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RESUNEN

Los factores que determinan la distribucién y abundancia de las bacterias y el papel de
la diversidad bacteriana en el funcionamiento de los ecosistemas son dos temas claves
que tradicionalmente han sido poco abordados en los estudios ecoldgicos. Esto se
debe fundamentaimente a problemas conceptuales y metodoldgicos que han sesgado
el conocimiento de la diversidad bacteriana.

La composicidn de la hojarasca tiene un papel critico en la determinacién de ias
propiedades del suelo. Ademas, dado que las comunidades microbianas del suelo
obtienen de la hojarasca su principal fuente de nutrientes, estas comunidades estarian
fuertemente relacionadas con la comunidz;ld de plantas que conforma la cobertura
vegetal. El presente trabajo buscd establecer si el tipo de cobertura vegetal (bosque vs.
praderas y matorrales, en dos localidades geograficas) influye sobre la estructura,
composicidn y actividad metabdlica de la comunidad bgcteriana total del suelo y sobre
la diversidad y actividad de las bacterias fijadoras de nitrégeno.

Para responder estas preguntas estudiamos las bacterias del suelo del bosque
de olivillo (Aextoxicon punctatum R. et Pav.) de la Cordillera de la Costa de Chile
central-sur y de las matiices no-forestadas que lo rodean. En el periodo Terciario el
bosque de olivilioc formaba un continue a lo largo de la costa de Chile. En la actualidad,
persisten fragmentos aislados en el extremo norte de su distribuciéon que estan insertos
en una matriz de matorral semiarido (Parque Nacional Fray Jorge, 30° S). Hacia el sur

su distribucion alcanza la region templada lluviosa en la Isla de Chiloé (42° S). No




obstante, los bosques de olivillo en los exiremos norte y sur de la distribucién
presentan una similar composicion quimica del suelo, asociada a una semejante
composicion floristica del dosel arbdreo. Dado estos antecedentes postulamos que los
ensambles microbianos de los suelos de estos bosques de alivillo, geograficamente
separados (Chiloé y Fray Jorge), serian similares en estructura, composicién y
actividad metabdlica. Ademas, estos ensambles deberian diferir de aquellos asociados
a las matrices no-forestadas, donde estos bosques estan insertos: una pradera
antropogenica de reciente creacion en Chiloé y un antiguo matorral semiarido en Fray
Jorge. También se buscd establecer qué factores edéﬁcos podrian explicar la
composicion de las comunidades bacterianas asociadas a cada tipo de cobertura
vegetal.

La diversidad genética de la comunidad bacteriana total y de las bacterias
fijladoras de nitrégeno se estimé mediante métodos moleculares (T-RFLP, DGGE y *
clonacién-secuenciacién) usando el gen dei 16S rRNA y el gen nifH, respectivamente.
Por otro lado, Ia diversidad metabdlica de la comunidad bacteriana se determiné por
analisis de CLPP, mientras que la fijacion de nitrégeno en el suelo se estimé mediante
la tasa de reduccién de acetileno (TRA). La similitud entre las muestras de los
diferentes tipos de cobertura se estimé mediante analisis de agrupamiento a partir de
"los perfiles de DGGE, T-RFLP y CLPP. La diversidad genética y metabdlica, se
correlacionaron con los factores edaficos de cada tipo de cobertura mediante CCA.

Los resultados mostraron que los suelos de los bosques, a pesar de su
separacion geografica, presentan similitudes en cuanto a: densidad aparente,
contenido hidrico y relacion C/N dei suelo y hojarasca, sin embargo, difieren en pH y
capacidad de intercambio catidnico. L.as comunidades bacterianas de los suelos de

bosques de olivillo (Chiloé y Fray Jorge) se agruparon con valores de similitud mayores




al 75%, aln cuando presentaron caracteristicas particulares de cada localidad. Las
comunidades bacterianas, a su vez, difirieron de aquellas presentes en los suelos de
las matrices no-forestadas adyacentes. Estas diferencias fueron mayores en Fray
Jorge, donde las comunidades de los suelos del matorral semiarido fueron las mas
divergentes. Para el grupo funcional de diazotrofos, sin embargo, no se observé un
agrupamiento de las muestras consistente con el tipo de cobertura vegetal.

El pH v la relacion C/N del suelo y la hojarasca fueron los factores que mejor
explicaron la composicién de la comunidad ba;:teriana total, mientras que la relacion
C/N de la hojarasca fue el mejor descriptor de la composicion del gremio de
diazétrofos. El matorrat semiarido de Fray Jorge mostrd la mayor diversidad a nivel de
la comunidad bacteriana total determinada por el indice de Shannon, pero presento la
menor diversidad de diazotrofos. En los bosques de olivillo y en la pradera
antropogénica de Chiloé dominaron las Proteobacterias, mientras que-en el matorral de
Fray Jorge el phylum Acidobacteria fue el mejor representado. A nivel de las bacterias
fijadoras de nitrégeno se chservd una correlacion positiva entre la diversidad del gen
nifd y la tasa de reduccion de acetileno.

Los resultados indicaron que el tipo de cobertura vegetal, a través de la relacion
CIN, es un factor importante en la conformacion de las comunidades bacterianas del
horizonte superficial del suelo y que cambios en el tipo de cobertura podrian modificar

la composicidn de estas comunidades.




ABSTRACT

The factors that determine the distribution and abundance of bacteria and the role of
bacterial diversity in the functioning of the ecosystems are two key issues that
tradiiionally have been under-studied in natural systems because of conceptual and
operational limitations,

Litter composition has a critical role in determining soil properties in terrestrial
ecaosystems. Moreover, given that microbial soil communities obtain most of their
nutrients from litter, these assemblages should be strongly related to plant cover. The
goal of this work was to assess whether the type of plant cover (forest vs. non-forest at
two geographical locations) influences the structure, composition, and metabolic activity
of the total bacterial scil community and the diversity and activity of nitrogen-fixing
bacteria.

To answer these questions, we studied soil bacteria in Aextoxicon punctatum R.
et Pav. (Olivillo} forests of the Coastal Range of south-central Chile and the surrounding
non-forest matrix. In the Tertiary period Olivillo forests formed a continuum along the
coast of Chile. Presently, isolated remnant fragments persist in the extreme north of the
distribution in the semiarid region (Fray Jorge National Park, 30° S), and the distribution
extends {o the wet-temperate region in Chiloe Island (42° S). However, Olivillo forest in
the northern and southem extremes of its distribution present similar chemical soil
properties associated with a similar canopy composition. Based on this background, we

postulate that microbial assemblages associated with the soils of Qlivillo forests at the




northern and southern extremes of its distributional range in Chile (Chiloé and Fray
Jorge), would be similar in structure, composition, and metabolic activity. Moreover,
these assembiages should differ from those associated with the respective non-forest
vegetation surrounding these forests: a established anthropogenic pasture in Chiloé
and a historically ancient semiarid matorral in Fray Jorge. Furthermore, the edaphic
factors which could have an influence on the bacterial community composition
associated to plant cover type were established.

The genetic diversity of the overall bacterial community and of the nitrogen-fixing
bacteria was estimated by molecular methods (T-RFLP, DGGE and cloning-
sequencing) of the 16S rRNA and nifH genes, respectively. The metabolic diversity of
the bacterial community was determined by CLPP analysis, while the nitrogen fixing
activity in soil was estimated by the acetylene reduction assay (ARA). The similarity
between forest and non-forest soil samples was determined by grouping analysis from
the DGGE, T-RFLP and CLPP profiles. The genetic and metabolic diversity were
correlated with the edaphic factors by means of CCA.

Results showed that Olivillo forest soils, regardless of their geographic location,
presented similarities in terms of apparent density, water content, and C/N ratio of soil
and litter, but differed in pH and cation exchange capacities. Bacterial communities of
Olivillo forest soils in Fray Jorge and Chiloé were grouped together, with similarity
values greater than 75%, even though they also presented singularities in each locality.
Forest bacterial communities differed from those present in the soils of the adjacent
non-forest vegetation. These differences were greater in Fray Jorge, where bacterial
assemblages of semiarid matorral soils were most divergent. However, for the
diazotroph (l\_l-fixing) functional group, a cluster of samples consistent with the type of

plant cover was not observed.




Differences in pH and C/N ratios (soil and litter) were the factors that explained
most of the variance in the composition of the overall bacterial community, while litter
C/N ratio was the best predictor of the diazotroph guild composition. The semiarid
matorral of Fray Jorge showed the greatest diversity (Shannon’s index) at the level of
the overall bacterial community, but presented the lowest diversity of diazotrophs. In
Olivillo forests and in the anthropogenic prairie of Chiloé the Proteobacterias
dominated, while the phylum Acidobacteria was the best represented in the semiarid
matorral in Fray Jorge. A positive correlation was observed between the nitrogen-fixing
bacterial guild and the rate of acetyiene reduction.

Our results indicate that the type of plant cover, via differences in C/N ratios, is
an important factor in the conformation of the bacterial assemblages in the sail surface

and that changes in cover type could modify the composition of these communities.




INTRODUCCION

La actividad humana esta modificando la diversidad de especies en los ecosistemas,
sin embargo, no se conocen con certeza los impgctos que tales cambios pudieran
provocar en los procesos ecosistémicos. Algunos autores han postulado que la
estabilidad de los ecosistemas puede estar relacionada con el numerc de especies
presentes (Tilman et al. 1997, Zak et al. 2003) o con la redundancia funcional que
estas especies pudieran tener (Naeem & Li 1997, Walker et al. 1999). Dentro de [os
ecosistemas, las comunidades microbianas juegan un papel central que esta dado por
sus altos niimeros poblacionales, su amplia versatilidad metabdlica y sus altas tasas de
actividades enzimaticas (Aflas & Bartha 2001). Asi, tedricamente la diversidad
microbiana debiera influir sobre la productividad, la estabilidad y la resiliencia del
ecosijstema frente a las perturbaciones humanas o a cambios climaticos, no obstante la
relacion entre diversidad microbiana y estas funciones criticas de los sistemas
ecoldgicos no se conoce (Torsvik & @vreas 2002). Los estudios experimentales de las
relaciones entre la estructura de las comunidades microbianas naturales, y su papel en
los procesos ecosistémicos, son escasos comparados con aquellos realizados sobre
macroorganismos (Prosser et al. 2003). Esto se debe, en parte, a que los mecanismos
que determinan la ecologia microbiana operan a escalas espaciales mucho mas finas.
Por otro lado, las escalas de tiempo de los procesos ecolégicos y evolutivos se
encuenfran mucho mas cercanas en las poblaciones microbianas que en otros

organismos (Prosser et al. 2003). Asi las dinamicas temporales de los




microorganismos en respuesta a cambios de la vegetacion por causas naturales (e.g.
climaticas) o antropogénicas, pueden dejar huellas en muchas generaciones
microbianas dentro de un marco de tiempo relativamente corto (Garland 1997).

Los cambios en e! tipo de cobertura vegetal, producidos por cambios climaticos
o como consecuencia de la actividad humana, podrian tener efectos sobre los
procesos ecosistémicos, en particular los procesos biogeoquimicos del suelo, ya que
éstos estan controlados por la diversidad e identidad de las especies de plantas,
animales y microorganismos componentes de las comunidades (Vitousek & Hooper
1994). En el centro de Chile, la aridizacion climatica paulatina desde el Terciario,
produjo el reemplazo de los bosques subtropicales por comunidades de matorral
xerofitico (Hinojosa & Villagran 1997, Villagran et al. 2004). Algunos fragmentos de
bosques relictos permanecieron aislados en cimas de cerros costeros, en el nuevo
ambiente semidrido, mantenidos por la humedad proveniente de las neblinas, pero
rodeados de una matriz de vegetacion xerofitica (Barbosa & Marquet 2002, Villagran et
al. 2004, Del Val et al. 2006). Por ofra parte, en paisajes rurales de Chile centro-sur,
parches o remanentes dei bosqué original han quedado inmersos en una extensa
matriz dominada por otros tipos de vegetacion, agricola o forestal, generada por el uso
humano (May 1977, Bustamante & Castor 1998, Willson & Armesto 1996). En este
trabajo se investigd si cambios de la cobertura de bosque por otros tipos de
vegetacion, como consecuencia de cambio climatico progresive en Chile semiarido, o
del impacto antropogénico en Chile centro-sur, determinan cambios en la diversidad
genética y metabdiica de las comunidades bacterianas del suelo o en la actividad
microbiana y diversidad genética de ensambles bacterianos funcionalmente

relacionados al ciclo del nitrégeno.




