenemos que en el gradiente
altitudinal del robledal se observa una correlacién positiva, donde las muestras de robledal presentan
mayores valores de pH y riqueza de organismos diazotréficosy las muestras de robles en expansion y de
zona sin robles (CNX y CNR) presentan menores valores de ambos pardmetros de acuerdo a lo descrito
por otros autores (Baath et al. 2003; Shen et al. 2013). Al contrario, en las muestras de encinas se
observa una correlacidon negativa entre el pH y la riqueza de organismos diazotrdéficos, seguramente
debido a que las muestras con mayor valor de pH o han sufrido un incendio (LUR y LJQ) o las encinas
presentaban signos de enfermedad (CTE), por lo que aunque se haya obtenido esta correlacidon negativa,
seguramente el pH no sea el factor determinante de estos bajos valores de riqueza y diversidad de

organismos fijadores de nitrégeno asociados a la rizosfera de encinas.
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3. COMUNIDADES DIAZOTROFICAS

Un mejor conocimiento de los patrones de diversidad bioldgica en un gradiente altitudinal es
indispensable para una comprension global de las influencias del cambio climatico en los ecosistemas
(Lomolino, 2001; Rahbek, 2005; Grytnes y McCain, 2007; Malhi et al. 2010), pudiéndose extender esto al
conocimiento de las comunidades de bacterias fijadoras de nitrogeno. A pesar de la importancia del
estudio de la diversidad de comunidades diazotréficas como posibles bioindicadores de la calidad del
suelo, hasta hoy muy pocos trabajos han empleado este tipo de estudios para caracterizar gradientes
altitudinales; y la casi totalidad de los trabajos de ecologia bacteriana en gradientes altitudinales se han
realizado con estudios de amplicones del gen 16S rRNA o mediante alguna técnica de fingerprinting. En
el gradiente altitudinal del robledal de Cafar se observa una disminucién de los indices de riqueza y
diversidad de las comunidades diazotréficas al ascender dentro del gradiente altitudinal, formandose
dos grupos atendiendo a estos valores: uno formado por las muestras tomadas a 1.400 y 1.800 m de
altitud, y otro formado por las muestras tomadas en los puntos mas elevados, una de ellas en presencia
de robles y la otra no. Por lo tanto, parece ser que las diferencias en la riqueza y diversidad de
organismos diazotréficos no son debidas a la presencia o no de robles, sino a que sea un robledal
maduro donde hay una relacién C/N mas alta. Existen diversos trabajos con diferentes patrones
altitudinales en cuanto a la riqueza taxondmica total, como decrecimiento (Bryant et al. 2008),
incremento (Wang et al. 2011) o riqueza unimodal (Singh et al. 2011) con incremento de altitud, o
ningln patréon o diferencias a diferentes altitudes (Fierer et al. 2011). En nuestro caso se trata de un
decrecimiento de la riqueza taxondmica de las secuencias del gen nifH, pero no de la riqueza
taxondmica total. Aunque se observen patrones de distribucidon de determinados grupos taxondmicos o
de la biomasa bacteriana total a lo largo de un gradiente altitudinal, es importante saber qué factores
causan estos patrones de distribucién, y estos patrones no tienen por qué darse siempre. Asi, por
ejemplo, existen trabajos donde se observa un descenso en la abundancia de las acidobacterias con la
elevacidn debido a cambios en el pH (Bryant et al. 2008) o en la proporcion C/N (Singh et al. 2012),
mientras que en otros se observa un incremento de la abundancia de este phylum con la elevacion

debido a aportes de carbono (Wang et al. 2011).

Atendiendo al clustering jerarquico aglomerativo de las secuencias aminoacidicas de NifH, se
observé que las muestras mds parecidas son las que poseen robles a mayores altitudes, tanto formando
bosques (CNA) como pequefios agrupamientos o arboles aislados (CNX). A éstas se le asemeja mas la
otra muestra con robles (CNB) y por ultimo la que no los tiene (CNR). Teniendo en cuenta que la zona
alta del robledal es la que presenta mejores condiciones ambientales para el mantenimiento del bosque
a largo plazo (Leal, 2013), este agrupamiento puede indicarnos que en la zona baja del robledal existe

cierta degradacion del habitat mientras que en la zona de expansién del robledal las condiciones
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parecen mds favorables, atendiendo a la composicion de las comunidades diazotroéficas, a pesar de que
pueda haber diferencias en la composicidn fisico-quimica del suelo. Ademads debe de haber algun factor
o factores asociados al gradiente altitudinal que determinen estas diferencias entre muestras, como son
los factores fisico-quimicos que se han indicado en el apartado anterior, un mayor desarrollo en la
formacién del suelo o las condiciones climaticas con menor temperatura y mayor humedad del suelo en
las zonas mas elevadas. Por lo tanto, hay que discernir con claridad que aunque las muestras tomadas
en suelos rizosféricos de bosques maduros tienen mayores valores de riqueza y diversidad del gen nifH,
al observar la composicidn y estructura de la comunidad diazotréfica difieren entre si, siendo la muestra
de robles en expansidn (CNX) la que mas se asemeja a la de la zona del robledal que no sufre estrés
ambiental (CNA). Ademds, como CNR y CNX estan a la misma altura y sélo difieren por la presencia o no
de robles, se puede decir que este factor influye en que un suelo sea mas favorable para el
mantenimiento del bosque, atendiendo a la composicién de su comunidad diazotréfica. A nivel
taxondmico estas dos muestras difieren en que CNR presenta un mayor porcentaje de secuenias NifH
pertenecientes al phylum Firmicutes, y dentro éste del género Pelosinus; mientras que en CNX existen
mas secuencias del phylum Proteobacteria y de los géneros Rhodopseudomonas y Methylobacterium,
ambos pertenecientes a este mismo phylum. Del género Pelosinus se desconoce muchos aspectos de su
biologia y ecologia, pero dentro del phylum Firmicutes existen muchas especies que producen
endosporas, que las hacen resistentes a la desecacién y pueden sobrevivir en condiciones extremas,
como las que se pueden dar en suelos de la zona de alta montafia sin la proteccion de alguna especie
arbdrea. Por otro lado el género Rhodopseudomonas, mas abundante en presencia de arboles, se
caracteriza por su capacidad para degradar y reciclar diferentes compuestos aromaticos, como puede
ser la lignina presente en los restos de origen vegetal o los taninos tipicos de las quercineas. El otro
género que abunda en presencia de arboles, el género Methylobacterium, se caracteriza por su
capacidad para estimular la germinacién de semillas y el desarrollo de la planta mediante la produccién
de fitohormonas (Menna et al. 2012). Ademas de abundar en la zona de expansidn del robledal, este
género también abunda en la muestra de la zona alta del robledal (CNA) y en la del encinar sano (LIN),
tratandose en ambos casos de bosques en buen estado de conservacion. Por lo tanto, el género
Methylobacterium puede ser un indicador de calidad de este tipo de suelos, ya que en ambos casos se
trata de los puntos de muestreos mas idoneos para el desarrollo de la respectiva especie arbérea, y para
el caso de la zona de expansion del robledal puede estar indicando un correcto desarrollo del suelo o

