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Felipe Andrés Farias Berrios, Bidlogo con mencién en Medio
ambiente de profesion, me formé en la Universidad de Chile,
especificamente en la Facultad de Ciencias. Aunque al principio
parecia no tener tan clara mi vocacion, finalmente me convenci
de que lo mio era la biologia. Prefiero sin lugar a dudas las salidas
a terreno, aunque la mayor parte de mis investigaciones se
llevaron a cabo en el laboratorio. Producto del trabajo participé
en diversos proyectos, varias presentaciones en congreso y un

articulo cientifico.

Luego de terminar mi carrera profesional con la presentacién del trabajo realizado en mi
Memoria de Titulo, tuve un periodo en el que incursioné en diferentes trabajos. Participé en
la ayuda técnica de un proyecto; instrui a alumnos en distintas oportunidades, entre las que
se incluyen cursos internacionales, cursos de verano y ayudantias docentes. En cuanto a mi
experiencia laboral, la que mds me permitié el desarrollo de mis habilidades fue la realizada
en el SAG (Servicio Agricola y Ganadero).

Siempre he sido amante de los animales, por lo que también experimenté en mis facetas
como emprendedor; aunque no libre de dificultades, logré la realizacion de uno de mis
proyectos de vida, la creacion de un ranario de la rana grande chilena (Calyptocephalella
gayi, antiguamente Caudiverbera caudiverbera). Esta actividad no dio los resultados
planificados por el momento, pero no pierdo la confianza en que es una gran idea y que con
los conocimientos adquiridos hasta ahora mis mascotitas a futuro lograran rendir los frutos
esperados.

Para perfeccionar mis conocimientos y adquirir mayor competitividad en el campo
laboral, actualmente me encuentro en la udltima etapa del Magister en Ciencias Biologicas
con mencién en Ecologia y Biologia Evolutiva. Para ello consegui una beca CONICYT que me
ayudd con el financiamiento.

Mi gran anhelo como profesional consiste en encontrar un lugar donde poder desarrollar
mis habilidades académicas y profesionales, dentro del dmbito publico ligado al medio
ambiente, la conservacién de la biodiversidad y el rescate natural y patrimonial.
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RESUMEN

Los factores ambientales que regulan la distribucién y abundancia de plantas y
animales han sido estudiados desde hace siglos, sin embargo los factores que regulan
la distribucién y abundancia de los microorganismos del suelo son todavia poco
conocidos.

Estudios recientes han demostrado que la distribucién de las comunidades
microbianas del suelo a través del espacio estd fuertemente correlacionada con las
diferencias en la quimica del suelo, factores abidticos como la disponibilidad de agua,
de nitrogeno y el pH influyen tanto en la composicién como en la estructura de las
comunidades microbianas, particularmente de bacterias y arqueas. Sin embargo, para
el caso de los hongos existen antecedentes que indican que serian microorganismos
mads resistentes a condiciones de estrés por factores abidticos.

En este trabajo se evalud el efecto de la disponibilidad de agua y del
nitrégeno reactivo en condiciones acidas sobre la estructura de las comunidades
fingicas, mediante ensayos de microcosmos de suelo semiarido del matorral
esclerofilo de Chile Central y de suelo arido del Desierto de Atacama. Para
determinar el efecto de los tratamientos sobre la diversidad de las comunidades
fingicas se aplicaron técnicas moleculares independientes de cultivo.

En primer lugar, para determinar la composicién flingica en cada tipo de
suelo, los amplicones derivados de los marcadores moleculares IDNA 18S y de las

regiones ribosomales intergénicas ITS se clonaron y secuenciaron para la obtencion

xi




de genotecas. Posteriormente se evalud la identidad de las secuencias, se realizaron
anilisis de agrupamicnto y se estimé de la cobertura de las genotecas. Para
determinar la estructura, en términos de riqueza y abundancia, de las comunidades
flingicas bajo los diferentes tratamientos se determinaron perfiles en base al
polimorfismo de los fragmentos de restriccion terminales (TRFLP) de los marcadores
moleculares mencionados anteriormente. Los datos generados se analizaron a
diferentes niveles: i) andlisis de agrupamiento en base a matrices de
presencia/ausencia para relacionar la riqueza de filotipos presente a lo largo de la
incubacion de los microcosmos sometidos a los diferentes tratamientos, ii) andlisis de
correspondencia candnica para relacionar la estructura de la comunidad fingica con
las variables edéficas, y iii) analisis de los pardmetros ecoldgicos riqueza ponderada
por el rango (Rr), dindmica (Di) y organizacidn funcional (OF).

En concordancia con diferentes estudios de la composicién fingica en suelos
aridos, se determiné una dominancia de los hongos de la division Ascomycota.
Dentro de este grupo, se obtuvo una alta representacién del orden Pleosporales, que
presentan caracteristicas que les permiten soportar las condiciones de los sistemas
aridos y normalmente median el intercambio de nutrientes entre las plantas vasculares
y las costras biologicas en los ecosistemas aridos. El tipo de suelo explicé la
diferenciacion de las comunidades fungicas a nivel de estructura. Los factores
edaficos que influenciaron los agrupamientos fueron el pH y la materia orgédnica,
pardmetros que diferencian ambos tipos de suelo. Los pardmetros ecolégicos
indicaron una baja capacidad de carga de los ambientes aridos estudiados,

posiblemente debido a la escasez de recursos y a la baja disponibilidad de agua.
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Ademas, se determind que las comunidades fiingicas en ellos pueden enfrentarse a
condiciones ambientales estresantes y preservar potencialmente su funcionalidad.
Asimismo, se detect6 una alta dindmica sugiriendo que se produjo una sucesion de las
poblaciones fingicas en los microcosmos. La aplicacion de los tratamientos con
pulsos de agua y nitrégeno en condiciones dcidas no provocd una mayor perturbacion
en la estructura de las comunidades fiingicas de los microcosmos estudiados,
probablemente debido a la mayor resistencia de estos organismos a las variables
abidticas modificadas, observandose solo cierta influencia de los pulsos de agua sobre
la estructura de la comunidad fiingica del suelo 4rido. El efecto que tuvo la
incubacién por si misma sobre la estructura genética de las comunidades ‘fingicas,
sugiere que la perturbacion de la estructura del suclo producida por la construccién de
los microcosmos podria afectar la diversidad de la comunidad de hongos al:romper o
dafiar su estructura micelial.

Entender como estd organizada la comunidad flingica y cdmo responde a las
perturbaciones ayudara a evaluar el impacto de cambios globales en los procesos de

los ecosistemas aridos.
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ABSTRACT

Environmental factors controlling the distribution and abundance of plants
and animals across terrestrial biomes have been studied for centuries, but the
environmental factors controlling the distribution and abundance of soil
microorganisms are still poorly understood.

Recent studies have shown that the distribution of soil microbial communities
through space is strongly correlated with differences in soil chemistry, abiotic factors
such as water availability, nitrogen and pH influence both the composition and the
microbial community structure, particularly of bacteria and archaea. However, in the
case of fungi there is evidence to suggest that these organisms would ;?be more
resistant to conditions of abiotic stress.

In this study the effect of water availability and reactive nitrogen in acidic
conditions on the structure of fungal communities was evaluated by ﬁleans of
microcosm assays of semiarid soil from the sclerophyllous matorral of Central Chile
and arid soil from the Atacama Desert. To determine the effect of treatments on the
diversity of fungal communities’ culture-independent molecular techniques were
applied.

First, to determine the fungal composition in each soil type, the amplicons
derived from 18S rDNA and ribosomal intergenic regions (ITS) molecular markers
were cloned and sequenced to obtain genomic libraries. Subsequently, the gequences

identity, cluster analysis and coverage estimates of gene libraries were assessed. To
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determine the structure, in terms of richness and abundance of fungal communities
under the different treatments, were determined based on terminal restriction
fragments length polymorphism (TRFLP) of the molecular markers mentioned above.
The data generated were analyzed at different levels: i) cluster analysis based on
presence/absence matrices to relate the richness of phylotypes present throughout the
incubation of the microcosms subjected to the different treatments, ii) canonical
correspondence analysis to relate fungal community structure with soil variables, and
iii) analysis of the ecological parameters: range-weighted richness (Rz), dynamic (Di)
and functional organization (OF).

In accordance with different fungal composition studies in arid soils, a
dominance of fungi in the division Ascomycota was found. Within this group, the
Pleosporales order had a high representation, they have characteristics enabling them
to hold up the conditions present normally in arid systems and mediate the exchange
of nutrients between the vascular plants and biological crusts in arid ecosystems. Soil
type explained the differentiation of the fungal communities in terms of structure.
Edaphic factors that influenced the groups were pH and organic matter, parameters
that differentiate the two types of soil. The ecological parameters indicated a low
load-capacity of the arid environments studied, possibly due to the scarcity of
resources and low water availability. Besides, was determined that these fungal
communities may face stressful environmental conditions and potentially preserving
its functionality. A high dynamic was also detected, suggesting that there was a
succession of fungal populations in the microcosms. The application of treatments of

water pulses and nitrogen under acidic conditions did not cause a notorious disruption
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in the fungal communities structure of the microcosms studied, probably due to the
increased resistance of these organisms to the abiotic variables changed and there was
only some influence of water pulses on the structure of the arid soil fungal
community. The incubation has by itself an effect on the genetic structure of fungal
communities suggesting that the disturbance of soil structure caused by the
microcosms construction could affect the diversity of the fungal community to break
or damage the mycelial structure.

Understanding how the fungal community is organized and how it responds
to disturbances will help to evaluate the impact of global changes in the processes of

arid ecosystems.

xvi




INTRODUCCION

Los microorganismos actualmente forman parte de los tres dominios en que se
divide el arbol de la vida (Woese y col. 1990). Dentro del dominio Eukarya, el reino
Fungi designa a un grupo de organismos eucariotas heterotroficos, que se nutren por
absorcién de compuestos organicos producidos por la digestion de enzimas
extracelulares y que poseen paredes celulares compuestas por quitina (Alexopoulos y
col. 1996). En la mayoria de los casos, sus representantes son poco conspicuos debido
a su pequefio tamafio; se encuentran en habitats muy diversos, que incluyen
ambientes extremos como los desiertos, areas de alta salinidad, zonas expuestas a
radiacion ionizante, ambientes muy 4cidos a alcalinos e incluso en sedimentos de los
fondos marinos. La mayoria vive en el suelo, junto a materiales en descomposicion y
como simbiontes de plantas, animales u otros microorganismos (Cooke y Whipps
1993).

Se estima que los miembros de la microbiota son respomsables de
aproximadamente la mitad de la fotosintesis y casi toda la descomposicion de la
materia organica, nitrificacién, desnitrificacién, produccion de metano, entre otros
procesos globales (Schlesinger 1997). Por su parte, los hongos son considerados los
principales descomponedores primarios de la materia orgénica y participan también
en el ciclo del nitrogeno, por lo que poseen un papel ecoldgico relevante en los ciclos
biogeoquimicos (Dix y Webster 1995). Por lo tanto, cambios en la diversidad de las
comunidades microbianas en general y flingicas en particular, o en las actividades

que ellas realizan, podrian tener un efecto en el funcionamiento de los ecosistemas
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(Schimel 2004). Datos disponibles en la actualidad sugieren que las comunidades
microbianas pueden ser consistentemente alteradas por cambios globales (i.e.
aumento de temperaturas, de precipitaciones, de deposicion de nutrientes, etc) y que
estos cambios pueden tener implicancia en los ciclos biogeoquimicos y en la funcién
del ecosistema (Horz y col. 2004). Para determinar el impacto de las perturbaciones
en el funcionamiento del ecosistema es esencial caracterizar las comunidades
microbianas que en él habitan pues cambios en la composicién y diversidad de estas
comunidades pueden afectar las funciones ecosistémicas que ellos realizan (Calbrix y
col. 2005; Allison y Martiny 2008}.

Los factores ambientales gue regulan la distribucién y abundancia de plantas y
animales han sido estudiados desde hace siglos, sin embargo los factores ambientales
que regulan Ia distribucién y abundancia de los microorganismos del suelo son poco
conocidos. Estudios recientes han demostrado que la-distribucion de las comunidades
microbianas del suelo a través del espacio a menudo esta fuertemente correlacionada
con las diferencias en 1a quimica del suelo (e.g. Frey y Zhao 2004; Nilsson y col.
2007; Lauber y col. 2008; Jenkins y col. 2009).

Por otra parte, ¢l suelo es un sistema complejo que comprende una variedad
de microhabitats con diferentes gradientes fisicoquimicos y condiciones ambientales
discontinuas, lo que permite el desarrollo de diversas interacciones de la microbiota.
Un gramo de suelo puede albergar sobre 10 mil millones de microorganismos de
miles de especies diferentes (Torsvik y col. 2002). Es sabido, de acuerdo a numerosos
estudios que la disponibilidad de agua, de nitrégeno y el pH, influyen tanto en la

composicién como en la estructura de las comunidades bacterianas. La disponibilidad
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de agua en el suelo esun factor limitante del crecimiento y actividad microbiana; de
hecho un aumento de las precipitaciones puede afectar la biomasa (Bottner 1985;
Kieft vy col. 1987; van Gestel y col. 1993), la composicion (Drees y col. 2006), y la
abundancia de la microbiota (Singh y Kashyap 2006), y por lo tanto el ciclado de los
nutrientes (Schimel y Parton 1986; Gebauer y Ehleringer 2000; Singh y Kashyap
2006; Liu y col. 2009). Ademas, si la disponibilidad de agua estd por encima del
contenido optimo puede reducir la concentracion de oxigeno y reprimir la actividad
microbiana (Linn y Doran 1984; Horz y col. 2004). Por su parte, el nitrogeno
disponible también se considera un factor limitante para el desarrollo de las
comunidades microbianans en el suelo (Hooper y Johnson 1999; Ehleringer 2001). La
precipitacion de nitrégeno’ puede resultar en una saturacion de este nutriente (Aber y
col. 1991) y producir cambios en el estado quimico del suelo y la funcion de la
comunidad, resultando en desequilibrios en el ciclado de nutrientes y la productividad
del ecosistema (Adams 2003); asi como efectos directos ¢ indirectos sobre el tamafio,
composicion, y actividad de microorganismos en suelos forestales y agricolas
(Bewley y Stotzky 1983; Prescott y Parkinson 1985, Pennanen y col. 1998).
Finalmente, el pH es considerado a nivel global el mejor descriptor de la diversidad y
riqueza de ensambles bacterianos, siendo los suelos con pH neutro los mas diversos y
disminuyendo la diversidad con un aumento de la acidez (Fierer y Jackson 2006;
Hartman y col. 2008; Jenkins y col. 2009; Lauber y col. 2009).

La influencia de estos faciores sobre las comunidades bacterianas, e incluso
arqueales, fue corroborada en estudios de nuestro laboratorio (Orlando 2008;

Espinosa 2010; Bustamante 2010; Verdejo 2010; Gonzalez 2011). Sin embargo, para
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el caso de los hongos existen algunos antecedentes que indican que serian
microorganismos mis resistentes a condiciones de estrés por factores abidticos.

Un trabajo de Schimel y col. (2007), compara las estrategias que adoptan los
microorganismos frente a un estrés abidtico. En condiciones no estresantes, las
células sintetizan proteinas, lipidos, entre otros, que ayudan a su crecimiento. Sin
embargo, bajo condiciones de estrés hidrico, por ejemplo, la estrategia de las células
es producir moléculas. de proteccion (osmolitos) que ayuden a evitar la
deshidratacion. De acuerdo a si estos osmolitos son constitutivos o inducibles, los
organismos pueden ser inherentemente resistentes o simplemente presentar
habilidades de aclimatacién (Harris 1981). Los hongos generalmente presentan mas
resistencia que otros microorganismos al estrés hidrico, por lo tanio, los ciclos de
sequia-precipitacién promueven la seleccién de comunidades compuestas por estos
microorganismos mas resistentes a la deshidratacion (Nazih y col. 2001). Zhou y col.
(2002) sugieren que un bajo contenido hidrico puede explicar altas diversidades
microbianas en suelos con bajo contenido de materia organica. Segin estos autores la
falta de agua limitaria la comunicacién entre microhébitats dentro de la matriz del
suelo, resultando en una mayor heterogeneidad espacial que disminuye o anula el
efecto de la competencia. Ademas, en estos suelos con un bajo contenido de materia
organica, las poblaciones microbianas podrian evitar la competencia al permanecer
aisladas y en bajo nimero, usando unos recursos que SOn €scasos pero,
probablemente, heterogéneos. Asi, la falta de agua y el bajo contenido de materia
orgénica permitirian el mantenimiento de comunidades mas diversas y equitativas.

Las comunidades bacterianas y arqueales de suelos aridos presentan una mayor
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diversidad asociada a un bajo contenido hidrico, la cual se reduce con un aumento en
la disponibilidad de agua (Espinosa 2010, Gonzilez 2011). Sin embargo, las
comunidades fiilngicas podrian tener un comportamiento distinto debido a su mayor
resistencia al estrés hidrico (Nazih y col. 2001).