1.1. Biogeografia

Tradicionalmente, los estudios ecoldgicos han supuesto que los microorganismos son
cosmopolitas, es decir, que “existe una diversidad potencial equivalente en todos los
[ugares”, y “el ambiente selecciona” los organismos presentes en un determinado sitio
(Bull et al. 2000). Sin embargo, aunque varios la mayoria de los trabajos avalan esta
hipétesis (Garcia-Pichel et al. 1996, Bowman & McCuaig 2003), algunos estudios
biogeograficos han mostrado cierto grado de endemismo para algunos grupos de
procariotes (Fulthorpe et al. 1998, Staley & Gosink 1999, Cho & Tiedje 2000). Otros
estudios han explorado qué factores abidticos determinan o afectan [a diversidad y
distribucidn de las comunidades bacterianas a escala global poniendo a prueba
hipdtesis biogeograficas en microorganismos (Fierer & Jackson 2006). En el caso de
las comunidades microbianas del suelo es fundamental conocer los factores edaficos
que podrian afectar su estructura y composicién. Ef pH (Fierer & Jackson 2006), el
contenido de fosforo (Martikainen 1985), el amanio disponible (Avrahami et al. 2002) y
la telacion C/N (Zhang et al. 2006), son algunos de los factores que han sido
examinados en Ia literatura. Zehr et al. (2003) por ejemplo, aportaron evidencias de
que la distribucién de los fijadores de nitrégenc entre diferentes habitat tales coma:
suelos forestales, sedimentos, lagos y otros, no siguieron un patrén al azar y que, si
bien no se relacionaron completamente con la disponibilidad de nitrégeno en el medio,
diferentes ensambles de fijadores fueron caracteristicos de los diferentes héabitats.
Estos resultados sugieren que los fijadores de nitrdgeno presentan un patrdn de
distribucién que es predecible, tomando como base caracteristicas particulares de cada
habitat. Otro aporte a esta idea es, a nivel local, los resultados de Shaffer et al. (2000).
Ellos encontraron que las especies de diazdtrofos que habitan en la hojarasca difirieron

entre el interior del bosque y los claros del dosel. No obstante, la mayoria de los
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trabajos que abordan estas relaciones se han realizado en un solo sitio, limitando
nuestra comprension de qué factores estructuran las comunidades bacterianas del
suelo a través de diferentes regiones y biomas (Fierer & Jackson 2006).

Hughes et al. (20086), hizo una revisién de lo que se conoce actuaimente de la
biogeografia microbiana. Los trabajos relacionados por estos autores incluyeron
diferentes escalas espaciales para el estudio de la biogeografia de los
microorganismos que abarcaron desde 2 m hasta 20.000 km. Asi, sintetizaron cuatro
hipdtesis biogeograficas sobre los microorganismos que, puestas a prueba en un
disefio que incluya dos regiones geogréficas con tres habitats cada una, podrian
resultar en cuatro analisis de agrupamiento diferentes (Figura 1). Estas hipétesis
sugieren un marco de investigacién conducente a responder dos preguntas claves: i)
¢,Los microorganismos difieren entre regiones? ii) ¢Estas diferencias se deben a las
condiciones ambientales actuales, a evenios histéricos, o a ambos fendmenos?, y
podrian enunciarse como sigue: 1) Hipdtesis nula: los microorganismos presentan una
distribucion al azar, lI) los microorganismos son cosmopolitas, es decir, la misma
diversidad esta potencialmente presente en todos los lugares, el ambiente selecciona.
Esta hipdtesis supone una preponderancia de las condiciones ambientales actuales
sobre los eventos histéricos, 1) la distribucion actual es el reflejo de eventos histéricos,
V) la distribucidn geogréfica de los microorganismos, como la de los
macroorganismos, refleja la influencia de eventos pasados y condiciones ambientales

contemporaneas.
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Figura 1

Esquema del agrupamiento de la distribucion microbiana que se obtendria para cada una de las
hipétesis. Circulos blancos y grises: dos regiones geogréficas. A, B y C: tres habitats diferentes.
H1-H4 = Hipodtesis biogeograficas. (Tomado de Hughes et al. 2006).

Chile con una amplia gama de condiciones climaticas y topograficas, muchas
veces extremas, brinda un escenario ideal para estudios que contribuyan a entender
los patrones de distribucién bacteriana. Sin embargo, en este ambito los estudios son
escasos o estan circunscritos a escalas espaciales reducidas tales como interacciones
en la rizésfera de Colletia hystrix en el matorral de Chile central (Chavez 2004, Chavez
& Caru 2006, Orlando et al. 2007), o a problemas de contaminacién y biorremediacion
en suelos forestales impactados con 2 4 6-triclorofenol, un precursor de la sintesis de
fungicidas (Sanchez et al. 2004). Unos pocos autores han realizado estudios a escalas
mayores. Drees et al. (2006), por ejemplo, usando el marcador molecular rRNA 168S,
observaron cambios en estructura y composicién en las comunidades bacterianas a lo
largo de un gradiente altitudinal en el desierto de Atacama. Estos autores indicaron que
las comunidades de los sitios mas aridos y sin cobertura vegetal difirieron de sitios con

menos aridez y presencia de cobertura vegetal. No obstante, estudios a mayores




12

escalas de la diversidad bacteriana en suelos forestales, praderas y matorrales,

usando métodos moleculares, no existen en Chile.

1.2. Aproximaciones en ecologia microbiana

1.2.1. Diversidad genética del rRNA 16S

l.as comunidades microbianas se han tratado cominmente como cajas negras, sin
atencion a diferencias entre grupos taxondmicos. El modelo de "caja negra" en los
procesos ecosistémicos claramente minimiza o ignora la importancia de Ia estructura y
composicion de las comunidades microbianas en el funcionamiento ecosistémico
(Waldrop et al. 2000) y su respuesta potencial a los cambios ambientales de corto o
largo plazo (Wu et al. 2001). No obstante, si bien la correlacién entre [a identidad de las
especies y su funcidon metabdlica ambiental seria util para la ecologia microbiana
(Whitby et al. 2003), el desarrollo de esta aproximacion ecoldgica se dificulta porque
los conceptos tipoldgico, bioldgico y evolutivo de especie han resultado ineficientes en
su aplicacion a las “"especies” procariotas (Ward 1998). Rossello-Mora & Kampfer
(2004), propusieron tratar a las especies microbianas como unidades pragmaticas.
Este pragmatismo en el concepto de especie no significa que las unidades serian
faciles de circunscrbir, pero si que se podria construir un esquema taxonémico
operacional y predictivo.

Otra fuerte limitacion al desarrollo de la ecclogia microbiana radica en la
dificuitad para aisiar y cultivar la mayoria de los microorganismos. Se estima que entre
un 80-99% de los micrcorganismos presentes en muestras ambientales no son
cultivables en el laboratorio con los métodos tradicionales usados en microbiclogia
(Amann et al. 1995). Las causas de este fracaso es que los microorganismos no se

adaptan a las condiciones de cultivo, presentan estados no cultivables, se encueniran
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en interaccién obligada con otros organismos o, simplemente, no se conocen sus
requerimientos de cultivo (Felske et al. 1998a).

Actualmente el desarrollo de técnicas moleculares, independientes de los
cuitivos puros, permiten abordar mas profundamente el tema de la diversidad
microbiana y sus implicaciones ecosistémicas, superando algunas de las limitaciones
expuestas anteriormente. Estas técnicas se basan fundamentalmente en analisis de los
acidos nucleicos (Widmer et al. 1999), perfiles de &cidos grasos de fosfolipidos (PLFA)
(Zelles & Bai 1993) o periiles fisioldgicos a nivel comunitario (CLPP) (Garland & Milis
1991) y son herramientas dtiles para caracterizar la diversidad microbiana y estimar el
posible impacto de las perturbaciones sobre la composicidn, la estructura y la
diversidad metabdlica de estas comunidades del suelo.

Las técnicas basadas en el andlisis de los acidos nucleicos incluyen ia

-extraccion y purificacién del DNA (o RNA) directamente de la muestra ambiental,
seguido por amplificacién mediante PCR del gen de interés y el andlisis del mismo por
diferentes metodologias. Asi se puede obtener informacién sobre la identidad, funcion
y actividad de las comunidades microbianas (Giovannoni et al. 1990, Hugenhaliz et al.
1998, Head et al. 1998, Prosser et al. 2003). En este &mbito, el gen que codifica para la
subunidad 16S del RNA ribosomal, ha sido el marcador melecular mas frecuentemente
utifizado. La causa de esta preferencia radica en que este gen i) tiene una distribucion
universal, ii) realiza la misma funcidn en todas las bacterias, i} presenta una
transferencia horizontal reducida, iv) contiene zonas altamente conservadas que
facilitan el disefio de partidores especificos, capaces de reconocer la mayor parte de
los genomas presentes y v) tiene un tamaiio adecuado para ser clonado y secuenciado
(Woese 1987). Sin embarge, el rRNA 16S no brinda informacion sobre el rof funcionai

de los grupos filogenéticos identificados dentro de los ecosistemas. Este es quizas el
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quizds el mayor desafic de la ecologia microbiana en la actualidad: establecer la
relacién entre la distincién de unidades en la filogenia microbiana y la funcién que los
microorganismos realizan en el ambiente (Torsvik & @vreas 2002).

Diferentes técnicas moleculares se han usado para resolver los productos de
amplificacion de [os genes en muestras ambientales y asi tener un estimado de la
diversidad genética presente. Un grupo de estas técnicas se basa en la obtencion de
patrones representativos de las comunidades mediante polimorfismoe en la
conformacion de la hebra simple (SSCP) (Lee et al. 1996, Schwieger & Tebbe 1998,
Peters et al. 2000), electroforesis en geles con gradiente de temperatura (TGGE)
(Felske et al. 1998b, Wieland et al. 2001), electroforesis en geles con gradiente
denaturante (DGGE) (Muyzer et al. 1993, Webster et al. 2002) o polimorfismo en el
largo del fragmento de restriccion terminal (T-RFLP) (Liu et al. 1997, Dunbar et al.
2001, Résch & Bothe 2005). Sin embargo, aungue-estas técnicas permiten un andlisis
comparativo relativamente rapido de las comunidades, en ocasiones los resultados son
de dificil interpretacion, ya sea porque los perfiles obtenidos son demasiado complejos
(Gelsomino et al. 1999) o por la presencia de “faisos” fragmentos terminales de
restriccidn o pseudo T-RFs en los perfiles de T-RFLP (Egert & Friedrich 2003). -Otra
aproximacién, mas laboriosa y de mayor costo pero que aporta mas informacion, es la
obtencién de clones de los genes de interés en la muestra ambiental y la posterior
secuenciacion de los mismos (Borneman et al. 1996, Dunbar et al. 1999, Tamaki et al.
2005). El estudio en conjunto de todos los genomas presentes en una muestra
ambiental ha sido definido por. Handelsman et al. (1998) como metagendmica. Este
enfoque integrado es cada vez més utilizado para abordar investigaciones tanto -
médico-farmacéuticas (Handelsman 2005) como ecoldgicas (Rondon et al. 2000) e

industriales-biotecnolégicas (Bull et al. 2000, Lim et al. 20085).
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1.2.2. Diversidad funcional