unas adecuadas caracteristicas fisico-quimicas o ambientales.

Los eventos de incendios tienen un mayor efecto sobre las comunidades bacterianas totales,
asi como las de aquellas que son fijadoras de nitrégeno. Dentro del muestreo realizado para el estudio
del efecto del incendio, la principal diferencia entre las comunidades diazotréficas se encuentra entre
los suelos quemados y los suelos no quemados, pero también existen diferencias entre el resto de

condiciones (Norte vs. Sur, intensidad del incendio, tiempo transcurrido desde el incendio). La
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determinacion del numero de OTUs y del indice de Chaol muestra que el andlisis de 50 clones por sitio
es suficiente para describir la diversidad de organismos diazotroéficos, coincidiendo con otros estudios de
librerias del gen nifH después de un incendio (Yeager et al. 2005). Esta descrito que los incendios afectan
negativamente a las bacterias del suelo disminuyendo su diversidad, riqueza y biomasa (Mabuhay et al.
2006; Sun et al. 2011; Wang et al. 2012), existiendo trabajos en los que se observa lo mismo para las
comunidades diazotrdéficas del suelo (Shaffer et al. 2000; Yeager et al. 2005; Kennedy y Egger, 2010).
Nuestros resultados muestran que la riqueza y diversidad de secuencias del gen nifH son menores en
suelos quemados que en no quemados, con el menor valor en el sitio mas afectado por el incendio (LIQ)
32 meses después del mismo. Los resultados de Kennedy y Egger (2010) sugieren que la presencia de
arboles vivos durante el incendio tiene cierta influencia en las comunidades microbianas del suelo, y
esta observacién fue corroborada en el trabajo de Switzer et al. (2012), en el cual se demuestra que en
los suelos con pies de arboles quemados disminuyen las poblaciones bacterianas mds que en suelos con
arboles cortados o con pilas de madera. Por lo tanto, la rizosfera de encina (LJQ) se ve mas afectada que

suelos con vegetacién herbacea como son LIR/LIRE.

Por otro lado, se observd un incremento en el numero de OTUs en LJQ entre los afios 2008 y
2011, lo cual puede ser un indicador de la recuperacion de las comunidades diazotréficas. El menor
numero de OTUs en LIRE con respecto a LIR del aifio 2008 puede ser debido al establecimiento de una
nueva comunidad especifica de encinas en el aflo 2011, a partir de la germinacién de bellotas en un
suelo que antes del incendio presentaba vegetacién de herbaceas. Se puede decir que, al igual que
ocurre en la muestra de robles en expansidon (CNX) con respecto a la del piornal ubicado a la misma
altitud (CNR), la existencia de arboles jovenes estd provocando una seleccion de la comunidad
diazotrdéfica. Mientras que en el caso de los robles existe una seleccidon del phylum Proteobacteria, en
concreto los géneros Methylobacterium y Rhodopseudomonas; en las encinas germinadas de bellota se
estd seleccionando el phylum Firmicutes, y sobretodo el género Pelosinus. En el clistering jerarquico
aglomerativo realizado con las muestras de encinas se observa que las comunidades diazotréficas de los
sitios LIR y LJRE se parecen mas a las de rizosferas de encinas que no han sido quemadas que las que si
lo fueron, por lo que el efecto de la presencia de arboles resulta en mayores diferencias de las
comunidades diazotroficas. En la muestra de LIQ del afo 2011, 6 afios después del incendio, las
comunidades diazotroficas se asemejan mas a las de las muestras no quemadas (LIN) de lo que se
asemejaba en la muestra del afio 2008, lo cual puede ser un indicador de la recuperacion de este suelo

tras sufrir el incendio.

Los mayores indices de riqueza y diversidad de las comunidades diazotréficas en suelos de
robledales pueden ser debidos a la propia fisiologia de este arbol. Puede ser que el roble aporte mayor
cantidad de biomasa vegetal, que se acumula en invierno bajo la nieve y se humedece, para ser
degradada en primavera cuando suben las temperaturas. En el caso de la encina, la hoja cae todo el afio,

es mas seca y puede ser movilizada por el viento y otros factores antes de ser degradada bajo el arbol.
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Ademads hay que tener en cuenta que el roble durante el invierno esta en dormancia y casi no tiene
metabolismo, el cual se tiene que activar al maximo en la primavera, mientras que la encina mantiene
su metabolismo y secrecion de exudados radiculares todo el afio a una tasa variable. De modo que,
tanto diferencias en el aporte de nutrientes por la caida de la hoja como en la actividad metabdlica del
arbol pueden ocasionar que existan diferencias en las comunidades microbianas asociadas a las raices
de éstos. Los patrones espaciales de distribuciéon de las comunidades bacterianas estdn asociados a la
composicidn y riqueza de las especies vegetales y su biomasa como se ha demostrado en bosques de
coniferas (Pennanen et al., 1999), bosques mixtos de abeto y abedul (Saetre, 1999; Saetre y Baath,

2000) y en pinares (Pietikainen et al., 2007).