Por su parte, el creciente interés por los problemas ambientales ha puesto
especial atencidn sobre la precipitacion de nitrogeno reactivo (Nr) atmosférico ya que
la intervencidn antropogénica ha generado un aumento dramético de la precipitacion
y movilidad del Nr, produciendo una sobrecarga al ciclo que ha contribuido a la
acidificacién, fertilizacion y entrofizacion de diferentes ecosistemas (Vitousek y col.
1997; Galloway y col. 2003). Cabe mencionar que Hayatsu y col. (2008) destacan la
diversidad de microorganismos que estan involucrados en el ciclo del nitrogeno,
rompiendo por ejemplo el paradigma de que el proceso de desnitrificacion es
realizado exclusivamente por bacterias, al ser los hongos incluso dominantes en la
produccion de dxido nitroso a partir de nitrato en regiones semiaridas. Por su parte, la
descomposicién filngica disminuye después de la aplicacién de Nr como fertilizante
(van Groenigen y col. 2007) y aumenta por el aporte de materia organica con una alta
relacion C/N (Henriksen v Breland 1999; Thiet y col. 2006). Ademas, hay
antecedentes que indican que la deposicion de Nr disminuye la diversidad de hongos
ectomicorricicos (Lilleskov y col. 2001; 2002).

También se ha determinado que los hongos son mas actdo-tolerantes que las
bacterias, llevando a una incrementada dominancia filngica en suelos 4cidos
(Hogberg y col. 2007; Joergensen y Wichern 2008; Rousk y col. 2009). En un estudio

en que se compard la estructura de poblaciones bacterianas y fingicas a través de un
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gradiente de pH, Rousk y col. (2010) encontraron que al igual que en los cultivos
axénicos, los hongos presentan un rango mas amplio de resistencia a cambios en este
factor (Wheeler y col. 1991).

Por otro lado, los ecosistemas aridos son altamente vulnerables a las
perturbaciones antropogénicas como consecuencia del cambio en el uso del suelo
(Charney y col. 1975), la pérdida de nutrientes (Evans & Belnap 1999), la
disminucién de la vegetacion, el aumento de la erosion, la invasiéon de especies
exéticas y la pérdida de especies nativas (Brown y col. 1997). En Chile las regiones
4ridas y semiaridas cubren una superficie aproximada de 16,5 millones de hectareas,
las cuales representan el 22% del territorio nacional. Entre estas regiones, el desierto
de Atacama (Sierra pajarito) y el matorral escleréfilo de Chile Central (Cajon del
Maipo) son dos ejemplos de suelos 4ridos y semidridos. El desierto de Atacama se
extiende desde el los 5°S hasta los 27°S mientras que el matorral esclerofilo de Chile
Central abarca desde los 32°S hasta los 36°S (Gajardo 1994). Se ha postulado que las
regiones 4ridas y semiéridas cubren alrededor de un tercio del area continental del
planeta (UNESCO 1977) y que a su vez, se encuentran enire los sistemas que mas
tempranamente responderian a los efectos del cambio climatico debido a que los
procesos ecosistémicos en ellos estan estrechamente acoplados a las precipitaciones
(OIES 1991). Los ciclos de sequia y precipitacion (“drying-rewetting”) son comunes
en una variedad de ecosistemas (Kieft y col. 1987; Groffman y Tiedje 1988; Ryan y
col. 1998; Pulleman y Tietema 1999) pero a menudo son mas pronunciados en

ecosistemas aridos y semiaridos con una precipitacion fuertemente estacional (Austin

y col. 2004). Normalmente se considera que en estos ambientes la biogeoquimica es

O
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limitada, debido principalmente a la reducida actividlad microbiana como
consecuencia del bajo contenido hidrico (Otter y Scholes 2005). Cabe mencionar que
en este tipo de suelos donde las precipitaciones son escasas y la disponibilidad de
materia organica es baja, se formaria una red de interconexiones las cuales unirian las
costras biologicas con los componentes vegetales del ecosistema, esta red estaria
formada por las hifas de los hongos a-través de las cuales se moverian nutrientes
bidireccionalmente (fungal loop) y vincularia el ciclado de nitrégeno y carbono, la
produccion primaria neta y la descomposicién (Collins y col. 2008).

De acuerdo a estos antecedentes se pretende evaluar si un aumento en la
disponibilidad de agna y la precipitacion de nitrégeno reactivo en condiciones écidas,
los principales factores que limitan la productividad en suelos aridos, son capaces de
modificar signiﬁcz}tivamente la diversidad de la comunidad fingica, lo que toma
relevancia al evaluar los efectos del cambio climatico sobre modificaciones a nivel de
la microbiota que pudieran alterar la biogeoquimica y el funcionamiento
ecosistémico.

El estudio de la diversidad microbiana en general, y de los hongos en
particular, ha estado sesgado por las técnicas dependientes de cultivo, ya que se
estima que menos del 1% de los microorganismos son cultivables usando técmicas
estandares de cultivo (Amman y col. 1995). La diversidad de hongos en el suelo se ha
investigado por medio de técnicas dependientes de cultivo, sin embargo se estima que
existen 1,5 millones de hongos de los cuales solo 70.000 especies se han descrito,

permaneciendo un 95% de especies sin describir (Flawksworth y Rossman 1997,

Hagn y col. 2003). Sin embargo, se han desarrollado técnicas moleculares para
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tipificar y cuantificar microorganismos a partir de muestras ambientales (Picard y
col.1992; Ovreas 2000, Bothe y col. 2000, Fredslund y col. 2001). Estas técnicas
estan basadas en el uso de marcadores moleculares que permiten acceder
directamente a los microorganismos sin necesidad de aislarlos v preservarlos como
cultivo puro (Smit y col. 1999; Klamer y Hedlund 2004; Fierer y col. 2007).

El propésito de este trabajo es: i) conocer la composicion de la communidad
fiingica en suelos aridos del Desierto de Atacama y semiaridos del matorral
esclerdfilo de Chile Central v, ii) evaluar el efecto del agua v el nitrégeno reactivo
acido sobre la diversidad de este grupo microbiano. Para abordar esie problema se
propone tealizar ensayos de microcosmos con estos suelos. Se utilizarin técnicas
moleculares independientes de cultivo en dos aproximaciones. Por un lado, para
poder tdentificar los organismos y determinar la composicion presente, se realizara la
clonaciéon y secuenciaciéon de Jos marcadores moleculares correspondientes a las
regiones ribosomales intergénicas (ITS) y al gen del rRNA 188 (rDNA18S) (Figura
Al, Anexo) utilizando partidores especificos y universales para hongos (Figura A2,
Anexo), las secuencias obtenidas se compararan con bases de datos para determinar la
composicion de la comunidad fingica en estos suelos. Por otro lado, se determinaré si
las variaciones en el contenido hidrico del suelo y la precipitacion 4cida de nitrégeno
reactivo en ensayos de microcosmos, afectan los perfiles de TRFLP (Terrninal
Restriction Fragment Length Polymorphism) (Liu y col. 1997, Dunbar y col. 2001)

como una medida de la estructura de la comunidad fiingica.




HIPOTESIS

Si bien los principales factores que limitan la productividad en suelos aridos y
semiaridos son la disponibilidad de agna v el contenido de nitrogeno en condiciones
acidas, dada la fisiologia que presentan los hongos que les otorga resistencia a
cambios de estos factores abioticos, se espera que un aumento en el contenido hidrico
y en el nitrogeno disponible en condiciones acidas no altere mayormente la

diversidad de 1a comunidad fiingica.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de la disponibilidad de agua y del nitrdgeno reactivo 4cido sobre

la diversidad de la comunidad fiingica en suelos &ridos mediante ensayos de

MicrocosSmos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la composicion fiingica identificando los grupos predominantes de la
comunidad de los suelos 4ridos mediante clonacién y secuenciacion de regiones
ribosomales intergénicas y del gen del RNA ribosomal 188S.

2. Determinar la estructura de filotipos de la comunidad fingica de los suelos aridos
sometidos a los diferentes tratamienios durante la incubacién de los microcosmos
mediante patrones de TREFLP.

3. Determinar la influencia de los tratamientos sobre los cambios en la estructura de

la comunidad fiingica de los microcosmos a diferentes niveles de analisis.
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MATERIALES & METODOS

2.1. Recoleccidn de las muestras de suelo

El sitio de recoleccién de muestras de suelo semidrido se ubico en la localidad
de “El Romeral” (33°48°S, 70°14'W), Cajon del Maipo, Region Metropolitana
(Figura 1). Corresponde a una zona semidrida del matorral esclerdfilo de Chile
Central que presenta un clima Mediterrdneo seco con precipitaciones invernales con
un promedio anual de 350 mm (Gajardo 1994).

El sitio de recoleccién de muestras de suelo érido se ubic en la localidad de
“Sierra Pajarito” (27°59°S, 70°34°W), Desierto de Atacama, Region de Atacama
(Figura 2). Corresponde a una zona desértica 4rida con escasas precipitaciones que no
superan los 20 mm anualmente (McKay y col. 2003).

La obtencion de muestras se realizé a partir del horizonte superficial del suelo,
en cada sitio se tomaron 10 muesiras sifnples sin cobertura vegetal en un area de 10 m
x 10 m a 10 cm de profundidad, todos los puntos de muestreo presentaron
caracteristicas macroscopicas similares. Posteriormente las muestras simples se
mezclaron en partes iguales y se homogeneizaron para la obtencion de una muestra
compuesta para cada sitio con el objetivo de reducir la heterogeneidad espacial a
pequefia escala (Webster y col. 2002; Girvan y col. 2003). Las muesiras compuestas

se almacenaron a 4°C para su posterior utilizacion.
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. Matorral esclerdfilo

“E| Romeral” Bosque de robles y miriaceas
(33048’5, 70“]4’W) Matorral andino

Cajon del Maipo Estepaandina dispersa
(350 mm anuales)

Bosque andina humeda

Figura 1. Sitio de recoleccion de las muestras de suelo semiarido, localidad de “El Romeral”,
Cajon del Maipo, correspondiente al matorral escleréfilo de Chile Central.
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Matorral subdesértico

“Sierra Pajarito”
(27°59°S, 70°34°W)
Desierto de Atacama . Vegetacion desértica de altura

(<20 mm anuales)

. Vegetacion altiplanica y dela puna

Gcaame ArL

Figura 2. Sitio de recoleccion de las muestras de suelo érido, localidad de “Sierra Pajarito”
correspondiente al matorral subdesértico del Desierto de Atacama.
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2.2, Diseiio y montaje de los microcosmos

Los microcosmos se construyeron a partir de las muestras compuestas de
suelo de cada sitio, se tomaron 150 g de suelo y se separaron en recipientes en una
relacidon 1:3 (v:v) suelo:aire y se mantuvieron a 20°C durante 84 dfas. Los
tratamientos se aplicaron como soluciones al inicio de la incubacién hasta alcanzar el
60% de la capacidad de retencion de agua de cada suelo.

Los tratamientos consistieron en la adicion de agua (H,0), adicién de
nitrdgeno reactivo (Nr) y aplicacion de una solucién a pH acido (pH) en un disefio
factorial completo (H20, Nr, Ac, y la combinacion de factores NrAc) a suelos de dos
grados de aridez diferentes (Tabla 1). Adicionalmente se realizd un tratamiento que
consistié en la adicién de agua cada 14 dias (H,0(14)) hasta alcanzar nuevamente el
60% de la capacidad de retencion de agua de cada suelo y asi determinar el efecto que
pudieran tener los pulsos de agua sobre las comunidades a estudiar.

Se tomaron muestras de los microcosmos semanalmente para la determinacion
de pardmetros edaficos y cada 28 dias se realiz la extraccion de DNA para la

determinacién de la diversidad genética. Cada tratamiento se realizé por triplicado.




Tabla 1. Disefioc multifactorial para la aplicacion de los tratamientos en los
microcosmos de suelo semiarido (S) y arido (A).

Tipo de suelo  Tratamiento Aguna® pH 4cido” Nitrégeno®

S(s/t) - - -

S(H;0) + , = -

" S(Ac) - + —

Semiarido

S(INT) - - +

S(NrAc) + + +

SELO(14)° + ~ -

A(sft) - - -

A(H,0) + - —

Arido AlAc) nlll i —
A(ND) - — +

A(NrAc) + + +

AME0(14))° + - -

“Se utilizé agua desionizada para que no interfiera con las mediciones de iones.
P1 a acidificacién se realizo con HCI hasta alcanzar pH 4,0 en la solucién a aplicar.
El nitrégeno reactivo se aplicé como una solucién de NH,NO; a una concentracién de 100 ug/ges.
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d Adicién de agua cada 14 dias para recuperar el 60% de la capacidad de retencién de agua de cada

suelo.

2.3. Extraccién y cuantificacién del DNA del suelo

El DNA se obtuvo a partir de 0,25 g de suelo empleando el kit de extraccion

“Uliraclean Soil DNA” (MoBio laboratorios, Inc.), se resuspendié en 50 pl de buffer

TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) y se guardo a -20°C hasta su andlisis.

La concentracion y calidad del DNA se determiné por electroforesis en geles

de agarosa al 0,8% (p/v) en buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH

8,0) y se visualizd por tincién con Bromuro de Etidio (0,5 pg/ml), comparindolo con

cantidades conocidas del marcador de peso molecular A/ Hindlll (Gibco BRL®).
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2.4. Amplificacién del DNA del suelo por PCR

2.4.1. Gen del rRNA 18S (rDNA18S)

Para la amplificacién del marcador molecular TDNA18S desde las muestras de
suelo de los microcosmos se realizé un PCR semi-anidado (un partidor es diferente
en el segundo PCR) dividiendo la amplificacién del DNA en 2 fases, utilizando
partidores universales para el gen que codifica para la subunidad 18S del RNA

ribosomal (Tabla 2; Figura A2, Anexo)

Tabla 2. Partidores utilizados en la amplificacion del rDNA18S.

PCR Partidores Secuencia (5°-37) Referencia

, _EF4 GGAAGGGRTGTATTTATTAG ¢ . oo
EF3 GITTGAACCAGTAAATCTCCT ¥ cok

, _Nsi GTAGTCATATGCTITGTCTC Ha | 2003
EF3 GTTTGAACCAGTAAATCTCCT £h y col.

La primer mezcla de reaccién contenia GoTaq® Green Master Mix (GoTaq®
DNA Polimerasa en 1X Green GoTaq® Reaction Buffer (pH 8,5), 200 pM de cada
dNTP vy 1,5 mM MgCly) (Promega) y los partidores EF4 y EF3 a una concentracion
de 0,3 uM cada uno (Tabla 2). Posteriormente, a partir del producto de la primera
amplificacion, se utilizé 1 pl como templado para la segunda amplificacion con los
partidores NS1 y EF3 (Tabla 2) en las mismas condiciones descritas para el primer
PCR. De cada muestra de suelo se realizaron 6 réplicas para su posterior purificacion.

El programa de amplificacin para la primera reaccién consistio en un ciclo
térmico de: desnaturacién inicial a 94°C por 3 min, luego 40 ciclos de desnaturacién a
94°C por 1 min, hibridacién a 48°C por 1 min y extensién a 72°C por 3 min,

terminando con una extensién final a 72°C por 10 min. Para el segundo PCR, el
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programa de amplificacion consistié en: desnaturacién inicial a 94°C por 5 min, luego
25 ciclos de desnaturacién a 94°C por 30 seg, hibridacion a 47°C por 45 seg y una
extension a 72°C por 3 min, terminando con una extension final a 72°C por 10 min.

Para el anglisis de TRFLP se utilizé en el segundo PCR el partidor EF3

marcado con el fluoréforo FAM (6-carboxyfluoresceina) en su extremo 5°.

2.4.2. Region ribosomal intergénica (I15)

Para la amplificacién del marcador molecular ITS, desde las muestras de suelo
de los microcosmos, se realizé vn PCR anidado (ambos partidores son diferentes en
el segundo PCR) dividiendo la amplificaciéon del DNA en 2 fases, utilizando
partidores universales para la regién intergénica del RNA ribosomal (Tabla 3; Figura

A2, Anexo).

Tabla 3. Partidores utilizados en la amplificacion del ITS.

PCR Partidores Secuencia (5°-3°) Referencia

NSA3 AAACTCTGTCGTGCTGGGGATA

! NIz  GAGCTGCATTCCCAAACAACTC Martiny Rygiewicz2005
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
2 T TCCTCCGCTIATIGATATGC  ades ¥ Bruns 1993

La primer mezcla de reaccion contenia GoTaq® Green Master Mix (GoTaq®
DNA Polimerasa en 1X Green GoTaq® Reaction Buffer (pH 8,5), 200 pM de cada
dNTP y 1,5 mM MgCl) (Promega) y los partidores NSA3 y NLC2 a una
concentracion de 0,4 pM cada uno (Tabla 3). Posteriormente, a partir del producto de
la primera amplificacion, se utilizd 1 pl como templado para la segunda

amplificacién con los partidores ITS1 e ITS4 (Tabla 3) en las mismas condiciones
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descritas para el primer PCR. De cada muestra de suelo se realizaron 6 réplicas para
su posterior purificacion.