Una aproximacién al estudio de la diversidad funcional de las comunidades
microbianas, y del papel que éstas pudieran jugar en cada ecosistema, se puede
obtener mediante el estudio de los genes comunes a determinados grupos funcionales.
Dentro de las comunidades microbianas se denomina grupo funcional a aquel conjunto
de microorganismos que controla un determinado proceso ecosistémico, a nivel
biogeoquimico {Vitousek & Hooper 1994, Meyer 1994). Asi, “genes funcionales” o
genes ecologicamente relevantes, serian aquellos que codifican para enzimas claves
del proceso biogeoquimico en el cual interviene el grupo funcienal. Por diversidad
“genética funcional” se conoce entonces a las diferencias estructurales, en cuanto a
secuencia, que podrian tener estos genes dentro de las comunidades bacterianas
naturales (Wu et al. 2001, Prosser et al. 2003, Taroncher-Oldenburg. et al. 2003,
Rodriguez-Valera 2004). Si aceptamos que la diversidad “genética funcional” refleja la
diversidad potencial en determinada funcién ecologica que estos grupos de
microorganismos realizan, entonces esta diversidad tiene consecuencias para las
funciones ecosistémicas y, por lo tanto, puede relacionarse con la estabilidad y
resiliencia de los ecosistemas (Ward 2002). Este enfoque de genes funcionales
claramente evita las consideracicnes de tipo taxonémico, sin embargo, como otros
métodos, presenta algunas limitaciones, Algunas de estas limitaciones son: i) la falta
de zonas consenso flangueantes a los genes las cuales faciliten el disefio de partidores
capaces de amplificar la mayor parte de los genomas (Throbéck et al 2004, Corredor
2004), i) grupos con bajos numeros poblacionales pudieran no ser detectables con las
técnicas de extraccion y amplificaciéon del DNA (Webster et al. 2002) y iii) existencia de
genes funcionalmente andlogos (Zumft 1997, Braker et al. 1998). No cbstante, variosd

trabajos han abordado la relacidon entre diversidad genética y funcién ecosistémica
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estimando la diversidad del gen que codifica la funcién de interés, y las tasas del
proceso en que interviene el gen. Avrahami et al. (2002} por ejemplo, investigaron el
efecto de la concentracion de amonio del suelo sobre la liberacién de éxido nitroso y la
estructura de la comunidad de oxidadores de amonio y bacterias desnitrificantes. Para
ello utilizaron un disefio de microcosmos con suelos agricolas donde se midid ei 6xido
nitroso liberado y se estimo, al mismo tiempo, la diversidad de los genes amoA y nirk,
respectivamente, Estos genes codifican para enzimas que controlan etapas claves del
paso de amonio a nitrato (gen amoA) y de nitrato a éxido nitrese (gen nirk).

Aun cuando las técnicas basadas en el DNA han sido las mas utilizadas para
estimar la diversidad microbiana, estudios de este tipo necesitan una aproximacién que
combine varias metodologias y que aborden el mismo objetivo a distintos niveles
(Grayston et al. 2001, Rossellé-Mora & Kampfer 2004, Ramsey et al. 2006). Un
ejemplo de éstas son los perfiles fisiclégicos a nivel comunitarioc (CLPP) desarrollados
por Garland y Mills {1991), los cuales permiten estimar la diversidad microbiana
funcional en términos de las fuentes de carbono que una comunidad puede
potencialmente utilizar (diversidad metabdlica). Este acercamiento, a nivel de fenotipos,
es esencial para comprender el papel de las comunidades microbianas en diversos
ambientes (Preston-Mafham et al. 2002). Los CLPP han sido usados para caracterizar
la diversidad funcional (Widmer et al, 2001, Grayston et al. 2001), para estimar la
respuesta de las comunidades del suelo a la fumigacién (Griffiths et al. 2000), y para
estudiar el efecto del cambio en el tipo de cobertura vegetal sobre las comunidades
bacterianas del suelo (Priha et al. 1999, O’'Donnell et al. 2001, Bossio et al. 2005),

entre otras aplicaciones.
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1.3. Ciclo del nitrégeno y grupos funcionales

- La disponibilidad de nitrégeno inorganico es un factor limitante para la productividad
primaria de muchos ecosistemas terrestres, sin embargo, la produccién y el uso de
fertilizantes industriales han afectado el ciclo del nitrégeno a escala global
contribuyendo a la acidificacion y eutrofizaciéon de diferentes ecosistemas (Vitousek et
al. 1997). Es por ello que el estudio del ciclo biogeoquimico del nitrégenc cobra
relevancia en la actualidad. Ademas, este ciclo es uno de los mas dependientes de la
actividad microbiana involucrando una variedad de reacciones de dxido-reduccion que
son realizadas principalmente por bacterias.

Los compuestos intermediarios claves del cicle biogeoquimico del nitrégeno son
el amonio (NH,"), el nitrato (NQ3) y el nitrégeno molecular (No). Asi, los grupos de
microorganismos metabdlicamente relacionados, que participan en la conversién de un
compuesto en otro, son tratados como grupos funcionales mas que como unidades
taxonomicas (Meyer 1994). Estos grupos se conocen como: nitrificadores,
desnitrificadores y fijadores de nitrégeno (Figura 2) y su actividad influye sobre el

contenido de nitrato y amonio disponible en el suelo.
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Figura 2

Esquema del ciclo del nitrégeno donde se relacionan las etapas claves que son mediadas
principalmente por bacterias.

Fijacion de nitrégeno: El nitrébgeno gaseoso constituye el 79% de la atmésfera, sin

embargo, en este estado no se encuentra disponible para la mayoria de los
organismos. Para que el nitrdgeno atmosférico quede disponible al resto de la biota
debe ser reducido desde N molecular (N;) a amonio (NH,"), en el proceso conocido
como fijacién de nitrégeno (Atlas & Bartha 2001). Este es un proceso complejo y de
alto costo energético que requiere de 16 moles de ATP por cada mol de N, fijado
(Zuberer 1998) y que esta restringido a un grupo de bacterias y de arqueas las cuales,
a pesar de su divergencia evolutiva, tienen en comuan poseer el complejo enzimatico de

la nitrogenasa (Atlas & Bartha 2001). La nitrogenasa estd compuesta por dos
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subunidades: la nitrdgeno reductasa, dependiente de hierro y codificada por el gen nifH
y la dinitrogenasa compuesta por las subunidades a y B que estén codificadas por los
genes nifD y nifiK, respectivamente y dependen de hierro y melibdeno (proteina MoFe)
(Dean & Jacobson 1992, Fischer 1994). La nitrogenasa se inhibe irreversiblemente en
presencia de oxigeno (Mylona et al. 1995, Paul & Clark 1989), por io que los
diazétrofos han desarrollado diversos mecanismos de proteccidn de esta enzima.

La actividad de los diazétrofos responde a una amplia variedad de condiciones
ambientales como por ejemplo humedad (Mann & Steinke 1989), disponibilidad de
fosforo (Eisele et al. 1989) y presencia de niveles frazas de molibdeno, vanadio y hierro
(Zuberer 1998, Silvester 1989). Ademas, para regular el costoso proceso de fijacion,
todos los fijadores de N caracterizados reguian la nitroegenasa a nivel transcripcional en
respuesta al nivel de oxigeno y nitrato del medio (Limmer & Drake 1998, Halbleib &
Ludden 2000). Ademas, Zuberer (1998} indicaron que la fijacion de nitrégenc se
produce en respuesta a concentraciones de amonio bajas o limitantes y que se inhibe
cuando éstas alcanzan los 4,2 ug N-NH,* m!™.

En Chile, varios estudios han medido la fijacion no-simbidtica de nitrdgenc en
bosques de tipo Nordpatagénico (Pérez et al. 2003, Carmona 2004). Sin embargo, los
estudios de la diversidad genética de los microorganismos involucrades en los
procesos del ciclo del nitrogeno en ecosistemas chilenos son escasos y, en su
mayoria, se han enfocado en interacciones simbiédticas entre plantas y fijadores, como
Nostoc - Gunnera tinctoria (Guevara et al. 2002), Frankia — Colletia hystrix (Chavez &
Cart 2008), Rhizobium — Phaseolus vulgaris (Corredor 2004).

Entre los genes que codifican para el complejo de la nitrogenasa, el nifH ha sido
el marcador molecular mas utilizado para estimar la diversidad de las bacterias

fijiadoras de nitrégeno (Ueda et al. 1995, Rosado et al. 1998, Zehr et al. 1998, Loveli st
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al. 2000, Poly et al. 2001a, 2001b, Rdsch et al. 2002, Yeager et al. 2005), asi como la
distribucion espacial y temporal de estas bacterias en diferentes ambientes (Piceno et
al. 1999, Shaifer et al. 2000). Esto se debe a que el nifH es un gen conservado
(Rosado et al. 1997) y [a filogenia inferida a partir de é concuerda con la filogenia del
rRNA 16S (Borneman et ai. 1996, Ohkuma et al. 1996, Ueda et al. 1995, Zehr et al.
1995). Por ofro lado, la capacidad de fijacion de nitrégeno de los microorganismos
diazéirofos puede estimarse mediante un ensayo de reduccién de acetileno a etileno
(Hardy et al. 1968). En este ensayo el complejo de la nitrogenasa cataliza la ruptura del
triple enlace que presenta la molécula de acetileno. No obstante, aunque algunos
trabajos han intentado correlacionar la diversidad genética del “gremio” (grupo
funcional) de fijadores de N con la actividad enzimatica de la nitrogenasa (Piceno et al.

1999, Shaifer et al. 2000), los resultados no son concluyentes. .

Nitrificacion: Durante el proceso de nitrificacién los iones de amonio se oxidan a jones
nitrito y éstos se transforman en iones nitrato. Esta transformacion es efectuada por un
grupe de bacterias autdtrofas (Atlas & Bartha 2001). La nitrificacion puede tener
impactos negativos y positivos sobre los ecosistemas terrestres. Algunos efectos
negativos de la nitrificacién son: la acidificacién de los suelos (Biederbeck et al. 1996),
el aumento de las perdidas de nitrogeno del suelo a través de [a lixiviacion y la
desnitrificacién del nitrato, un idn mas mévil que el amonio (Webster et al. 2002). Por
otro lado, las bacterias nitrificadoras aumentan la disponibilidad de nitrégeno para las
plantas. Aunque los dos pasos de [a nitrificacién, formacion de nitrito y formacion de
nitrato, son realizados por grupos bacterianos distintos, los dos procesos estan muy
relacionados y no se produce la acumulacién de nitrito (Kowaichuk & Stephen 2001).

En los suelos, los principales géneros bacterianos que llevan a cabo estos procesos
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son Nifrosomonas y Nitrobacter, respectivamente {(Atlas & Bartha 2001). La
mineralizacion de N y la nitrificacion, por su parte, pueden estar influida por la relacidn

C/N del sustrato (Saldafia & Lusk 2003, Pérez et al. 2005).

Desnitrificacion: En ausencia de oxigeno, los iones nitrato pueden actuar como

aceptares finales de electrones en un proceso que $e conoce como raspiracion de
nitrato o reduccion desasimilatoria de nitrato (Atlas & Bartha 2001). Esta etapa del ciclo
del nitrdgeno es especialmente importante en ecosistemas de bosques templados
donde este nutriente se considera limitante (Gundersen 1991, Pérez et al. 1998) y es
causa, ademas, de considerables pérdidas de nitrdgeno en muchos suelos agricolas
(Meyer 1994, Priemé et al. 2002). Por otro lado, los cambios abidticos relacionados con
la deforestacion como apertura del dosel y compactacion del suelo, favorecen el
proceso de pérdida de nitrégeno, provocando un aumento de la tasa de desnitrificacion
en los suelos (Gundersen 1991). Durante esta etapa del ciclo, el nitrato es convertido
sucesivamente a nitrito, éxido nitrico (NQ), dxido nitroso (N,O) vy, finalmente a nitrégeno
molecular (N,) (Atlas & Bartha 2001). La capacidad de desnitrificar se encuentra
distribuida en grupos fillogenéticamente diversos pertenecientes a Bacteria y Archaea
(Braker et al. 2001, Priemé et al. 2002). En los suelos especies de los géneros
Pseudomonas, Bradyrhizobium, Azoarcus, Bosea, Cupriavidus, entre ofros, han sido

reportados como desnitrificadores (Henry et al. 2006, Dandie et al. 2007).