La correlacién entre los indices de riqueza y diversidad con el contenido de nitrégeno total
hallado al comparar muestras de encinas y de robles indica que a mayor cantidad de nitrégeno la
comunidad de bacterias diazotréficas es menos diversa. Por lo tanto, se puede concluir que aunque sélo
se haya encontrado correlacién entre la estructura de la comunidad diazotréfica y el contenido de
nitrogeno total, no se puede generalizar esto a otros tipos de suelo porque existe multitud de factores

que influyen en la estructura de las comunidades microbianas.

El andlisis filogenético se realizd con la traslacion de las secuencias nucleotidicas del gen nifH a
su correspondiente secuencia aminoacidica. Aunque hay varios articulos que abordan este tipo de
aproximacién, existen pocos relacionados con incendios, gradientes altitudinales y comparacién de
formaciones vegetales similares, ya que la mayoria de estos estudios estan centrados en sistemas
agricolas o en silvicultura. Nuestros resultados muestran que los phyla Proteobacteria y Firmicutes son
los mds abundantes de las librerias de NifH, llegando a ser el 100% de las secuencias en las muestras de
suelos quemados (Ver Fig. 2.3-6, en la pagina 123). El phylum Cyanobacteria es el tercero mas
abundante, pero sélo esta presente en el afio 2011 de los sitios no quemados. Estos resultados
concuerdan con los que obtuvieron Yeager et al. (2005), los cuales encontraron secuencias de NifH sélo
para estos 3 phyla en suelos de un bosque mixto de pino ponderosa (Pinus ponderosa) y abeto de
Douglas (Pseudotsuga menziesii), entre 1y 14 meses después de un incendio. Por otro lado, en nuestros
resultados se observa una correlacién inversa entre la proporcién de secuencias pertenecientes al
phylum Proteobacteria y el de las pertenecientes al phylum Firmicutes en los suelos quemados, siendo
el phylum Proteobacteria mas abundante en las muestras tomadas 32 meses después del incendio
mientras que la cantidad de secuencias del phyla Firmicutes se incrementa después de 6 afios del
incendio. Asi, en los suelos quemados con influencia de raices de darboles, tanto en las encinas
rebrotadas como en las que germinaron a partir de bellotas, las secuencias NifH de Firmicutes son
predominantes 6 afios después del incendio, por lo que se puede decir que hay una seleccién de este
phylum por parte de la planta. Aunque un incremento similar se observé en otros sitios de la cara Sur de
la sierra, el phylum Proteobacteria siguié siendo el mayoritario 6 afios después del incendio en LIN. Sin

embargo, en la cara Norte el phylum Firmicutes disminuyé el afio 2011, por lo que las comunidades
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microbianas de esta drea no se pueden considerar como un punto de control correcto para seguir la
recuperaciéon post-incendio, siendo el sitio LIN de la cara Sur de la sierra el que se puede utilizar como
control. La presencia del phylum Cyanobacteria en sitios no quemados en el afio 2011 se puede deber a
diferentes causas: i) la escasez de precipitaciones durante el afio hidrolégico 2007-2008, o ii) los suelos
quemados no han recuperado las caracteristicas que le permiten retener el agua procedente de las
precipitaciones. Segun datos recogidos por la estacion PSNO7, perteneciente al Observatorio de Cambio
Global de Sierra Nevada y localizada en el robledal de Cafiar, en los 6 meses antes del muestreo las
precipitaciones fueron de 538,7 litros para el muestreo del 2008 mientras que para el del 2011 fueron
de 1.099,6 litros; y la temperatura media del suelo durante el mes en el que se realizé el muestreo fue
de 7,9 °C en abril de 2008 y de 10,6 °C en abril de 2011. Por tanto es posible que la menor cantidad de
precipitaciones antes del primer muestreo, sumado a una menor temperatura, condicione la presencia o
deteccién de microorganismos diazotroficos pertenecientes al phylum Cyanobacteria, cuya presencia
depende de la disponibilidad de agua en el medio. Aunque el incendio es el factor que mas ha influido
en las comunidades microbianas, no se puede descartar que existan otros factores que afectan a la
estructura y composicion de las comunidades microbianas. Por lo tanto, las caracteristicas ambientales a
nivel microclimatico y la orientacién e inclinacion de la ladera pueden estar influyendo en la microbiota

del suelo.

La adscripcidn taxondmica de las secuencias de NifH a nivel de género nos permite determinar
que existen secuencias de la enzima nitrogenasa similares a la nitrogenasa de Paenibacillus en todas las
muestras de encinas, por lo que este género debe ser un organismo diazotroéfico general y no especifico
de ninguna muestra. Al mismo tiempo, no se ha observado un patrén comun en la distribucidon de
géneros entre los diferentes tipos de muestras, aunque en LIQ el género Azospirillum del phylum a-
Proteobacteria fue reemplazado por el género Clostridium del phylum Firmicutes en el afio 2011. Yeager
et al. (2005) también encontré una dominancia de secuencias de NifH del género Clostridium en sitios
incendiados pero al mes siguiente de haber sido quemados. El género Azospirillum ha sido descrito
como una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal, que incrementa el desarrollo de las raices
(Lugtenberg y Kamilova, 2009), por lo que este género puede ser importante para el inicio de la
recuperacién del ecosistema después de un incendio. En las zonas quemadas se mantienen o
incrementan las secuencias de NifH asociadas al género Rhizobium. En las zonas quemadas sin encinas
(LJR) esto puede deberse a la presencia de arbustos de Adenocarpus decorticans y otras leguminosas
herbaceas. En el sitio LIRE, asociado a la germinacion de bellotas, es remarcable la abundancia de
secuencias de NifH relacionadas con el género Pelosinus. Este género ha sido encontrado en otros
habitats como una bacteria reductora de hierro en arcillas de caolin (Shelobolina, 2007), o envueltos en
la reduccidn de cromo y uranio (Mosher et al. 2012), por lo que es complicado explicar su papel en estas
muestras de suelos quemados. Sin embargo, tanto el género Pelosinus como el género Clostridium

