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RESUMEN BIOGRAFICO

Naci el 30 de abril de 1985, en un pais de Centroamérica, El Salvador, un pais
que a pesar de ser chiquitito, es muy rico en biodiversidad, y asi creci rodeada de
animales y plantas, en una familia que me ensefo6 el amor y el respeto hacia ésta.
Posteriormente ingresé a la universidad estatal, Universidad de El Salvador, donde
estudié la carrera de Biologia y me interesé por la micologia, en especial la
interaccion hongo-planta, por lo cual hice mi tesis de pregrado en una descripcion
de micorrizas arbusculares en un area natural protegida. Durante todo ese tiempo,
a pesar de las limitantes académicas, el paso por la universidad me inculco la
curiosidad y me permitié darme cuenta que era necesario seguir formandome para
poder responder a tanta necesidad en mi pais. Luego, gracias a la universidad de
El Salvador, y el Laboratorio de Conservacion Bioldgica, realicé una pasantia en la
Universidad de Chile, que abrié las puertas a la oportunidad de seguir mi
perfeccionamiento profesional, ahora en el Laboratorio de Ecologia Microbiana,

donde realicé mi tesis de Magister.
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RESUMEN

Las raices proteoideas son estructuras tipo “cepillc” o “racimo” que
constituyen una estrategia de algunas plantas para aumentar la incorporacion
de nutrientes de baja disponibilidad desde el suelo a través de la liberacién de
exudados que contienen &cidos organicos y protones. Se sabe que los distintos
exudados de las plantas, propios de cada especie, producen una seleccion que
modifica la composicidon y diversidad microbianas. En particular, las raices
proteoideas afectarian las poblaciones microbianas al proveer nutrientes y un
sustrato donde adherirse, proporcionando un microhabitat y por ende un
aislamiento espacial que limita la competencia y que alojaria diversas
poblaciones. En Chile se encuentran algunas especies de plantas que forman
raices proteoideas, entre ellas, Embothrium coccineum (Notro) es una especie
endémica de América del Sur presente en distintos ecosistemas boscosos.
Recientemente, se ha demostrado que la actividad microbiana evaluada en
distintos tipos de rafces protecideas aumenta en comparacién con la del suelo
alejado de las raices y podria modificar la diversidad de los ensambles
microbianos del suelo cercano a estas raices. En esia Tesis se propuso
comparar los ensambles bacterianos asociados a distintas zonas del sistema
radicular de E. coccineum: (i) suelo no-rizosférico, (i) suelo cercano a las raices
y (i} suelo intimamente asociado a raices protecideas de diferentes estadios de

desarrollo. Se postula que, si bien el suelo no-rizosférico albergaria una
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microbiota diferente a la de los suelos rizosféricos, las raices proteocideas
maduras tendrian un fuerte efecto de se!.eccién sobre la microbiota, el cual
estaria asociado a una reduccién del pH por la liberacidn de acidos organicos.
Para ello se determinaron los pardametros edaficos y la diversidad genética y
metabdlica de los ensambles bacterianos en los suelos asociados a las distintas
zonas del sistema radicular de E. coccineum. Los resultados muesiran que la
acidificacion fue mayor en el suelo cercano a las raices de E. coccineum en
comparacion con el suelo sin influencia de las raices, y aungue la disponibilidad
de fésforo fue ligeramente mayor en la rizésfera que en el suelo sin influencia
de rajces, no se observaron diferencias significativas. Adicionalmente, se
encontré un aumento de nitrato, potasio y aluminio cercanos a las raices de E.
coccineum. Por otro lado, tanto a nivel genético como a nivel metabdlico se
observé una separacion de los ensambles bacterianos de los suelos con y sin
influencia de las raices de E. coccineum, siendo més clara la separacién a nivel
metabdlico. Los factores edaficos que tuvieron mayor influencia fueron el pH vy
el nitrato. Al incluir en los andlisis multivariados los perfiles de los ensambles

bacterianos de los suelos asociados a los diferentes estadios de desarrollo de

las raices proteoideas, los ensambles que mas se diferenciaron del resto a nivel
genético fueron las asociadas a las raices proteocideas juveniles y a nivel
metabdlico el suelo sin influencia de las raices. A este ultimo nivel, el ensamble
del suelo cercano a las raices a su vez se separd con respecio a las asociadas
a los diferentes estadios de desarrollo de las raices protecideas, siendo entre

| estos Ultimos |as raices protecideas maduras y senescentes las que menos se
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parecieron entre si. Basado en los resultados, se concluye que E. coccineum.
disminuye el pH y aumenta el nitrato del suelo de su rizésfera, y que al inicio del
desarrollo de sus raices proteoideas, los ensambles bacterianos edaficos
asociados cambian su estructura; mientras que durante el estadio maduro de
desarrollo de sus raices proteoideas, los ensambles bacterianos edaficos

presentan una actividad metabdlica potencial més homogénea.
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ABSTRACT

Cluster roots are brush-like or bunch-like structures that constitute a strategy
of some plants to increase the incorporation of low available nutrients from the
soil through the release of exudates containing organic acids and protons. It is
known that the different exudates of plants, specific to each species, produce a
selection that modifies microbial composition and diversity. In particular, cluster
roots affect the microbial populations by providing nutrients and a substrate to
adhere to, providing a microhabitat and then a spatial isolation that limits
competition and accommodates diverse populations. In Chile there are some
plant species that form cluster roots. Among them, Embothrium coccineum
(Notro) is an endemic species of South America present in different forest
ecosystems. Recently, it has been demonsirated that the microbial activity
evaluated in different types of cluster roots increases compared to that in the soll
away from the roocts and could modify the diversity of the microbial assemblages
of the soil near these roots. In this Thesis, the bacterial assemblages associated
to different zones of the E. coccineum root system: (i} non-rhizospheric sail, (ii)
soil near roots and (iii} soil closely associated with cluster roots of different
developmental stages were compared. We postulated that, although the non-
rhizospheric soil would harbor a different microbiota from that of the rhizospheric
soils, the mature cluster roots would have a strong selection effect on the

microbiota, which would be associated with a reduction of pH by the release of

Xiv




organic acids. For that, the edaphic parameters and the genetic and metabolic
diversity of the bacterial assemblages in the soils associated with the different
zones of the E. coccineum root system were determined. The results show that
the acidification was higher in the soil near the roots of E. coccineum compared
to the soil without root influence, and although the availability of phosphorus was
slightly higher in the rhizosphere than in the soil without root influence, no
significant differences were observed. Additionally, we found an increase of
nitrate, potassium and aluminum near the roots of E. coccineum. On the other
hand, at both genetic and metabolic levels was observed, a separation of the
bacterial assemblages of the soils with and without influence of the roots of E.
coccineum, being clearer the separation at the metabolic level. The edaphic
factors that had greater influence were pH and nitrate. By including in the
multivariate analyzes the profiles of the bacterial assemblages of the soils
associated with the different developmental stages of the cluster roots, the
assemblages that were most differentiated from the rest at the genetic level
were those associated with the juvenile cluster roots and at the metabolic level
the soil without influence of the roots. At this last level, the assemblage of the
sail near the roots in turn was separated with respect to those associated to the
different developmental stages of the cluster roots, being between the latter the
mature and senescent cluster roots which were less similar to each other. Based
on our results, we conclude that E. coccineum lowers pH and increases soil
nitrate in its rhizosphere, and that at the beginning of the development of its

cluster roots, the associated edaphic bacterial assemblages change their
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structure; while during the mature stage of development of their cluster roots,
the edaphic bacterial assemblages have a more homogeneous potential

metabolic activity.
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1. INTRODUCCION

Las raices proteocideas (en inglés cluster roots) son una modificacion del
sistema radicular en algunas plantas utilizada como una estrategia para
aumentar la incorpor_acién de nufrientes desde el suelo, especialmente en
aquellos que presentan baja disponibilidad de fosforo (Lambers y col. 2006,
2010). Estas raices se caracterizan por un aumento de las raicillas y pelos
radiculares alrededor de la raiz central formando estructuras fipo “cepillo” o
‘racimo”, las cuales se han descrito en plantas de la familia Proteaceae vy
algunos miembros de las familias Befulaceae, Casuarinaceae, Cucurbifaceae,
Eleagnaceae, Leguminosae, Moraceae y Myricaceae (Skene 2000). Las raices
proteocideas corresponden a estructuras efimeras, con una vida media de enire
20 y 30 dias, donde ocurren tanto cambios anatémicos como metabdlicos en su
estructura, entre ellos una mayor tasa de exudacion detectada en raices
proteoideas de estado maduro (Shane & Lambers 2005; Deigado y cal. 2014).

En el suelo, el fosforo tiene en general baja movilidad debido a su sorcion a
la matriz. Por lo tanto, las plantas han desarrollado estrategias para obtener
este nutriente, por ejemplo, a través de la asociacion con hongos micorricicos
que ayudan en la captacion de nutrientes, entre ellos nitrégeno y fésforo (Smith
& Smith 2011). Sin embargo, la mayoria de las plantas con raices proteoideas
se caracterizan por la ausencia de micorrizas (Allsop & Stock 1993) y, hasta

donde se ha observado, dichas raices proteocideas se formarian sin la




intervencion de microorganismos. Se ha sugerido que las especies de plantas
con raices proteoideas podrian compensar la deficiencia de fésforo mediante la
formacion de este tipo de raices. Ademas, estas plantas pueden asociarse' con
otros microorganismos que podrian jugar un rol en la adquisicién de nitrégeno
(Stafford y col. 2005), es asi como varias especies que forman raices
protecideas son también capaces de formar nddulos radiculares por simbiosis
con rizobios o Frankia (Neumann & Martinoia 2002).

Las raices proteocideas exploran el suelo y se ubican en sectores donde
existe una concentracién alta de fosforo pero en un estado no biodisponible,
debido a que ellas pueden extraerlo a fraves de sus exudados {Lambers y col.
2008, 2011) gue contienen acidos organicos y protones que alteran la quimica
del suelo favoreciendo la solubilizacion de fosforo (Neumann y col. 2000,
Neumann & Martincia 2002; Lamont 2003).