1.4. Tipo de cobertura vegetal y comunidades microbianas del suelo
En los ecosistemas, varios factores bidticos y abidticos determinan las propiedades del
suelo, las cuales, a su vez, pueden afectar las poblaciones de microorganismos. La

composicion de la vegetacion y de la hojarasca, por ejemplo, son unos de los
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principales factores bidticos que influyen en las propiedades edéficas (Bardgett & Shine
1999). Las comunidades microbianas del suelo, frecuentemente limitadas por carbono
(Zak et al. 1994) o nitrdgeno (Zak et al. 1990), obtienen de la hojarasca su principal
fuente de sustratos (Bardgett et al. 2005). Por lo tanto, es probable que la estructura y
composicion de las comunidades microbianas del suelo estén relacionadas con la
comunidad de plantas que confoerma la cobertura vegetal dominante _(Broughton &
Gross 2000). Asf, cambios significativos en el tipo de cobertura vegetal deberian verse
reflejados en las caracteristicas quimicas del suelo y en la estructura y composicién de
l[os grupos bacterianos. Se ha documentado que cambios en la cobertura vegetal
tienen efectos sobre procesos ecosistémicos relacionados a los ciclos biogeoquimicos.
Por ejemplo, Neill et al. (1997) encontraron que la deforestacidén asociada a la
ganaderia produjo una disminucion de la tasa de nitrificacion y mineralizacién de
nitrégeno. Vinton & Burke (1997), por su parte, constataron que, en un gradiente de
precipitaciones a escala regional, la disponibilidad de nitrégeno del suelo varié en
correspondencia con un cambio en la abundancia de las especies de plantas
dominantes. Asimismo, Hooper & Vitousek (1997) observaron cambios en la
disponibilidad de nitrégeno del suelo en un experimento donde manipularon la
diversidad de plantas con diferentes fenologias y distintas relaciones C/N de las hojas.
En confraste, otros estudios, (Knops et al. 2001, Svejcar & Sheley 2001) no
encontraron efectos consistentes de la calidad o tipo de hojarasca sobre el nitrato
disponible en el suelo.

Varios trabajos han documentado que el tipo de cobertura vegetal influye sobre
la estructura y composicion de la comunidad microbiana total. Por ejemplo, el cambio
de bosques a pastizales redujo la diversidad de la comunidad bacteriana en la

Amazenia (Borneman & Triplett 1997) y provocé cambios sobre las abundancias
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relativas de los principales grupos microbianos en suelos de Hawai (Nsslein & Tiedje
1999). En Escocia, praderas con diferentes grados de manejo (en cuanto a la
abundancia de especies de plantas introducidas) mostraron comunidades bacterianas
distintas, siendo menos diversas aquellas que presentaban un grado de manejo
intermedio (McCaig et al. 2001). McCulley & Burke (2004), en un gradiente regional de
humedad en La Gran Planicie en Norteamérica enconiraron que, a praderas con
diferentes comunidades de pastos, se asociaron distintas comunidades microbianas. A
nivel de grupos funcionales se ha observado el mismo fendmeno. La comunidad de
diazdtrofos difirid entre pastizales y terrenos agricolas (Poly et al. 2001a) v entre
pastizales, suelos agricolas y bosques (Poly et al. 2001b). También se observaron
cambios en la abundancia (Kowalchuk et al. 2000a) y en la composicion (Kowalchuk et
al. 2000b) de bacterias oxidadoras de amonio durante sucesiones secundarias de
pastos de suelos calcareos. Por el contrario, McCaig et al. (1999) al estudiar la
diversidad bacteriana en pastizales manejados (siembra de Lofium perenne y Trifolium
repens) y no manejados (pastos nativos: Agrostis capillaris y Festuca ovina) no
obsetvaron diferencias significativas en la abundancia de los grupos filogeneticos.
Similares resuitados encontraron Broughton & Gross (2000) a o largo de un gradiente
topografico donde cambios en la diversidad de plantas no estuvieron correlacionados
con cambios en [a composicidn de las comunidades bacterianas del suelo. Por otra
parte, Girvan et al. (2003) concluyeron gue la composicidn de la comunidad microbiana
estuvo determinada principalmente por el tipo de suelo y no por el tipo de cuitivo
(Medicago sativa, Brassica napus, Pisum sativum y otras) en suelos agricolas de Gran
Bretafia.

Otros trabajos han centrado sus objetives no sélo en los cambios de estructura

y composicion de las comunidades microbianas, sino también en los cambios de
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actividad microbiana que esto pudiera provocar. Bardgett & Shine (1999), por ejemplo,
reportaron que los cambios en la composicién de la hojarasca influyeron sobre la
biomasa microbiana y sobre la tasa de descomposicidn en praderas artificiales. Por
otro lado, existen resultados que demuestran que el cambioc de bosque a suelos
agricolas produce una disminucidn de la biomasa microbiana y cambios en la
composicion y funcién de las comunidades bacterianas del suelo (Waldrop et al. 2000).
Otro ejemplo se observé en praderas sucesionales, donde los cambiocs en la
composicion de ribotipos y en actividad microbiana, se correlacionaron positivamente
con el colapso de la poblacidn dominante de Loflium perenne (Felske et al. 2000). Asi
también, Stephan et al (2000), reportaron que la presencia de determinadas especies
de plantas estimularon la actividad y la diversidad funcional de la fraccidn de bacterias
cultivables del suelo en comunidades de pastizales experimentales. Sin embargo,
Donnisan et al. (2000), aunque detectaron cambios en la composicidn de los
ensambles microbianos del suelo en bosques submontanos de Gran Bretafia con
diferente composicién floristica, comprobaron que estas diferencias no se tradujeron en
cambios en la actividad microbiana y argumentaron que’ podria deberse a cierta
redundancia dentro de los ensambles microbianos que realizan los procesos.

Nuestro interés en esta tesis, en primer lugar, fue comparar la diversidad
genética y funcional de la comunidad bacterana en general y del gremio de los
diazétrofc.)s, en particular, entre localidades separadas geograficamente (escala
regional), pero con similar composicion floristica y quimica del suelo. En segundo lugar
se compararon sitios cercanos pero que difieren marcadamente en el tipo de cobertura
vegetal, dentro de una misma localidad geografica (escala local). Utilizamos como
sujeto de estudio el ecosistema de bosque de olivillo (Aextoxicon puncfatum R. et Pav.,

Aextoxicaceae), que es caracteristico de la Cordillera de la Costa de Chile centro-sur
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(Smith-Ramirez et al. 2008), y las formaciones vegetales no-forestadas que constifuyen
la matriz que rodea estos bosques. La matriz difiere del bosque de olivillo en cobertura,
estratificaciéon, composicion floristica € historia de uso.

El olivilo es una de las especies arbdreas dominantes de los bosques
siempreverdes de la Cordillera de la Costa de Chile centro-sur. Su vasta area de
distribucién geografica, entre 30° y 44° de latitud sur, atraviesa distintas zonas
climéaticas desde subtropicales aridas hasta templadas (Pérez & Villagran 1994). Se
considera que, en sus origenes, los bosques de olivillo se habrian distribuido en forma
continua a lo largo de la costa de Chile centro-sur (Looser 1935, Mufioz & Pisano 1947,
Skottsberg 1948). En la actualidad estos bosques presentan un distribucion
fragmentada donde los extremos norte (30-33° S) y sur (desde los 42° S) conservan
una notable similitud en la composicién floristica (ej. Aextoxicon. punctatum,
Rhaphithamnus spinosus, Drymis winteri, Griselinia scandens, Sarmienfa repens,
Mitraria coccinea y Nertera granadensis), asi como en las caracteristicas quimicas de
los suelos (pH, contenido de carbono, fésforo, potasio, entre ofras). Estos bosques
difieren del bosque templado-Maulino (34-39° S) donde el olivillo se asocia a especies
del género Nothofagus (Pérez & Villagran 1994). En este trabajo se compararon, en
una escala regional, las comunidades microbianas de los suelos de los bosques de
clivillo en dos localidades geogréficas representativas de los extremos norte y sur de la
distribucién del olivillo, Fray Joige (FJ) (30° S) y Guabuin, Chiloé (42° S). Estos
bosques son similares floristicamente, pero difieren en clima e historia biogeografica
(Villagran et al. 2004, Nifiez-Avila & Armesto 2006). De este modo, el andlisis de las
comunidades microbianas del suelo de ambos bosques permite discriminar en qué

medida su composicién es principalmente determinada por el tipo de cobertura (Olivillo)
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o por los notables contrastes en condiciones climéticas e historia entre las dos

localidades.

1.5. HIPOTESIS
Teniendo en cuenta que los bosques de olivillo formaron un continuo en épocas
pasadas, y que los suelos superficiales de los bosques de los extremos norte y sur de
la distribucién tienen caracteristicas quimicas similares como resultado de la
composicion del dosel arbérec (Pérez & Villagran 1994), postulamos que las
comunidades microbianas de estas dos localidades geogréficas, separadas por 1500
km, seran similares en cuanto a diversidad genética, diversidad metabdlica y patrones
de actividad microbiana (tasas de fijacion, nitrificacién y desnitrificacion), a pesar de las
grandes diferencias climaticas latitudinales entre estas localidades. Si esta hipotesis se
cumple, las condiciones actuales, dadas por el tipo de cobertura vegetal dominante,
serian mas importantes como factores causales de la diversidad microbiana que las
diferencias climaticas e histéricas entre los dos bosques de olivillo comparados.
Asimismo, postulamos que los ensambles microbianos de los bosques de
olivillo en cada localidad diferiran de los microorganismos asociados a las matrices no-
forestadas que rodean cada unc de estos bosques, praderas ganaderas
antropogénicas en el caso de Chiloé, y matorral xerofitico en el caso de Fray Jorge.
Una hipdtesis adicional, que se relaciona con las diferencias edaficas a escala
local entre los bosques de olivillo y las matrices no-forestadas, es que la pradera, por
su origen reciente como producto de la tala y pastoreo y las caracteristicas de sus
suelos, deberian sostener una comunidad microbiana mas similar a los bosques de
olivillo de Chiloé, que en el caso del matorral xerofitico y el bosque de olivillo de Fray

Jorge. En esta Ultima comparacion los matorrales deberian diferir mas marcadamente
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del bosque de olivillo (y del resto de los tipos de cobertura estudiados en ambas
localidades), debido a que corresponden a una vegetacion histéricamente diferenciada
del bosque durante el Pleistoceno (Hinojosa & Villagran 1997) y con condiciones
edaficas muy diferentes del bosque.

De acuerdo a estas hipdtesis se espera un agrupamiento de las muestras
similar al propuesto en la hipétesis Il de Hughes et al. (2006), donde las condiciones
actuales son las principales causales de las relaciones observadas. En este
agrupamiento los bosques de olivillo se ubicardn en un mismo grupo,
independientemente de la localizaciéon geografica. Las muestras procedentes de la
pradera antropogénica de Chiloé se separarian de los bosques de olivillo de esa
localidad y los ensambles de la matriz de vegetacién xerofitica de Fray Jorge

quedarian mas distantes.

' i

FJM

Figura 3

Agrupamiento esperado para las diferentes muestras de suelo a partir de los datos obtenidos de
los parametros edéaficos y los andlisis de diversidad genética y funcional de las muestras de
suelo. ChB: Bosque de olivillo de Chiloé, ChP: Pradera antropogénica de Chiloé, FJB: Bosque
de olivillo de Fray Jorge, FJM: Matorral semiarido de Fray Jorge.
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1.6. Objetivo general

Contrastar la diversidad genética de ta comunidad microbiana y del gremio de fijadores
de nitrégeno, asi como la diversidad metabdlica y la actividad de grupos microbianos
relacionados con el ciclo del nitrégeno, en los suelos de los bosques de olivillo de dos
localidades geograficas distantes, Fray Jorge y Chiloé, y compararia con las matrices
no-forestadas en las cuales estan insertos estos bosques. A través de este andlisis se
evaluara la importancia del tipo de cobertura vegetal sobre la diversidad de las

comunidades microbianas.

1.7. Objetivos especificos

Objetivo 1: Caracterizar cada sitio segn la composicion floristica y los parametros
edéficos: pH, contenido hidrico, densidad aparente, nutrientes (contenido de amonio,
nitrato, fosforo disponible, nilrégeno y carbono fotal), capacidad de intercambio
catidnico, y relacion C/N (suelo y hojarasca).