pertenecen al phylum Firmicutes, por lo que es posible que en LIRE Pelosinus tenga un papel similar a
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Clostridium en LIQ. Las secuencias NifH del phylum Cyanobacteria pertenecen a los géneros Nostoc y
Nodularia, y estdn presentes sélo en suelos no quemados. Pero este phylum no se puede considerar un
buen marcador de la recuperacion del ecosistema porque no esta presente en el afio 2008,
seguramente debido a la escasez de lluvias que sufrié la zona en los meses previos al muestreo. Por otro
lado, existen pruebas de la capacidad de las cianobacterias para formar asociaciones con raices de
plantas (Torres-Cortes et al. 2012), y este puede ser el caso de las rizosferas de quercineas, donde
pueden estar actuando como fijadores de nitrégeno beneficiosos para la planta. El género Nostoc
también es mds abundante en las muestras con bosques bien formados con respecto al resto de
muestras del gradiente altitudinal, siendo estos organismos conocidos por su habilidad de permanecer
en un estado de dormancia durante largos periodos de tiempo y poder recuperar de forma rapida su
actividad metabdlica cuando son rehidratados con agua. Por lo tanto, su presencia en zonas de
robledales bien formados puede indicar la existencia de unas adecuadas condiciones de disponibilidad

de agua en el suelo.

Los géneros caracteristicos de la rizosfera de robles en la Dehesa del Camarate (CTR) son
Geobacter y Pelosinus, siendo este Ultimo muy representado también en las muestras de encinas
germinadas después del incendio y en la zona del piornal ubicada en el limite superior del robledal. El
género Geobacter es de gran interés industrial por su capacidad para degradar compuestos

aromaticos(Butler et al. 2007), como pueden ser los propios de las hojas y raices de los robles.

En la muestra de la zona baja del robledal hay menor cantidad de secuencias nifH del phylum
Proteobacteria, aunque aumenta el de Cyanobacteria. El género Methylobacterium es
significativamente mds abundante en la zona alta, mientras que en la zona baja lo son los géneros
Nostoc (Cyanobacteria) y Paenibacillus (Firmicutes). La presencia de un considerable porcentaje de
secuencias NifH del género Paenibacillus en la zona baja del robledal puede ser un indicador de
deterioro del habitat, ya que no aparece en el resto de muestras rizosféricas pero si en la muestra
tomada en suelo de piornal que puede tener otro tipo de estreses. El género Paenibacillus,
perteneciente al phylum Frimicutes, se caracteriza por formar endosporas y tener capacidad de
promover el crecimiento vegetal, por lo que juegan un papel importante en el funcionamiento del
ecosistema (Lal y Tabacchioni, 2009). Por otro lado, la abundancia de secuencias NifH del género
Sinorhizobium en los suelos no pertenecientes a bosques puede deberse a la vegetacién presente en
estas zonas, que al no estar dominada por el roble presenta una mayor cantidad de gramineas vy
leguminosas, y posiblemente enriquecida en bacterias fijadoras de nitrégeno. Aunque en este mismo
trabajo hemos mostrado que los microorganismos noduladores de Genista presentes en esta zona

pertenecen al género Bradyrhizobium y no a Sinorhizobium.

Los resultados de aislamiento de bacterias capaces de nodular G. versicolor muestran que esta

especie vegetal tiene nddulos formados tanto por B. canariense como por posibles nuevas especies de
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Bradyrhizobium, y el hecho de que varios simbiovares de este género sean capaces de formar nddulos
en esta planta apoya la idea de que las especies vegetales pertenecientes a la tribu Genisteae sean mas
promiscuas de lo que se pensaba, ya que los géneros Genista y Retama presentan al menos dos
simbiovares de Bradyrhizobium con capacidad para formar nddulos en dichas plantas. Por otro lado, el
conocimiento de la existencia de mas de una cepa capaz de formar nddulos en raices de Genista
versicolor, una planta endémica de Sierra Nevada, Sierra de Baza y Sierra de Los Filabres y de gran
importancia en la formacion del piornal dominante en el piso oromediterraneo de Sierra Nevada, puede
suponer una importante herramienta de gestion de estos ecosistemas, ya que se pueden emplear dichas
cepas para favorecer el crecimiento y desarrollo de estas plantas en periodos de estrés o después de
algln evento catastréfico. También resulta muy importante el papel de estos matorrales en la formacién
de suelo en zonas elevadas, donde la escasez de nutrientes suele limitar el avance de masas boscosas,
prepardandose asi el terreno para un futuro avance de los bosques mediterraneos hacia zonas mas
elevadas. Estos matorrales también pueden favorecer la germinacidn de nuevos robles, y su expansién a
zonas de mayor altitud, ya que la propia estructura espinosa de G. vesicolor puede proteger frente a
herviboros tanto la bellota como la planta en sus primeros afios de vida. Existe un trabajo en el que se
demuestra que el empleo de matorrales como “cuidador” de la bellota favorece el porcentaje de éxito
de una repoblacidn (Castro et al. 2006). Ademas, el hecho de que exista mas de una especie bacteriana
con capacidad para nodular G. versicolor puede suponer una ventaja afiadida, porque el rango de
condiciones 6ptimas para la formacién de nddulos se puede ver incrementado al incrementarse el

numero de cepas diferentes capaces de formar nédulos en una determinada especie vegetal.

Los resultados de distintos autores apoyan la idea de que diferencias en el tipo de habitat
influyen en la distribucion de los microorganismos del suelo (Fierer et al. 2011; Hovatter et al. 2011; Roy
et al. 2013) y que su respuesta a gradientes ambientales depende del taxén y del dominio microbiano

investigado (Singh et al. 2012; Wang et al. 2012).
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4. CONSIDERACIONES A TENER EN CUENTA DEBIDO A LA METODOLOGIA
METAGENOMICA EMPLEADA.