Por otra parte, los distintos exudados de las plantas, propios de cada
especie, también producen una seleccion que modifica la composicion y
diversidad microbiana del suelo rizosférico (Marschner y col. 2001; Haichar y
col. 2008; Farias y col. 2008). Por lo tanto, las comunidades microbianas
presentes en el suelo alejado a las raices son significativamente diferentes de
las comunidades rizosfericas, conteniendo estas uUltimas mayor biomasa
microbiana y actividad metabdlica debido a que la rafz es un habitat mas rico en
nutrientes biodisponibles y con mayor humedad, lo que favorece el crecimiento
y colonizacidn de los microorganismos (Kent & Triplett 2002). En particular, las

raices protecideas afectan las poblaciones microbianas al proveer nuirientes y




un sustrato QOnde adherirse, proporcionando micro-habitats y un aislamiento
espacial que limitan la competencia y que alojaria diversas poblaciones
microbianas (Stafford y col. 2005). Asimismo, algunos estudios sugieren que las
rizobacterias podrian tener algun rol en la formacidén y funcion de las raices
protecideas (Lamont 2003; Lamont y col. 2014}, aunque este aspecto resulta
atn controversial.

En Chile se encuentran 6 especies de la familia Profeaceae que forman
raices proteoideas (Zufiiga-Feest y col. 2010, 2014; Delgado y col. 2014). Entre
ellas se distingue Embothrium coccineum JR Forst. & G Forst. (Notro), una
especie endemica de América del Sur que esta presente en distintos
ecosisiemas boscosos, desde bosques lluviosos hasta bosques subantarticos
(Donoso 2006). Notro muestra una alta tasa de colonizacién en suelos con baja
disponibilidad de fosforo como los depositos volcanicos (escoria y ceniza),
morrenas glaciares, y bordes de caminos (Souto y col. 2009; Lambers y col.
2012; Delgado y col. 2015a). E. coccineum esta descrita como una especie que
carece de micorrizas (Godoy y col. 1994) y nodulos diazotréficos (Lambers y
col. 2012), por lo tanto su estrategia para acceder al fosforo es mediante raices
protecideas y sus exudados (Lambers y col. 2008; Zufiga-Feest y col. 2010;
Lambers y col. 2012}, principalmente mediante la exudacion de citrato y malato
(Shane y col. 2003, Delgado y col. 2013; Delgado y col. 2014). Hasta ahora se
sabe que la inhibicibn de estas raices proteoideas ocurre a altas
concentraciones de fosforo (Delgado y col. 2013; Delgado y col. 2014), pero

también se ha sugerido que otros factores podrian influenciar su formacion,




como la participacion de microorganismos rizosféricos (Ramirez y col. 1990;
L amont y col. 2003; Lamont y col. 2014; Lamont & Pérez-Fernandez 2016) y «l
contenido de nitrégeno en los tejidos (Piper y col. 2013).

Los antecedentes sobre el efecto de las raices proteoideas y sus exudados
sobre la composicidn, riqueza y abundancia de la microbiota rizosférica son
escasos. Asi también, el rol a nivel ecosistémico en el aumento de la
disponibilidad de nutrientes como el fosforo ain no se ha dimensionado.
Recientemente, Delgado y col. (2015a) mostraron que las raices proteoideas
pueden aumentar las formas mas disponibles de fosforo para las plantas en
suelos volcanicos del sur de Chile. Sin embargo, no se han evaluado las
posibles modificaciones que podrian tambien estar ocurriendo en la microbiota
de la rizésfera. En este contexto, en un estudio con plantas de Lupinus albus L.
cv. Amiga (Fabaceae), se enconird que las raices protecideas maduras tiene un
fuerte impacto sobre la microbiota del suelo resultando en una disminucion de la
riqueza y abundancia de las comunidades asociadas a estas estructuras
radiculares, en comparacion con aquellas que colonizan raices proteoideas
juveniles o no-protecideas (Weisskopf y col. 2005). Esta dltima observacion
estaria asociada a la acidificacion del suelo debida a una mayor excrecion de
acidos organicos y protones que ocurre en los estados maduros de estos
sistemas radiculares (Neumann & Martinoia 2002). Por lo tanto, se podria
esperar una colonizacion microbiana diferencial de la raiz en respuesta a la
concentracion y tipo de exudados que presentan los distintos sectores de la raiz

y/o los distintos estados de desarrollo de las raices proteoideas. Sin embargo
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se debe considerar que Weisskopf y col. (2005) concluyeron que la proximidad
a la raiz tuvo un mayor efecto sobre la microbiota del suelo que el estadio de
desarrollo de las raices proteoideas.

En el presente trabajo se propone comparar las estructuras de los
ensambles bacterianos en muestras de suelo obtenidas a diferentes niveles de
proximidad al sistema radicular de E. coccineum: (i} suelo no-rizosférico, (ii)
suelo cercano a las raices y (iii) suelo intimamente asociado a raices
proteocideas de diferentes estadios de desarrollo (juveniles, maduras, semi-
senescentes, senescentes y raices no-proteoideas). Postulamos que, si bien el
suelo no-rizosférico albergaria una microbiota diferente a la de los suelos
rizosféricos, las raices proteoideas maduras tendrian un fuerte efecto de
seleccion sobre la microbiota, el cual estaria asociado a una reduccién del pH
por la liberacidn de acidos organicos.

Aunque los organismos que viven en un ambiente afectan el funcionamiento
de éste, no estd claro cuanto de este control estd determinado por las
identidades de las especies presentes, por el niimero de especies presentes, o
por el numero o tipo de roles funcionales que estas especies representan
(Givnish 1994, Tilman y col. 1997). Por lo tanto, no basta con conocer la
identidad o estructuracién de los miembros de una comunidad, sino que es
necesario conocer ademas la diversidad funcional (potencial metabdlico) para
comprender el papel de las comunidades microbianas en diferentes entornos
(Preston-Mafhan y col. 2002). Consecuentemente, en este trabajo proponemos

no sélo evaluar la estructura de los ensambles bacterianos a nivel genético sino




sino que también su potencial metabdlico, aspecto gue si bien se ha estudiado
en otros suelos influenciados por piantas (e.g. Hernesmaa y col. 2005; Orlando
y col. 2007; De Armas-Ricard y col. 2016), de acuerdo a nuestro conocimiento

no se ha abordado en ningun sistema radicular que incluya raices proteoideas.




Hipétesis

Debido a que el sistema radicular de Embothrium coccineum produce cambios
a nivel edafico, la microbjota del suelo no-rizosférico sera diferente af la del
suelo rizosférico. En particular, las raices proteoideas juveniles aumentaran
principalmente la diversidad genética de los ensambles bacterianos rizosféricos,
mientras que las raices proteoideas maduras produciran principalmente una

disminucion de la diversidad funcional.

Objetivo general

Evaluar los parametros edaficos y la diversidad genetica y metabdlica de los
ensambles bacterianos del suelo rizosférico de Embothrium coccineum,
diferenciando el suelo cercanc a las raices y el intimamente asociado a
diferentes estadios de desarrcllo de las raices proteocideas, y compararla con la

diversidad del suelo no-rizosférico.

Objetivos especificos

1) Analizar las caracteristicas fisicoquimicas del suelo rizosférico de E.
coccineum y del suelo no-rizosférico.

2) Caracterizar la estructura genética de los ensambles bacterianos del suelo
rizosférico de E. coccineum y del suelo no-rizosférica.

3) Caracterizar la estructura metabdlica de los ensambles bacterianos del suelo

rizosférico de E. coceineum y del suelo no-rizosférico.




2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Area de estudio y recoleccién de las muestras de suelo

El sitio de muestreo se encuentra en los alrededores de la localidad de
Valdivia (-39,8442° y -73,3034°), Region de los Rios, Chile. El terreno de 50 m x
100 m contiene una poblacion natural de E. coccineum coetaneos de ca. 7 m de

altura, en el cual se trazaron 9 parcelas de aproximadamente 5 m x 10 m

(Figura 1).

Figura 1. Sitio de muestreo en las cercanias de la localidad de Valdivia. Panel
superior: localizacion de cada una de las 9 parcelas. Panel inferior: tamario
referencial de los arboles muestreados.




En cada parcela, se recolectaron muesiras de suelo a diferentes niveles de
proximidad del sistema radicular de E. coccineum: (i) suelo sin influencia de
raices, (ii) suelo cercano a raices vy (jii) suelo adherido a raices.

El suelo sin influencia de raices (BS, por las siglas en inglés de Bulk Soil) y
el suelo cercano a raices (RS, por las siglas en inglés de Roof Soif) se
recolectaron a una profundidad de hasta 30 cm. Por ofra parte, el suelo
adherido a raices se recolectd mediante la remocion de éste con un cepilio y
una espatula. Este suelo se clasificd de acuerdo al estadio de desarrollo de las
raices proteoideas en: raices protecideas juveniles (JCR, por las siglas en
inglés de Juvenile Cluster Roots), raices protecideas maduras (MCR, por las
siglas en inglés de Mature Cluster Roots), raices protecideas semi-senescentes
(sSCR, por las siglas en inglés de semi-Senescent Clusfer Roots), raices
proteoideas senescentes (SCR, por las siglas en inglés de Senescent Cluster
Roots) y raices no proteoideas (NCR, por las siglas en inglés de Non-Cluster
Roots) (Figura 2). En 3 de las 9 parcelas no se detecto |la presencia de JCR, por
lo que se recolectaron en total 60 muestras de suelo. Las muesiras se

almacenaron a 4°C hasta su analisis.
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Figura 2. Secciones radiculares representando los diferentes estadios de
maduracion de las raices proteoideas. A. Raices no proteoideas (NCR). B.
Raices proteoideas juveniles (JCR). C. Raices proteoideas maduras (MCR). D.
Raices proteoideas semi-senescentes (sSCR). E. Raices proteoideas
senescentes (SCR). Las lineas largas de la escala estan separadas 1 cm.