QObietivo 2: Estimar la diversidad del gen del rRNA 16S y del gen nifFf en muestras de
suelos de bosques de olivillo de Chilce y Fray Jorge, y en las respectivas matrices de
vegetacion no boscosa adyacentes.,

Obijetive 3: Determinar la diversidad metabdlica en muestras de suelo de los bosques
de olivillo y en las matrices que los rodean.

Objetivo_4: Registrar las actividades de fijacidn de n'rtrégeno,' nitrificacién vy
desnitrificacién en muestras de suelo de los bosques de olivillo y de las matrices no

forestadas adyacentes.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Areas de estudio

El estudio se realizé en dos localidades geograficas del bosque de olivillo costero, una
en el limite norte de la distribucion del olivillo (Parque Nacional Fray Jorge, 30° S) y
ofra cercana al extremo sur de su distribucion (Peninsula de Guabtin, Isla Grande de
Chiloé, 42° S) (Figura 4). En ambas zonas el bosque de olivillo se encuentra
fragmentado e inserto en una matriz no boscosa.

La estructura de los fragmentos mas extensos en cada area corresponde a la
asociacion Aexfoxicon punciatum - Drimys winteri acompafiadas por ciras especies
arbdreas como Raphithamnus spinosus. En Chiloé el bosque incluye también como
dominante a Eucryphia cordifolia (ulmo) y Laureliopsis philippiana (tepa). Ambos
bosques fienen como componentes del dosel y el sotobosque a Mirtaceas
(Myrceugenia correifolia en Fray Jorge, y Myrceugenia ovata, Amomyrtis meli y Luma

apiculata en Guabun, Chiloé).
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Fray Jorge

OCEANO PACIFICO

ARGENTINA

Guabtn
42°5

Figura 4

Localizacion de los bosques de olivillo estudiados.

2.1.1. Guabun, Isla Grande de Chiloé

El sitio se encuentra en la peninsula de Guabin (41°49'S; 74°02'W), aproximadamente
a 50 km de Ancud, Isla Grande de Chiloé, a 100 metros sobre el nivel del mar. El clima
de esta region es templado himedo con fuerte influencia oceanica (Di Castri & Hajek

1976). La precipitacion anual es de 2090 mm y la temperatura media anual de 12 °C,
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registrados en la Estacion Biologica de la Fundacién Senda Darwin (41°53'S; 73°40°W)
(Aravena et al. 2002, Carmona 2004). El bosque de olivillo (ChB) esta rodeado por una
matriz de pradera ganadera de origen antropogénico (ChP), dominada por especies
herbaceas introducidas, y por bosques secundarios. De acuerdo a los duefios del
predio, las praderas fueron habilitadas a mediados del siglo XX (aproximadamente 50-
60 afos atras). Se caracterizan por la presencia de especies de plantas que son tipicas
en terrenos usados para el pastoreo tales como: Trfolium repens, Plantago major,

Lolium sp. y numerosas gramineas. En la actualidad esta pradera se utiliza con poca

intensidad para el forrajeo de animales (Figura 5).

Figura 5

Guabun, Chiloé. A. Bosque de Olivillo B. Pradera ganadera de naturaleza antropogénica.
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2.1.2. Parque Nacional Fray Jorge

El segundo sitio de estudio corresponde al bosque templado relicto de Fray Jorge
(FJB) y se sitia a los 600 m de altura sobre el nivel del mar en los Altos de Talinay en
Coquimbo (30°40'S; 71°30'W). Los fragmentos de bosques se encuentran restringidos
a las cimas de los cerros, insertos en una matriz de matorral semidrido de vegetacién
xerofitica (FJM). El clima de Fray Jorge es mediterrédneo-arido, con marcada
estacionalidad (Di Castri & Hajek 1976). La temperatura media es de 13,7 °C (..6pez-
Cortés & Lopez 2004) y la precipitacion media anual es de 147 mm distribuida
principalmente durante los meses de Mayo a Septiembre (Araya et al. 1992). Sin
embarge, en el interior de los fragmentos de bosques de dlivillo, las neblinas costeras
proveen entre 200 y 400 mm anuales de humedad adicional y mantienen una
temperatura promedio de 12 °C al interior del bosque (Ldpez-Cortés & Lépez 2004),

condiciones similares a las que se presentan 1200 km mas al sur, en Chiloé (Figura 6).
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Figura 6

Parque Nacional Fray Jorge. A. Bosque de Olivillo. B. Matorral semiarido (xerofitico) adyacente
al bosque.

2.2. Caracterizacion de la vegetacion y factores edaficos

2.2.1. Composicion floristica y estimacion de cobertura vegetal

En el centro de cada fragmento de bosque se defini6 un transecto de 100 m de longitud
orientado de norte a sur. Fuera del bosque, en la matriz adyacente, se definid otro
transecto con igual orientacion y ubicado a 100 metros (aproximadamente) del margen
del bosque para evitar el efecto de borde. A lo largo de estos transectos se definieron 5
parcelas de muestreos (4 x 4 m), separadas a 25 metros. En cada parcela se
determiné la composicion floristica y se estimé visualmente el porcentaje de cobertura

de cada especie. En la pradera artificial de Guabun, Chiloé, no se estimé el porcentaje
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de cobertura debido a que es una pradera artificial de composicién floristica muy

homogénea, pero se tuve en cuenta la ocurrencia de especies por parcela.

2.2.2. Recoleccion de muestras de suelo

Las muestras se recolectaron entre los meses de noviembre-diciembre de 2004. En
cada parcela de 4 x 4 m se tomaron al azar ocho muestras de suelo que en adelante
llamaremos simples. Cada muestra simple consistié en 200 g de la capa superficial del
suelo (0-10 cm, una vez removida la hojarasca). Con el objetivo de reducir la
heterogeneidad espacial a pequefia escala y debido a que nuestro interés eran las
diferencias entre bosques y con su 1:natriz no-forestada, las ocho muestras de cada
parcela se homogenizaron para obtener una muestra compuesta de cada una, segin
se ha sido descrito en la literatura (Girvan et al. 2003, Widmer et al. 1999, Webster et
al. 2002). De ese modo se obtuvieron cinco muestras compuestas para cada bosque y
matriz que seran consideradas réplicas. Las muestras compuestas se homogenizaron
el mismo dia y 5 g de cada una se conservaron en hielo hasta llegar al laboratorio
donde se guardaron a -80 °C hasta la extraccidn de DNA. El resto de cada muestra se
conservd a 4 °C para los analisis fisico-quimicos del suelo y los ensayos de actividad

microbiana (fijacion de nitrégeno y nitrificacion). Para determinar la relacién C/N de la

' hojarasca, se tomaron muestras del material vegetal depositado sobre cada punto de

muestreo y se conformo una muestra compuesta de hojarasca por parcela de igual

modo a como se hizo con las muestras de suelo.

2.2.3. Determinaciones fisico-quimicas
Para determinar el pH las muestras de suelo se pasaron por un tamiz de 2 mm de

tamario de poro. Se pesaron 5 g de suelo y se les aftadié 10 ml de agua desionizada.
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Se mezcld, se dejd reposar por una hora a temperatura ambiente y se midié con un
pH-metro (Steubing et al. 2002).

El contenido hidrico (CH) del suelo se determiné por el método gravimétrico
(Jarrell et al. 1999). De cada muestra se pesaron 20 g para determinar el peso hiumedo
(PH) y se pusieron a secar en estufa a 65° C durante 72 h. Posteriormente se
determind el peso seco (PS) y el contenido hidrico se calculd segin la férmula CH =
PH-PS/PS*100 y se expresd como g de H,0 g PS de suelo.

El grado de compactacion de los suelos se estimd mediante determinacion de [a
densidad aparente, para esto se colectd una muestra en cada parcela con un cilindro
de metal de 100 mi de volumen (V). Las muestras se guardaron en bolsas plasticas a 4
°C. Posteriormente se secaron en estufa a una temperatura de 65 °C durante 72 h. Se
determind el peso seco de la muestra y se calculd la densidad aparente segin la
formula DA = PS/V (Elliot et al. 1999), expresada como g em™.

El contenido de fésforo disponible se determiné en forma colorimétrica, ensayo
que tiene como base la formacidn de un complejo de molibdato-fosfato bajo la
reduccion parcial del molibdeno con acido ascérbico, segun el método de Egner-Riehm
{Egner et al. 1960). Para la extraccidn, una muesira de 5 g de suelo, previamente
tamizado, se mezcld con 100 mi de solucidn extractante (acide lactico hidrolizado
0.74% (V:V), acido acético 1,8% (V:V) y 7.7 g ' de acetato de amonio) y se agité
durante 2 h a temperatura ambiente. Luego el exiracto se filtré usando un papel de
filtro de 5 um de tamaiio de poro y 15 cm de diametro (Advantec MFS, Inc) y 10 ml del
fitrado se mezclaron con 10 ml de solucidon mixta que contenia H;SO,4 2N, 2,5% de
molibdato de amonio y 10% de &cido ascorbico y se completé a 100 ml con agua
desionizada. La mezcla se dejdé reposar durante 1 h y la medicion se realizé en

fotdmetro a una longitud de onda de 578 nm. Para establecer los ug P g” PS de suelo
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se definid una curva de calibracion mediante diluciones seriadas de una solucion de
KH,PQ, que contenia 1 mg ml” de P,Os.

El nitrédgeno disponible en cada muestra se estimé por el método de destilacion
fraccionada de Kjeldahl (Black et al. 1965, Pérez et al. 1998). Para ello, 10 g de suelo
previamente tamizado, se mezclaron con 40 mi de una solucién de extraccion de
KAKSQ,).. Las muestras se agitaron durante 20 min y se filtraron usando un papel de
fitro de 5 pm de tamaiio de poro y 15 cm de diametro (Advantec MFS, Inc). En un
matraz Kjeldahl se colocaron 10 mi del filtrado y se agregdé MgQ-, a una concentracion
final 0,02 g mI"* para la determinacién del amonio (NH,") y, posteriormente, 0,07 g mi”
de reactivo Devardas para determinar el nitrato (NO3). Ambos se mezclaron con 4 mi
de solucién indicadora (0,045 mg mi™ de bromocresol verde, 0,33 mg ml” de metil rojo,
etanol al 50% y acido bérico 1%). Las soluciones se titularon con H,SO4 0,005 N. El
amonio y el nitrato presentes se determinaron mediante una curva de calibracién con.
diferentes concentraciones de una solucion que contenia (NH;).S0, (0,06 M) y KNQ,.
(0,07 M). E! contenido de amonio y nitrato de refirid al peso seco de la muestra y se
expresé como pg de N g”' PS de suelo.

La capacidad de intercambio catidnico (CIC) se estimd a partir de la suma de
los cationes disponibles (-Na“, K™, Mg** y Ca®"). Estos se extrajeron con acetato de
amonio 1M {pH 7) y se determinaron por espectrofotometria (Roberison et al. 1999) en
un espectrometro de absorcién atémica Perkin Elmer modelo 2380. La CIC se expresd
como cmol kg™ PS de suelo.

El porcentaje de nitrégenc y carbono totales, tanto del suelo como de la
hojarasca, fueron determinados por combustidn rapida en un analizador de elementos

NA2500 (Carlo-Erba, Milan, Italia).
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2.2.4. Anélisis de los datos

La relacion enire las parcelas de los bosques de alivilio de Chiloé y de Fray Jorge y del
matomral xeréfito de Fray Jorge se establecié usando el porcentaje de cobertura de
cada especie en la parcela. Para este andlisis se utilizé el indice de Similitud de
Morisita (Magurran 1988) y ef dendregrama se construyd usando el algoritmo UPGMA
(Li 1981). Las parcelas de la pradera antropogénica de Chiloé no se incluyeron en este
andlisis floristico ya que se supuso una diferencia de 100% y no se considerd
necesario estimar el porcentaje de cobertura de cada herbacea. Para este analisis se
usd el programa MultiVariate Statistical Package (MVSP) -versién 3.12h (GeoMem,
Blairgowrie, United Kingdom).

La relacion entre los suelos de acuerdo a los factores edaficos, se establecio
mediante analisis de componentes principales (PCA), un método indirecto de anélisis
multivariado adecuado para este tipo de datos. Para ello se uso el-programa MVSP
version 3.12h (GeoMem, Blairgowrie, United Kingdom).