En el presente trabajo se ha pretendido realizar un estudio de las rutas metabdlicas del
nitrégeno desde un acercamiento metagendémico, empleando para ello 2 tipos de técnicas de
secuenciacion masiva y empleando para cada tipo de técnica un procesamiento diferente de las
secuencias obtenidas. En primer lugar se realizd una pirosecuenciacion 454 del DNA extraido de una
alicuota de suelo, y para el total de las secuencias obtenidas no se realizé ningun tipo de ensamblaje
debido a la escasa cobertura obtenida del total del metagenoma a estudiar, siendo este el
procedimiento usual con esta aproximacién. Pero, debido a este bajo porcentaje de cobertura se decidio
realizar una nueva secuenciacidon masiva de las mismas muestras, pero esta vez empleando la tecnologia
Illumina, ya que permite obtener del orden de entre 100 y 1000 veces mas cantidad de Mb de
informacion con un coste similar, aunque con un tamafo de lectura 3 veces menor. Con las lecturas
obtenidas por secuenciaciéon lllumina si se realizé un ensamblaje, obteniéndose finalmente un nimero
de contigs similar al nimero de lecturas obtenidas por pirosecuenciacion 454, e incluso con un tamafio
medio de secuencia similar. Ademas, este proceso de ensamblaje permite depurar ciertas secuencias
repetitivas que no dan homologia con regiones génicas, y esto viene demostrado por el mayor
porcentaje de secuencias con una buena homologia con alguna de las proteinas contenidas en las

diferentes bases de datos empleadas en el presente estudio.

Por lo tanto, a la hora de interpretar los resultados obtenidos hay que tener en cuenta que el
método de secuenciacidn y tratamiento de las lecturas obtenidas es el factor que mayores diferencias
provoca entre muestras. Por lo general, con los contigs obtenidos por Illumina se observan mayores
diferencias entre muestras que con las lecturas obtenidas por 454, seguramente debido al mayor
filtrado de la calidad de las secuencias realizado con el ensamblaje y también a una mayor cantidad de

secuencias con homologia con las proteinas contenidas en las bases de datos empleadas.

También es cierto que algunas diferencias entre los datos de 454 y los de Illumina se pueden
deber a sesgos propios de la técnica empleada o del tratamiento de las lecturas. Como ejemplo notable,
se observa que dentro del metabolismo del nitrégeno, al enfrentar las secuencias 454 y los contigs
Illumina con la base de datos de subsistemas de SEED, hay diferencias en la proporcién de secuencias (o
contigs) pertenecientes a los diferentes grupos funcionales existentes. Con las secuencias 454 siempre
salen como grupos mayoritarios, y por orden de abundancia, la asimilacién de amonio, la amonificacién
de nitrato y nitrito, la sintesis de dxido nitrico y la hidrdlisis de cianato, mientras que con los contigs de
Illumina obtenemos como grupos mayoritarios, y segin su abundancia, la amonificacidon de nitrato y
nitrito, la asimilacién de amonio, la fijacién de nitrédgeno, la utilizacién de alantoina y la nitrato

reductasa disimilatoria. También se observa que dentro de las secuencias que dan homologia con alguna

198



DISCUSION

proteina del metabolismo del nitrégeno, para la base de datos KO de KEGG, al realizar la adscripcion
taxondmica de estas secuencias hay diferencias a nivel de phylum entre los datos obtenidos por 454 y
los obtenidos por Illumina. Asi, con las secuencias de 454 se obtienen los phylum Proteobacteria,
Bacteroidetes y Actinobacteria como los mas abundantes, mientras que con los contigs de lllumina lo
son los phylum Proteobacteria y Acidobacteria, con diferencias en la abundancia relativa de cada uno de
estos phylum al comparar entre los diferentes tipos de secuenciacion, obteniéndose ademas mayores

diferencias entre muestras con los datos obtenidos por secuenciacion lllumina.

En Urich et al. (2008) abundan los phyla Actinobacteria y Proteobacteria en suelos de arena de
jardin o césped. Es también importante tener en cuenta cierto sesgo existente al emplear bases de datos
para la adscripcién taxondmica de secuencias génicas, ya que aquellos phyla o grupos taxondmicos
determinados que hayan sido estudiados con mayor intensidad, como es el caso de Proteobacteria y
Firmicutes, por ejemplo, estaran mejor representados en las diferentes bases de datos existentes, y esto
genera cierto sesgo a favor de estos grupos mejor estudiados y en contra de los menos representados
en las bases de datos cuando se realiza la adscripcién taxondmica de las secuencias de cualquier
muestra. Una demostracion clara de la existencia de este sesgo la encontramos en Urich et al. (2008),
donde se muestra que la diferencia de la proporcion %$mRNA / %rRNA de cada phylum obtenido con los
datos metagénomicos empleados en su trabajo estd fuertemente correlacionado con la cantidad de
genomas secuenciados en cada phylum. Por lo tanto, hay que tener en cuenta que este problema de
sesgo es inherente a todos los estudios metagendmicos, aunque se hara menos acusado conforme se

vayan secuenciando mas genomas de los grupos o phyla menos representados.
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Figura 1. Dibujo de la bi-varianza logaritmica del nUmero de genomas publicos disponibles (en Septiembre del 2007)
de los 5 phyla de bacterias mas abundantes, seglin los ribotags, frente a la sobrerrepresentacién y sub-
representacion basada en mRNA-tag comparado con la media de las fracciones SSU (subunidad pequefia del
ribosoma) y LSU (subunidad grande del ribosoma) del ribo-tag. Un valor de 1 signifca que mRNA vy ribo-tags aportan

la misma fraccidn para el phylum correspondiente. Figura tomada de Urich et al. 2008.