2.2. Parametros edaficos

A partir de las muestras del suelo sin influencia de raices (BS) y el suelo
cercano a raices (RS), se determinaron los siguientes parametros edaficos:
contenido hidrico (CH); materia organica (MO); pH de extracto de suelo en agua
(pH-H20); nitrégeno del amonio (N-NH4*); nitrdgeno del nitrato (N-NO3’); fosforo
Olsen (P-Olsen); capacidad de intercambio de cationes efectiva (CICE),
cationes: calcio (Ca), magnesio (Mg), potasio (K), sodio (Na), aluminio (Al).

El CH se determiné por gravimetria. Para ello se determind el peso humedo
(PH) de aproximadamente 1 g de suelo; posteriormente se secd en una estufa a
100°C durante 24 h y se determind el peso seco (PS); finalmente el contenido
hidrico se calculd segun la formula: CH = ((PH-PS)/PS) x 100 (Steubing y col

2002).
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l.a MO se determing¢ a partir del suelo seco obtenido anteriormente, el cual
se calcind en una mufla a 400°C durante 16 h, obteniéndose el peso calcinado
(PC). El porcentaje de materia organica se calculd segun la formula: MO = ({(PS-
PC)PC) x 100 x 0,8 (Sadzawka y col. 2008).

Para la determinacion de pH, N-NH4"y N-NOs (Yang 1998) se resuspendid
1 g de suelo en 10 ml de agua desionizada, se agitd por 1 h a 150 rpm, y se
filtré utilizando papel secante. El pH-H20 de la suspension de suelo se midid
mediante un pHmetro previamente calibrado. El N-NH4* se determind utilizando
un electrado ion selectivo y se asociaron los valores a una curva de calibracién
previamente analizada con el mismo electrado. El N-NOs se determiné
mezclando 1 ml de la suspension inicial con 0,5 ml de solucion TRI (1%
salicilato de sodio, 0,2% NaCl y 0,1% sulfamato de amonio en solucion de 0,01
M NaOH). Posteriormente la solucidn se evapord en estufa a 100°C durante 2 h
y se dejo enfriar. Los residuos se resuspendieron con 1 ml de acido sulfdrico
concentrado, luego de 5 min se agregaron 5 ml de agua desionizada y se dejé
secar hasta gue la solucidn se enfrié. Finalmente, se adicionaron 5 ml de 40%
NaOH vy se realizd la lectura en espectrofotometro a 410 nm. Como blanco
experimental se utilizdé agua desionizada.

El P-Olsen se midié desde un extracto de 1 g de suelo con 30 ml de
NaHCOs 0,5 M a pH 8,5 agitado durante 30 min a 180 rpm (QOlsen & Sommers
1982). La mezcla se filir6 y 5 ml del eluido se mezclaron con un reactivo
conteniendo acido sulftrico 0,5 M, molibdato de amonio tetrahidratado 4 m,

tartrato de antimonio y potasio 0,5 mM y &cido ascérbico 30 mM en agua
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desionizada. El color azul del complejo se determiné espectrofotométricamente
a 880 nm de acuerdo al método azul de molibdeno descrito por Drummond &
Maher (1995).

Finalmente, los cationes Ca, Mg, K y Na se exirgjeron con acetato de
amonio 1 M a pH 7,0 y el cation Al con cloruro de potasio 1 M, los cuales se
midieron por espectrofotometria de absorcidén y emisién atémica con lantano. La
CICE se calculd sumando la concentracion de los cationes determinados
anteriormente (Sadzawka y col. 2006).

Las mediciones de P-Olsen, CICE y cationes se determinaron mediante el
servicio del l.aboratorio de Suelos de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Austral de Chile.

Las diferencias estadisticas de las variables edaficas en ambos tipos de
suelo se determinaron utilizando la prueba t de Student en el programa

GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad Software, Inc).

2.3. Estructura genética de los ensambles bacterianos

La estructura genética de los ensambles bacterianos se determiné a partir
del polimorfismo en el largo de los fragmentos terminales de restriccién (TRFLP,
por las siglas en inglés de Terminal Restriction Fragment Length
Polymorphism). El método se basa en la amplificacion por PCR de una mezcla
de variantes de un determinado marcador molecular utilizando al menos uno de

los partidores marcados con fluordforo, la digestién con una o méas enzimas de
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restriccién y la posterior deteccion del tamafio de cada uno de los fragmentos

terminales resultantes usando un secuenciador.

2.3.1. Extraccién de DNA y amplificacién por PCR

A partir de los tres tipos de muestras de suelo se exirajo el DNA usando el
kit “PowerSoil DNA lsolation” (MoBio Laboratories, Inc). El DNA se eluyd en 50
uL de buffer TE (10 mM Tris-HCI [pH 8.0], 1 mM EDTA) y se almacent a -20°C
hasta su andlisis. La integridad y calidad del DNA se determinaron por
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% (p/v) en buffer TAE 1X (40 mM Tris-
acetato, 1 mM EDTA [pH 8.0]) tefiidos con GelRed™ (Biotium, Inc.).

A partir del DNA gendmico extraido, se amplificé como marcador molecular
el gen del rRNA 16S por PCR utilizando los partidores fD1-rP2 (Weisburg y col.
1991), marcando el primera de ellos en su extremo 5’ con el fluoréforo 6-FAM
(8-carboxifluoresceina). El programa de amplificacién consistié en 3 min a 94°C,
30 ciclos de 1 min a 94°C, 30 s a 57°C y 2 min a 72°C, y finalmente 7 min a
72°C. Las amplificaciones se realizaron utilizando “GoTaq® Green Master Mix”
(GoTaq® DNA polimerasa en buifer de reaccion Green GoTag® [pH 8,5], 200 uM
de cada dANTP y MgCl2 1,5 mM) (Promega), 400 nM de cada partidor y 10-20 ng de
DNA genémico como molde, y se llevaron a cabo en un termociclador Maxygene |l
(Axygen). El tamario y calidad de los productos amplificados se corroboro
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,2% en buffer TAE 1X tefiido
con GelRed™ (Biotium, Inc.) y usando el estadndar de tamario molecuiar 100 bp

(Fermentas). Posteriormente los productos de PCR se purificaron usando el
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Wizard SV PCR Clean-Up System (Promega) y su concentracion se cuantifico

a 260 nm utilizando el equipo “Epoch Microplate Spectrophotometer” (BioTek).

2.3.2. Obtencién de los fragmentos terminales de restriccién (TRFs)

Entre 80 y 100 ng de los producios de PCR se hidrolizaron con 30 U de dos
enzimas de restriccién BsuRl y Hhal (Fermentas) a 37°C por 16 h en reacciones
independientes. Tras ello se inactivaron las enzimas incubando a 65°C por 20
min. Posteriormente se llevd a cabo una precipitacion alcohdlica del DNA
agregando 0,1 volumenes de acetato de sodio (3 M) y 2,5 volimenes de etanol
absoluto, y se incubd a -20°C por 12 h. Luego, se centrifugd a 4°C durante 30
min a 13000 rpm y el pellet se lavd con etanol 70% centrifugando a 4°C por 10
min a 13000 rpm. Finalmente, se secd el pellet a temperatura ambiente y se
resuspendié el DNA en 20 pl de solucién TE (10 mM Tris y 1 mM EDTA [pH
8,0]). Los fragmentos digeridos se separaron por electroforesis capilar en un
analizador genetico ABl PRISM 310 (Applied Biosystems; Macrogen Inc.). El
tamafno de los fragmentos y las unidades de fluorescencia se determinaron

usando el programa GeneMapper 3.7 (Applied Biosystems; Macrogen Inc.).

2.3.3. Analisis de los perfiles de TRFLP

Para cada muestra se generd un electroferograma a partir del cual se
analizaron el numero (riqueza) y la altura de los picos (abundancia). Los
patrones de las diferentes muestras se normalizaron a unidades deé

fluorescencia total idénticas, mediante un procedimiento de normalizacién
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iterativo (Dunbar y col. 2001) y se calcui6 la abundancia relativa de los TRF en
cada muestra. Para ello se sumaron las alturas de todos los picos en cada peril
y el valor de unidades de fluorescencia obtenido representt la abundancia total
en las diferentes muestras; con este valor se determiné la abundancia relativa
(%) de cada TRF respecto al total. Aquellos picos con abundancia relativa
menor a 2% se consideraron por debajo de la Iinela basal y no se tuvieron en
cuenta en el analisis.

La estimacion de ia diversidad genética de los ensambles bacterianos se
realizd mediante el indice de diversidad de Shannon, segun la formula H' = -Zp;
Inpi (Shannon & Weaver 1963), donde pi es la proporcion de cada fragmento
terminal dentro del total de TRF.S de cada perfil. Asi tambien, se determiné el
indice de equidad usando la formula J = H'/H'max, donde H'max = InS (Begon y
col. 1990), considerando a S como el nimero de TRFs dentro de cada muesira,
i.e. la riqueza. La significancia estadistica de las diferencias entre los indices de
diversidad se determino mediante ANOVA de una via con post-test de Tukey
{p=0,05).

El grado de relacion de los ensambles bacterianos analizados mediante
TRFLP se determind mediante un analisis muitivariado de escalamiento
multidimensional no métrico utilizando la distancia euclideana. Asimismo, se
realizé un andlisis de similitud (ANOSIM) para determinar el coeficiente R, que
cuanto mas grande y positivo (hasta 1) indica mayor disimilitud entre los grupos

comparados. Finalmente, se calcularon los porcentajes de disimilitud entre los
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grupos (SIMPER). Todos estos analisis se llevaron a cabo en la herramienta

PAST v2.17c (Hammer y col. 2001).