El programa de amplificacién para la primera reaccién consistié en un ciclo
térmico de: desnaturacion inicial 2 95°C por 10 min, luego 35 ciclos de desnaturacion
a 95°C por 30 seg, hibridacién a 60°C por 40 seg y una extension a 72°C por 40 seg,
terminando con una extensién final a 72°C por 5 min. Para el segundo PCR, el
programa de amplificacién consistié en: desnaturacién inicial a 94°C por 3 min, luego
38 ciclos de desnaturacion a 94°C por 30 seg, hibridacion a 55°C por 30 seg y una
extensioén a 72°C por 3 min, terminando con una exteénsién final a 72°C por 20 min.

Para el .analisis de TRFLP se utilizé en el segundo PCR el partidor ITS1
marcado con el fluoréforo FAM (6-carboxyfluoresceina) en su extremo 5°.

Los productos de amplificacion se cuantificaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1,2% (p/v) en buffer TAE 1X tefiidos con Bromuro de Etidio, el tamafio de
los amplicones se determind por comparacién con el estindar de tamafio molecular

100 bp DNA Ladder (Gibco BRL).

2.5. Determinacién de la composicién fiingica en las muestras de suelo

2.5.1. Clonacion y secuenciacion

Para determinar la composicion fiingica en cada tipo de suelo, los amplicones
derivados de los marcadores moleculares rDNAI8S e ITS de las muestras
compuestas previas al montaje de los microcosmos, se clonaron y secuenciaron para
Ja obtencion de genotecas (Figura 3). Para ello, 100 ng de los productos de PCR se

purificaron mediante el kit de purificacién “UltraClean PCR Clean-up” (MoBio Lab,
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Inc.). Los amplicones purificados se ligaron en el vector pTZ57R/T y se clonaron en
células competenies de Escherichia coli XU1B mediante el kit de clonacién
“InsTAclone (Fermentas) siguiendo las recomendaciones del fabricante,

Los transformantes se crecieron en medio LB (1,0% Triptona, 0,5% extracto
de levadura, 1,0% NaCl, pH 7.,0) y se seleccioparon por su resistencia a ampicilina
(50 pg/ml) y por su incapacidad de degradar el compuesto X-gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-b-galactopiranésido) en presencia de IPTG (isopropil-B-D-tio-galactésido).
Para confirmar la presencia del inserto por PCR, los clones seleccionados se
resuspendieron en 10 ul de amortiguador TE y el DNA se obtuvo por lisis celular
mediante 8 ciclos sucesivos de choques térmicos de 1 min a 98°C / 1 min a 4°C, la
amplificacion se realizo utilizando los partidores M13F y M13R del vector.

Los insertos de los clones se secuenciaron en un solo sentido con el partidor
MI13F del vector, utilizando un Analizador Genético 3730 (Applied Biosystems)
(Macrogen Inc.). Los clones secuenciados se guardaron en glicerol al 20% a -80°C

(Sambrook y col. 1989).
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Figura 3. Representacion del método de clonacion-secuenciacion: A. Extraccion del DNA de
las muestras de suelo; B. Amplificacion de los marcadores moleculares mediante PCR; C.
Ligacion de los amplicones en vectores de clonacion; D. Transformacion de células
hospederas; E. Seleccion de clones con inserto; F. Secuenciacion del inserto y analisis
bioinformatico de las secuencias.

2.5.2. Estimacion de la cobertura de las genotecas

Las secuencias obtenidas se agruparon en base a dos criterios de identidad de
secuencia: 97% y 99%, utilizando el programa Clusterer (Klepac-Ceraj y col. 2006).
Los grupos formados se procesaron por el programa Analytic Rarefaction 1.3
(Holland 2003) obteniéndose datos para construir una curva de rarefaccion.
Posteriormente estos datos se ajustaron a una curva tedrica mediante regresion no
lineal con el programa GraphPad Prism 4.00 (GraphPad Software), obteniéndose los
parametros tedricos. Finalmente, la estimacion de cobertura se realizo mediante la

formula CX = 1 — (Nx/n), donde Nx representa el nimero de grupos diferentes y n el

namero total de secuencias analizadas.
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2.5.3. Andlisis de agrupamiento de las secuencias
La identidad de las secuencias se evalué utilizado el programa BLASTN
(A_ltschul y col. 1997) por comparacién con las secuencias de los organismos
cultivados disponibles en la base de datos del GenBank mas relacionados a los clones
obtenidos.
Las secuencias se alinearon mediante ClustalX v 1.81 (Thompson y col. 1997)
y se construyé un dendrograma con el programa MEGA4 (Tamura y col. 2007)
usando la distancia genética de Jukes & Cantor (Jukes y Cantor 1969) y el algoritmo
de agrupamiento Neighbor-Joining (Saitou y Nei 1987). Para estimar la robustez de

los nodos se realizé un andlisis de bootstrap de 500 iteraciones.

2.6. Determinacién de la estructura fiingica en las muestras de suelo de los
microcosmos

2.6.1. Perfiles de TRFLP

Para determinar los perfiles de TRFLP (Figura 4) se amplificaron los
marcadores moleculares tDNAI18S e ITS desde el DNA extraido a partir de
submuestras de los microcosmos cada 28 dias (0, 28, 56 y 84 dias de incubacion).
Para elio, la purificacién de los amplicones se realizo utilizando el kit de purificacion
“UliraClean PCR Clean-up” (MoBio Lab, Inc.). Las mezclas de amplicones se
digirieron con las enzimas de restriccion Haelll y Mspl (Invitrogen) en reacciones
independientes durante 3,5 hs a 37°C, segin las condiciones recomendadas por el
fabricante. Los fragmentos de restriccion terminal (TRFs) se resolvieron por

electroforesis capilar en un Anpalizador Genético 3730 (Applied Biosystems)
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(Macrogen Inc.). Para cada muestra se gener6 un electroferograma donde se
determind el nimero de TRFs de cada muestra (riqueza) y la fluorescencia de cada
TRF (abundancia). Como control de la reproducibilidad de la técnica, una muestra de

cada suelo se analizo en triplicado desde la extraccion del DNA.
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Figura 4. Representacion del método de TRFLP: A. Extraccion del DNA de las muestras de
suelo; B. Amplificacion de los marcadores moleculares mediante PCR utilizando partidores
marcados con fluorescencia; C. Digestion de los amplicones con enzimas de restriccion; D.
Separacion de los fragmentos de restriccion por electroforesis capilar; E. Obtencion del
electroferograma.

2.6.2. Normalizacion de los perfiles de TRFLP

El tamafo en pares de bases (pb) de los fragmentos terminales de restriccion
(TRFs), la altura y el area de los picos en los electroferogramas, se determinaron con
el programa GeneMapper v3.0 (Applied Biosystems). Para el analisis se incluyeron
solo fragmentos mayores a 50 pb para descartar las sefiales de los partidores. Para
normalizar y hacer comparables los electroferogramas de las distintas muestras se

realizd un procedimiento iterativo para homogenizar las unidades de fluorescencia
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(UF) totales (Dunbar y col. 2001) y se eliminaron las sefiales con fluorescencia menor
al 1% con respecto al total, las cuales podrian constituir ruido. Adicionalmente los
perfiles se alinearon manualmente para evitar la identificacién errénea de los TRFs
por el corrimiento esperable en los tamafios de los fragmentos debido a la
electroforesis. Con los datos corregidos se determiné la fluorescencia relativa de los
TRFs, éstos representan distintas unidades taxondmicas operacionales (OTUs) y no
necesariamente especies, por lo tanto, l1a fluorescencia de cada TRF se utilizé como

un indicador de la abundancia relativa de los OTUs presentes en cada muestra.

2.6.3. Andlisis de los perfiles de TRFLP

2.6.3.a. Analisis de agrupamiento

Para comparar la riqueza de las diferentes comunidades fiingicas se crearon
matrices de presencia/ausencia de TRFs de las submuestras de los microcosmos bajo
los diferentes tratamientos y para los diferentes tiempos de incubacién. En base a las
matrices se calcul6 la similitud entre las muestras mediante el Coeficiente de Jaccard
(Jaccard 1901) y posteriormente se construyeron dendrogramas mediante el algoritmo
UPGMA (Unweighted Pairs Group Method with Arithmetic Average) (Li 1981) en el
programa MVSP 3.12d (GeoMem). El valor estadistico de los nodos (P < 0,05) se
determiné por analisis de MonteCarlo con 1000 iteraciones de la matriz en el
programa PopTools versién 2.5 (Hood 2000).

2.6.3.b. Anilisis de correspondencia candnica

Para relacionar la estructura de la comunidad fiingica con los pardmetros

edaficos se utilizé un analisis de correspondencia candnica (CCA) (Ter Braak 1986),
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en donde los puntos representan las muestras y los vectores las variables ambientales,
ya que éste es un método multivariado de andlisis directo adecuado para describir esta
relacién (Yang y Crowley 2000; Yannarell y Triplett 2005; Morales y col. 2006;
Coérdova-Kreylos y col. 2006). Sin embargo, para la aplicacién de estos andlisis es
necesario comprobar que las variables medidas no estén fuertemente correlacionadas
ya que este fenémeno podria afectar el andlisis haciendo los coeficientes de
correlacién muy inestables (Ter Braak 1990). La posible correlacion entre los factores
ambientales analizados se evalué mediante el coeficiente de Pearson segtin el modelo
de regresion lineal usando el programa GraphPad Prism versién 4.0 (GraphPad
Software Inc.). Posteriormente, se realizd el CCA, donde se relacionaron los perfiles
de TRFLP, considerando una matriz de abundancia relativa de los TRFs, con los
pardmetros edéficos correspondientes a los suelos de cada tipo. Las variables edaficas
fueron: contenido hidrico (CH), materia organica {(MO), pH, potencial de o6xido-
reduccién (ORP), contenido de nitrato (NO3") y contenido de amonio (NHy") (Tabla
Al, Anexo). El CCA se realizé en el programa MVSP 3.12h (GeoMem). El
significado estadistico (P < 0,05) de la relacion entre la diversidad genética y cada
pardmetro edafico del CCA se obtuvo a través de la prueba de MonteCarlo con 1000
permutaciones de la matriz, bajo el modelo completo con el programa CANOCO 4
(Ter Braak y Smilauer 1998). De la misma manera se determiné el valor estadistico
individual del gje canénico 1 (CCAl) y de la totalidad de los ejes canénicos.

2.6.3.c. Andlisis de los parametros ecoldgicos
Finalmente, se calcularon los parametros ecolégicos descriptivos de

comunidades microbianas desarrollados especificamente para ser aplicados en datos
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obtenidos con técnicas moleculares de “DNA fingerprinting” (Marzorati y col. 2008):
riqueza ponderada por el rango (Rr), dindmica (Di) y organizacion funcional (OF).

La Rr se calculd en base a la cantidad de TRFs obtenidos (N) ¥ a la cobertura
que tuvieron esos TRFs en relacién al rango méaximo detectable de acuerdo al marcador
de tamafio molecular wtilizado (R), segiin la formula Rr=Nx R.

La Di se evalud en relacion al ntimero de TRFs que se mantienen entre dos
tiempos consecutivos durante la incubacién de los microcosmos, de esta manera se
puede establecer el porcentaje de cambio del perfil como % cambio = 100 - % similitud.
Dado que la tasa de cambio se evalu6 enire los intervalos (en dias) 0-28, 28-56 y 56-84,
se hizo un promedio de estos tres valores para obtener la dindmica neta de la comunidad.

La OF describe el nivel de especializacion que alcanza una comunidad, asf una
comunidad microbiana con baja OF seria aquella que posee una gran diversidad de

filotipos con similar abundancia conviviendo en un mismo ambiente; una comunidad

con OF media se presenta cuando disminuye la diversidad de la comunidad y algunos

filotipos aumentan su abundancia; y finalmente una comunidad con alta OF corresponde
a aquella que tiene umnos pocos filotipos dominantes. Para calcular este indice, los TRFs
se ordenaron, en término de su abundancia, de mayor a menor y se evalud qué
porcentaje de la comunidad total corresponde al 20% de los filotipos mas abundantes de
acuerdo a la curva de abundancia de Pareto-Lorenz (PL) (Marzorati y col. 2008). En la
Figura 5 se ejemplifican comunidades con distintos niveles de OF; cuanto mas alta la
OF, menor la equitatividad y por lo tanto unos pocos filotipos representan a la

mayoria de la comunidad.
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Figara 5. Curva de Pareto-Lorenz derivada de tres patrones hipotéticos de DGGE. Describe las
3 situaciones posibles de organizacién funcional con respecto al 20% de los OTUs més
abundantes de una comunidad: alta (curva 80%), media (curva 45%) y baja (curva de 25%).

Tomada de Marzorati y col. (2008).
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RESULTADOS

3.1. Extraccién del DNA del suelo y amplificacion de marcadores moleculares
fangicos

Para determinar la diversidad genética de los grupos fiingicos predominantes
en la comunidad de cada suelo, se utilizé una aproximacién molecular independiente
de cultivo. El DNA se purificé directamente de las muestras de suclo de los
microcosmos y se amplificaron los marcadores moleculares rDNA18S e ITS.

El DNA extraido desde las muestras de suelo de los microcosmos para cada
tratamiento se sometié a electroforesis en geles de agarosa. A modo de ejemplo se

muestra un gel en donde se pudo verificar la integridad del DNA extraido (Figura 6).

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% del DNA extraido de las muestras de suelo
de los microcosmos sometidos a distintos tratamientos. Carril 1: tratamiento con agua cada
14 dias (H20(14)); carril 2: control sin tratamiento (s/t); carril 3: tratamiento con agua (H20);
carril 4: tratamiento con solucién 4cida (Ac); carril 5: tratamiento con solucién de nitrato de
amonio (Nr); carril 6: tratamiento con solucién 4cida de nitrato de amonio (NrAc); todos al
tiempo inicial (t0) del microcosmos de suelo semiarido. El primer carril contiene el marcador
de tamaiio molecular A-Hindill.
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EI DNA amplificado para cada uno de los marcadores moleculares utilizados

se visualizo por electroforesis en geles de agarosa. En la Figura 7 se muestra un gel
en ¢l que se observan las bandas del tamafio esperado (~1500 pb para el IDNA18S y

400-600 pb para el ITS) y 1a ausencia de bandas inespecificas.

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1,2% de los amplicones del marcador molecular
rDNAI18S (carriles 1, 2 y 3) y del marcador molecular ITS (carriles 4, 5 y 6). El DNA
amplificado corresponde a los microcosmos del tratamiento con agua (H20) a los tiempos t0,
t28 y t56. El primer carril contiene el marcador de tamafio molecular 100 bp.

3.2. Determinacion de Ia composicion fiingica en las muestras de suelo

3.2.1. Estimacion de la cobertura de las genotecas

Los amplicones de cada marcador molecular dDNA18S ¢ ITS) obtenidos para
ambas muestras de suelo se clonaron y secuenciaron. Para estimar la cobertura de la
composicién fingica de cada suelo se realizaron curvas de rarefaccién de las
genotecas, para ello las secuencias de los clones se agruparon mediante 2 criterios:

99% y 97% de identidad. Posteriormente, las curvas de rarefaccién de ambos suelos
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se ajustaron a una hipérbola. Una tendencia de las curvas a alcanzar la asintota (o
maximo tedrico) indica que la cantidad de secuencias estudiadas fue la suficiente para
cubrir un numero importante de los grupos fingicos presentes en estos suelos, y
ademds sugiere que para encontrar nuevos grupos se requeriria de un esfuerzo de
muestreo considerablemente mayor. Visualmente se pudo determinar que el marcador
molecular rDNA18S permitié una mayor cobertura de la composicion fiingica en

ambos tipos de suelo (Figura 8).
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Figura 8. Curvas de rarefaccion para los marcadores moleculares rDNA18S e ITS para los
suelos arido (A) y semiarido (S). Los cuadrados y tridngulos representan los datos de
agrupamiento para el 97% y 99% de identidad de las secuencias, respectivamente. La linea
negra continua en todos los gréficos, representa el ajuste de la curva a una hipérbole.
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Los resultados del ajuste de las curvas se observan en la Tabla 4, la genoteca
construida con amplicones del marcador molecular rtDNA18S permitié determinar
una mayor cobertura de la composicién fiingica en ambos tipos de suelo. Por su parte,
el marcador ITS revelé mayor diversidad de filotipos, dando cuenta de que la
genoteca obtenida tiene menor cobertura cuando se usa este marcador. Los datos
obtenidos para este marcador indican gue la diversidad esperada en el suelo arido es
mayor que en el suelo semidrido. Ademas, se calculd el porcentaje de cobertura de las
genotecas utilizando la férmula Cx = 1 — (Nx/n), donde Nx corresponde a los grupos
observados y n al nimero de clones analizados. El criterio de identidad del 99%
promedia una cobertura del 45,9% para las cuatro genotecas mientras que el criterio
de identidad de un 97% promedia un 60,6%, obteniéndose la mayor cobertura para

las muestras de suelo arido con el marcador molecular rDNA18S (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados del ajuste de as curvas de rarefaccion y del calculo de cobertura para
ambos marcadores moleculares, en cada suelo y con dos criterios de identidad para el
agrupamiento.