Las categorias mas abundantes dentro de los ecosistemas de suelo muestreados, en el nivel 1
de la base de datos de subsistemas de SEED, son Carbohydrates, Clustering-based subsystem, Amino
Acids and Derivates y Miscellaneous, lo cual tiene cierta concordancia con los resultados obtenidos en
otros trabajos, como el de Zu y Zhang (2012), donde aparte de los grupos ya citados, también
encuentran que Protein metabolism es el mas abundante en los lodos activos que analizaron. En el
trabajo de Urich et al. (2008), realizado en suelo arenoso de césped, también se observan las categorias
de Carbohydrates, Amino Acids and Derivates y Protein metabolism como las mas representadas en los
metagenomas obtenidos, por lo que estos 3 grupos se pueden considerar los mas representados en
diferentes tipos de suelos. En Andreote et al. (2012), analizando el metagenoma de manglares y
empleando la base de datos KEGG, se encuentra una gran cantidad de secuencias asociadas al
metabolismo de aminoacidos, al metabolismo energético, al metabolismo de cofactores y vitaminas y al

metabolismo de carbohidratos.
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5. RUTAS METABOLICAS DEL CICLO DEL NITROGENO

Al centrar el andlisis metagendmico en el metabolismo del nitrogeno, lo primero que se
observa es que el porcentaje de secuencias asociadas a este metabolismo es mayor en los suelos de
robles de zonas altas, lo cual puede indicar un mayor desarrollo o evolucidn del ciclo del nitrégeno en

este sitio.

La asimilacion de amonio y la amonificacién de nitrato y nitrito son los dos grupos funcionales
del metabolismo del nitrégeno mas abundantes en todos los suelos analizados en el presente estudio,
tanto para las secuencias obtenidas por 454 como para las obtenidas por lllumina, aunque difiere su
abundancia segun el método empleado para la obtencion de las secuencias. Mientras que en las
secuencias de 454 se obtienen valores abundancia de secuencias relacionadas con la asimilacién de
amonio de en torno al 55 %, en los contigs de Illumina no llegan a representar el 25 % de abundancia.
Con las secuencias asociadas a la amonificacidén de nitrato y nitrito pasa lo contrario, con las secuencias
454 se han obtenido valores de abundancia de en torno al 15 % mientras que con los contigs de lllumina
son de un 30 %. El hecho de que estos dos grupos metabdlicos sean los mayoritarios dentro del
metabolismo del nitrégeno puede indicar la importancia de la incorporacidon de amonio en compuestos
organicos o su liberacion a partir de éstos, lo cual es una de las caracteristicas que presentan aquellos
ecosistemas bien desarrollados (Ollivier et al. 2011). Otras diferencias en la abundancia de grupos
metabdlicos segin la metodologia empleada también se ven reflejada en los que ocupan el tercer
puesto en abundancia, ya que para la secuenciacidon 454 encontramos la sintesis de dxido nitrico y la
hidrdlisis de cianato, mientras que para la secuenciacién Illumina los grupos mas abundantes (después
de la asimilacion de amonio y la amonificacién de nitrato y nitrito) son la fijacién de nitrégeno, la

utilizacion de alantoina y la nitrato reductasa disimilatoria.

La utilizacién de la alantoina es, segln los datos tanto de secuenciaciéon 454 como de Illlumina,
mas abundante en la muestra de encinar quemado que en la de encinar no quemado; mientras que las
funciones de la nitrito reductasa disimilatoria y de la éxido nitrico sintasa son mds abundantes en la

zona no quemada, segun los datos obtenidos mediante secuenciacion Illumina.

Con los resultados obtenidos al comparar entre metagenomas de diferentes muestras resulta
obvio que, de las 2 metodologias metagendmicas empleadas, con la tecnologia lllumina se obtiene una
mayor cantidad de informacidn, ya que se parte del orden de 10® reads de unas 150 bp por muestra
mientras que con la tecnologia 454 hemos obtenidos unos valores del orden de 10° reads de unas 400
bp por muestra. Esto implica haber alcanzado una mayor cobertura del total del metagenoma, y se ve
reflejado en que en muchos casos (abundancia de géneros dentro del metabolismo del nitrégeno,

abundancia de las proteinas del metabolismo del nitrégeno...) del presente estudio se han encontrado
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diferencias entre muestras a partir de los contigs obtenidos por lllumina mientras que a partir de las

secuencias obtenidas por 454 estas diferencias han sido menores o inexistentes.

En la muestra tomada en la zona alta del robledal (CNA) se observa un mayor porcentaje de
proteinas asociadas a la desnitrificacion con respecto a la muestra del encinar sano (LIN), mientras que
para la funcidon de la nitrito reductasa disimilatoria presenta mayor abundancia con respecto a la
muestra de la zona baja del robledal (CNB), a la del encinar sano (LIN) y a la de robles en expansion
(CNX). La mayor abundancia de nitrito reductasa disimilatoria y en general del proceso de
desnitrificacion en la zona alta del robledal, puede estar reflejando una rizosfera con alta disponibilidad
de fuentes nitrogenadas. Esta diferencia, estadisticamente significativa, también se observa en la
comparacién encinar quemado frente a no quemado, siendo mas abundantes en la Ultima situacién. Asi
tendriamos que las rutas bioquimicas de las 2 formaciones boscosas maduras y en condiciones éptimas,
son las que tendrian mayor disponibilidad de fuentes nitrogenadas. Siendo la disponibilidad de este
elemento todavia mayor en la parte alta del robledal, que puede estar aprovechando la abundante
materia organica presente bajo su dosel junto con el N fijado por las formaciones préximas de piornal, a
diferencia del encinar maduro que no posee una formacion vegetal de leguminosas que esté proxima

para aportarle un extra de N.