2.4, Estructura metabdlica de los ensambles bacterianos

La estructura metabdlica de los ensambles bacterianos se determiné a
partir de los perfiles fisiologicos a nivel comunitario (CLPP, por las siglas en
inglés de Community Level Physiological Profiles) mediante placas EcoPlate™
(BIOLOG®) que contienen 31 fuentes de carbono, mas un blanco sin fuente de
carbono, en ftriplicado (Figura 3). Dado que el consumo de las fuentes de
carbono en la placa resulta en el uso de enzimas de la respiracion, al consumir
las bacterias dichas fuentes de carbono, reducen las sales de Tetrazolium
(incoloro) al colorante Formazan (purpura) y permiten detectar la utilizacion de

cada una de ellas (Garland & Mills 1991).

2.4.1. Medicién de la utilizacion de diferentes fuentes de carbono

Los inoculos para las placas se prepararon a partir de 1 g de cada muestra
de suelo resuspendida en solucion estéril de PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 8
mM NazHPOs, 2 mM KH2PO4). La mezcla se agitd durante 1 h a 150 rpm,
posteriormente se filiré la suspension y se inocularon 100 UL de los filirados en
cada pocillo. Las placas inoculadas se incubaron en una camara himeda a
25°C por una semana y cada 24 h se regisiré el desarrollo de color en los
pocillos individuales midiendo la absorbancia a 590 nm con un lector de placas

automatizado Epoch (Biotek).

16




A3 AX |u M A A2 AY A Al A2 iu M
Water pitetlD.  |DGalactonke [LArgivios  fWater Fitett . [DGalactonic [Loduginine  {Water Byl 0. [D-Galactonic (Lorginine
Ghcoslde  |Acid Glocoslde  [Acid Anid
rixine yhictone rLactons
81 B2 33 B1 ] B2 3] B1 2 ] i6e
Pyruvic Ackd § DXylose O- L-Asparaging [Pymnde Acld | D-Xylore D L-Asparagios [Pynndc Asid | D-Xyiors 0 LoAtparaging
Methyl Ester Galacturonie Methyl Ester Galactursale ety Ester [ Galactarnnle:
€1 Z3 [=] [ [ [ 3 T4 ) oz =) [
Tten &3 VEnythritad | Z-Hydroxy . Tween 42 HErytheitol  [7Mydroxy L. Twern 42 HErythritet  jiHydrory L
Berzole Ack {Phemfataning Benzele Acld |Phemylaliniag Berzeic Acid |Phemylalinine
o1 02 [i5) ] [ DI [ =) D1 02 03 o4
Twrgan £ D-Mannitel  |4dtydraxy  iL-Serine Torwen 82 Odlannitel | é-Hydrony L-Setine Tween8)  [Duonitol  idydroxy  {L-Swine
IWM Benzole Acid ol Acld
[Ex 3] E3 Ea & 1153 [3] X e £2 E3 3]
= :;lblw td LeThreorine fo LT e o P L-Theeoning {o. {HAsets D ,;;M L-Threoaine
(N " - o i _ % - '
Cycledantiin brte Y Fte yelodextrin e
1 [ ] M i 2 3 Tz & {Fz ¥ 7
Glycogen D- ftacocic Akt 16:,:31{ Glycogen O taconic Acid Glyytl- Glycogen D Raconk Ackf (Ghreyble
Gk Clutamic Ackd Glucosaminic Ghutamie Ackd Gh bk Ghetamie Ackd
Acid L] L Acid
[3] ] G G G1 1+ [3] GL GY G2 G I3
DLaticbizse [Glocose-ls  [odetobutyric [Phamvethyl- 1D-Coliobiose |Glucosels  |oXetobwtyric [Phenpathyl. | D-Calloblose [Ghutoted-  iodetodutyric
Phosphaty  (Aeid  aening Phosphats  |Acid aring Fhesphate amine
I 7] H3 e Ht HI W1 [ 1 {H] H3 4
mDiactas DL Daic A (Putrescine  [2-Dlactore (DL Dailalic Acld |Ptrescion Fa-Ddactose {DLeo DAake Acld [Putrescine
Clycarel Glyceral Glycrct
{Phosphate Phoaphate Prosphate

Figura 3. Distribucion de las 31 fuentes de carbono dispuestas en triplicado en
las placas Ecoplate™ (BIOLOG®).

2.4.2. Anélisis de los perfiles de CLPP

Para cada muestra se obtuvo una matriz a partir de la cual se analizaron el
ndmero de fuentes de carbono utilizadas (riqueza) y la intensidad de dicha
utitizacion (abundancia). Para el analisis de los datos, se restaron a las leciuras
de absorbancia obtenidas en los diferentes tiempos de incubacion de la placa,
la lectura al tiempo cero correspondiente (Insam & Goberna 2004) y la del
pocillo blanco (sin fuente de carbono). El desarrolio promedio de color en el
tiempo, como respuesta microbiana en las placas {Garland 1997), se ajustd a la

ecuacién de Gompertz modificada (Zwietering y col. 1990) con el programa
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OriginPro8, y posteriormente se calcularon los pardmetros cinéticos de los
perfiles metabdlicos (A: tiempo de latencia, pm: tasa maxima de desarrolio de
color, y A: absorbancia maxima). Mediante estos célculos se determind el
tiempo de incubacion de las placas en que los ensambles se encuentran en
fase exponencial, datos que se utilizaron para llevar a cabo el analisis
comparativo de los perfiles metabolicos a nivel comunitario de las diferentes
muestiras.

A partir de cada perfil de consumo, y de manera similar a lo realizado con los
perfiles de TRFLP, se calcularon los indices de diversidad (H', J, S) para cada
muestra y se compararon los ensambles mediante analisis muitivariados NMDS

y andlisis de similitud ANOSIM y SIMPER en el programa PAST v2.17c.
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3. RESULTADOS

3.1. Analisis de parametros edaficos

Los parametros edaficos se midieron en el suelo sin influencia de raices
(BS) y el suelo cercano a raices (RS) de E. coccineum. Se observé que en este
ultimo casi todos los parametros medidosfueron mas altos, aunque no
significativamente, que en el suelo sin influencia de raices, detectandose
diferencias significativas en el N-NOs", el K y el Al. Sin embargo, el pH fue

significativamente mas acido (Figura 4).
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Figura 4. (leyenda en péagina siguiente).
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Figura 4. (figura en pégina anterior) Parametros edaficos medidos en las
muestras de suelo sin influencia de raices (BS) y suelo cercano a raices (RS).
CH: contenido hidrico. MO: materia organica. pH-H20: pH de extracto de suelo
en agua. N-NH4": nitrégeno del amonio. N-NOs~ nitrégeno del nitrato. P-Olsen:
fosforo Olsen. CICE: capacidad de intercambio de cationes efectiva. Cationes:
calcio (Ca), magnesio (Mg), potasio (K), sodio (Na), aluminio (Al). Los valores
representan el promedio (n=9) y las barras de error la desviacién estandar.
Diferencias de acuerdo a la prueba t de Student (ns: no significativas; * p<0,05;
**. p=0,01; ** p=0,001).

3.2. Caracterizacion de la estructura genética de los ensambles
bacterianos

La diversidad genética se determind mediante TRFLP del gen que codifica
para el rRNA 16S amplificado con partidores para bacterias en general vy
utilizando independientemente 2 enzimas de restriccion distintas.

Los patrones de TRFLP obtenidos con cada enzima de restriccion se
muestran segun la abundancia relativa de cada TRF en la Figura 5. En total se
obtuvieron 59 TRFs con las dos enzimas utilizadas (34 con Hhal y 25 con
BsuRlI). Los TRFs méas abundantes en la mayoria de las muestras de suelos,
independientemente de la influencia o no de raices, fueron 38H, 43H, 55H, 378,
43B y 146B. El suelo sin influencia de raijces (BS) v el suelo cercano a raices
(RS) compartieron varios TRFs representando sobre el 10% de la fluorescencia
total, pero los TRFs 290H y 88B fueron muchos mas abundantes en el primero
y el TRF 15B en el segundo. El suelo adherido a las raices proteoideas
juveniles (JCR) mostré mayor cantidad de TRFs representando mas del 10% de

la fluorescencia total (89H, 208H, 557H, 446B), diferenciandose de los otros

estadios de desarrollo de las raices proteoideas que mostraron perfiles mas
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similares entre si. Llama la atencion el TRF 484B, el cual esta presente en el
suelo adherido a todos los estadios de desarrollo de las raices proteoideas
representando sobre un 20% de la fluorescencia total pero disminuyendo a

cerca de un 7% en el suelo adherido a las raices proteoideas senescentes

(Figura 5).
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Figura 5. Frecuencia relativa de los fragmentos de restriccion del gen del rRNA
16S de los ensambles bacterianos de las muestras de suelo sin influencia de
raices (BS), suelo cercano a raices (RS) y suelo adherido a raices proteoideas
de diferentes estadios de desarrollo (NCR: raices no proteoideas, JCR: raices
proteoideas juveniles, MCR: raices proteocideas maduras, sSCR: raices
proteoideas semi-senescentes, SCR: raices proteoideas senescentes). En la
leyenda se indican los diferentes TRFs designados por el largo en pares de
bases y una letra indicando la enzima de restriccion con la que se obtuvieron.
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diferencia significativa (R=0,0729; p=0,1861).
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Figura 6. (Leyenda en pégina siguiente)

En la Figura 6 se muestra el resultado del andlisis de escalamiento
multidimensional no métrico (NMDS), basado en la distancia euclideana, de las
muestras de suelo sin influencia de raices (BS) y suelo cercano a raices (RS).
Se puede observar que hay una tendencia a la separacion a lo largo de la
coordenada 2, siendo los parametros edaficos que mayormente la explican el
nitrdgeno del nitrato (N-NO3) y el pH de extracto de suelo en agua (pH-H20)
(Tabla 1). Al comparar los perfiles genéticos de ambos tipos de muestras
mediante un analisis de SIMPER, se obtuvo una disimilitud de 38,5%; sin

embargo el analisis de ANOSIM indicé que estos grupos no presentan una
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Figura 6. (Figura en pagina anterior) Anélisis de escalamiento muitidimensional
no métrico (NMDS), basado en la distancia euclideana, de los perfiles genéticos
(TRFLP) de las muesiras de suelo sin influencia de raices (BS) y suelo cercano
a raices (RS). CH: contenido hidrico. MO: materia organica. pH-H2O: pH de
extracto de suelo en agua. N-NH4: nitrdgeno det amonio. N-NO3: nitrégeno del
nitrato. P-Olsen: fésforo Olsen. CICE: capacidad de intercambio de cationes
efectiva. Cationes: calcio (Ca), magnesio (Mg), potasio (K), sodio (Na), aluminio
(Al).