I Maximeo
Muestra’ -(i:;t:gga(rlle ob(::ur\gﬁos an(;llgzal{e:os grupo Cobertura a]!::;:t:l ?Il:‘)
tedrico
A-18S 99% 37 118 74 68,6% 0,9938
97% 30 118 66 74,6% 0,9932
AITS 99% 49 68 331 27,9% 0,9998
97% 33 68 80 51,5% 0,9988
S-18S 99% 56 116 116 51,7% 0,9988
97% 38 114 71 67,2% 0,9919
99% 62 96 178 35,4% 0,9999
S-ITS 97% 49 96 110 49.0% 0,9994

*A-185: genoteca del sueio drido con el marcador molecular IDNA18S; A-ITS: genoteca del suelo
érido con el marcador molecular ITS; S-1885: genoteca de] suelo semidrido con el marcador molecular
rDNA18S; S-ITS: genoteca del suelo semidrido con el marcador molecular ITS.
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3.2.2. Andlisis de agrupamiento de las secuencias

Para ambas muestras de suelo se determinaron los filotipos flingicos mas
abundantes por comparacién con secuencias de las bases de datos del National Center
for Biotechnology information (NCBI). De un total de 398 clones secuenciados, mas
del 90% de las secuencias se alinearon con secuencias de clones de la base de datos.
Las secuencias de organismos cultivados descargadas de la base de datos junto a las
secuencias de los clones de cada suelo de este estudio, se agruparon en dendrogramas
que permitieron confirmar la identidad de las secuencias obtenidas para cada suelo
(Tablas A2, A3, A4, AS y Figuras A4, A5, A6, A7; Anexo).

Al clasificar taxonémicamente las secuencias obtenidas se determind que
éstas se agrupan en un total de 5 divisiones, 14 clases y 24 o6rdenes fungicos.
Independientemente del marcador utilizado, el grupo Ascomycota fue predominante
(61-95%), seguido por Basidiomycota (5-34%). El marcador molecular tDNA18S
permiti6 ademas detectar la presencia de Chytridiomycota, Zygomycota y
Glomeromycota, encontrandose los dos tiltimos sélo en el suelo semidrido (Figura 9).

De un total de 14 clases encontradas, el 50% pertenecen a la division
Ascomycota y representan al 75% de las secuencias analizadas. De este 75%, el 59%
de las secuencias pertenecen a suelo drido y un 41% de las secuencias son de suelo
semiarido. La segunda division mas abundante fue Basidiomycota, con 4 clases
correspondientes al 28,6% de las clases encontradas, en las cuales se distribuyeron
16,8% del total de las secuencias obtenidas. El 87% de estas secuencias pertenecieron
a suelos semiaridos y el 13% restante a suelos 4ridos (Figura 9). Las 3 divisiones

restantes: Chytridiomycota, Glomeromycota y Zygomycota, representaron 7,1%,
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0,42% y 0,21%, respectivamente de las secuencias analizadas. Cabe recalcar que

estas divisiones se detectaron solo en el suelo semiarido al utilizar el marcador

molecular rDNA18S (Figura 9).
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Figura 9. Clasificacion taxonomica a nivel de Clase de las secuencias de las genotecas de los
marcadores moleculares rDNA18S e ITS en los suelos arido (A) y semiarido (S). Los colores
verdes corresponden a la division Ascomycota; los colores azules a la division
Basidiomycota; el color rojo a la division Chytridiomycota; el color amarillo a la division
Zygomycota y el color naranjo a la division Glomeromycota.
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3.3. Determinacién de la estructura fiingica en las muestras de suelo de los
micrecosmos

Los efectos de los tratamientos sobre la estructura fiingica en las muestras de
suelo de los microcosmos se determinaron mediante perfiles de TRFLP en cuatro
tiempos durante la incubacién (Figuras A8 - A19; Anexo). La amplificacion mediante
PCR de Tos marcadores moleculares se realiz6 con un partidor marcado en su exiremo
5" con el fluoréforo FAM (EF3 para el tDNA18S e ITS1 para el ITS). Para la
digestién del producto del PCR, se usaron dos enzimas de corte frecuente, Haelll y
Mspl. Los perfiles de TRFLP entregan informacién sobre la riqueza y abundancia de
los filotipos o fragmentos terminales de restriccion (TRFs) presentes en la
comunidad, por lo que los anslisis de los datos se hicieron considerando los diferentes
componentes de la estructura comunitaria.

3.3.1. Andlisis de agrupamiento

En primer lugar, el efecto de los tratamientos sobre la riqueza de las
comunidades fungicas se determiné mediante un anélisis de similitud de los perfiles
de TRFLP, en base a una matriz binaria de presencia/ausencia (riqueza de TRFs)
utilizando el coeficiente de similitud de Jaccard y el algoritmo UPGMA. Para ello,
los datos obtenidos por la digestion con las dos enzimas de testriccion utilizadas se
unieron para cada uno de los marcadores moleculares utilizados. En Ia Figura 10 se
muestra el andlisis de agrupamiento para el tDNA18S y en la Figura 11 para el ITS.
Para validar las agrupaciones se realizé un andlisis de Montecarlo, los grupos a la
derecha de la linea punteada responden a un patrén definido y no pueden ser

explicadas por el azar. En ambos casos las comunidades fingicas se separaron de

O
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acuerdo al tipo de suelo. Las muestras correspondientes al marcador molecular ITS
tuvieron una mayor similitud entre si que las basadas en el analisis del IDNA18S.

En el caso del marcador molecular rDNA18S las muestras se separaron de
acuerdo al tipo de suelo, sin embargo los indices de similitud son bajos. Cuando se
analizan las muestras del suelo arido, la mayoria de las muestras tratadas con
nitrogeno reactivo (Nr) tendieron a agruparse, mientras que en las muestras del suelo
semiarido, los controles sin tratamiento (s/t) son las mas similares entre si (Figura

10).
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Figura 10. Analisis de agrupamiento en base a los perfiles de TRFLP del marcador
molecular IDNA18S de las comunidades fungicas de los suelos arido (A) y semiarido (S)
bajo cada tratamiento y durante la incubacion de los microcosmos. El dendrograma se
construy6 usando el coeficiente de Jaccard y el algoritmo UPGMA. La linea roja sefiala la
distancia de agrupamiento critico obtenida con la prueba de MonteCarlo con 1000 iteraciones
(Programa Poptools). Tratamientos: control sin tratamiento (s/t); agua cada 14 dias
(H20(14)); agua al inicio de la incubacion (H20); solucion acida al inicio de la incubacion
(Ac); solucion de nitrato de amonio al inicio de la incubacion (Nr); solucion dcida de nitrato
de amonio al inicio de la incubacion (NrAc). Tiempos: 0 dias de incubacion (t0): 28 dias de
incubacion (128); 56 dias de incubacion (t56); 84 dias de incubacion (t84).
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En el caso del marcador molecular ITS también se formaron dos grupos
definidos, uno para cada tipo de suelo. Las muestras del suelo arido tendieron a
agruparse de acuerdo al tiempo de incubacién de los microcosmos, sin aparente

efecto del tratamiento aplicado. En las muestras de suelo semiarido este efecto fue

mas notorio, observandose un grupo formado por las muestras de los tiempos
iniciales de incubacion (10), otro por las muestras del tiempo 56 dias de incubacion !
' (t56) vy un tercero formado por las muestras correspondientes a los tiempos finales de \

incubacion (t84) y las muestras del tiempo 28 dias de incubacion (128) (Figura 11).
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1 Figura 11. Anilisis de agrupamiento en base a los perfiles de TRFLP del marcador
i molecular ITS de las comunidades fiingicas de los suelos arido (A) y semidrido (S) bajo cada
f tratamiento y durante la incubacion de los microcosmos. El dendrograma se construyo
: usando el coeficiente de Jaccard y el algoritmo UPGMA. La linea roja seiiala la distancia de
agrupamiento critico obtenida con la prueba de MonteCarlo con 1000 iteraciones (Programa
Poptools). Tratamientos: control sin tratamiento (s/t); agua cada 14 dias (H20(14)); agua al
inicio de la incubacion (H20); solucion acida al inicio de la incubacion (Ac); solucion de
nitrato de amonio al inicio de la incubacion (Nr); solucion acida de nitrato de amonio al
inicio de la incubacion (NrAc). Tiempos: 0 dias de incubacion (t0); 28 dias de incubacion
(t28); 56 dias de incubacion (t56); 84 dias de incubacion (t84).
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3.3.2. Andlisis de correspondencia candnica

Para determinar la influencia de los tratamientos sobre los perfiles de TRFLP
de ambos marcadores moleculares, y a su vez qué parametros edaficos se relacionan
con el ordenamiento observado, se realizaron analisis de correspondencia cano6nica
(CCA). Este andlisis relaciona la estructura comunitaria con variables ambientales, en
el cual los puntos representan las muestras, los vectores las variables y los porcentajes
en los ejes indican cudnto explica cada uno de la varianza total de los TRFs
analizados para cada muestra. Si las variables edaficas incluidas en el analisis se
relacionan fuertemente con algiin eje, se puede predecir que influyen en el
ordenamiento de las muestras a lo largo del eje correspondiente, lo que refleja la
variacién de la estructura de esas muestras. La influencia de la variable ambiental se
refleja en el largo y la cercania al eje del vector que la representa, y a su vez enel
coeficiente de correlacion intragrupo (CCI) asociado a dicha variable.

En una primera instancia se incluyeron las muestras de ambos tipos de suelo
en el mismo analisis, utilizando los datos obtenidos con las dos enzimas de restriccion
utilizadas. En el CCA de los TRFs obtenidos con el marcador molecular tDNA18S
(Figura 12; Tabla 5), se observa una clara separacion de las muestras de cada tipo de
suelo a lo largo del primer eje candnico (CCA1 47,0%). Los pardmetros edaficos que
influenciaron esta separacién fueron la MO (CCI 0,987; p: 0,001) y el pH (CCI -
0,944; p: 0,001). Ademas, se observé a lo largo del segundo eje canénico (CCA2
16,0%) la separacion de la mayoria de las muestras del suelo semidrido obtenidas a
los 28 dias de incubacién (t28) del resto de las muestras, la variable mds influyente

sobre este eje fue el ORP (CCI -0,648; p: 0,016). Cabe mencionar que tanto el primer

»

R
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gje canonico como la suma de todos los ejes canonicos, fueron estadisticamente

significativos (p: 0.001).

CCA case scores
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Figura 12. Analisis de correspondencia canonica entre los perfiles de TRFLP del marcador
molecular rDNA18S y los factores edéficos medidos durante el tiempo de incubacion de los
microcosmos de los suelos arido (A) y semiarido (S). Tratamientos: control sin tratamiento
(s/t); agua cada 14 dias (H20(14)); agua al inicio de la incubacion (H20); solucion acida al
inicio de la incubacion (Ac); solucion de nitrato de amonio al inicio de la incubacion (Nr);
solucion 4cida de nitrato de amonio al inicio de la incubacion (NrAc). Tiempos: 0 dias de
incubacion (t0); 28 dias de incubacion (t28); 56 dias de incubacion (t56); 84 dias de
| incubacion (t84). Variables edaficas: pH: potencial de 6xido reduccion (ORP); Contenido
' hidrico (CH); materia organica (MO); contenido de amonio (NH4+); contenido de nitrato
(NO3-). La linea verde encierra las muestras del suelo semidarido y la naranja las del suelo
arido.
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Tabla 5. Coeficientes de correlacién intragrupo (CCI) de las variables edaficas (VE) y los
dos primeros ejes del ordenamiento de los TRFLP del marcador molecular rDNA18S, en los
microcosmos de los suelos arido y semiarido.

VE? CCI P F
CCAl1 CCA2

pH’ 0,944 0,085 0,001 24,21

ORP" 0234 -0,648 0,016 2,06

CH 0262 -0,287 0277 1,14

MO’ 0,987 0,073 0,001 13,98

NH4*  -0,045 0211 0,782 0,69
NO3 0,505 0,355 0,148 1537

1° eje canénico’ 0,001 22,03
Suma de los ejes canénicos 0,001 8,56

* Relaciones estadisticamente significativas entre las variables edéficas y el agrupamienio de las
muestras segiin el andlisis de MonteCarlo con 1000 permutaciones de la matriz (Programa Canoco).

* pH; potencial de dxido reduccién (ORP); contenido hidrico (CH); materia organica (MO); ‘contenido
de amonioc (NH,"); contenido de nitrato (NOs').

Al analizar el CCA de los TRFs obtenidos con el marcador molecular ITS
(Figura 13; Tabla 6), se observa nuevamente una clara separacién de las muestras de
cada tipo de suelo a lo largo del primer eje canénico (CCA1 47,8%), siendo las
muestras de suelo arido mas similares entre si, independientemente. de los
tratamientos aplicados. Los parametros edaficos que influenciaron esta separacion
fueron una vez mas la MO (CCI 0,974; p: 0,001) y el pH (CCI -0,874; p: 0,001).
Ademss, a lo largo del segundo eje candénico (CCA2 13,5%) se separaron las
muestras del suelo semi4rido, influenciadas por el contenido de nitrato (N 03%) (CCI-

0,580). Una vez mds, tanto el primer eje candnico como la suma de todos los gjes

candnicos, fueron estadisticamente significativos (p: 0,001).
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Dada la longitud del marcador molecular ITS (~ 500 pb), se espera que sea

menos resolutivo que el marcador molecular IDNA18S (~ 1800 pb); sin embargo, al
ser una region intergénica susceptible de una mayor variabilidad resulta ser mas
explicativo en relacion a la estructura de las muestras, permitiendo una mejor

discriminacion de las muestras en el plano cartesiano, al menos en el suelo semidrido.
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Figura 13. Analisis de correspondencia canonica entre los perfiles de TRFLP del marcador
molecular ITS y los factores eddficos medidos durante el tiempo de incubacion de los
microcosmos de los suelos arido (A) y semidrido (S). Tratamientos: control sin tratamiento
(s/t); agua cada 14 dias (H20(14)); agua al inicio de la incubacion (H20); solucion acida al
inicio de la incubacion (Ac); solucion de nitrato de amonio al inicio de la incubacion (Nr);
solucion acida de nitrato de amonio al inicio de la incubacion (NrAc). Tiempos: 0 dias de
incubacion (t0); 28 dias de incubacion (t28); 56 dias de incubacion (t56); 84 dias de
incubacion (t84). Variables edaficas: pH; potencial de 6xido reduccion (ORP); Contenido
hidrico (CH); materia organica (MO); contenido de amonio (NH4+); contenido de nitrato
(NO3-). La linea verde encierra las muestras del suelo semiarido y la naranja las del suelo
arido.
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Tabla 6. Coeficientes de correlacién intragrupo (CCI) de las variables edéficas (VE) y los
dos primeros ejes del ordenamiento de los TRFLP del marcador molecular ITS, en los
microcosmos de los suelos drido y semidrido.

VE?* cCI p F
CCA1 CCA2

pH -0;874 0,296 0,001 19,70
ORP 0,172 0,075 0,698 0,81
CH 0,423 0,407 0,088 1,44
MO’ 0,974 -0,130 0,001 12,74
NH4" 0,050 0,368 0,748 0,79
NO3 0473 -0,580 0214 1,15
1° eje candnico 0,001 18,62
Suma de los ejes candnicos 0,001 6,94

* Relaciones estadisticamente significativas entre las variables edaficas y el agrupamiento de las

muestras segtin el andlisis de MonteCarlo con 1000 permutaciones de la matriz (Programa Canoco).

* pH; potencial de 6xido reduccién (ORP); contenido hidrico (CH); materia organica (MO); contenido

de amonio (NH,); contenido de nitrato (NO5).

3.3.4. Andlisis de los pardmetros ecologicos

Se determinaron los pardmetros ecoldgicos recientemente descritos para

caracterizar comunidades microbianas basadas en datos de fingerprinting (Marzorati

y col. 2008). Estos parimetros son la riqueza ponderada por el rango (Rr), la

dindgmica (Di) y la organizacién funcional (OF). Los valores propuestos para

clasificar cada uno de ellos en los rangos alto (A), medio (M) y bajo (B) se muestran

en la Tabla 7. Cabe destacar que este andlisis fue realizado exclusivamente con los

patrones de TRFs obtenidos por 1a endonucleasa Haelll debido a que esta enzima de

restriccion fue mas resolutiva.
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Tabla 7. Valores propuestos para clasificar los pardmetros ecolégicos riqueza ponderada
por el rango (Rr), dindmica (Di) y organizacién funcional (OF) en los rangos bajo (B),
medio (M) y alto (A) (fomado de Marzorati y col. 2008).

Rr Di (%) OF (%)
B Rr<10 Di<5 OF<25
M 10<Rr<30  5>Di>15 25<QF<60
A Re>30 Di>15 OF>60

La Rr se calcul6 en base a la cantidad de TRFs obtenidos, en relacién al rango
méximo detectable, segin el tamafio del marcador molecular y del estindar interno
utilizados. Se determiné una Rr dentro del rango bajo para ambos marcadores, dando
cuenta de que la cantidad de TRFs o haplotipos encontrados, en relacion al range
méximo detectable, es baja. La Rr obtenida con el marcador molecular ITS, supera en
todos los casos a las obtenidas con el TDNA18S, probablemente debido a que es una
region mds variable por lo que puede reflejar mejor los cambios de este pardmetro
(Tablas A6 y A7, Anexo).