Con la utilizacion de la base de datos de subsistemas de SEED, se observa que la proteina
Glycerate kinase (utilizacion de alantoina) es mas abundante en la zona quemada, junto con otras 8
proteinas asociadas a diferentes procesos metabdlicos dentro del metabolismo del nitrégeno,
destacando la existencia de 3 proteinas de la amonificacién de nitrato y nitrito: Nitrite reductase
probable electron transfer 4Fe-S subunit, Cytochrome c nitrite reductase, small subunit NrfH y
Cytochrome c552 precursor. Por otra parte, en la zona no quemada se han detectado una mayor
abundancia de 10 proteinas, de las cuales 4 estan asociadas a la asimilacion de amonio (Glutamate
synthase [NADH], Glutamine synthetase type Il, Nitrogen regulation protein NR(I) y Nitrogen regulatory

protein P-I1).

Todo esto nos refleja una situacion en la que la rizosfera de un encinar quemado destacan,
dentro del metabolismo del nitrogeno, algunas proteinas implicadas en la obtencién de nitréogeno desde
fuentes inorganicas; mientras que en el encinar no quemado la diferencia significativa la dan proteinas
implicadas en la captacidon de nitréogeno desde fuentes orgdnicas. Esto demuestra que la pérdida de
materia orgdanica originada por el efecto del incendio alteré notablemente el ciclo del nitrégeno de estos
suelos, ya que incluso 3 afios después del incendio dicho ciclo estd centrado en obtener N a partir de
compuestos inorgdnicos, lo cual también es un indicativo de que el ecosistema no esta todavia bien

desarrollado.

La proteina Allantoicase es mas abundante en la zona alta del robledal (CNA) que en la muestra

del encinar sano (LIN). La proteina Uroporphyrinogen-lll methyltransferase, que actua en la nitrito
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reductasa disimilatoria, tiene una mayor abundancia en la muestra de la zona alta del robledal (CNA)
que en el resto de muestras. El grupo funcional de la amonificacidn de nitrato y nitrito la proteina
Cytochrome c-type protein NrfB precursor, tiene mayor abundancia en la muestra de la zona baja del
robledal (CNB) que en la muestra de encinar (LIN). En el grupo funcional de la desnitrificacion la
proteina Nitrite reductase accessory protein NirV es mas abundante en las muestras de robledales (CNA
y CNB) que en la de encinar (LIN). Por ultimo, dentro del grupo funcional de la fijaciéon de nitrégeno la
proteina nitrogenase (iron-iron) reductase and maturation protein AnfH tiene mayor abundancia en la
muestra de robledal de la zona alta (CNA) y en la de encinar (LIN) que en la zona baja del robledal (CNB);
y la proteina Nitrogenase (iron-iron) beta chain es mas abundante en la muestra de encinar (LIN) que en
las muestras de robledal (CNA y CNB). Estos datos nos estarian reflejando que los microorganismos
rizosféricos del encinar maduro (LJN) proporcionan un aporte de N extra mediante el proceso de fijacion
biolégica, aunque en una cantidad muy ajustada, ya que como hemos visto el potencial de
desnitrificacion y presencia de nitrito reductasa disimilatoria en LIN es menor que el de robledal maduro

en la zona alta.

En el grupo funcional de la asimilacion de amonio existe la proteina Glutamine synthetase type
Ill, GInN, tiene mayor abundancia en la muestra de robles en expansion (CNX) que la de la zona baja del
robledal (CNB). En el grupo funcional de la desnitrificacion la proteina Nitric oxide -responding
transcriptional regulator NnrR (Crp/Fnr family) es mas abundante en las muestras de robledales (CNA y
CNB) que en la muestra de robles en expansidén (CNX). Y la proteina NifB-domain, type 2 presenta mayor
abundancia en CNX que en CNA. Esto nos refleja que los microorganismos rizosféricos de los pies de
roble de la zona de expansién estan aportando N al ecosistema a través de la fijacidon bioldgica como
muestra la abundancia de secuencias de los genes nifB y ginN, y ademas se tiende a evitar la pérdida de
N como se observa en el menor nimero de secuencias de la ruta de desnitrificacién (NnrR y nitrito

reductasa disimilatoria).

Empleando la base de datos KO se observa que las porteinas nrfD: nitrate reductase y nitrate
reductase (NADH) son mas abundantes en el suelo quemado (LJQ), mientras que en el no guemado (LIN)
lo son la proteina carbonic anhydrase y las codificadas por los genes napG, nifK y NapC. También se
observa que las proteinas codificadas por los genes nosZ y napG son mas abundantes en la rizosfera de
encinas (LIN), mientras que la nitrite reductase, codificada por el gen nirB, abunda mas en la zona alta
del robledal (CNA). La proteina codificada por el gen napG también es mas abundante en la zona baja
del robledal con respecto al resto de muestras de robles (CNA y CNX), mientras que las codificadas por

los genes nifK y nirB son mas abundantes en la zona de expansidn (CNX) que en la zona baja (CNB).

Al realizar la adscripcion taxonédmica a nivel de phylum con las secuencias que han dado
homologia con alguna proteina del metabolismo del nitrégeno, dentro de la base de datos de KEEG

Ortthology, se hallan diferencias notables segin la metodologia empleada. En todas las muestras
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analizadas en el presente trabajo se observa que los phyla mdas abundantes son Proteobacteria,
Bacteroidetes y Acidobacteria para las secuencias obtenidas por 454, mientras que los phyla
Proteobacteria, Actinobacteria y Acidobacteria los son para los contigs obtenidos a partir de la

secuenciacion por lllumina.

A nivel de phylum, dentro del metabolismo del nitrégeno, los phyla Actinobacteria, Firmicutes y
Deinococcus-Thermus son mads abundantes en la muestra de encinas quemadas que en las no
quemadas, mientras que en la muestra de encinas no quemadas abundan mas las Proteobacterias y las
Acidobacterias. Al comparar entre diferentes especies arbdreas, se observa que el phylum
Proteobacteria es mas abundante en las muestras de robles (CNA y CNB) que en la de encinas (LIN),
mientras que los phyla Bacteroidetes, Acidobacteria y Actinobacteria presentan una mayor abundancia
en la muestra de encinar, aunque en el caso del phylum Actinobacteria no existe difrencias entre LIN y
CNB. Si se compara la muestra de la zona alta de robledal (CNA) con la de la expansidn de éste (CNX) se
obtiene que, dentro del metabolismo del nitrégeno, el phylum Proteobacteria tiene una mayor

abundancia en CNA mientras que el de Actinobacterias es mas abundante en CNX.