Tabla 1. Valores de carga de las variables explicativas para las dos primeras
coordenadas del analisis de escalamiento multidimensional no métrico basado
en la estructura genética (TRFLP).

Coordenada 1 Coordenada 2

CH -0,4112 0,48601

MO -0,1388 0,3768
pH-H20 -0,0477 -0,6137
N-NH4 0,0417 -0,1579
N-NQO3 0,1683 0,7974
P-Olsen -0,1119 0,0832
CICE 0,1154 0,2859
Ca 0,1973 -0,0061
Mg 0,2248 0,1665
K 0,3966 0,3491

Na -0,0087 0,2139
Al -0,0511 0,4788

CH: contenido hidrico. MO: materia organica. pH-H20: pH de extracto de suelo en agua. N-
NH4: nitrogeno del amonio. N-NO3: nitrogeno del nitrato, P-Olsen: fosforo Olsen. CICE:
capacidad de intercambio de cationes efectiva. Cationes: calcio (Ca), magnesio (Mg), potasio
(K), sodio (Na), aluminio (Al). En negrita se destacan los valores de carga mas altos.

En la Figura 7 se muestra el resuliado del andlisis de escalamiento
multidimensional no métrico (NMDS), basado en los perfiles genéticos y
utilizando la distancia euclideana, de las muestras de suelo sin influencia de
raices (BS), suelo cercano a raices (RS) y suelo adherido a los diferentes
estadios de desarrolio de las raices proteoideas. A simple vista, las muestras

que mas se diferencian del resto corresponden al suelo adherido a raices
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proteoideas juveniles (JCR), mientras que las muestras de suelo adherido a
raices no proteoideas (NCR) se diferencian de las de suelo adherido a raices

proteoideas semi-senescentes (SSCR).
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Figura 7. Andlisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS),
basado en la distancia euclideana, de los perfiles genéticos (TRFLP) de las
muestras de suelo sin influencia de raices (BS), suelo cercano a raices (RS) y
suelo adherido a raices proteoideas de diferentes estadios de desarrollo (NCR:
raices no proteoideas, JCR: raices proteocideas juveniles, MCR: raices
proteoideas maduras, sSCR: raices proteoideas semi-senescentes, SCR: raices
proteoideas senescentes).

Estas observaciones se confirman al evaluar los resultados de los analisis
de similitud ya que, aunque muchas de los perfiles comparados son
significativamente diferentes, los valores mas altos del coeficiente de

determinacién (R) calculado mediante ANOSIM corresponden a las
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comparaciones de los ensambles asociados al suelo de las raices proteoideas
juveniles con el resto (Tabla 2). Asimismo, aunque casi todas las
comparaciones entre los perfiles arrojan porcentajes de disimilitud altos, los
mayores porcentajes se observaron en su mayoria al comparar las muestras de
suelo adherido a raices proteoideas juveniles (JCR) con el resto de las
muestras (Tabla 3).

Tabla 2. Coeficientes de determinacion y la significancia de las comparaciones
de acuerdo a ANOSIM, de los perfiles genéticos (TRFLP).

BS RS NCR JCR MCR sSCR SCR
0,0162 0,2361
RS - 0,2352

e
0,0569
10,2365

0026 0,8396 i
0,0908 0,0804 0,1662
BS: suelo sin influencia de raices, RS: suelo cercano a raices, NCR: suelo adherido a raices no
proteoideas, JCR: suelo adherido a raices proteoideas juveniles, MCR: suelo adherido a raices
proteoideas maduras, sSCR: suelo adherido a raices proteoideas semi-senescentes, SCR:
suelo adherido a raices proteoideas senescentes.

Coeficientes de determinacién arriba en tonos de rojo; significancia de las comparaciones abajo
en tonos de verde.

Tabla 3. Porcentajes de disimilitud de acuerdo a SIMPER de los perfiles
genéticos (TRFLP).

BS RS NCR JCR MCR sSCR  SCR
né 550 523 EE
RS 52,
NCR
JCR 63,1 -
MCR 45,9 53,6
sSCR| 52,3

SCR
BS: suelo sin influencia de raices, RS: suelo cercano a raices, NCR: suelo adherido a raices no
proteoideas, JCR: suelo adherido a raices proteoideas juveniles, MCR: suelo adherido a raices
proteoideas maduras, sSCR: suelo adherido a raices proteoideas semi-senescentes, SCR:
suelo adherido a raices proteoideas senescentes.
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Al estimar la diversidad (H’), riqueza (S) y equidad (J) de los ensambles
bacterianos en los diferentes tipos de muestras de suelo (Figura 8), no se

observaron diferencias significativas.
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Figura 8. indices de diversidad de las muestras de suelo sin influencia de
raices (BS), suelo cercano a raices (RS) y suelo adherido a raices proteoideas
de diferentes estadios de desarrollo (NCR: raices no proteoideas, JCR: raices
proteoideas juveniles, MCR: raices proteoideas maduras, sSCR: raices
protecideas semi-senescentes, SCR: raices proteoideas senescentes). Panel
superior: diversidad de Shannon (H’), panel medio: riqueza (S), panel inferior:
equidad (J). Los valores representan el promedio (n=9) y las barras de error la
desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo a ANOVA de una via y post-test de Tukey.
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3.3. Caracterizacion de la estructura metabdlica de los ensambles
bacterianos

La diversidad metabdlica potencial de los ensambles bacterianos presentes
en los suelos colectados se evalué por medio de placas EcoPlate™ (BIOLOG®)
midiendo la capacidad de utilizacién de diversas fuentes de carbono.

Primeramente se realizaron curvas cinéticas para determinar en qué tiempo
de lectura los ensambles se encontraban en fase exponencial del consumo de
las fuentes de carbono, lo que permite realizar una adecuada comparacion
entre las diferentes muestras. En cada curva se determinaron los parametros A
(tiempo de latencia), um (tasa maxima de desarrollo de color) y A (absorbancia

maxima) (Figura 9).
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Figura 9. Curvas de la cinética del consumo promedio de fuentes de carbono
en las ecoplacas. Se muestran en el panel de la derecha los parametros
cinéticos A: tiempo de latencia, um: tasa maxima de desarrollo de color, y A:
absorbancia maxima. BS9: muestra 9 de suelo sin influencia de raices. RS9:
muestra 9 de suelo cercano a raices.
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Al comparar los paréametros cinéticos A, um y A entre todos los tipos de

muestras (Figura 10), se observa que el tiempo de

(A) fue

significativamente menor en el suelo adherido a raices proteoideas semi-

senescentes (sSCR) que en el suelo adherido a raices proteoideas senescentes

(SCR), no encontrandose diferencias significativas en las comparaciones entre

el resto de los suelos para este parametro. Por otro lado, la tasa maxima de

desarrollo de color (um) y la absorbancia maxima (A) presentaron valores

mayores en los suelos rizosféricos respecto al suelo sin influencia de raices.
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Figura 10. (leyenda en pégina siguiente)

28




Figura 10. (figura en pagina anterior) Parametros cinéticos de las curvas de
utilizacion de fuentes de carbono en las ecoplacas de las muestras de suelo sin
influencia de raices (BS), suslo cercano a raices (RS) y suelo adherido a raices
protecideas de diferentes estadios de desarrollo (NCR: raices no proteoideas,
JCR: raices protecideas juveniles, MCR: raices proteoideas maduras, sSCR:
raices proteoideas semi-senescentes, SCR: raices proteoideas senescentes).
Los valores representan el promedio (n=9) y las barras de error la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas de
acuerdo a ANOVA de una via y post-test de Tukey.

Posteriormente, usando el tiempo de lectura de las placas en que todos los
ensambles se encuentran en la fase exponencial de consumo de las fuentes de
carbono (72 h), se realizé un andlisis de escalamiento multidimensional no
métrico (NMDS) basado en la distancia euclideana, en el cual se observa una
clara separacidn entre las muestras de suelo sin influencia de raices (BS) y las

de suelo cercano a raices (RS) a lo largo de la coordenada 1 (Figura 11).

Figura 11. (figura en péagina siguiente) Andlisis de escalamiento
multidimensional no métrico (NMDS), basado en |a distancia euclideana, de los
perfiles metabdlicos (CLPP) de las muestras de suelo sin influencia de raices
(BS) y suelo cercano a raices (RS). CH: contenido hidrico. MO: materia
organica. pH-H20: pH de extracto de suelo en agua. N-NH4: nitrégeno del
amonio. N-NO3: nitrégeno del nitrato. P-Olsen: fosforo Olsen. CICE: capacidad
de intercambio de cationes efectiva. Cationes: calcio (Ca), magnesio (Mg),
potasio (K), sodio (Na), aluminio (Al).
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Figura 11. (leyenda en péagina anterior)
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Los parametros que principalmente explican esta separacion son

nuevamente el pH de extracto de suelo en agua (pH-H20) y el nitrégeno del

nitrato (N-NO3) (Tabla 4). Al comparar los perfiles metabolicos de ambos tipos

de muestras mediante un analisis de SIMPER se obtuvo una disimilitud de

23.2% y el analisis de ANOSIM indicé que estos grupos presentan una

diferencia significativa (R=0,5017, p=0,0014).
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Tabla 4. Valores de carga de las variables explicativas para las dos primeras
coordenadas del andlisis de escalamiento multidimensional no métrico basado
en la estructura metabdlica (CLPP).