Por su parte, la Di fue evaluada en relacién al nimero de TRFs que se
mantienen entre dos tiempos consecutivos durante la incubacién de los microcosmos.
Los tesultados muestran, para ambos marcadores, valores dentro del rango alto,
dando indicios de que durante la incubacién los TRFs que eran mas abundantes entre
un tiempo y otro, en su mayoria, fueron reemplazados por nuevos haplotipos (Tablas
A6y A7, Anexo).

La OF es el pardmetro que mds cambid entre los marcadores moleculares
utilizados, lo que puede considerarse un caso opuesto al de la Rr ya que ésta de cierta

manera influye en que la abundancia relativa total se distribuya en menos TRFs. En el
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caso del marcador molecular ITS se calculé una organizacién funcional media, por lo
que 1o existiria una clara dominancia de TRFs. Por otro lado, el andlisis en base al
marcador molecular rDNAI18S mostré una organizacion funcional media-alta,
indicador de que la comunidad fingica estuvo dominada por unos pocos TRFs
(Tablas A6 y A7, Anexo).

Dados los resultados obtenidos por los andlisis de CCA, para intentar
determinar el efecto de los tratamientos sobre la comunidad fimgica del suelo, se
graficaron los parametros ecolégicos para cada tipo de suelo utilizando los datos
generados por el marcador molecular ITS, dada su mayor resolucion. Los graficos
para el marcador molecular tDNA18S se muesiran en las Figuras A20 y A21 del
Anexo. En base al marcador molecular ITS, se determiné que para ambos suelos y
para todos los tratamientos aplicados, 1a Rr fue baja, la Di fue alta y la OF fue media,
de acuerdo a los rangos de clasificacion de Marzorati y col. (2008) (Tabla A6,
Anexo). Por Jo tanto, los pardmetros ecoldgicos obtenidos promediando los datos de
todos los tiempos de incubaci6n, para los microcosmos del suelo semiérido y 4rido se
incluyeron en las Figuras 14 y 15, respectivamente, donde se intentaron determinar
diferencias cuantitativas dentro de cada rango.

La Rr present6 su valor méas bajo en las muestras control sin tratamiento (s/t)
del suelo semidrido, en todos los ’a:atamientos aplicados la Rr tuvo un valor mayor,
indicando que ¢l agua agregada en todos los {ratamientos pudo haber influenciado
este pardmetro. Sin embargo, en el suelo arido, el control (s/t) y el tratamiento con

pulsos de agua (H20(14)) presentaron un valor similar. En cuanto a la OF, las

muestras del suelo semidrido correspondientes al control sin tratamiento (s/t) y
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tratadas con nitrégeno reactivo (Nr). presentaron el menor valor; el aparente aumento
de la OF podria deberse al efecto de los tratamientos (Tabla A6, Anexo), o ser
consecuencia de cambios sucesionales debidos a la incubacion. Por el contrario, las
muestras del suelo arido presentaron un valor similar en todos los casos. Finalmente,
la Di muestra que se produjo un cambio entre los controles y los tratamientos
aplicados, para ambos tipo de suelos, obteniéndose valores mayores de Di en las

muestras tratadas (Figuras 14 y 15).
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Figura 14. Parametros ecologicos calculados en base a los perfiles de TRFLP del marcador
molecular ITS durante el tiempo de incubacion de los microcosmos del suelo semiarido (S).
Tratamientos: control sin tratamiento (s/t); agua cada 14 dias (H20(14)); agua al inicio de la
incubacion (H20); solucion écida al inicio de la incubacion (Ac); solucion de nitrato de
amonio al inicio de la incubacion (Nr); solucion acida de nitrato de amonio al inicio de la
incubacion (NrAc). La riqueza ponderada por el rango (Rr) esta representada por el diametro
de los circulos.
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Figura 15. Parametros ecologicos calculados en base a los perfiles de TRFLP del marcador
molecular ITS durante el tiempo de incubacion de los microcosmos del suelo arido (A).
Tratamientos: control sin tratamiento (s/t); agua cada 14 dias (H20(14)); agua al inicio de la
incubacion (H20); solucion acida al inicio de la incubacion (Ac); solucion de nitrato de
amonio al inicio de la incubacion (Nr); solucion acida de nitrato de amonio al inicio de la
incubacion (NrAc). La riqueza ponderada por el rango (Rr) esta representada por el diametro
de los circulos.

3.3.5. Andlisis de correspondencia candnica por tipo de suelo

Debido a que el andlisis de agrupamiento y los parametros ecologicos dieron
indicio de posibles sucesiones temporales que se van produciendo durante la
incubacion de los diferentes microcosmos, se realizaron nuevos analisis de
correspondencia para intentar corroborar dicho comportamiento y a su vez dilucidar
qué variables ambientales lo determinan. Para evitar la influencia del tipo de suelo
evidenciada en los CCAs de las Figuras 12 y 13 (Seccion 3.3.3.) se analizaron por
separado los datos obtenidos para cada tipo de suelo. Los CCAs obtenidos con el
marcador molecular rDNA18S para los suelos semiarido y arido se encuentran en las

Figura A22, Tabla A8 y Figura A23, Tabla A9 del Anexo, respectivamente.
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El CCA de los TRFs obienidos con el marcador molecular ITS para las
muestras de los microcosmos del suelo semidrido (Figura 16; Tabla 8), evidencia una
tendencia a que las muestras de los diferentes tratamientos se agrupan de acuerdo al
tiempo de incubacién de los microcosmos, confirmando una posible sucesion
temporal de las comunidades fingicas. Cabe destacar que en este analisis tampoco se
observo una influencia de los tratamientos en cuanto a la distribucién de las muestras.
Ambos ejes canénicos explican el 46,1% de la varianza de los datos (CCAl
31,0%; CCA2 15,1%) v las variables que determinaron la separacion son el pH (CCI
-0,910; p: 0,001) alo largo del primer eje canonico y el CH (CCI 0,621) a lo largo del
segundo eje candnico. Las muestras de los tiempos iniciales de incubacion (10 y t28)
se separan a lo largo del segundo eje candnico, las de los 56 dias de incubacién (t56)_
a lo largo del segundo eje candnico y las del tiempo final de incubacion (184) forman
el grupo més definido. Como en los casos anteriores, tanto el primer eje candnico
como la suma de todos los ejes candnicos, fueron estadisticamente significativos (p:

0,001).
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CCA case scores
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Figura 16. Analisis de correspondencia canoénica entre los perfiles de TRFLP del marcador
molecular ITS y los factores edaficos medidos durante el tiempo de incubacion de los
microcosmos del suelo semidrido (S). Tratamientos: control sin tratamiento (s/t); agua cada
14 dias (H20(14)); agua al inicio de la incubacién (H20); solucidn éacida al inicio de la
incubacion (Ac); solucion de nitrato de amonio al inicio de la incubacion (Nr); solucion acida
de nitrato de amonio al inicio de la incubacion (NrAc). Tiempos: 0 dias de incubacion (t0);
28 dias de incubacion (t28); 56 dias de incubacion (t56); 84 dias de incubacion (t84).
Variables edaficas: pH; potencial de o6xido reduccién (ORP); Contenido hidrico (CH);
materia organica (MQO); contenido de amonio (NH4+); contenido de nitrato (NO3-). La linea
continua encierra las muestras del t0; la linea con guiones largos las del t28; la linea con
guiones cortos las del t56 y la linea punteada las del t84.
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Tabla 8. Coeficientes de correlacién intragrupo (CCI) de las variables edaficas (VE) y los
dos primeros ejes del ordenamiento de los TRFLP del marcador molecular ITS, en los
microcosmos del suelo semidrido.

VE? CCI » F
CCAl CCA2
pH 0910 -0275 0,001 13,55

ORP 0,049 -0,019 0,835 0,58
CH -0,546 0,621 0,164 1,40
MO 0,424 0,088 0,368 1,05
NH4" -0,482 0,457 0,829 0,59
NO3” 0,249 -0,243 0479 0,92

1° eje candnico” 0,001 10,85
Suma de los ejes candnicos’ 0,001 2,93

* Relaciones estadisticamente significativas entre las variables edéficas y el agrupamiento de las
muestras segtm el analisis de MonteCario con 1000 permutaciones de la matriz (Programa Canoco).

® pH; potencial de 6xido reduccion (ORP); contenido hidrico (CH); materia orgénica (MO); contenido
de amonio (NH,"); contenido de nitrato (NO5").

Por otra parte, en el CCA de los TRFs obtenidos con el marcador molecular
ITS para las muestras de los microcosmos del suelo 4rido (Figura 17; Tabla 9),
también se observa una cierta fendenmcia a que las muestras de los diferentes
tratamientos se agrupen de acuerdo al tiempo de incubacién de los microcosmos,
aungue la separacién es menos clara que para las muestras del suelo semidrido. Sin
embargo, también se reflejo la influencia del tratamiento con pulsos de agua cada 14
dias (H20(14)) a lo largo de la incubacion de los microcosmos correspondientes.

Ambos ejes canonicos explican el 41,0% de la varianza de los datos (CCA1l
27,0%; CCA2 14,0%) y las variables que influyeron en el ordenamiento fueron el pH
(CCI =0,715; p: 0,001) y el CH (CCI 0,404; p: 0,040) a lo largo del primer egje

canonico y el contenido de nitrato (NO3-) (CCI 0,890) a lo largo del segundo eje
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canonico. Las muestras tratadas con pulsos de agua (H20(14)) se separaron entre
ellas a lo largo del primer eje candnico y de las muestras del resto de los tratamientos
a lo largo del segundo eje candnico. En este caso, como en los anteriores, tanto el
primer eje candnico como la suma de todos los ejes canénicos, fueron

estadisticamente significativos (p: 0,001).
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Figura 17. Analisis de correspondencia canonica entre los perfiles de TRFLP del marcador
molecular ITS y los factores edaficos medidos durante el tiempo de incubacion de los
microcosmos del suelo arido (A). Tratamientos: control sin tratamiento (s/t); agua cada 14
dias (H20(14)); agua al inicio de la incubacion (H20); solucion acida al inicio de la
incubacion (Ac); solucion de nitrato de amonio al inicio de la incubacion (Nr); solucion acida
de nitrato de amonio al inicio de la incubacion (NrAc). Tiempos: 0 dias de incubacion (t0);
28 dias de incubacion (t28); 56 dias de incubacion (t56); 84 dias de incubacion (t84).
Variables edaficas: pH; potencial de o6xido reduccion (ORP); Contenido hidrico (CH);
materia organica (MO); contenido de amonio (NH4+); contenido de nitrato (NO3-). La linea
continua encierra las muestras del t0; la linea con guiones largos las del t28; la linea con
guiones cortos las del t56 y la linea punteada las del t84. La linea azul encierra las muestras

tratadas con pulsos de agua (H20(14)).
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Tabla 9. Cocficientes de correlacién intragrupo (CCI) de las variables edificas (VE) y los
dos primeros ejes del ordenamiento de los TRFLP del marcador molecular ITS, en los
microcosmos del suelo arido.

VE® ccl p F
CCAl CCA2

pH’ -0,715 -0,196 0,001 21,94
ORP 0,280 0,007 0,410 098
cH 0,404 0,330 0,040 1,66
MO 0,321 0,000 0313 1,11
NH4* 0,173 0,191 0,830 0,65
NO3 0,034 0,890 0,185 1,26

1° eje canénico 0,001 17,57
Suma de los ejes canémicos 0,001 4,70

* Relaciones estadisticamente significativas entre las variables edéficas y el agrupamiento de las
muestras segin el anélisis de MonteCarlo con 1000 permutaciones de la matriz (Programa Canoco).

* pH; potencial de 6xido reduccion (ORP); contenido hidrico (CH); materfa organica.(MO); contenido
de amonio (NFL;'); contenido de nitrato (NOs).
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DISCUSION

4.1, Técnicas moleculares en ecologia microbiana y sus limitaciones

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

bioldgica presente en ambientes naturales.

Para superar estas dificultades, se han desarrolladas técnicas moleculares para
tipificar y cuantificar microorganismos a partir de muestras ambientales (e.g. Picard y
col. 1992; Ovreiis 2000; Schloter y col. 2000; Fredlund y col. 2001). Estas técnicas
estan basadas en el uso de marcadores moleculares que permiten rastrear la presencia

de los microorganismos en una muestra ambiental.

Los resultados obtenidos indican que los marcadores moleculares tDNA18S e
ITS son adecuados para determinar la composicién de la comunidad fiingica presente
en muestras ambientales. Sin embargo, en los estudios de comunidades microbianas,
cada paso en el analisis molecular est4 abierto a limitaciones (Farrelly y col. 1995). El

principal desafio es disefiar partidores que amplifiquen el mayor rango de grupos
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taxondmicos fungicos pero previniendo la co-amplificacién de DNA eucaridtico
estrechamente relacionado (Anderson y Cairney 2004).

El gen que codifica para el tRNA 18S se encuentra en todos los hongos
cumpliendo la misma funcién, tiene baja tasa de transferencia horizontal y sus
secuencias poseen regiones conservadas y variables las cuales son informativas a
distintos niveles taxonémicos (Hill y col. 2000). Sin embargo, a diferencia de lo que
sucede con las bacterias, la identificacién taxondmica de los hongos en base al
rDNA18S estd limitada al nivel de género o familia, ya que existe una relativa
carencia de variaciébn de este marcador entre especies fungicas estrechamente
relacionadas como resultado del corto periodo de evolucion del reino Fungi
(Hugenholtz y Pace 1996). También se han utilizado como marcadores moleculares
fangicos las regiones ribosomales intergénicas localizadas entre el gen del rRNA 18S
y el del tRNA 288, abarcando el gen del rRNA 5,8S. Estas regiones no codificantes
presentan la ventaja de poseer una tasa de evolucién mds rapida, resuitando en una
mayor variacion de secuencias entre especies estrechamente relacionadas (Anderson
y col. 2003).

Adicionalmente a la variabilidad de cada marcador enire las diferentes
especies de hongos, otro problema es la especificidad de los partidores disefiados, lo
que se ve agravado por la falta de una base de datos exhaustiva de las secuencias de
referencia de hongos. Existen reportes contradictorios con respecto a la especificidad
de los partidores para el andlisis de las comunidades fiingicas del suelo. A modo de

ejemplo, los partidores EF4-EF3 parecen estar levemente sesgados para amplificar
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los grupos Basidiomycota y Zygomycota cuando se compara la secuencia de los
partidores con las secuencias del rDNA18S fiingicos en la base de datos (Maidak y
col. 1999; Smit y col. 1999). Sin embargo, al comparar estos partidores con otros,
para amplificar el tDNA18S desde muestras de un suelo agricola, se obtuvieron
proporciones relativas similares para todos los grupos fiingicos detectados (Anderson
y col. 2003).

Cabe destacar que para ambos tipos de suelo los partidores utilizados para
amplificar los marcadores moleculares estudiados, son considerados universales. Sin
embargo ninguno de los partidores conocidos del rDNA18S ni del ITS han sido
exitosos para hibridar con todas las secuencias fiingicas conocidas. Ademas, los
productos amplificados obtenidos mediante el uso de partidores universales sdlo
pueden compararse con datos existentes en las bases de secuencias correspondientes,
lo que representa solo una porcién del total de la diversidad de especies fingicas.

Una aproximacién para determinar la composicion de microorganismos
presentes en una muestra ambiental, es decir identificar los miembros de una
comunidad, consiste en la amplificacion de marcadores moleculares, la
individualizacion de los amplicones por clonacién y ia secuenciacion de los insertos
para su comparacion con bases de datos donde las secuencias tienen asociada una
caracterizacioén taxondmica. Para determinar la cobertura de la composicion presente
en una muestra ambiental que se realiza con la construccion de una genoteca hay que
tener presente que el namero de tipos de organismos observados aumenta con el

esfierzo de muestreo hasta que todos los tipos se observan. La relacion entre el
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numero de tipos observados y el esfuerzo de muestreo proporciona informacion
acerca de la diversidad total de Ja comunidad en la muestra, este patrén se puede
visualizar mediante €l trazado de curvas de rarefaccion (Hughes y col. 2001). La gran
variacion intraespecifica del marcador molecular ITS complica la determinacién de
un criterio de identidad apropiado para determinar la cobertura que tuvieron las
genotecas sobre la composicién filngica de cada suelo (Nilsson y col. 2008); sin
embargo, un agrupamiento de secuencias con una identidad del 97% o mas es una
medida conservativa de la riqueza de especies flingicas (O Brien y col. 2005).