A nivel de género, en la zona quemada abundan Arthrobacter (Actinobacteria), Modestobacter
(Actinobacteria), Blastococcus (Actinobacteria), Bacillus (Firmicutes) y Spirisoma (Bacteroidetes). Estos
géneros pertenecen a grupos donde existe una gran resistencia a estreses y a factores ambientales
adversos, como son los Gram-positivos formadores de esporas. Esto junto a la capacidad de crecer en
medios oligotréficos hace que este tipo de organismos puedan superar el efecto de un incendio en
forma de espora y subsistir tras este a partir de los escasos nutrientes presentes en el medio, y con la
ventaja de la escasa competencia frente a otro tipo de bacterias. En la zona no quemada son mas
abundantes los géneros Bradyrhizobium (Proteobacteria), Pedobacter (Bacteroidetes), Mycobacterium
(Actinobacteria) y Granulicella (Acidobacteria). Estas bacterias son organismos heterétrofos
caracteristicos de suelos con gran cantidad de nutrientes, por lo que su presencia en la muestra de
suelos quemados es escasa. Ademas, los géneros Mycobacterium (Actinobacteria) y Granulicella
(Acidobacteria) también presentan mayor abundancia en encinas que en robles, dentro de las
secuencias del metabolismo del nitrégeno obtenidas, y Mycobacterium también presenta mayor
cantidad de secuencias en la muestra de robles aislados, sin formacion de bosque, por lo que se puede

decir que es caracteristico de encinares y de robles en expansion.

Dentro del phylum Proteobacteria existen géneros mas abundantes en suelos de bosques,
como son Bradyrhizobium y Rhodopseudomonas, cuya importancia en el desarrollo de las plantasy en la
degradacién de compuestos aromaticos ha sido comentada anteriormente; mientras que el género
Nitrospira es mds abundante en la zona donde no existen suelos de bosques y estan los robles migrando

hacia mayores altitudes. Este género es un tipico nitrificante que aporta N en forma de nitrato a las
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plantas a través del enriquecimiento del suelo en este compuesto, por lo que su presencia en esta zona

se puede deber a la falta de nutrientes y materia orgdnica en el suelo.

La mayor cantidad de secuencias del metabolismo del nitrégeno asociadas al phylum
Proteobacteria en el suelo de la zona alta del robledal puede ser un indicativo de un ecosistema
maduro, con un ciclo del nitrégeno centrado en la utilizacién y reciclaje de N de origen orgénico,
mientras que la mayor cantidad de secuencias del phylum Actinobacteria en el resto de muestras del
gradiente altitudinal puede indicar cierto grado de degradacién o de estreses ambientales o falta de

nutrientes lo que favorece el desarrollo de microorganismos oligotrofos.
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La leguminosa arbustiva Genista versicolor es nodulada por bacterias pertenecientes al
género Bradyrhizobium, siendo predominante la presencia de B. canariense biovar
genistearum. Ademas G. versicolor es una planta promiscua, ya que puede ser
nodulada por otras 2 especies de Bradyrhizobium, perteneciendo una de ellas a un

nuevo simbiovar que hemos denominado sierranevadense.

Como consecuencia de un incendio forestal se produce una disminucién de la riqueza y
diversidad de microorganismos diazotréficos asociados a la rizosfera de encinas. Tres
afios después del incendio el género bacteriano predominante es la bacteria
promotora del crecimiento vegetal Azospirillum, que es sustituido por Clostridium seis
afios después del mismo, en el caso de las encinas quemadas y rebrotadas; y por

Pelosinus cuando éstas proceden de nuevas germinaciones.

En la rizosfera de robles se observa una correlacion positiva entre la riqueza vy
diversidad de microorganismos diazotréficos y la relacion C/N, la concentracion de
Mg," y Ca,’, la salinidad y el pH del suelo. De acuerdo al anélisis de diversidad del gen
nifH el phylum Cyanobacteria es el mds abundante. En la zona de expansion del
robledal predomina Sinorhizobium y en las zonas menos alteradas abunda

Methylobacterium.

En la rizosfera de las formaciones boscosas de quercineas minimamente alteradas la
abundancia relativa del género Methylobacterium podria ser un indicador de la calidad

del suelo.

El estudio metagendmico de los microorganismos rizosféricos requiere de una
profundidad de secuenciacion extensa, siendo la pirosecuenciacion una técnica

limitada.
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6.

En la rizosfera de las formaciones boscosas de quercineas minimamente alteradas el
potencial genético del ciclo del nitrdgeno nos muestra un ecosistema desarrollado en
el caso del robledal, y en fase de alcanzarlo en el caso del encinar. El phylum
Proteobacteria es diferencialmente predominante en el robledal, y el de Acidobacteria

en la rizosfera del encinar.

Los microorganismos rizosféricos del robledal en la zona de expansidn presentan un
ciclo del nitrégeno con bajas pérdidas y altas entradas de este elemento, lo cual es
caracteristico de un ecosistema en desarrollo. Ademas, el phylum Proteobacteria, con

microorganismos tipicamente heterétrofos, presenta una menor abundancia.

Cuando se produce un incendio forestal la microbiota asociada a la raiz potencia la
obtencidn de nitrégeno desde fuentes inorganicas, mientras que en el ecosistema no
alterado lo obtiene de compuestos organicos. Los phyla bacterianos tipicos del
ecosistema no alterado, Proteobacteria y Acidobacteria, son reemplazados por el
phylum Actinobacteria, destacando la presencia de los géneros Arthrobacter,

Mycobacterium, Modestobacter y Blastococcus.
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