La relacién entre el contenido de carbono del suelo y el contenido de carbono
de la hojarasca se evalué mediante el coeficiente de determinacion de Pearson (r°)

usando el programa GraphPad Prims versién 4.0 (GraphPad Software, Inc).

2.3. Diversidad genética
2.3.1. Extraccion de DNA
Las muestras de suelo de cada tipo de vegetacion se pasaren per un tamiz de 2 mm de
tamafio de poro y 0,25 g se usaron para extraer el DNA. La extraccién se realizd
mediante el UliraClean Scil DNA Kit (MoBio Laboratories, Solana Beach, CA, USA)
segun indicaciones del fabricante. Ocasionalmente, se efectuaron purificaciones

adicionales del DNA mediante lavados y precipitaciones sugeridos por los fabricantes




dei kit. Altemativamente, se realizd una limpieza con cloruro de litio (LiCl) 8M en [as
muestras que fuercn resistentes a la amplificacion por PCR. Para la limpieza con LiCl
el DNA se resuspendié en 100 pl de TE (Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM pH 8.0) y se
calenté durante 1 h a 65 °C en barfio termomegulado. Posteriormente se adiciond
volumen de LiCl 8M y se dejo reposar 1 h a temperatura ambiente. Paso seguido se
adiciond un volumen de etanol absoluto frio y se dejé 30 min a -20 °C. El DNA se
centrifugd a 13 000 rpm por 20 min, se eliminé el sobrenadante y se dejé secar para
resuspender después en 20 pl de buffer TE. El DNA extraido y purificado se cuantifico
en geles de agarosa (Invitrogen) al 0,8% en buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM vy
EDTA 1 mM) que contenia 1 g mi” de bromuro de etidio y se visualizé mediante luz
ultravioleta, El DNA se cuantificd usando el programa Kodzk Digital Science ID contra
el marcador de peso molecular A-Hindlll {Invitrogen) vy se conservd en TE a —-20 °C.
2.3.2. Amplificacion por PCR

2.3.2.1. Amplificacién del gen del rRNA 16S

El gen que codifica para la subunidad 16S del RNA ribosomal se usd para estimar la
diversidad de la comunidad bacteriana en las muestras de suelo. Para la amplificacién
de este gen se usaron los partidores fD1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) y P2 (5'-
ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3) definidos como universales para Bacteria (Weisburg et
al. 1991). En la ampiificacion se usé como templado entre 10-20 ng de DNA gendmico.
La mezcla de reaccion se preparé en un volumen de 25 pl que contenia ambos
parﬁgores a una concentracion de 200 nM, 120 pM de cada dNTP y 2,5 U de Taq
Poilimerasa (Invitrogen) en buffer de PCR 1X, suplementado con MgCl, 2 mM y BSA a
120 pg mi'. En todos los casos se prepararon controles negativos (reacciones

idénticas pero sin DNA) para verificar la ausencia de DNA foranec contaminante.
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Asimismo, se usaron como controles positivos cepas bacterianas conocidas:
Bradyrhizobium japonicum USDA 110, Frankia sp. cepa Tg-15 y Escherichia coli DH5c.
Los productos de amplificacidn se corrieron en electroforesis a 100 V durante 30 min
en geles de agarosa (invitrogen) al 1,2% con buffer TAE 1X y se visualizaron con
bromuro de efidio (1 pug mi™?). Para determinar el tamafio del fragmento se usé el
marcador de peso molecuiar 100 bp (Invitrogen). Las amplificaciones para los T-RFLP
se obtuvieron usando las mismas condiciones de reaccion pero con el partidor directo
(fD1) marcado con 2,7°,8-benzo-5-fluorc-2',4,7-tricloro-5-carboxyfluoresceina (NED)
(Applied Biosystems, California, USA) en el extremo 5'. Se hicieron un total de cinco
reacciones por muestra, cuyos productos se unieron para obtener un volumen final de
125 pl. En la practica se ha comprobade que, en muestras ambientales complejas, la
eficiencia del PCR es inversamente proporcional al volumen de reaccién. En ambos
PCR se usd el mismo programa de amplificacién que consta de una etapa de
desnaturalizacién inicial de 3 min a 94 °C seguida por 30 ciclos de tres pasos cada
uno: desnaturalizacidn de 1 min a 94 °C, hibridacion de 30 s a 57 °C y una extension
de 2 min a 72 °C. Finalmente se anadid una extensién de 7 min a 72 °C para los
productos a resolver mediante T-RFLP y de 20 min para aquellos que se fueran a
clonar y secuenciar. Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador

PTC-150 Minicycler (MJ Research, Inc.).

2.3.2.2. Amplificacién del gen nifH

Para ampilificar el gen nifH, presente en las bacterias fijadoras de nitrégeno, se
probaron diferentes pares y combinaciones de partidores descritos en la literatura
(Tabla 1). El mejor rendimiento de amplificacion para el analisis de T-RFLP se obtuvo ‘

con la combinacién de nifH-F y PolR mediante dos PCR consecutivos. El primer PCR
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se realizd usando entre 10-20 ng de DNA gendmico extraido del suelo, en un volumen
de mezcla de 25 yl, Los reactivos se usaron a las siguientes concentraciones: 120 nM
de partidores, 200 UM de cada dNTP, 2,5 U de Taq polimerasa (Invitrogen), buffer de
PCR 1Xy 1,25 mM de MgCl,. Ademas, la mezcla se suplementd con 1 mg mi™" de BSA
(New England Biolabs) y formamida desionizada (Applichem) al 1% del volumen final.
El programa de amplificacidn siguid un disefio fouchdown (Rdsch et al 2002). Partiendo
de una desnaturalizacidn inicial a 97 °C durante 4 min, las muestras se sometieron a
un total de 40 ciclos separados en seis etapas. La primera fue de un sdlo ciclo con una
desnaturalizacién de 96 °C por 20 s, hibridacidn de 65 °C por 30 s y extension de 72 °C
por 30 s. En cada una de las cuatro etapas posteriores se aumentéd un ciclo, se
disminuyd en 3 °C la temperatura de hibridacion y se aumenté en 5 s el tiempo de
extension. El resto de las condiciones se mantuvieron constantes. Estas etapas
estuvieron seguidas por 25 ciclos con una desnaturalizacion de 94 °C por 20 s, una
hibridacién de 50 °C por 45 s y una extensién a 72 °C por un minuto. Para terminar se
realizé una extension final de 10 minutos a 72 °C. Para la obtencidn de los perfiles de
T-RFLP se disefid un segundo PCR partiendo de una dilucién 1:10 de los productos del
primer PCR. En este PCR se usaron los mismos partidores que en el primero (nifH-
F/PolR) pero el partidor directo (nifH-F) se marcéd con el compuesto fluorescente NED
(Applied Biosystems) en el extremo 5'. Las concentraciones de los reactivos fueron las
mismas que en el primer PCR pero, en este caso, se usd un programa de amplificacion
fouchdown que consistid en una desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, seguida
por 20 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, hibridacién a 65 °C por 45 s y
. extensidn a 72 °C por 90 s, disminuyendo la temperatura de hibridacién en 0,5 °C en

cada ciclo. Posteriormente se realizaron 10 ciclos adicionales con una temperatura de
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hibridacién constante a 55 °C, terminando con extension final a 72 °C por 5 min
(Correder 2004).

Los productos que se analizaron por DGGE se obtuvieron usando la pareja de
partidores nifH-F/nifH-R en el PCR directo, con idénticas condiciones que las descritas
anteriormente para la pargja nifH-F/PolR. A partir de los amplicones cobtenidos se
hicieron diluciones de hasta 1:20 para las muestras y 1:100 para los controles y se
realizé un PCR anidado usando los partidores nifH305gc/PolRR. El partidor PolRR es
una modificacién del PolR donde se redujeron las posiciones degeneradas (Corredor
2004). Mientras que al partidor nifH305 se le agregd una ccola de GC-clamp en el
extremo 5' (Muyzer et al. 1993) (Tabla 1). Las reacciones se hiciercn en un volumen de
25 ul que contenia buffer de PCR 1X, ambos partidores a una concentracion de 200
nM, 200 uM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,, formamida desionizada (Applichem) al 1%
de concentracion final y 1 U de Taq Polimerasa (Invitrogen). El programa de
amplificacion fue igual que el usado para la reamplificacion de los productos para T-
RFLP. Como controles y marcadores intemos en los geles de DGGE se usdé DNA
genomico de dos cepas rizobiales: Rhizobium tropici R899 y R. meliloti R44 obtenidas

de la coleccién del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Colombia.
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2.3.3. Resolucion por T-RFLP

Los productos de PCR de los genes del rRNA 16S y del gen niff marcados con
fluorescencia, se purificaron mediante el UltraClean PCR Clean-up DNA purification Kit
(MoBio Laboratories, Solana Beach, CA, USA) y se cuantificaron en geles de agarosa
(Invitrogen) al 1,2% en buffer TAE 1X. Entre 100-200 ng del producto de ?CR se
digirieron con dos enzimas de restriccion (Haelll y Mspl) en reacciones separadas. La
digestion se realizd a 37 °C durante 4 h y se usaron 30 U de enzima. Cincuenta
nanogramos de los fragmentos de digestion se separaron por electroforesis capilar en
un Analizador Genético ABI PRISM 310 (Applied Biosystems). El tamaiio de los
fragmentos y las unidades de fluorescencia se determinaron usando el programa

GeneScan 3.1 (Applied Biosystems).

2.3.4. Resolucién por DGGE

El analisis de DGGE del gen nifH se realizdé en un equipo de electroforesis (The
DCode™ Universal Mutation Detection System, BioRad). Los productos se corrieron er;.
geles de acrilamida-bisacrilamida (37,5:1) a una concentracion del 8% en buffer TAE
1X preparado con agua desionizada. La condiciones del gradiente y de corrida se
determinaron mediante geles con gradiente perpendicular y experimentos de time
fravel usando para eilo amplificados obtenidos a partir de la cepa de B. japonicum
USDA 110 (Myers et al. 1987, Muyzer & Smalla 1998). Los geles en paralelo se
corrieron 7 h a 200 V y 60 °C de temperatura en un gradiente de formamida y urea del
40 al 70 %. Las bandas se visualizaron mediante tincién con nitrato de plata usando
una modificacién del protocolo descrito por Neilan et al. (1994). Brevemente, los geles
se fijaron en etanol al 10% durante 5 min, paso seguido se dejo en HNO; al 1% durante

5 min, se lavaron tres veces con agua desionizada y se sumergieron en una solucién
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de AgNO; al 0,2% durante 20 min en oscuridad. Finalmente, los geles se lavaron con
agua desionizada durante 1 min y se les afiadié una solucién de Na,CQO; (0,28 M)
suplementada con formaldehido al 0,5%. Los geles se agitaron hasta la aparicion de
las bandas. La reaccion de tincion se detuvo sumergiéndolos 5 min en acido acético al

10%.