Por otro lado, las técnicas de fingerprinting o barcoding son utilizadas para
determinar la estructura (riqueza y abundancia de filotipos) de las comunidades
microbianas; en particular la técnica del TRFLP usada en este estudio ha sido
utilizada en otros estudios sobre comunidades fiingicas {(e.g. Kiamer y col. 2002;
Lord y col. 2002; Singh y col. 2006; Dickie y col. 2007; Lauber y col. 2008), sin
embargo los datos obtenidos usando este método deben ser cautelosamente
interpretados. Cada TRF obtenido (representado como un pico en el
elecfroferograma) debe ser considerado como wna OTU (unidad taxondmica
operacional) ¥y no como una especie. Este sesgo puede ilustrarse con algunos
hallazgos descritos en la literatura, por ejemplo, diferentes especies del género
fingico Cortinarius presentan el mismo perfil de RFLP con dos enzimas de
restriccion (Kérén y col. 1997); asimismo, aislados de la misma especie del género

Pisolithus presentaron diferentes perfiles de RFLP (Hitchcock y col. 2003). El uso de

varias combinaciones de enzimas de restriccion es la estrategia mds utilizada para
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disminuir este sesgo (Clement y col. 1998; Marsh y col. 2000; Dunbar y col. 2001;
Blackwood y col. 2003; Conn y Franco 2004). Sin embargo, el uso de dos enzimas de
restriccién diferentes para digerir los amplicones de una misma muestra puede
generar resultados contrastantes (e.g. Klamer y col. 2002). Asi, la ausencia de un TRF
no necesariamente confirma la ausencia de una especie (Dickie y col. 2002) ni la
presencia de un TRF garantiza la presencia de una especie, ya que se ha demostrado
incluso la presencia de pseudo-TRFs (Egert y Friedrich 2003). Ademads, se debe
considerar que en el proceso de estandarizacion de los datos, los TRFs con baja
fluorescencia son eliminados del andlisis ya que ellos generalmente representan el
ruido de la técnica. El andlisis se realiza con los TRFs con alta fluorescencia ya que
éstos son los TRFs reproducibles. No obstante, la estandarizacion podria eliminar
TRFs reales que se encuentran poco representados en la muestra, ya que ellos se
encueniran en el limite de discriminacion del método (Dunbar y col. 1999).
Limitaciones aparte, el TRFLP es una técnica muy poderosa en particular para la
comparacion entre muestras (e.g. desde diferentes localidades, sometidas a diferentes

tratamientos, entre otros) (Liu y col. 1997; Marsh 1999).

4.2. Composicion fingica en las muestras de suelo

Los hongos desempefian funciones importantes y diversas en los ecosistemas
terrestres, participando en muchos de los procesos claves para el funcionamiento de
éstos. Ellos son importantes agentes descomponedores de la materia orgénica (Dix y

Webster 1995) y establecen interacciones con la biota como simbiontes micorricicos
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de plantas (Smith y Read 1997) y como patogenos de plantas y animales (San-Blas y
Calderone 2008), entre otros roles. Por lo tanto, los hongos poseen la capacidad de
controlar los flujos de nutrientes en los ecosistemas naturales, los que podrian estar
facilitados a través de la extensa red subterranea de micelio fiingico (Collins y col.
2008; Green y col. 2008). A pesar de su importancia en los ecosistemas terrestres,
poco se sabe de la diversidad de las poblaciones fiingicas; algunas estimaciones
indican que 1,5 millones de especies de hongos estin presentes en los ecosistemas
naturales, pero sélo un 5-10% se han descrito formalmente (Hawksworth 2001).
Tanto para el suelo arido como para el semiérido, considerando el criterio del
97% de identidad se logro al menos una cobertura del 50% de la composicion fiingica
de cada suelo. Si se comparan las coberturas de las genotecas obtenidas con
marcadores de la comunidad fiingica con aquellas obtenidas en genotecas obtenidas
con marcadores moleculares bacterianos, en los mismos suelos 4rido y semidrido, se
puede observar que las bacterias son mds diversas que los hongos en ambos tipos de
suelo (Orlando 2008; Espinosa 2010), mientras que las arqueas parecen ser los
organismos menos diversos (Gonzadlez 2011). Las curvas de rarefacciéon de las
genotecas bacterianas no exhiben una tendencia a alcanzar el valor asintético,
indicando que hay una importante diversidad no detectada y el nivel de cobertura
estimado fue de aproximadamente el 10% (Espinosa 2010), para las arqueas se
estimé una cobertura promedio de 80% analizando un nimero similar de secuencias
{Gonzalez y col. 2011). El nivel de diversidad inferido para los diferentes grupos

microbianos obtenidos en estos suelos presenta el mismo patrén predicho por Fierer y
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col. (2007) desde muestras de suelos de bosque, pradera y desierto. La aparentemente
menor contribucién de las comunidades fingicas a la diversidad de las comunidades
microbianas de estos suelos, en comparacion a las bacterias, puede deberse a la baja
concentracion de materia organica y a la ausencia de polimeros complejos derivados
de plantas (Bates y col. 2010).

Por su parte, el marcador ITS revelé mayor diversidad de filotipos, dando
cuenta de que las genotecas obtenidas tienen menor cobertura cuando se usa este
marcador, lo cual puede deberse a la mayor variabilidad esperable para este marcador
molecular (Anderson y col. 2003). Los datos obtenidos para este marcador indican
que la diversidad esperada en el suelo arido es mayor que en el suelo semidrido.
Herrera y col. (1997), Zhou y col. (2002), Chesson y col. (2004) y Zak (2005)
proponen que esta mayor diversidad en suelos aridos puede deberse a las condiciones
mas heterogéneas de los ecosistemas desérticos (e.g. variabilidad en el régimen de
precipitaciones que controlan los ciclos del carbono y del nitrégeno, heterogeneidad
espacial del suelo, distribucién en parches de plantas y costras bioldgicas, entre
otros).

Al analizar la distribucion de las secuencias fiingicas en los diferentes grupos
taxonomicos, la principal diferencia entre los tipos de suelo fue la deteccidn, sélo al
utilizar el marcador molecular rDNA18S, de representantes de las divisiones
Zygomicota y Glomeromycota en el suelo semidrido, pero en muy baja proporcion
(1%-2%). Esto es esperable dado que la mayoria de estos hongos forman simbiosis

micorricicas con plantas (Smith y Read 1997) y por lo tanto no deberian ser
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abundantes en este tipo de ambientes. Ademds, se detecté la presencia de hongos de
la divisién Chytridiomycota en ambos tipos de suelo, al utilizar el marcador
molecular tDNA18S, pero en una baja proporcién (11% y 17% para suelo semidrido
y érido, respectivamente). Este resultado concuerda con la baja representatividad que
tienen los quitridiomicetes en suelo (Smit y col. 1999).

Ademas, se observaron dos tendencias generales para ambos suelos y con los
dos marcadores utilizados. En primer lugar, existe en todos los casos una dominancia
de los hongos de la division Ascomycota. Aunque la mayoria de los estudios de
diversidad fimgica se realizaron en suelos agricolas, algunos estudios realizados en
ambientes dridos corroboran estos resultados. Utilizando técnicas de aislamiento
dependientes de cultivo, States y Christensen (2001) encontraron que los ascomicetes
representaron un 98% de las 58 especies flungicas aisladas en desiertos de
Norteamérica; mientras que Grishkan y col. (2006) encontraron que representantes de
esta divisién alcanzaron un 95% de las 86 especies de hongos aisladas desde el
Desierto de Negev. Por su parte, utilizando técnicas moleculares independientes de
cultivo, Bates y col. (2010) determinaron que un 91% de los filotipos estuvieron
asociados a secuencias de ascomicetes en suelos semidridos de Norteamérica;
mientras que en el Desierto de Chihuahua, Green y col. (2008) encontraron que un
83,3% de las secuencias se relacionaron con este grupo. La dominancia de los
ascomicetes también se observa en suelos de cultivo y pastizales, sin embargo en
suelos de plantaciones de pino y bosque mixto~ los basidiomicetes y ascomicetes se

encuentran igualmente representados (Lauber y col. 2008) (Tabla A10; Anexo).
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La otra observacién general corresponde a la alta representacion de secuencias
fingicas relacionadas al orden Pleosporales, que tipicamente presentan hifas de
pigmentacion oscura o esporas (e.g. grupo de los Dematiaceous) que les permiten
soportar las adversas condiciones de los sistemas aridos (e.g. alta radiacién solar,
temperaturas extremas, desecacién y escasez de nutrientes, entre otros). Ademads,
algunos hongos de este orden se encuentran normalmente asociados a las raices de los
pastos de ambientes aridos y en las cercanias de las costras bioldgicas (Green y col.
2008; Porras-Alfaro y col. 2008), lo que hace pensar que son estos hongos los que
juegan el importante papel de mediar el intercambio de nutrientes entre las plantas
vasculares vy las costras bioldgicas en los ecosistemas aridos (Collins y col. 2008;

Green y col. 2008).

4.3, Estructura fingica en las muestras de suelo de los microcosmos

Al analizar los perfiles de TRFLP para caracterizar la estructura de las
comunidades fiingicas de los suelos daridos estudiados, se observé que
independientemente de si se analizan a nivel de la riqueza (dendrogramas), o
considerando tanto la riqueza como la abundancia (CCAs), las muestras de los
microcosmos se separaron de acuerdo al tipo de suelo, independientemente de los
tratamientos aplicados. Cabe destacar la gran similitud de las comunidades fiingicas
sometidas a los diferentes tratamientos, siendo esto mds notable en el caso del suclo
arido. Esto concuerda con la suposicién de que las comunidades microbianas que

experimentan episodios de estrés regulares son mas tolerantes a las perturbaciones
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que las comunidades no sometidas a tales episodios, sugiriendo una seleccién de
organismos con mecanismos de tolerancia efectivos (van Gestel y col. 1993; Fierer y
col. 2003; Steenwerth y col. 2005).

Asi, se pudo determinar que los efectos de los tratamientos sobre las
comunidades fingicas del suelo fueron menores que las diferencias entre los tipos de
suelo. Mas atin los factores edaficos que, utilizando ambos marcadores moleculares,
influenciaron estos agrupamientos fueron los mismos: el pH y la MO, los cuales
permitieron la diferenciacién de ambos suelos. Estos resultados son consistentes con
otros estudios que muestran que el régimen de humedad puede influir sobre la
estructura de las comunidades microbianas, pero que las diferencias entre tipos de
suelo y hojarasca son a menudo mayores en magnitud que cualquier efecto de
factores abidticos como la humedad (Lundquist v col. 1999; McLean y Huhta 2000;
Wilkinson y col 2002; Guevara 2007; Gonzalez 2011). Hay varios factores que
permiten explicar las diferencias entre las comunidades microbianas de ambos suelos.
Entre ellos, estin las diferencias en las condiciones abidticas del suelo, tales como
temperatura (Zogg y col. 1997; Pietikiiinen y col. 2005; Béarcenas-Moreno y col.
2009; Dang y col. 2009) y humedad (Bossio y Scow 1998; Schimel y col. 1999;
Wilkinson y col. 2002; Williams y col. 2007), las cuales se ha visto que influyen
sobre la estructura de la comunidad microbiana. Los suelos semiaridos son, en
promedio, mds frios y hiimedos que los suelos 4ridos debido a la sombra de la
cobertura vegetal y a la capa de hojarasca (Parker y Muller 1982; Helfrich y col.

2008; Trinder y col. 2009; Aponte y col. 2010). La estructura de la comunidad
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microbiana también depende de la disponibilidad y calidad de la materia organica y el
estado nutricional del suelo (Ovreas y Torsvik 1998; Griffiths y col. 1999; Bastida y
col. 2008; Eskelinen y col. 2009). Estas diferencias podrfan también deberse a las
diferencias en pH de ambos suelos, lo que puede influir indirectamente en la forma
quimica, la concentracién y la disponibilidad de nutrientes (Kemmit y col. 2006).

A escala ecosistémica “estrés” se considera usualmente como un cambio
cronico (e.g. toxinas, sequia, etc) el cual tiene costos fisiologicos, mientras que
“perturbacion” se considera un evento de pulso que involucra alteracién fisica y
mortalidad directa (e.g. fuego, tormentas, cosechas, etc). A escala microbiana la
distincion es menos clara y ante una perturbacién a escala ecosistémica, que puede
alterar por ejemplo el microclima y los recursos de la microbiota, en la respuesta
microbiana prevalecen los cambios fisiolégicos (Austin y col. 2004; Schimel y col.
2007). Sin embargo, a nivel de las comunidades bacterianas, y en menor proporcion
en las comunidades arqueales, también se han determinado cambios a nivel de la
estructura genética ante una perturbaciéon. A modo de ejemplo, se determiné que estas
comunidades pueden cambiar su estructura por efecto de cambios en la disponibilidad
de agua (Zhou y col. 2002; Drees y col 2006; Espinosa 2010; Gonzalez 2011), en el
pH (Fierer y Jackson 2006; Baker y col. 2009; Lauber y col. 2009) y en el contenido
de nitrogeno (Evans y Belnap 1999; Hooper y Johnson 1999; Adams 2003).

En este trabajo se buscd establecer si estos factores abidticos que afectan la
quimica del suelo y a las comunidades bacteriana (Espinosa 2010) y arqueal

(Gonzalez 2011), tienen algin efecto sobre la estructura de Ias comunidades fungicas
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de los suelos arido y semidrido en estudio. Sin embargo, las comunidades fiingicas
parecen ser mds resilientes o resistentes (Allison y Martiny 2008) a cambios en los
factores abi6ticos. Para citar algunos ejemplos, se puede mencionar que Bapiri y col.
(2010) no observaron ningin efecto de los ciclos de s'equja—precipitacién sobre el
crecimiento fingico, mientras que el crecimiento bacteriano se vio severamente
reducido; esto puede deberse a que los hongos suelen presentar més resistencia que
otros microorganismos al estrés hidrico (Harris 1981), por lo que los ciclos de sequia-
precipitacion promueven la seleccion de comunidades compuestas por estos
microorganismos mas resistentes a la deshidratacion (Schimel y col. 1999; Nazih y
col. 2001). Por su parte, Rousk y col. (2010) observaron un comportamiento similar
de las comunidades microbianas por efecto del pH y concluyeron que la
aparentemente mas fuerte influencia del pH sobre la composicion de la comunidad
bacteriana es probablemente debido a los estrechos rangos de pH 6ptimo para el
crecimiento de las bacterias (Rosso y col. 1995; Fernandez-Calvifio y Baath 2010),
mientras que la influencia mas débil del pH sobre la composicion de la comunidad de
hongos es consistente con los estudios de cultivo puro que demuestran que los hongos
presentan un rango de pH mds amplio para un crecimiento optimo (Wheeler y col.
1991; Nevarez y col. 2009). Asimismo, en un estudio comparando las comunidades
fingicas en parcelas fertilizadas y no fertilizadas con nitrogeno, los indices de
diversidad no mostraron diferencias significativas aunque se observaron algunos
cambios en la estructura comunitaria, lo que pudo deberse a un diferente nivel de

manejo agricola {Bapiri y col. 2010). Ademas hay antecedentes que indican que la
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deposicion de nitrégeno disminuye la diversidad de homngos ectomicorricicos
(Lilleskov y col. 2001; 2002), pero dado que ellos fueron detectados en baja
proporcion en estos suelos, es esperable que no se hayan observado cambios.

En un anilisis posterior se compararon los pardmetros ecoldgicos riqueza
ponderada por el rango (Rr), organizacién funcional (OF) y dindmica (Di) que fueron
recientemente descritos para caracterizar comunidades microbianas basadas en datos
de “DNA fingerprinting” (Marzorati y col. 2008). La Rr tiene relacién con la
capacidad de carga de un ambiente, la cual estd directamente relacionada con la
disponibilidad de recursos. Si un ambiente es muy habitable puede albergar una gran
cantidad de microorganismos diferentes; por otro lado, si el ambiente es adverso o
exclusivo, menos microorganismos serdn parte de la comunidad microbiana. Por lo
tanto, cuanto mayor es la capacidad de carga de un ambiente, mayor sera la
probabilidad de que puede alojar un gran nimero de TRFs diferentes. Una Rr baja
(<10) se puede atribuir a ambientes particularmente adversos o ¢con una colonizacion
restringida (e.g suelo contaminado, fuente hidrotermal, etc); ambientes con capacidad
de carga media presentan valores de Rr entre 10 y 30; mientras que una Rr >30 es
tipica de ambientes muy habitables y que se caracterizan por una alta diversidad
microbiana {e.g. lodos activados, rizosfera, etc).

Por otra parte, la OF es el reflejo de la accién de los microorganismos que
estan mas adecuados a las interacciones ambiente-microorganismo y por esta razon
tienden a ser dominantes en la estructura comunitaria. Cuanto mas aita la OF, menos

equitativa es una comunidad y por lo tanto unos pocos TRFs representan a la mayoria
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de la comunidad. Para abordar la relacion entre funcionalidad y estructura de la
comunidad, Ferndndez y col. (2000) observaron el comportamiento de diferentes
comunidades microbianas ante una perturbacion, llegando a la conclusién de que Ia
estabilidad de las funciones no implica necesariamente la estabilidad de las
estructuras comunitarias. A partir de esto se ha sugerido que la conservacién de una
funcién dada se debe a la flexibilidad de una comunidad microbiana cuyos miembros
minoritarios pueden llegar a ser dominantes en un periodo corto después de una
perturbacion significativa. Esta condicién asegura una rapida recuperacién ante una
condicioén de estrés debido a la presencia de redundancia funcional (Fernandez y col.
2000). Por lo tanto, es posible definir la OF como la capacidad de la comunidad de
organizarse para conservar la funcionalidad atn ante una perturbacién. En términos
ecologicos una OF baja (<25%) representa una comunidad con alta equitatividad, lo
que puede resultar de una falta de presidén selectiva, vy ya que no hay TRFs
dominantes puede ser necesaria una fase de latencia relativamente larga para
contrarrestar una perturbacion. Una OF media (>25% y <60%) indica que los
microorganismos mas adaptados son dominantes, mientras que la mayoria estd
presente en cantidades mds bajas. Debido a la dominancia de algunos
microorganismos, y a la disponibilidad de muchos otros, la comunidad
potencialmente puede hacer frente a las cambiantes condiciones del ambiente y
preservar su funcionalidad. Por tltimo, una OF alta (>60%) representa una
comunidad especializada en la cual unas pocas especies microbianas son dominantes

y todas los demds estdn presentes en pequeflas cantidades, con una gran diferencia
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entre los dos grupos. Esta comunidad puede ser muy organizada funcionalmente, pero
es fragil ante una perturbacién porque puede requerir mdas tiempo de recuperacion.