Coordenada1 Coordenada 2

CH 0,2125 0,1050
MO 0,2909 0,1877
pH-H20 -0,8486 0,1620
N-NH4 0,1511 0,3153
N-NO3 0,6779 -0,0943
P-Olsen 0,48611 0,3720
CICE 0,4800 0,0709
Ca 0,2902 -0,0004
Mg 0,3677 0,0856
K 0,4436 0,0809
Na -0,1105 0,2911

Al 0,5838 0,0891

CH: contenido hidrico. MO: materia organica. pH-H20: pH de exiracto de suelo en agua. N-
NH4: nitrdgeno del amonio. N-NO3: nitrégeno del nitrato. P-Olsen: fésforo Olsen. CICE:
capacidad de intercambio de cationes efectiva. Cationes: calcio (Ca), magnesio (Mg), potasio
(K), sodio (Na), aluminio (Al). En negrita se destacan los valores de carga mas altos.

En la Figura 12 se muestra el resultado del analisis de escalamiento
multidimensional no métrico (NMDS), basado en los perfiles metabolicos y
utilizando la distancia euclideana, de las muestras de suelo sin influencia de
raices (BS), suelo cercano a raices (RS) y suelo adherido a los diferentes
estadios de desarrollo de las raices proteocideas. A simple vista, las muestras
gue mas se diferencian del resto corresponden al suelo sin influencia de raices
(BS), mieniras que las muesiras de suelo cercano a raices (RS) tienden a

diferenciarse de las de suelo adherido a raices proteoideas de diferentes

estados de desarrollo.
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Figura 12. Analisis de escalamiento multidimensional no meétrico (NMDS),
basado en la distancia euclideana, de los perfiles metabdlicos (CLPP) de las
muestras de suelo sin influencia de raices (BS), suelo cercano a raices (RS) y
suelo adherido a raices proteoideas de diferentes estadios de desarrollo (NCR:
raices no proteoideas, JCR: raices proteoideas juveniles, MCR: raices
proteoideas maduras, sSCR: raices proteoideas semi-senescentes, SCR: raices
proteoideas senescentes).

Estas observaciones se confirman al evaluar los resultados de los analisis
de similitud ya que, aunque muchas de los perfiles comparados son
significativamente diferentes, los valores mas altos del coeficiente de
determinacion (R) calculado mediante  ANOSIM corresponden a dichas

comparaciones (i.e. BS se diferencia claramente de los suelos rizosfericos)

(Tabla 5). Asimismo, aunque casi todas las comparaciones entre los perfiles
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revelan porcentajes de disimilitud bajos, al comparar las muestras de suelo sin
influencia de raices (BS) con el resto de las muestras los porcentajes aumentan
notoriamente, seguidos por los porcentajes de disimilitud de la mayoria de las
comparaciones entre el suelo cercano a raices (RS) y el suelo adherido a los
diferentes estadios de desarrollo de las raices proteoideas. Entre estos Ultimos
las raices maduras y senescentes son las que presentan la mayor disimilitud

(Tabla 6).

Tabla 5. Coeficientes de determinacion y la significancia de las comparaciones
de acuerdo a ANOSIM, de los perfiles metabdlicos (CLPP).

BS RS NCR  JCR MCR  sSCR  SCR
RS| 0,0004 06550 04174
NCR| 0,0003 0,0121 0,111 0,1319 0,0226 0,0247
JCR 00004 00004 0,0785 0,1395 -0,0472 0,0988
MCR| 00001 0,0023 0,0860 0,1592 0,0213  0,2435
sSCR| 00001 00001 00282 0,1838 0,1232 0,2551

SCR| 0,0002 00003 0,5251. 00,1376 Q01D 000?4
BS: suelo sin influencia de raices, RS: suelo cercano a raices, NCR: suelo adherido a raices no
proteoideas, JCR: suelo adherido a raices proteoideas juveniles, MCR: suelo adherido a raices
proteoideas maduras, sSCR: suelo adherido a raices proteoideas semi-senescentes, SCR:
suelo adherido a raices proteoideas senescentes.
Coeficientes de determinacion arriba en tonos de rojo; significancia de las comparaciones abajo
en tonos de verde.
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Tabla 6. Porcentajes de disimilitud de acuerdo a SIMPER de los perfiles
metabolicos (CLPP).

BS RS NCR JCR MCR  sSCR  SCR

BS 425 46,7 48,7 497 505 452

RS 20,1 24,8 246 23,3 23,7
NCR 20,3 213 18,4 20,7
JCR 216 18,2 23,0
MCR 19,7 252
sSCR 21,7
SCR

BS: suelo sin influencia de raices, RS: suelo cercano a raices, NCR: suelo adherido a raices no
proteoideas, JCR: suelo adherido a raices proteoideas juveniles, MCR: suelo adherido a raices
proteoideas maduras, sSCR: suelo adherido a raices proteoideas semi-senescentes, SCR:
suelo adherido a raices proteoideas senescentes.

Al estimar la diversidad (H’), riqueza (S) y equidad (J) de los ensambles
bacterianos, a nivel metabdlico, en los diferentes tipos de muestras de suelo
(Figura 13), se observaron diferencias significativas en la diversidad y riqueza
de los ensambles sin influencia de raices (BS) respecto a las muestras de suelo
rizosférico. Por otro lado, la equidad en la utilizacion de las fuentes de carbono
fue significativamente mayor en el suelo adherido a raices proteocideas maduras
(MCR) en compracién a las de suelo sin influencia de raices (BS) y suelo

adherido a raices proteoideas senescentes (SCR).
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Figura 13. indices de diversidad de los perfiles metabolicos (CLPP) de las
muestras de suelo sin influencia de raices (BS), suelo cercano a raices (RS) y
suelo adherido a raices proteoideas de diferentes estadios de desarrollo (NCR:
raices no proteoideas, JCR: raices proteoideas juveniles, MCR: raices
proteoideas maduras, sSCR: raices proteoideas semi-senescentes, SCR: raices
proteocideas senescentes). Panel superior: diversidad de Shannon (H’), panel
medio: riqueza (S), panel inferior: equidad (J). Los valores representan el
promedio (n=9) y las barras de error |la desviacion estandar. Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a ANOVA de una
via y post-test de Tukey.

Al comparar la utilizacion individual de cada una de las fuentes de carbono

ensayadas, se observa que los suelos cercanos a las raices (RS) presentan un
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mayor nivel de consumo que los suelos sin influencia de raices (BS), siendo 9
de las fuentes consumidas al menos 5 veces mas en los suelos cercanos a las
raices: B-Metil-D-Glucosido, D-Xilosa, i-Eritritol, a-Ciclodextrina, Glucogeno,

Glucosa-1-Fosfato, Feniletilamina, a-D-Lactosa y Acido D-Malico (Figura 14).

3.0 % B-Metil-D-Glucdsido
—&-BS —-RS 2 Acido D-Galacténico
25 3 L-Arginina
4  Acido PirGivico Metil Ester
w20 5 D-Xilosa
c 6  Acddo D-Galacturdnico
E 15 7 L-Asparagina
e 8 Tween 40
.g 9, i-Eritritol
<10 10 Acido 2-Hidroxibenzoico
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Figura 14. Utilizacion de cada una de las fuentes de carbono de las ecoplacas.
Panel superior: absorbancia promedio de las muestras de suelo sin influencia
de raices (BS) y suelo cercano a raices (RS) (n=9), barras de error indican
desviacion estandar. Panel inferior: logaritmo de las veces de cambio en la
utilizacion de las fuentes de carbono en muestras RS respecto a BS. Panel
derecho: fuentes de carbono presentes en las ecoplacas, se resaltan en verde
aquellas fuentes que son utilizadas al menos 5 veces mas en el suelo
rizosferico.
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Al agregar a la comparacion los suelés adheridos a los diferentes estadios
de desarrollo de las raices proteoideas, se mantiene la misma tendencia
general y son las mismas fuentes de carbono, a excepcién de Glucosa-1-
Fosfato, las que fueron consumidas al menos 5 veces mas en los suelos

rizosféricos en comparacion al suelo sin influencia de raices (Figura 15).
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Figura 15. Utilizacion de cada una de las fuentes de carbono de las ecoplacas.
Panel superior: absorbancia promedio de las muestras de suelo sin influencia
de raices (BS), suelo cercano a raices (RS) y suelo adherido a raices
proteoideas de diferentes estadios de desarrollo (NCR: raices no proteoideas,
JCR: raices proteoideas juveniles, MCR: raices proteoideas maduras, sSCR:
raices proteoideas semi-senescentes, SCR: raices proteocideas senescentes)
(n=9), barras de error indican desviacion estandar. Panel inferior: relacion de la
utilizacién de las fuentes de carbono en cada tipo de muestra respecto a BS.
Panel derecho: fuentes de carbono presentes en las ecoplacas, se resaltan en
verde aquellas fuentes que son utilizadas al menos 5 veces mas en el suelo
rizosférico.
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4. DISCUSION

4.1. Parametros edaficos en suelos con y sin influencia de las raices de E.
coccineum

Las raices proteoideas aumentan la incorporacion de nutrientes desde el
suelo no sdlo por aumentar la superficie de absorcion, sino también por fa
liberacion de compuestos organicos que permiten la solubilizacidn de nutrientes
no biodisponibles, principaimente fésforo. En este trabajo encontramos que la
disponibilidad de fésforo (cerca de 7 mgfkges de suelo en promedio) fue similar
a lo reportado por Zuhiga y col. (2010, 2015) y fue ligeramente mayor en la
rizosfera de E. coccineum que en el suelo sin influencia de raices, aunque no se
observaron diferencias significativas (Figura 4). Estos resultados concuerdan
con lo reportado por Delgadoe y col. (2015b), quienes encontraron un contenido
de fésforo inorganico labil ligeramente aumentado en la rizdsfera de raices
protecideas maduras de plantas adultas de E. coccineum creciendo en
condiciones naturales, comparado con el suelo sin influencia de las raicss.
Adicionalmenie, encontramos un aumento del nitrogeno proveniente del nifrato
cercano a las raices de E. coccineum (Figura 4), lo que podria estar relacionado
al incremento de exudados radiculares que proporcionan fuentes de carbono a
microorganismos relacionados con el ciclo del nitrégeno (Orlandeo y col. 2010).
Por otro lado, se ha reportado que, las raices proteoideas de E. coccineum no

serian inducidas solo por la deficiencia de fdsforo (Delgado y col. 2013, 2014)
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sino también por la deficiencia de nitrégeno del suele (Piper y col. 2013). La
necesidad de estas plantas de formar raices con mayor capacidad para adquirir
nitrdgeno podria relacionarse con el alto contenido de nitrégeno encontrado en
el follaje de individuos adultos de E. coccineum comparado con otras plantas de
bosques liuviosos (Lusk & Corcuera 2011), lo cual generaria mayor
incorporacién de nitrégeno en el suelo a través de la descomposicion de la
hojarasca, tal como lo han sugerido Lambers y col. (2012). Por otra parte, la
presencia de transportadores para péptidos en las raices protecideas también
ha sido reportado en una especie de protedcea australiana (Hakea aclities)
(Paungfoo y col. 2009), caracteristica que aln no ha sido explorada en ninguna
de las proteaceas sudamericanas pero que seria importante en climas frios
donde la mineralizacion del nifr6geno del suelo es un proceso mas lento
comparado con sitios calidos.