2.3.5. Clonaci6n y secuenciacion

Cien nanogramos de los productos de PCR obtenidos con los partidores fD1 y P2 y
purificados mediante UltraClean PCR Clean-up DNA purification . Kit (MoBio
Laboratories, Solana Beach, CA, USA) se ligaron al vector pTZ57R/T y se usaron para
transformar E. coli cepa XL1B. El proceso de ligado y transformacion se realizo
mediante el InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fermentas) segtn instrucciones 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 seleccionaron por su resistencia a-ampicillina (50
pg mi™) y por su incapacidad de hidrolizar el compuesto X-gal en presencia de IPTG.
La presencia del inserto esperado se corrobord por PCR usando los partidores del
vector PUCF (5-GTTTTCCCAGTCACGACGTTG-3") y PUCR (5-
GGTCATAGCTGTTTCCTGTG-3") {Fermentas). Para obtener el DNA de las colonias
se tomo una porcion de cada una y se resuspendid en 10 ui estériles de buffer TE (10
HM Tris-HCl y 1 uM de EDTA). Las células suspendidas en TE se lisaron mediante 8
ciclos sucesivos de choques témicos de 1 minuto a 98 °C / 4 °C. Un microlitro de la
suspension celular se usé como templado en la reaccién de PCR. La reaccién se llevo
a cabo en un volumen de 50 pif que contenia ambos partidores a una concentracién de
120 nM, y 1,5 U de Taq polimerasa (Invitrogen). Las concentraciones de dNTPs, buffer,

MgCl, y BSA fueron idénticas a las usadas para la amplificacion del gen rRNA 168, La
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eficiencia y especificidad del PCR se comprobé en geles de agarosa con iguales
condiciones que las anterormente descritas. Posteriormente 10 ul del producio de
amplificacion se digirieron durante 12 horas con 20 U de enzima de restriccion Haelil
(Invitrogen) vy el producto de la digestion se corié durante 4 horas a 200 V en
electroforesis vertical en geles de acrilamida-bisacrilamida (19:1) al 8% en buffer TAE
1X. Los geles se fifleron con nitrato de plata usando el protocolo descrito
anteriormente. El tamafto de los fragmentos de digestion se determind comparando
con el estandar de peso molecular 50 bp (Invitrogen). Aquellos productos de PCR que
presentaron patrones de restriccién diferentes fueron seleccionados para secuenciar.
Los productos fueron secuenciados por la empresa Macrogen Inc Corea usando el
partidor fD1. La secuenciacién se realizé en un solo sentido (secuencia parcial del
TRNA 168) con un Analizador Genético 3730XL (Applied Biosystems). Los clones
secuenciados se guardaron en glicerol al 20% a -80 °C segun protecolo para la
conservacion de células (Sambrook et al. 1989).

Adicionalmente, una muestra del bosque de dlivillo de Fray Jorge y otra de la
matriz semiarida fueron clonadas para construir librerias de! gen nifH. El objetivo de
este ensayo fue corroborar la baja diversidad observada, mediante T-RFLP y DGGE,
para el gen nifH en el matorral semiarido, que no fue consistente con Ia alta diversidad
registrada para el gen del rRNA 168S. Los productos de amplificacién obtenidos con los
partidores nifHF-PolR (Tabla 1) con las condiciones de amplificacion previamente
descritas, fueron clonados en la cepa DH5a de E. coli usando el TA Cloning Kit Dual
Promoter, pCR® 1l (Invitrogen). Los clones recombinantes se comprobaron mediante
PCR con los partidores M13f y M13r del vector (Tabla 1). El fragmento obtenido
(aproximadamente 700 bp) se digirié con 20 U de la endonucleasa de restriccion Hhal

(Invitrogen) durante 12 horas y se resolvié en geles de arcrilamida:bisacrilamida (19:1)
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al 8% en buffer TAE 1x tefiidos con nitrato de plata. Los clones con diferentes perfiles

de restriccion se seleccionaron para secuenciar usando el partidor M13f.

2.3.6. Analisis de los datos

2.3.6.1. Estandarizacion de los perfiles de T-RFLP

El tamafio en pares de bases de los fragmentos terminales de restriccion (T-RFs) del
gen del fiRNA 16S y del gen niH, asi como la altura y el area de los T-RFs en unidades
de fluorescencia, se determinaron con el programa GeneScan 3.1 (Applied
Biosystems). Para el anélisis se incluyd sélo aquella fraccién del perfil o
electroferograma comprendida entre los 21 y 500 pb y, considerando que los
secuenciadores automaticos entregan valores con dos unidades decimales, se tuvieron
en cuenta algunas de las correcciones sugeridas en la literatura (Sessitsch et al. 2001,
Dunbar et al. 2001, Blackwood et al. 2003). Ademas, segtn la literatura, en |la
resolucion de fragmentos se producen corimientos del perfil obtenido que
generalmente son de 1,0 pb pudiendo llegar a 1,5 pb en algunos casos {Sessitsch et al.
2001). Otros autores indicaron que este error puede ser menor y sefialaron que lo
usual es entre 0,2-0,5 pb (Dunbar et al. 2001). Comparando los diferentes perfiles y
controles intemos aceptamos un error de hasta 1,0 pb en los periles de T-RFLP. Asi,
dentro de un perfil, aguellos T-RFs que difirieron en mencs de 1,0 pb fueron
considerados como uno solo y sus unidades de fluorescencia (UF) se sumaron. De
igual manera, al comparar diferentes pen’iles, los fragmentes que diferian en <1 pb
fueron considerados idénticos. A continuacion se calculd la *abundancia” relativa de los
T-RFs dentro de cada muestra. Pam;l esto se sumaron las alturas de todos los peaks en
cada perfil. El valor obtenido, en términos de UF, representd la abundancia total de T-

RFs de cada muestra. Con este valor se determiné el porcentaje de cada T-RF
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respecto al total (Yeager et al. 2004). Aquellos peaks cuyo porcentaje fue <1,5% del
total fueron considerados por debajo de la linea basal, no distinguible de cero, y no se
tuvieron en cuenta en el andlisis. Posteriormente se recalcularan los porcentajes de los
peaks que quedaron incluidos en el analisis y estos valores fueron tomados como
abundancia relativa de cada T-RF.

Para corroborar la reproducibilidad del método de T-RFLP se eligieron muestras
al azar y se procesaron por duplicado partiendo de la etapa de amplificacion por PCR.
El anélisis de estas répiicas demostré que Ia diferencia entre ellas no sobrepasaba el

5%.

2.3.6.2. Analisis de los DGGE
En cada gel la posicidn de las bandas se determind de acuerdo a la migracion relativa
a las cepas controles (Rhizobium fropici R899 y R. meliloti R44) y los patrones de

bandas se fradujeron en una matriz binaria {presencia/ausencia).

2.3.6.3. indices de diversidad

A partir de los datos de abundancia relativa de los T-RFs obtenidos con la enzima
Haelll se estimé la diversidad bacteriana asociada con las diferentes formas del gen
rRNA 16S y la diversidad de fijadores de nitrdgeno usando el gen nifH. Para ello se
calcul6 de! indice de Shannen (H') segin la formula H = -Zp; In p; (Begon et al. 1980)
donde p; es la proporcién de cada fragmento terminal (T-RF) dentro del total de T-RFs
de cada perfil. Asi también, se determiné el indice de equitatividad (J) usando la
férmula J = H/H,4 (Begon et al. 1990) donde: H.ue = In S, siendo S el nimero de T-RFs
dentro de cada muestra (riqueza). Los célculos se llevaron a cabo con el programa

MVSP version 3.12h (GeoMem, Blairgowrie, United Kingdom).-
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2.3.6.4. Anélisis de agrupamiento
Para establecer la relacidén de similitud entre las comunidades bacterianas de las
muestras de suelo se usaron los perfiles de T-RFLP obtenidos con las enzimas de
restriccién Haelll y Mspl. Los datos de porcentajes de fluorescencia se tradujeron a
una matriz binaria de presenciafausencia. Para el gen del rRNA 16S las distancias
genéticas entre las muestras se calcularon usando el indice de coincidencia simple y la
topologia del arbol se infirid mediante andlisis de UPGMA (Li 1981) con el programa
Treecon (Van de Peer & De Waicher 1994). La robustez del agrupamiento se validd
mediante analisis de bootstrap con 1000 iteraciones. En el caso del gen nifHf el andlisis
de agrupamiento se realizé mediante andlisis de correspondencia.

El grado de refacion de los ensambles de fijadores de nitrégeno a partir de los
resultados del DGGE del gen nifif se determind mediante analisis de componentes
principales (PCA). Para los analisis de correspondencia y de componentes principales

se us) el programa MVSP version 3.12h (GeoMem, Blairgowrie, United Kingdom).

2.3.6.5. Relacion entre diversidad genética y factores edaficos

El andlisis de correspondencia candnica (CCA) es un método miultivariado de andlisis
directo adecuado para describir la relacidn entre la diversidad genética (T-RFLP) y
variables ambientales (Yang & Crowley 2000, Yannarell & Triplett 2005, Morales et al.
2006, Cérdova-Kreylos et al. 2008). Sin embargo, para la aplicacién de estos andlisis
multivariados es necesario comprobar que los factores ambientales, en este caso los
factores edaficos, no estuvieran fuertemente correlacionados. Este fenémeno podria
afectar el anslisis haciendo los coeficientes de correlacién muy inestables (Ter Braak
1990). La posible correlacién entre los factores ambientales analizados se evalud

mediante e! coeficiente de Pearson segin el modelo de regresion lineal usando el
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programa GraphPad Prims version 4.0. Posteriormente se realizd el analisis de
correspondencia candnica donde se relacionaron, a modo de matriz binaria, los perfiles
de T-RFLP de cada gen por separado, con las variables ambientales correspondientes
a los suelos de cada tipo de cobertura vegetal. De igual manera se correlacionaron los
patrones de bandas obtenidos por DGGE del gen nifH con los factores edéaficos. Las
variables ambientales fueron: contenido hidrico, capacidad de intercambio catidnico,
nitrégeno disponible, relacion C/N del suelo, relacién C/N de la hojarasca, fésforo
disponible y pH. Los analisis de correspondencia canénica de realizaron con el

programa MVSP versidn 3.12h (GeoMem, Blairgowrie, United Kingdom).

2.3.6.6. Asignacion putativa de los T-RFs del gen del rRNA 16S
Para asignar los T-RFs obtenidos a los principales grupos bacterianos conocidos, se
usé el programa Phylogenetic Assignment Tool (PAT) (Kent et al. 2003) disponible en

intemet (hitp://trflp.limnology. wisc.edu/index.jsp). En este programa se suministraron

los datos de tamafio en pares de bases de los T-RFs del gen del rRNA 16S obtenidos
para cada muestra, las enzimas de restriccién que se usaron y el area (UF) de cada
uno de los peaks obtenidos. Una simulacién in silico de la digestién de las secuencias
del RNA 16S, presentes en la base de datos del programa, entregd qué
microorganismos o grupos de bacterias coincidieron con los fragmentos terminales
obtenidos en los perfiles de T-RFLP. Dado que un mismo T-RF puede ser compartido
por mas de un grupo bac-teriano, se realizo un andlisis cruzado con las dos enzimas de
restriccion utilizadas y se estimé qué proporcién, en porcentaje de UF, corresponde a
cada grupo dentro de los f—RFs compartidos. Finalmente, las abundancias relativas
para cada grupo identificado, obtenidas con las dos enzimas de restriccion, se

promediaron y se obtuvo la abundancia relativa del grupo dentro de cada muestra
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ambiental. La abundancia de los grupos bacterianos para cada sitio se obtuvo
promediando la abundancia presente en las muestras individuales (n=5). A partir de
estos datos se calcularon los indices de Shannon y de Equitatividad tal como se ha
descrito previamente, sélo que en este caso la fraccidn que no pudo ser asignada a

ning<in grupo quedo excluida del andlisis.

2.3.6.7. Andlisis filogenéticos

Se construyeron cuatro genctecas de secuencias parciales (~840 pb) del gen del rRNA
16S y dos genotecas del gen nifH. La ausencia de productos quimeras se comprobd
usando el programa SimRank 2.7 disponible en Ribosomal Database Project (Cole et
al. 2003). Las secuencias de los clones del gen nif{ se editaron con el programa
Bioedit versiébn 7.0.5.2 (Hall 1999) para eliminar las posiciones- del vector.
Posteriormente, las secuencias obtenidas de los clones se relacionaron con las

disponibles en la base de datos GeneBank del National Center for Biotechnology

Information (NCBI) usando e programa BLAS'IE‘—N (hitp://Aww.ncbi.nlm. nih.gov/BLAST/)
y se seleccionaron aquellas que presenta:ron mayor identidad con los clones
secuenciados (> 95% de identidad en la ma?or'ia de los casos). Adicionalmente, se
registro la procedencia de la secuencia mas re;lacionada del Blast para cada clon, tanto
si esta secuencia fue obtenida a partir de ;una cepa conocida o de una muestra
ambiental. Las secuencias de cada genotecai y las obtenidas por Blast se alinearon
mediante ClustalW, Programa Bioedit, versiéin 7.0.5.2 (Hall 1999). Siempre que fue
posible se incluyeron las secuencias que peg'tenecieran a organismos clasificados 0
cepas tipo. Las distancias genéticas se calcula%tron usando el indice de Jukes & Cantor

(1969). La topolegia de los arboles se infirid rhediante el algoritmo Neighbor — Joining

(NJ) (Saitou & Nei 1987). Para estimar la robustez de los nodos se realizd un analisis
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de bootstrap de 1000 iteraciones. Los arboles se construyeron usando el programa
Treecon (Van de Peer & De Watcher 1994). Los agrupamientos obtenidos a partir de
secuencias del gen de! IRNA 168 se corroboraron usando el programa ARB (Ludwig et
al. 2004). Este programa incluyé un arbol definido, generado mediante maxima
verosimilitud, en cuyos grupos se insertaron las secuencias a analizar. Se compararon

los agrupamientos obtenidos por ambos programas.