Por su parte la Di se puede interpretar como el miimero de TRFs detectables en
un habitat determinado, durante un intervalo de tiempo definido. Cuantos mds TRFs
aparezcan o desaparezcan comparando dos tiempos consecutivos, mayor serd la
dindmica. Una Di baja (<5%) indica que la comunidad es muy cerrada, restringiendo
la aparicién de nuevos microorganismos; una Di media (>5% y <15%) indica que
nuevos microorganismos son capaces de hacerse dominantes en la comunidad, pero
sin interferir con la funcionalidad del sistema; finalmente, una Di alta (>15%) revela
que varios microorganismos aparecen y desaparecen de la comunidad, probablemente
causando la pérdida de coherencia global.

Las comunidades fiingicas de ambos suelos presentaron pardmetros
ecologicos dentro de los mismos rangos independientemente de los tratamientos
aplicados. Por lo tanto se graficaron los diferentes parametros para intentar
determinar diferencias mas cuantitativas que cualitativas dentro de cada rango. Sin
embargo, los valores son muy similares y las pequefias diferencias se anulan al
considerar los errores estindares. La Rr estuvo dentro del rango bajo, lo que da
cuenta de la baja capacidad de carga de los ambientes dridos debido principalmente a
la escasez de recursos y a la baja disponibilidad de agua (Austin y col. 2004; Otter y
Scholes 2005), congruente con ello los microcosmos sin tratamiento presentaron la
menor Rr. Sin embargo, la Rr en el suelo arido fue mayor que en el semidrido, en

congruencia con la mayor diversidad presente en el primero, respaldando lo postulado
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por Zhou y col. (2002) que indica que en estos suelos con un menor contenido de
carbono, las poblaciones microbianas podrian evitar la competencia al permanecer
aisladas y en bajo numero, usando unos recursos que SO €SCasoS peEro,
probablemente, heterogéneos. Con respecto a la OF ambos suelos presentaron valores
dentro del rango medio, por lo que las comunidades flingicas de estos suelos pueden
enfrentarse a condiciones ambientales estresantes y preservar potencialmente su
funcionalidad, considerando la probabilidad de redundancia funcional (Wolters y col.
2000; Allison y Martiny 2008). Por dltimo, la dindmica fue alta en ambos suelos, lo
que revela que a lo largo de la incubacion de los microcosmos unos TRFs son
reemplazados por otros, sugiriendo que se produce una sucesiéon de poblaciones que
permitieron mantener la Rr y la OF relativamente estables.

Esta sucesién de poblacionales se visualiza al realizar un analisis de CCA por
tipo de suelo, detectandose una separacién de las muestras por efecto del tiempo de
incubacion. Estas sucesiones pueden haberse desencadenado por las perturbaciones
que sufrieron los micro-ambientes antes de la aplicacion de los tratamientos (e.g.
toma de muestra, tamizado de la muestras, homogenizacién, etc.), los cuales podrian
provocar una disrupcion de la estructura de la comunidad fiingica. Hay evidencia de
que eventos que desorganizan la estructura del suelo (e.g. cosecha, trilla,
deforestacién, etc) podrian afectar principalmente a los hongos al romper o daiiar su
estructura micelial (Hu y col. 1995; Frey y col. 1999; Guggenberger y col. 1999;
Scheller y Joergensen 2008) y no asi a las bacterias o arqueas que estan presentes

como células individuales. También a través de este nivel de analisis se pudo
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observar la influencia del tratamiento de pulsos de agua solo en el suelo arido. Una
explicacion a la ausencia de cambios en la diversidad fingica en los suelos
semiaridos frente a la adicioén de agua, podria ser que el mayor contenido hidrico
inicial observado en estos suelos, produciria una baja diversidad ya que mantendria
en contacto los potenciales microhdbitats. De acuerdo a esto, un incremento en el
contenido hidrico mantendria asi el mismo nivel de diversidad en las muestras
tratadas de los suelos semiaridos (Zhou y col. 2002).

En conclusion, las investigaciones recientes sugieren que en los suelos aridos
y semiaridos, el déficit de agua y el bajo contenido de materia orgénica favorecen a
las comunidades fingicas mejor adaptadas que las bacterias a estas condiciones
ambientales (Collins y col. 2008). En esie escenario, los hongos dominarfan los
procesos de descomposicion y las principales transformaciones del ciclo del
nitrogeno en estos suelos (McLain y Martens 2005, 2006). Por lo tanto, entender
como estd organizada la comunidad flingica y como responde a las perturbaciones,

permitird determinar su papel funcional en estos suelos y ayudard a evaluar el

impacto de cambios globales en los procesos de los ecosistemas aridos.
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CONCLUSIONES

Se determiné una dominancia de los hongos de la divisién Ascomycota. Dentro
de este grupo, se obtuvo una alta representacion del orden Pleosporales, que
normalmente median el intercambio de nutrientes entre las plantas vasculares y
las costras biolégicas en los ecosistemas dridos.

El tipo de suelo explicé la diferenciacién de las comunidades fingicas a nivel de
estructura. Los factores edaficos que influenciaron los agrupamientos fueron el pH y la
materia organica, parametros que diferencian ambos tipos de suelo.

Los parametros ecologicos indicaron una baja capacidad de carga de los
ambientes dridos estudiados y que las comunidades fiingicas en ellos pueden
enfrentarse a condiciones ambientales estresantes y preservar potencialmente su
funcionalidad.

La aplicacion de los tratamientos con pulsos de agua y nifrdgeno en condiciones
acidas no provoco una mayor perturbacién en la estructura de las comunidades
fingicas de los microcosmos estudiados, observandose solo cierta influencia
de los pulsos de agua sobre la estructura de la comunidad filngica del suelo arido.
El efecto que tuvo la incubacion por si misma sobre la estructura genética de las
comunidades flingicas, sugiere que la perturbacién de la estructura del suelo
producida por la construccion de los microcosmos podria afectar la diversidad de

la comunidad de hongos al romper o dafiar su estructura micelial.
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ANEXO0S

Tabla Al. Pardmetros edaficos medidos durante el periodo de incubacién de los
microcosmos: pH; potencial de éxido reduccién (ORP); contenido hidrico (CH); materia
organica (MO); contenido de amonio (NH,"); contenido de nitrato (NOs).

Suelo semidrido Suelo &rido

pi* ORP* CH' MO° NH/® NO;° pH' ORP CE® MO® NH/® NOy*
sftt0 651 172,83 439 601 21,59 19,04 785 14060 077 136 000 652
sft 128 664 17010 229 673 3434 2400 733 161,37 064 037 0,00 308
sit 156 6,09 15960 2,54 566 1477 2558 748 15697 065 050 000 612
sit 184 670 18323 240 587 000 2405 7,79 15363 058 049 000 753
H,0 10 629 11887 3941 4,52 1667 3720 7,50 11270 1199 052 000 1771
H,0 128 595 12833 6,07 500 1911 61,09 746 13267 015 047 1L79 1751
H,O 156 562 16967 2,05 531 11,10 6287 7,52 16233 018 053 0,00 18380
0 184 545 161,00 215 431 324 6317 723 17467 057 055 0,00 1781

H,0(14) 10 6,57 18223 1501 604 29,12 2222 7,77 143,70 1122 067 0,00 568
H0(14) 128 664 17497 1573 6,06 23,63 7866 725 162,03 13,06 041 0,00 1128
H0(14) t56 669 139,33 1557 581 952 92,19 744 151,40 1444 0,556 0,00 1142
H,0(14) 184 6,77 189,17 16,83 591 0,00 1 14,16 .75 158,53 13,00 0,50 287 1331

Actl 628 11820 37,52 431 1545 37,76 7,63 11623 11,29 0,51 000 2059
Act28 6,10 133,00 4,26 535 2033 5682 756 141,67 032 044 10,08 1801
Ac156 578 18567 1,78 546 6,03 5147 743 162,00 0,29 045 -0,00 1831
ActB4 547 20067 2,0 433 813 5334 723 16933 057 057 0,80 17,51
Nr 10 638 11863 43,71 493 30,09 5652 7,8 112,50 10,33 047 2521 3637
Nr128 6,14 13633 4,17 532 3814 9086 758 139,00 0,04 052 3839 3339
Nr 156 5770 194,33 1,68 35,66 21,23 9861 748 17500 0,26 047 16,16 3439
Nr 184 546 201,00 2,10 447 19,11 9464 729 162,67 0,54 0,55 28,87 30,61
NrActl 632 124,73 3837 4,80 41,07 4987 7,74 121,00 934 054 21,55 3131

NrAc {28 595 153,00 946 492 1008 10992 7,70 141,60 0,18 049 33,50 34,19
NrAc t56 553 20567 194 563 1236 8739 751 174,67 021 045 31,36 3220
NraAc 84 551 21167 221 446 000 8818 7,28 160,67 0,54 057 20,33 26,64

*Medidos por potenciometria.

b Determinado por gravimetria en base a ecnacién CH = PH-PS/PS*100 {PH: peso hiimedo; PS:

Peso Seco).

¢ Determinado por calcinacién de la muestra de suelo seco, enbase ala ecuacion

MO = PS-PC/PC*100 (PS: peso seco; PC: peso calcinado).

4 Extraccién de N mineral por modificacion del protocolo de Forster (1995)' y medido por

métodos colorimétricos (Nelson 1983% Yang y col. 1998°).

! Forster JC. 1995. Soil sampling, handling, storage and analysis. In: Alef K, P Namaipieri (Eds),
Methods in Applied Soil Microbiology and Biochemisiry. Academic Press Ltd., London, England.
Academic Press, London, pp. 49-121.

2 Nelson DW. 1983. Determination of ammonium in KCI extracts by the salicylate Method. Commun,
Soil Sci Plant Anal 14:1051-1062.

* Yang JE, EO Skogley, BE Schaff, JJ Kim. 1998. Simple spectrophotometric determination of nitrate
in water, resin, and soil extracts. Soil Sci. Soc. Am. J. 62:1108-11 15.
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Figara A4. Anilisis de agrupamiento de las secuencias obtenidas con el marcador molecular
rDNA18S del suelo érido (A). Se usé el indice de Jukes y Cantor para calcular las distancias
genéticas. La topologia del 4rbol se infirid mediante el algoritmo Neighbor-Joining con 1000
iteraciones de bootstrap. En negrita se muestran las secuencias obtenidas. Se incluyen secuencias
publicadas en el GenBank relacionadas a los clones obtenidos, junto a cada secuencia se indica el
mimero de acceso. Se muestran los valores de bootstrap sobre 50.
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Figura A5. Andlisis de agrupamiento de
las secuencias obtenidas con el marcador
molecular rDNA18S del suelo semidrido
(S). Se usé el indice de Jukes y Cantor
para calcular las distancias genéticas. La
topologia del arbol se infirié mediante el
algoritmo Neighbor-Joining con 1000
iteraciones de bootstrap. En negrita se
muestran las secuencias obtenidas. Se
incluyen secuencias publicadas en el
GenBank relacionadas a los clones
obtenidos, junto a cada secuencia se
indica el nimero de acceso. Se muestran
los valores de bootstrap sobre 50.
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Figura A6. Anilisis de agrupamiento de las secuencias obtenidas con el marcador molecularITS
del suelo #rido (A). Se usé el indice de Jukes y Cantor para calcular las distancias gendticas. La
topologia del arbol se infirié mediante el algoritmo Neighbor-Joining con 1000 iteraciones de
bootstrap. En negrita se muestran las secuencias obtenidas. Se incluyen secuencias publicadas en el
GenBank relacionadas a los clones obtenidos, junto a cada secuencia se indica el mimero de

acceso. Se muestran los valores de bootstrap sobre 50.
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—132— S-n-ITS1 {4)

Figara A7. Analisis de agrupamiento de las secuencias obtenidas con el marcador molecular ITS
del suelo semiarido (S). Se usé el indice de Jukes y Cantor para calcular las distancias genéticas. La
topologia del arbol se infirié mediante el algoritmo Neighbor-Joining con 1000 iteraciones de
bootstrap. En negrita se muestran las secuencias obtenidas. Se incluyen secuencias publicadas en el
GenBank relacionadas a los clones obtenidos, junto a cada secuencia se indica el nimero de
acceso. Se muestran los valores de bootstrap sobre 50.
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Figura AS8. Perfiles de TRFLP utilizando el marcador molecular TDNA18S durante la
incubacién de los microcosmos de suelo arido montados para determinar el efecto de los
oles sin tratamiento. A, C, E, G: microcosmos A-H20(14) a los
de incubacién; B, D, F, H: microcosmos A-s/t a Jos tiempos 0, 28,
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Figura A9. Perfiles de TRFLP utilizando el marcador molecular TDNA18S durante la
incubacién de los microcosmos de suelo drido montados para determinar el efecto de la
disponibilidad de agua y 4cido. A, C, E, G: microcosmos A-H20 2 los tiempos 0, 28, 56 y 84
dias de incubaci6én; B, D, F, H: microcosmos A-Ac a los tiempos 0, 28, 56 y 84 dias de
incubacion.
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Figura A10. Perfiles de TRFLP utilizando el marcador molecular tDNAI18S durante la
incubacién de los microcosmos de suelo 4rido montados para determinar el efecto del
nitrégeno reactivo 4cido. A, C, E, G: microcosmos A-Nr a los tiempos 0, 28, 56 y 84 dias de
incubacién; B, D, F, H: microcosmos A-NrAc a los tiempos 0, 28, 56 y 84 dias de
incubacion.
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Figura A11. Perfiles de TRFLP utilizando el marcador molecular ITS durante la incubacién
de los microcosmos de suelo drido montados para determinar el efecto de los pulsos de agua
y los controles sin tratamiento. A, C, E, Gt microcosmos A~-H20(14) a los tiempos 0, 28, 56 y
84 dias de incubacién; B, D, F, H: microcosmos A-s/t a los tiempos 0, 28, 56 y 84 dias de
incubacion.
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Figura A13. Perfiles de TRFLP utilizando el marcador molecular ITS durante la incubacitn
de los microcosmos de suelo arido montados para determinar el efecto del nitrégeno reactivo
4cido. A, C, E, G: microcosmos A-Nr a los tiempos 0, 28, 56 y 84 dias de incubacion; B, D,
F, H: microcosmos A-NrAc a los tiempos 0, 28, 56 y 84 dias de incubacion.
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Figura Al4. Perfiles de TRFLP utilizando el marcador molecular rDNA18S durante la
incubacién de los microcosmos de suelo semidrido montados para determinar €l efecto de los
pulsos de agua y los controles sin tratamiento. A, C, E, G: microcosmos S-H20(14) a los
tiempos 0, 28, 56 y 84 dias de incubacién; B, D, F, H: microcosmos S-s/t a los tiempos 0, 28,
56 y 84 dias de incubacion.
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Figura A1S. Perfiles de TRFLP utilizando el marcador molecular rDNA18S durante la
incubacidn de los microcosmos de suelo semidrido montados para determinar el efecto de la
disponibilidad de agua y 4cido. A, C, E, G microcosmos S-H20 a los tiempos 0, 28, 56 y 84
dias de incubacién; B, D, F, H: microcosmos S-Ac a los tiempos 0, 28, 56 y 84 dias de
incubacion.
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Figura A16. Perfiles de TRFLP utilizando el marcador molecular tDNA18S durante la
incubacion de los microcosmos de suelo semidrido montados para determinar el efecto del
nitrégeno reactivo acido. A, C, E, G: microcosmos S-Nr a los tiempos 0, 28, 56 y 84 dias de
incubacién; B, D, F, H: microcosmos S-NrAc a los tiempos 0, 28, 56 y 84 dias de incubacion.
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Figura Al7. Perfiles de TRFLP utilizando el marcador molecular ITS durante la incubacién
0,28,56y844d

iempos

S-sft a los t

microcosmos S-H20(14) a los tiempos 0, 28,

'y
-

pb
! MiCrocoSmos

de los microcosmos de suelo semidrido montados para determinar el efecto de los pulsos de

agua y los controles sin tratamiento. A, C,E, G

+r

ac1011.