Los contenidos de potasio y aluminio también fueron mas altos en el suelo
cercano a las raices que en el suelo sin influencia de las raices de E.
coccineum (Figura 4). El incremento de potasic podria estar asociado con los
protones liberados por las raices, va que éstos pueden comportarse como
cationes metalicos y reemplazar el potasio no intercambiable en la matriz del
suelo, aumentando su disponibilidad en el suelo cercano a las raices (Wang y
col. 2011). El incremento del aluminio, por otro lado, podria estar relacionado
con la exudacion acida alrededor de las raices proteoideas, lo que haria que
este elemento sea mas soluble. El aluminio es un elemento toxico y se

encuentra en altas concentraciones en suelos volcanicos y, por lo tanto, la
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exclusion de este elemento a través de la quelacidon con aniones organicos
fuera de las raices podria ser una estrategia beneficiosa para las especies con
raices proteoideas, como se ha observado para varias otras especies de
plantas (Mariano y col. 2005).

Finalmente, como era.de esperar, la acidificacion fue mayor en el suelo
cercano a las raices en comparacién con el suelo sin influencia de las raices de
E. coccineum (Figura 4), lo que concuerda con lo informado por ofros trabajos
realizados en condiciones tanto de invernadero (ZUhiga-Feest y col. 2010) como
naturales (Delgado y col. 2015b). En general, la acidificacién del suelo de la
rizésfera bajo deficiencia de fosforo ha sido observada para muchas plantas
(Dinkelaker y col. 1989; Neumann y col. 1999; Neumann & Rémheld, 1999; Yan
y col. 2002), aunque algunas proteéceas australianas (especies de Banksia,
Hakea y Dryandra) no han producido un cambio significativo en el pH del suelo

{Roelofs y col. 2001).

4.2. Diversidad de los ensambles bacterianos en suelos con y sin
influencia de las raices de E. coccineum

Si bien es ampliamente reconocido que muchos microorganismos del suelo
son capaces de estimular el crecimiento de las plantas {(Bulgarelli y col. 2013;
Goh y col. 2013), es importante recordar que las plantas también estructuran la
comunidad microbiana de su rizosfera. La comunidad microbiana de |a rizésfera
es el subconjunto de la comunidad microbiana del suelo influenciado por las

propiedades quimicas y fisicas del suelo cercano a las raices (Philippot y col.
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2013). La composicién y abundancia relativa de las especies rizosféricas
difieren de las del suelo sin influencia de raices (Kuske y col. 2002; Orlando y
col. 2007; Garbeva y col. 2008; Farias y col. 2009; De Armas-Ricard y col.
2018), una clara evidencia de que las plantas tienen una gran influencia sobre
las poblaciones microbianas que habitan las cercanias de las raices (Mariliey &
Argano 1999), estimulando incluso su actividad (Haichar y col. 2014). Sin
embargo, los mecanismos mediante los cuales las plantas determinan la
composicion de las poblaciones de microorganismos no han sido aun
completamente dilucidados. Los antecedentes disponibies indican que suelos
con diferente composicién floristica, poseen una composicion microbiana
rizosférica muy similar (Buyer y col. 1999; Marschner y col. 2004).

Un posible factor determinante en la estructuracion de la microbiota
rizosférica es el aumento del area superficial proporcionado por las raices
proteoideas, los que proporcionarian micro-habitats y aislamiento espacial
limitando la competencia y permitiendo poblaciones microbianas altamente
diversas y equitativas (Watt & Evans 1999; Ranjard & Richaume 2001;
Sessitsch y col. 2001; Zhou y col. 2002). Por ofro lado, la alta produccion de
acidos carboxilicos por las raices protecideas puede proporcionar un
mecanismo no sélo para la nutricion de las plantas, sino que también para
estructurar la comunidad microbiana en la zona de la rizésfera (Wait & Evans
1999, Marschner y col. 2004; De Armas-Ricard y col. 2016). Asi, la rizosfera es
altamente dinamica con respecto a la disponibilidad de nutrientes y las

propiedades fisico-quimicas, por lo que debe ser considerada como una
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coleccion de habitats distintos que varian espacial y temporalmente (Marschner
y col. 2004), permitiendo de esta manera sucesiones de poblaciones
microbianas rizosféricas (Philippot y col. 2013).

En este trabajo evaluamos la estructura de los ensambles bacterianos (i.e.
la rigueza y los niveles relativos de abundancia) con y sin influencia de las
raices de E. coccineum a dos niveles, genético y metabdlico, utilizando técnicas
de fingerprinting (TRFLP y CLPP, respectivamente). Esto debido a que la
estructura detectada a nivel genético no necesariamente es la misma que a
nivel metabdlico (Preston-Mafham y col. 2002; Orlando y col. 2007) y es
imprescindible evaluar el papel de los microorganismos potenciaimente activos
con una respuesta rapida ante la entrada fluctuante de sustratos en micro-
habitats del suelo {Blagodatskaya & Kuzyakov 2013). Aunque las tecnicas de
fingerprinting tienen algunas limitaciones y solo detectan los grupos mas
abundantes en una comunidad, son herramientas valiosas para evaluar
cambios en la estructura de la comunidad microbiana (van Dorst y col. 2014;
Almasia y col. 2016), demostrando un potencial similar a la pirosecuenciacion
para monitorear cambios estructurales de la comunidad (Gillevet y col. 2009;
Cleary y col. 2012).

Nuestros resuliados mostraron que tanto a nivel genético (Figura 6) como a
nivel metabolico (Figura 11) se observé una separacion de los ensambles
bacterianos de los suelos con y sin influencia de las raices de E. coccineum,
siendo significativa solo la separacion a nivel metabdlico (p=0,0014). Es

importante destacar que la aproximacion utilizada para medir la estructura
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comunitaria a nivel metabdlico mide no sélo la fraccion bacteriana activa sino
también la potencialmente activa, siendo estas Ultimas aquellas capaces de
cambiar rapidamente al estado activo ya que permanecen en estado de alerta
para cuando los susfratos se hacen faciimente disponibles (Blagodatskaya &
Kuzyakov 2013). Se ha descrito que hasta un 90% de los microorganismos en
el suelo estarian metabodlicamente inactivos (Fierer & Lennon 2011), mientras
que la fraccién de microorganismos potencialmente activos puede llegar a
coniribuir entre 10 y 40% (hasta 60%) de la biomasa microbiana (Blagodaiskaya
& Kuzyakov 2013). Sin embargo, en suelos enriquecidos con una amplia
cantidad de sustrato rico en energia, e.g. la rizdsfera, la mayor parte de la
comunidad microbiana esta activa en lugar de latente (Hund & Schenk 1994),
aunque se debe considerar la posibilidad de cierto grado de redundancia
funcional (Allison & Martiny 2008).

Al analizar cudles son las variables edaficas que influyen sobre la
separacion de ambos tipos de suelo, se determind que el pH de extracto de
suelo en agua (pH-H20) y el nitrégeno proveniente del nitrato (N-NO3z") fueron
los que tuvieron mayor influencia (Tabla 1 y Tabla 4). Anteriormente se ha
descrito que el pH es, a nivel global, un buen descriptor de la diversidad y
rigueza de ensambles bacterianos, considerandose que los suelos con pH
neutro son mas diversos y que con el aumento de la acidez la diversidad
disminuye (Fierer & Jackson 2006). Ademas, varios autores informaron que los
cambios en la estructura de los ensambles bacterianos en la rizésfera de las

raices proteoideas se deberian a diferencias en las tasas de exudacion de
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Acidos carboxilicos (Marschner y col. 2002, 2005; Weisskopf y col. 2005, 2008),
los cuales producirian una acidificacién del suelo que rodea las raices. Los
acidos carboxilicos exudados permiten la movilizacién de nutrientes cerca de
las raices proteoideas, lo cual favorece la nutricion vegetal. Estos cémpuestos
organicos son de bajo peso molecular y pueden ser rapidamente asimilados por
los microorganismos del suelo (Strom y col. 2001; van Hees y col. 2005), por lo
gue se ha propuesto que la acidificacion de la rizosfera constituiria también una
estrategia para controlar la abundancia de bacterias (Weisskopf y col. 2008).
Por otfro lado, como ya se menciono, las raices protecideas de E. coccineum
podrian estar estimuladas por la deficiencia de nitrégeno del suelo (Piper y col.
2013) ya que estas plantas tienen alto contenido de nitrdgeno en su follaje
(Lusk & Corcuera 2011) que podria incorporarse al suelo a través de la
descomposicion de la hojarasca (Lambers y col. 2012).