56 y 84 dias de incubacion; B, D, F, H

de incub




i

44

W w < ™o O

|

8
6
4
2
0

sszt
(194"
T01T
60T
pL0T
9501
6401
ZroT
SEOT
0ot
0zt
[4A1
as

gezt
TTTT
01T
y60T
Lot
9501
6701
TroT
SEOT
oo
1[4
(494
0s

g5eT
it
01T
¥601
vL0T
9507
6v0T
[470)"
SEOT
oo
ozt
(42
0s

§S2T
31T
TOTt
60T

vL0T

9801
6¥01
yo1
SE0T
ocov
0eY
<t

aN%

M W S N O

E
i

I

© W 9 N O

§5¢r
T1T3
TOTT
60T
vL0T
9501
6101
ot
SE0T
114}
0Tt
[49"
0s

EETA S
11t
1011
60T
L0T
9501
6101
47415
SEOT
ooy
0zt
(41
0s

G5TL
(199"
T0T1
¥60T
¥L0T
9501
6t0T
[44]
St0T
ooy
0
(4]
09

§6ZT
TIIT
10T
¥60T
v£0T
950T
60T
Tvot
SEOF
oov
0zt
AR
0§

pb

on

r

0,28, 56y 84

iempos

S-Ac a los tiempos 0, 28, 56 y 84 dias de

cosmos S-H2C a los t

: MICTO

gy .

iarido montados para determinar el efecto de la

=

ido. A, C,E, G
: microcosmos

acr

r

. Perfiles de TRFLP utilizando el marcador molecular ITS durante la incubaci

de los microcosmos de suelo sem
disponibilidad de agua y
dias de incubacién; B, D, F, H:

Figura A18

incubacidn.

.




B
1

A
]

T4
11t
1017
7607
vi0t
9501
6101
[470)°
SE0T
oor
0t
[49
]

q5¢T
1111
T0TT
60T
L0t
9501
6v0T
wot
SE0T
oov
0eL
[A
0s

0 WU o N O

€
fl "Jng.kmthmn

© W T N O

1148
TITT
1071
¥607T
pL0T
9507
60T
ZroT
SEOY
ooy
0zT
413
0§

HTAN
144"
ToTT
Y601
FLOT
9501
60T
yot
SE0T
oov
ozt
[445
09

4N%

®w w g N O

W w9 N O

YA
EAAAS
1011
60T
L0l
9501
6v0T
[
SEOT
ooy
1747
(441
09

S8¢T
11T
T0TT
p60T
yL0T
9501
6¥0T
(430"
SEQT
ooy
ozt
f49°
oS

@

0 o g N O

LA
TITT
1011
60T
20T
9507
60T
Tyor
SE0T
00¥
0zt
[47
0§

SS¢T
13748
TOTT
60T
rL0T
9501
6101
Zr0t
SEOT
ooy
ozt
(AR
0§

pb

16n

ura A19. Perfiles de TRFLP utilizando el marcador molecular ITS durante la incubac
de los microcosmos de suelo semiarido montados para determinar el efecto del nitrégeno
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Tabla A6. Valores de los pardmetros ecoldgicos obtenidos con el marcador molecular ITS:
riqueza ponderada por el rango (Rr), organizacion funcional (OF) y dindmica (Di) para cada
tiempo de la incubaci6n de los microcosmos. Se muestran ademas los promedios (Prom) y los
errores estandar (EE) de todos los tiempos de incubacién de cada microcosmos.

R OF i
Tratamientos” tempos’ Rr  Prom + EE_ tiempos” OF Prom * EE  tiempos® Di Prom + EE
10 5,04 10 3421 0028 41,67
28 4,38 28 3646 128-156 40,00
A-slt o6 o046 276 % 1’27; 56 4640 |83 % 277 | seiee 37s |37 * L0
81 064 i 184 36,16
10 2,02 T 32,22 10-28 71,43
28 785 , . © 028 3697 28456 64,71
AOM) oo fgo P3O = LB oo s 372+ 25T | cho ggp | 4598+ 1972
81 1,09 184 4285
10 1,05 10 38,77 10-28 7778
28 874 28 4827 128456 50,00
ATDO 56 700 | 655 & 097 oo 4307|4140 ® 281 sle gy 64,16 £ 695
184 641 ! 184 3528
© 1025 | 10 44,72 10-28 66,67
28 896 28 3832 128156 86,36
A-Ac g6 msz B4 E 099 o 3935 + 187 | Soma gaql | 1298 = 599
84 562 184 36,03
0 6,71 [ o 41,55 0-28 7778
28 523 . 28 50,03 128456 7895
A-Nr 56 ap | G18 % 1,05i 56 3831 3064+ 441 | (oes gsep |24 2 LOT
84 393 ' ‘184 2868
0 11,78 10 34,10 10128 70,00
28 194 08 4236 08156 61,54 ‘
ANrAc 56 335 M = 2B 0 33 = 235 | o ey | 607 * 213
1B 276 184 4021
0 1,30 10 30,58 1028 42,86
28 033 028 2650 28156 22,22 |.
S-sit 56 025 | 0% * 025 g Oy 2700+ 147 | cle ao00 | 3503 £ 559
84 033 84 2786
10 4,39 10 28,86 10-28 46,67
28 632 28 3230 028456 94,74
SHIOMM) oo gy3 9 £ 018 o i 3BI7 = 404 | Coor gyqg | TR0 £ 1219
84 3.4 184 26,72
t0 633 10 32,67 0-28 40,00
28 040 ! 28 31,63 28156 76,92
S-H20 se a1z 20 E LR o 4022 = 899 | cop goq3 | 6322 * 10U
84 033 184 2947
0 040 0 30,96 028 64,20
28 045 | 08 3843 28156 9,09
S-Ac 56 oap | B ST oo e 4259 + 490 | (Cen g3 |2 E 14,61
84 711! 184 5276
10 189 | 10 26,03 0-28 66,67
28 195 | 28 2240 28156 75,00
S-Nr g6 sas 366 = 101 oo g BB = 21| seien 7500 |22 24
184 546 ' 84 34,68
10 %85 T 35,25 1028 60,00
08 447 Ao’ D8 5979 128156 54,55
§-NrAc 156 o33 | ML E 208 S0 Dopc 14163 & 798 | seqza ggge | OL8L = 923
84 0,00 184 ND

3 Tratamientos: control sin tratamiento (s/t); agua cada 14 dias (H20(14)); agua al inicio de la incubacién (H20);
solucién 4cida al inicio de la incubacién (Ac); solucidn de nitrato de amonio al inicio de la incubacion (Nr);
soluci6n dcida de nitrato de amonio al inicio de la incubacion (NrAc).
® Tiempos: 0 dias de incubacién (t0); 28 dias de incubacién (128); 56 dias de incubacién (t56); 84 dias de

incubacion (t84).

® Los tonos de gris indican el rango bajo (gris claro), medio (gris medio) o alto (gris oscuro) en el que se clasifican
cada uno de los pardmetros ecol6gicos.




Tabla A7. Valores de los pardmetros ecoldgicos obtenidos con el marcador molecular
rDNA188S: riqueza ponderada por el rango (Rr), organizacién funcional (OF) y dinimica (Di)
para cada tiempo de la incubaci6n de los microcosmos. Se muestran ademas los promedios
{Prom) y los errores estandar (EE) de todos los tiempos de incubacion de cada microcosmos.

Rr OF Di
Tratamicntos’ tiempos® Rr  Prom * EE  tiempos’ OF Prom + EE tiemposs Di Prom = EE
10 592 t0 55,73 10128 43,75
128 5,06 | 128 56,50 128-t56 69,23
A-sit 56 057 302 = 144 5797 851 & 183 | Sler s714 5671 + 637
84 0,54 184 63,83
10 1,29 10 70,04 1028 30,00
278 2,36, 128 82,15 ‘ 128-t56 83,33 | ,
A-H20(14) 56 310 246 = 043 5742 6670 % 596 | o 0,00 M4 = 2097
84 3,10 184 57,19
t0 1,15 10 71,56 10-28 75,00
28 506 128 59,02 128156 61,54
A-H20 56 065 193 & 105 62,63 706 & TI6 | oo, 55,56 64,03 & 498
84 086 184 91,05
10 3,39 10 76,73 1028 60,00
128 066 . 28 61,63 128456 76,92
A-Ac 156 141 51,53 = 064 o 600 769 & 535 | ok 7692 71,28 + 4389
184 0,67 184 84,30
10 0,43 t0 69,69 i 10428 50,00
28 3,11 | 28 44,09 | 128456 50,00
A-Nr 156 421 %2’03 + 0,94i 56 6026 5925 + 543 5684 5000 50,00 £ 000
84 055 ! C B4 62,97 |
10 043 t0 67,75 0-28 55,56
128 3,53 28 47,70 128456 54,55
A-NrAc 56 271 11,89 + 0,73 (56 6849 60,78 = 485 | oo 30,00 5337 + 148
184 0,89 184 59,17
10 1,21 10 84,51 10-28 28,57
128 1.21 128 73,07 128-156 37,50
S-sft 56 079 1,00 = 0,121 56 4461 6063 = 1078 | cciar 000 202 £ 979
184 0,79 184 40,33
10 1,08 Pt 55,66 t0-28 68,75
128 1,77 ©ot28 57,75 L8456 71,43
S-H20(14) 56 0.85 102 = 028 5897 5437 = 316 | scier gego 7636 * 347
84 066 | 184 4512
10 1,52 F t0 65,80 | 1028 80,77
28 1074 [ 28 3740 128156 87,50 | .
$-H20 156 150 | 358 240 o 62,96 5690 * 636 | 15684 66,67 7831 = 532
184 0,56 184 6147 i
t0 092 10 79,66 10-28 84,38
28 1639 28 4043 ‘ 128156 87,88
S-Ac (56 150 491 + 38 o 62,96 5192 = 1204 | Coor s | 9075 410
84 082 184 2464
10 351 | 10 60,69 10-28 91,43
28 2003, 128 41,27 128456 87,10
S-Nr 56 067 | 647 + 456 oo 3807 5139 = 6,57 | 156184 60.00 79,51 + 3852
184 1,66 B4 6462 %
10 530 w0 74,44 10128 63,18
28 10,69 'o128 35,88 128156 84,21
S-NrAc 56 120 i4,86 220 S 6246 6024 + 848 | Too 83,33 78,58 £ 4,51
184 167 ° 184 68,17

*Tratamientos: control sin tratamiento (s/t); agua cada 14 dias (H20(14)); agua al inicio de la incubacion (H20);
solucion acida al inicio de la incubacidén (Ac); solucién de nitrato de amonio al inicio de la incubacién (Nr);
solucién dcida de nitrato de amonio al inicio de la incubacion (NrAc).

bTiermpos: 0 dias de incubacion (t0); 28 dias de incubacién (128); 56 dias de incubacitn (t56); 84 dias de
incubacion (t84).

© I os tonos de gris indican el rango bajo (gris claro}, medio (gris medio) o alto (gris oscuro) en el que se clasifican
cada uno de los parfimetros ecolégicos.
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Figura A20. Parametros ecoldgicos calculados en base a los perfiles de TRFLP del marcador
molecular rDNA18S durante el tiempo de incubacion de los microcosmos del suelo
semiarido (S). Tratamientos: control sin tratamiento (s/t); agua cada 14 dias (H20(14)); agua
al inicio de la incubacion (H20); solucion acida (pH 4.,0) al inicio de la incubacién (Ac);
solucion de nitrato de amonio (100 pg g') al inicio de la incubacion (Nr); solucion 4cida (pH
4,0) de nitrato de amonio (100 pg g') al inicio de la incubacion (NrAc). La riqueza
ponderada por el rango (Rr) esta representada por el diametro de los circulos.
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Figura A21. Parametros ecoldgicos calculados en base a los perfiles de TRFLP del marcador
molecular rDNA18S durante el tiempo de incubacién de los microcosmos del suelo arido
(A). Tratamientos: control sin tratamiento (s/t); agua cada 14 dias (H20(14)); agua al inicio
de la incubacion (H20); solucion acida (pH 4.0) al inicio de la incubacion (Ac); solucion de
nitrato de amonio (100 pg g") al inicio de la incubacién (Nr); solucion 4cida (pH 4,0) de
nitrato de amonio (100 pg ™) al inicio de la incubacién (NrAc). La riqueza ponderada por el
rango (Rr) esta representada por el diametro de los circulos.
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Figura A22. Anélisis de correspondencia candnica entre los perfiles de TRFLP del marcador
molecular rDNA18S y los factores eddficos medidos durante el tiempo de incubacion de los
microcosmos del suelo semiarido (8). Tratamientos: control sin tratamiento (s/t); agua cada
14 dias (H20(14)); agua al inicio de la incubacion (H20); solucion 4cida al inicio de la
incubacion (Ac); solucién de nitrato de amonio al inicio de la incubacién (Nr); solucion acida
de nitrato de amonio al inicio de la incubacion (NrAc). Tiempos: 0 dias de incubacion (t0);
28 dias de incubacién (t28); 56 dias de incubacién (t56); 84 dias de incubacion (184).
Variables edaficas: pH; potencial de 6xido reduccion (ORP); Contenido hidrico (CH);
materia organica (MO); contenido de amonio (NH4+); contenido de nitrato (NO3-).

Tabla A8. Coeficientes de correlacién intragrupo (CCI) de las variables edaficas (VE) y los
dos primeros ejes del ordenamiento de los TRFLP del marcador molecular rDNA18S, en los
microcosmos de los suelos arido y semidrido.

VE® CCI P F
CCAl CCA2

pH’ 0,400 0,320 0,001 19,66

ORP  -0,501 -0,613 0,083 1,67

CH 0,282 0,754 0,296 1,15

MO"  -0,152 0,098 0,045 191

NH4" 0,138 0,802 0,624 0,71
NO3 0,314 -0,317 0,183 1,42
1° eje canGnico” 0,001 16,06
Suma de los ejes candnicos 0,001 4,71

*Relaciones estadisticamente significativas entre las variables edéficas y el agrupamiento de las muesiras segiin el
anélisis de MonteCarlo con 1000 permutaciones de la matriz (Programa Canoco).

* pH; potencial de éxido reduccién (ORP); contenido hidrico (CH); materia orgénica (MO); contenide de amonio
(NH,"); contenido de nitrato (NOy).
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Figura A23. Anilisis de correspondencia candnica entre los perfiles de TRFLP del marcador
molecular rIDNA18S y los factores edaficos medidos durante el tiempo de incubacion de los
microcosmos del suelo arido (A). Tratamientos: control sin tratamiento (s/t); agua cada 14
dias (H20(14)); agua al inicio de la incubacién (H20); solucién acida (pH 4,0) al inicio de la
incubacién (Ac); solucion de nitrato de amonio al inicio de la incubacién (Nr); solucién 4cida
de nitrato de amonio al inicio de la incubacién (NrAc). Tiempos: 0 dias de incubacion (t0);
28 dias de incubacién (128); 56 dias de incubacién (t56); 84 dias de incubacion (184).
Variables edaficas: pH; potencial de oxido reduccion (ORP); Contenido hidrico (CH);
materia organica (MO); contenido de amonio (INH4+); contenido de nitrato (NO3-).

Tabla A9. Coeficientes de correlacion intragrupo (CCI) de las variables edéficas (VE) y los
dos primeros ejes del ordenamiento de los TRFLP del marcador molecular rDNAISS, en los

microcosmos de los suelos arido y semidrido.

VE? CCI p F
CCAl1 CCA2

pH 0,106 0,644 0,143 1,47

ORP -0,195 -0,659 0,081 1,55

cH 0454 0,116 0,001 3,93

MO’ 0,217 -0,201 0,001 31,96

NH4'  -0,235 0,646 0,626 0,79

NO3™  -0,313 0,177 0,203 1,39

1° gje canénico 0,001 25,61

Suma de los ejes candnicos 0,001 8,01

* Relaciones estadisticamente significativas entre las variables edéficas y €l agrupamiento de las muestras segin el
analisis de MonteCarlo con 1000 permutaciones de la matriz (Programa Canoco).

2 pH; potencial de 6xido reduccién (ORP); contenido hidrico (CH); materia orgénica (MO); contenido de amonio
(NH,"); contenido de nitrato (NOy).




Tabla A10. Comparacién de la distribucion de las secuencias fimgicas, a nivel de Divisiones,
en diferentes tipos de suelo.

Basidiomiycota Chytridiomycota Glomeromycota Zygomycota

) Ascomycota
Campo de cultive (81)* 96,2 = 0,5
Pastizal (88) 853 = 13,1
Bosque mixto (86) 564 4+ 10,8
Plantacién de pino (89) 47,6 += 26,4
Semidride (173) 64,1 = 3,1
Arido (170) 86,9 = 95

1,6 £ 16
123 + 123
40,1 + 11,1
51,3 + 26,0
291 = 37
44 = 08

1,1
0,0
0,0
0,0
5,5
8,7

+

W oW B

+

L1
0,0
0,0
0,0
55
8,7

0,0
2,3
24
1,1
0,8
0,0

=

(TR TR

+

0,0
1,2
1,3
1,1
0,8
0,0

1,1
0,0
1,1
0,0
0,4
0,0

+
+
+
+
+

+

1,1
0,0
1,1
0,0
0,4
0,0

*Entre paréntesis se muestra el mimero de clones analizados por tipo de suelo. Los datos para suelo
frido y semifrido corresponden a este estudio, los demas datos fueron obtenidos de Lauber y col.

2008,

1 Lauber C, Strickland M, Bradford M, Fierer N. 2008. The influence of soil properties on the
structure of bacterial and fungal communities across land-use types. Soil Biol. Biochem. 40:2407-

2415.