Se ha reportado que las raices proteoideas podrian facilitar la movilizacién y
adquisicion de nitrégeno a partir de fuentes organicas mediante la exudacion de
enzimas proteoliticas (Schmidt y col. 2003; Paungfoo-Lonhienne y col. 2008,
2009). Por lo tanto, la influencia del nitrato sobre la estructuracion de los
ensambles bacterianos podria estar relacionada con la exudacion de las raices
que podrian aportar compuestos que sirven como fuentes de carbono y
nitrogeno a microorganismos en general y aquellos relacionados con el ciclo del
nitrégeno en particular (Orlando y col. 2010). En particular, la nitrificacion activa
bajo condiciones acidas ha sido sugerida como evidencia de nitrificacion

heterotréfica (Focht & Verstraete 1977, Papen & von Berg 1998), aungque
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autdtrofos tolerantes al &cido también podrian ser responsables de la
nitrificacion en suelos acidos (Pedersen y col. 1999; De Boer & Kowalchuk
2001: Islam & Chen 2007).

Al incluir en los andlisis de los perfiles genéticos los ensambles bacterianos
de los suelos asociados a los diferentes estadios de desarrollo de las raices
protecideas (Figura 7), si bien no se observaron diferencias en los indices de
diversidad (Figura 8), se puede observar que los ensambles que mas se
diferencian dei resto son las asociadas a las raices proteocideas juveniles, lo que
podria explicarse porque desde ese estadio de desarrollo las raices protecideas
comienizan la exudacion de acidos organicos. En general, las raices proteoideas
juveniles de Lupinus albus (lupino) y E. coccineum exudan malaio y cifrato,
mientras que las maduras exudan principalmente citrato y las raices
senescentes tienen valores despreciables de exudacion de acidos organicos,
pero mayores valores de actividad de la enzima fosfatasa acida (Neuman y col.
1999, 2000; Delgado y col. 2013, 2015). Nuestros resultados difieren de los de
Weisskopf v col. (2005), quienes encontraran- que la proximidad a la raiz tuvo
mas influencia que los estadios de desarrollo de las raices proteoideas de
lupino. Las diferencias observadas podrian deberse a que los experimentos se
realizaron con lupino, una planta herbacea no relacionada a Notro, y en
ensayos de microcosmos de suelos arenosos acidos, mientras que nuestro
ensayo fue realizado bajo condiciones naturales. En otro estudio donde también
se utilizaron plantas de fupino en ensayos de microcosmos de suelo arenoso,

Marschner y col. (2002) si encontraron diferencias en la estructura genética de
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los ensambles del suelo dependiendo del estadio de desarrollo de las raices
protecideas, siendo justamente los ensambles asociados a las raices
protecideas juveniles los que mas se separan del resto en los analisis
multivariados. Weisskopf y col. (2005) discuten que las diferencias de los
resultados obtenidos en ambos estudios se deberian a ciertas variaciones en
las condiciones de cultivo, los andlisis de datos y la recoleccién de las
muestras. A pesar de estas diferencias, conclux'/en gue el monitoreo de los
cambios en los ensambles aclivos es mas informafivo que evaluar sélo los
ensambles presentes (Weisskopf y col. 2005), coincidiendo con lo sugerido por
otros autores (Preston-Mafham y col. 2002; Orlando y col. 2007, Blagodatskaya
& Kuzyakov 2013).

En nuesiro estudio incluimos el analisis de Ia estructura de los ensambles
potencialmente activas, para lo cual primero se calcularon los parametros
cinéticos a partir de las curvas de utilizacion de las fuentes de carbono
disponibles en las ecoplacas de BIOLOG® (Figura 10). Mediante este analisis se
determind que los suelos sin influencia de las raices de E. coccineum
presentaron menor tasa de consumo de las fuentes de carbono y alcanzaron
una menor absorbancia total que los suelos con influencia de raices. En
relacion al tiempo de latencia (A), sélo se detectaron diferencias significativas al
evaluar los ensambles asociados a los estadios semi-senescente y senescente
de las raices proteoideas, siendo estas Ultimas las que presentaron un mayor
valor. Esto se explicaria ya que en el paso del estadio semi-senescente al

senescente cambiaria la oferta de nutrientes desde los aportados por los
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exudados radiculares a los [iberados por la degradacion de las raices
senescentes. En las zonas mas senescentes de la planta, las fuentes de
carbono son mas recalcitrantes y las bacterias de rapido crecimiento que
podemos encontrar en las zonas mas nuevas, son reemplazadas por bacterias
de lento crecimiento (Marilley & Aragno 1999).

Al analizar la estructura a nivel metabdlico, el suelo sin influencia de las
raices se separa claramente de los suelos rizosféricos (Figura 12); y a su vez el
suelo cercano a raices se separa con respecto a los diferentes estadios de las
raices protecideas, siendo entre estos Ultmos las raices maduras vy
senescentes las que menos se parecen entre si. Esto concuerda con lo
observado por Weisskopf y col. (2005) para los ensambles activos asociados a
las raices proteoideas de lupino, quienes determinaron que la proporcion de
bacterias activas en los suelos aumentd con la proximidad a las raices, siendo
este factor mas influyente que el estado de desarrollo de las raices protecideas.

Cabe destacar que carbohidratos, acidos organicos, y aminoacidos son
componentes de los exudados radiculares que estimulan respuestas
quimiotacticas positivas y negativas en bacterias (Somers y col. 2004). Muchos
de estos compuestos organicos liberados en la rizdsfera quedan disponibles
como sustratos para los microorganismos y son rapidamente asimilados en la
biomasa microbiana (Jones & Darrah 1994; Ryan & Delhaize 2001; Gregory
2006). Estudios basados en perfiles de ulilizacion de fuentes de carbono
sugieren gue los carbohidratos, los acidos organicos y los aminogcidos serian

los compuestos mas discriminantes entre comunidades microbianas de la
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rizosfera de diferentes plantas (Grayston y col. 1998} o entre diferentes estados
radiculares {Baudoin y col. 2001). Entre las diferentes fuentes de carbono
evaluadas en las ecoplacas (BIOLOG®), se encontrd que las fuentes de
carbono mayormente consumidas en los suelos rizosférico respecto al suelo sin
influencia de raices fueron carbohidratos (B-Metil-D-Glucdsido, D-Xilosa, i-
Eritritol, a-D-Lactosa, Glucosa-1-Fosfato), acidos carboxilicos (Acido D-Malico,
Acido o-Cetobutirico) y polimeros (a-Ciclodextrina, Glucégeno), entre otros
(Figura 14 y Figura 15).

Algunos de estos compuestos organicos han sido ampliamente reconocidos
como rizodepositos liberados por las raices de las plantas y/o por
microorganismos rizosféricos (Dennis y col. 2010), pero la funcion especifica de
algunos de ellos en la interfase suelo-planta sigue siendo especulativa y no
probada (Pinton y col. 2007). Muchas bacterias heterotréficas utilizan a menudo
los carbohidratos como fuente de energia mientras gue otras no sélo consumen
fuentes como el glucdégeno, sino que también lo producen como reserva de
carbono cuando crecen en entomos desfavarables (Strange 1968). Los Acidos
carboxilicos (e.g. acido malico) son exudados tanto por plantas como por
microorganismos y participan ampliamente en muchos procesos que se llevan a
cabo en la rizdsfera, incluyendo la adquisicion de nutrientes y la desintoxicacion
de metales (Jones 1998). E. coccineum, asi como otras proteaceas, exuda
acido citrico y acido malico principalmente por las raices proteoideas juveniles y
maduras, mientras que las raices protecideas senescentes no son exudativas

(Neumann y col. 1999; Shane y col. 2004; Delgado y col. 2014). El mayor
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consumo de fuentes de carbono en el suelo rizosférico podria estar relacionado
con la mayor actividad de enzimas (e.g. B-glucosidasa y fosfatasa) detectada en
la rizosfera en comparacién con el suelo sin influencia de raices (Marschner y
col. 2005; Delgado y col. 2015). La exudacién varia entre las raices, y
sustancias como acidos organicos y fitosideroforos son liberados a través de la
punta de la raiz (Marschner y col. 2004). Estos compuestos tienen distintas
funciones en la rizésfera (Li y col. 2014) y sus niveles de exudacion a través de
[as raices varian con el estado de desarrollo de las raices protecideas y la edad
de la planta (Neuman y col. 1999, 2000).

Finalmente, tanto la diversidad de las bacterias potencialmente activas
como la riqueza de las fuentes de carbono que pueden utilizar fue menor en el
suelo sin influencia de raices comparado con los suelos rizosféricos. Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas enfre los distintos
estadios de desarrollo de las raices protecideas evaluadas. En cuanto a la
uniformidad en el uso de las fuentes de carbono, las rajces proteoideas
maduras fueron las que presentaron una mayor equidad, siendo ésta diferente
significativamente de la presentada por el suelo asociado a las raices
proteoideas senescentes y por el suelo sin influencia de raices (Figura 13). La
diferenciacion en la equidad del consumo de las fuentes de carbono entre estas
dos etapas de desarrollo de |as raices proteoideas podria estar relacionada con
componentes especificos exudados por las raices maduras o con diferentes

fuentes de carbono derivadas de la descomposicion de las raices senescentes.
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5. CONCLUSIONES

* El pH de la rizosfera de E. coccineum es menor respecto al del sueio no-
rizosférico; mientras que el nitrato, el potasio y el aluminio es mayor en la
rizosfera. Sin embargo, los niveles de fosforo disponible no fueron
significativamente diferentes entre ambos tipos de suelo, lo cual ha sido

reportado tambien en otros experimentos naturales.

e Al inicio del desarrallo de las raices proteoideas de E. coccineum, cambia la
estructura de los ensambles bacterianos edaficos asociados, lo cual se
evidencia por un cambic en los perfiles genéticos; mientras que durante el
estadic maduro de desarrcllo de sus raices proteocideas, los ensambles
bacterianos edaficos presentan una actividad metabdlica potencial mas

homogénea.
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