2.3.6.8. Digestion in silico de los clones y analisis de agrupamiento

Para entender la relacion existente entre las comunidades bacterianas de los suelos de
los diferentes tipos de cobertura vegetal, tomando como base la informacion contenida
en los clones, se simuld in silico un T-RFLP de las secuencias obtenidas mediante
clonacién. La digestion se realizd con dos enzimas de restriccion de corte frecuente
(Haelll y Mspl) en el programa Bioedit version 7.0.5.2 (Hall 1999). Se registré el tamafio
del fragmento terminal (extremo 5') de la digestion de cada secuencia. Con estos datos
se construyd una matriz donde se registro el nimero de veces que aparecid cada T-RF
dentro de una muestra. La relacién entre las cuatro comunidades de fragmentos se
calculé usando la Distancia Euclideana (Manly 1994) y el dendrograma se construyd
aplicando el algoritmo UPGMA (Li 1981). Para estos analisis se uso el programa MVSP
version 3.12h (GeoMem, Blairgowrie, United Kingdom). El valor estadistico de los
nodos {P < 0,05) se determind por analisis de MonteCarlo con 1000 iteraciones de la

matriz (Programa PopTools; versidn 2.5, Hood, 2000).
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2.4, Diversidad metabdlica

2.4.1. Perfiles fisioldgicos a nivel comunitario (CLPP)

Para estudiar la diversidad metabdlica de las comunidades bacterianas se usaron las
placas Biolog EcoPlate™ (Campbell et al. 1997). Estas placas, iniclalmente disefiadas
para identificar aislados bacterianos en funcién de la fuente de carbono que utilizan, se
han adaptado y apli.cado a la ecologia microbiana. Las EcoPlate constan de 31 fuentes
de carbono con tres réplicas cada una (Figura 7) y se inocularon con un exiracto de la
muestra ambiental a estudiar. El uso de la fuente de carbono de cada pocillo por parte
de la comunidad bacteriana, se determind por la formacion de un compuesto coloreado
(compuestos de formazan) durante el tiempo de incubacion. La utilizacién de las
fuentes de carbono por hongos presentes en las muestras, aunque no se descarta, se
considera menor por la incapacidad de estos organismos para reducir el indicador de
color (Dobranic & Zak 1999). Para preparar el extracto a inocular, 1 g (peso seco) de
suelo de cada muestra se resuspendio en 10 ml de PBS 1X (137mM NaCl, 2,7 mM
KCl, 8 mM NaHPO,; 2 mM KH.PQ,) estéril y se agitd teda la noche. La solucién de
suelo se hizo pasar por un papel de filtro (8 ym de poro) y 100 pl de [a misma se
inocularon en cada pocillo. Se inoculd una placa por muestra. Las placas se incubaron
durante 7 dias a 28 °C en una cAmara humeda. L.a presencia de color en los pocillos

individuales se registré cada 12 horas a lo largo de todo el experimento.
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2.4.2. Analisis de los datos

2.4.2.1. indices de diversidad

La diversidad metabdlica presente en las muestras se estimé usando el indice de
Shannon y el indice de equitatividad de similar manera a como se determiné la
diversidad genética. La diferencia radicé en que, en este caso, la riqueza estuvo dada
por la diversidad metabdlica de la comunidad (CMD), esto es el nimero promedio total
de fuentes de carbono que cada comunidad fue capaz de utilizar después de 7 dias de
incubacioén en las placas Biolog EcoPlate (Garland 1997). Asi p; en la formula de H',
significa la proporcién del uso de cada fuente de carbono, respecto al total de las

fuentes de carbono usadas como sustrato.

2.4.2:2. Diversidad metabélica de la comunidad y analisis de aigrupamiento

La lectura de las placas de realizé cada 12 horas durante todo el periodo de incubacidn
(180 horas). En cada lectura se registraron los pocillos que aparecian coloreados y se
calculd la diversidad metabdlica de cada muestra (CMD). Con estos valores se
determind la curva promedio de CMD contra el tiempo. Asimismo, los datos de
presencia/ausencia de cada lectura de color en cada pocillo se tradujeron a una matriz
binaria que resuité en un total de 1536 caracteres. De esa manera las muestras no solo
se compararon respecto a la CMD total, sino también a cdmo se comportaron a través
del tiempo de incubacién. Con esta matriz binaria se conformd un andlisis de
agrupamiento usando el indice de coincidencia simple y el algoritmo UPGMA (Li 1981)
en el programa Treecon (Van de Peer & De Watcher 1994) con un bootstrap sobre

1000 replicas.
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2.4.2.3. Relacidn entre diversidad metabdlica y factores edaficos
La relacién entre |a diversidad metabdlica y los factores edaficos de cada localidad y
tipo de cobertura se evalud mediante andlisis de correspondencia canénica como se

describid para la diversidad genética.

2.4.2.4. Relacion entre diversidad genética (T-RFLP)} y metabdlica (CLPP)

Para establecer si existe una correlacion entre la diversidad genética de las bacterias
del suelo y la diversidad metabdlica de las mismas se realizdé un andlisis de regresién
lineal entre los indices de Shannon obtenidos a partir de los perfiles de T-RFLP de Ié
enzima Haelll y los CLPP. La regresidn se realizd en el programa GraphPad Prims

version 4.0 (GraphPad Software, Inc).

2.5. Actividad microbiana «

2.5.1. Fijacion de nitrégeno: Ensayo de reduccién de acetileno (ARA)

La actividad nitrogenasa en las muestras de suelo se determind indirectamente por el
ensayo de reduccion de acefileno a etileno (Hardy et al. 1968). Los ensayos se
realizaron en condiciones de laboratorio. Las muestras de suelo (n = 5) se incubaron
en frascos de vidrio hermeticos con una atmaésfera de acetileno al 10%. La cantidad de
etileno producido a las 24 h y 48 h de incubacién a 25 °C se determind en un
cromatografo de gases equipado de un detector de ionizacion de llama (Shimadzu GC-
8AIF) y una columna de acero rellena con Porapak N (Supelco®, 1m x %"ss, 80/100
mesh). Se usé N, como gas camier y la temperatura de la columna y el detector fue de
50 °C. Para calcular &l etileno producido se construyd una curva de calibracion usando
un estandar de etileno de concentracion conocida. La tasa de reduccion de acetileno

(TRA) se estimd a partir de la pendiente de Ia curva de concentracién de etileno en
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funcién del tiempo. Finalmente, se determind el peso seco de la muestra de suelo
incubdndola en una estufa a 70 °C por 72 h. La tasa de reduccidn de acetileno se
expresé como (nmol C;H, g' d"). Con el fin de descartar el efileno que pudo
producirse por otras vias ajenas a la actividad de la nitrogenasa, para cada muestra se
realizd un control negativo del ensayo donde se incubé el suelo en una atmdsfera de
aire sin acetileno. Asi la TRA se determiné como:

TRA = TRA(mum) - TRA(mm-rd)

2.5.2. Nitrificacion

La capacidad de nitrificar de las bacterias del suelo y la mineralizacion de nitrégeno se
estimaron en el laboratorio mediante un ensayo de incubacién a largo plazo. Las
muestras de suelo (n = 5) se separaron en cinco submuestras de 10 g cada una y se
incubaron en el laboratario en boisas de polietileno a 20 °C (Pérez et al. 2005) durante
16 semanas. Los tiempos cero y a las 2, 6, 12 y 16 semanas de incubacion se
extrajeron una submuestra de cada bolsa y se le determind el nitrato disponible por el
método de Kjeldahl. Las tasas de nitrificacién y mineralizacion se estimaron mediante
la pendiente de la curva de contenido de nitrato y de contenido de amonio mas nitrato,
respectivamente, versus tiempo y se expresaron en funcién del peso seco de la
muestra de suelo (ug N g' d). Asimismo, se determind el porcentaje de nitrégeno
nitrificado como:

% Nitrogeno nitrificado = (N Nitrificado x 100} / N mineralizado

2.5.3. Desnitrificacion. Ensayo de inhibicion por acetileno {AlA)
Las tasas de desnitrificacion del suelo fueron determinadas mediante el ensayo de

inhibicién par acefileno (Alef & Nannipieri 1995). En este ensayo el acetileno -se usé

i
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para bloguear la enzima oxido nitroso reductasa que cataliza el paso de N,O a N»
preduciéndose, por tanto, una acumulacién de éxido nitroso (N2O). La concentracién de
este gas se usd como medida de |a tasa de desnitrificacion. Este es un proceso que
ocurre en ausencia de oxigeno (Atlas & Bartha 2001) por lo que es importante, al
colectar las muestras, minimizar las perturbaciones de la estructura del suelo. Jarvis et
al. (2001) recomiendan el uso de bamenos para tomar e incubar las muestras,
disminuyendo asi estas perturbaciones. Para la colecta e incubacién de las muestras
se usaron barrenos de PVC de 10 cm de largo ¥ 2,5 cm de didametro. En cada parcela
de muestreo (n = 5) se tomaron 8 barrenos de suelo (muestras simples) que,
inmediatamente después, se incubaran juntos en un frasco de vidrio de 1 litro para
conformar una muestra compuesta por cada parcela. En los frascos, herméticamente
cemados, se reemplazé por acetileno el 10% de la atmdsfera. La incubacion se realizé
durante 6 h tomando 4 ml de muestra al tiempo cero y a las 2 h y 6 h. Las muestras de
gases se depositaron en tubos al vacio estériies y se guardaron a -20 °C hasta el
momento de ser analizadas. La cantidad de N,O presente en las muestras se
determind en un cromatdgrafo de gases Schimadzu equipado con un detector de
captura de electrones (ECD). Para calcular el N,O producido se construyd una curva
de calibracion usando un estandar de concentracién conocida. La tasa de produccidn
de N;O (tasa de desnitrificacion} se estimé a partir de la pendiente de la curva de
coﬁcentracién de N,O versus el tiempo de incubacion. Se determind la suma del drea
de los ocho bamenos y la tasa de desnitrificacion se expresd como ug N-NoO m= d*.
Pa;'a descartar el oxido nitroso que pudiera formarse por otras vias se hicieron
controles sin acetileno. Las tasas negativas de produccién de N,O se reportaron como

Cero.




38

2.5.4. Andlisis de los datos

La relacion entre la diversidad del gen nif y la actividad nitrogenasa en las muestras
de suelo se establecid mediante la correlacién de Spearman. Por otro lado, las
correlaciones entre la fijacidn de nitrégeno, la nitrificacién, la mineralizacién y la
desnitrificacion con los factores edaficos, se evaluaron mediante el coeficiente de
comelacion de Pearson. Ambos andlisis se hicieron con el programa GraphPad Prims

version 4.0 (GraphPad Software, Inc).

2.6. Analisis estadisticos

Para establecer si hubo diferencias significativas entre los bosques de dlivillo de ambas
localidades geogréficas y entre éstos y las matrices no-forestadas en cuando a:
factores edéficos, tasa de reduccion de acetileno, nitrificacién y tasa de desnitrificacién,
se realizd andlisis de varianza (ANOVA) de una Via y test a posteriori de Tukey. Se
usaron como factores los tipos de cobertura y como varables respuestas las
caracteristicas fisicoquimicas de las muestras del suelo y las tasas de actividad
microbiana.

Los indices de Shannon, equitatividad y riqueza promedio de cada jocalidad y
tipo de cobertura se compararon mediante el analisis de varianza no paramétrico de
Kruskal-Wallis y prueba a posferioi de Dunn que es apropiado para tamafios
muestrales desiguales entre grupos (Zar 1996). En ambos casos se usd el programa
GraphPad Prims versién 4.0 (GraphPad Software, inc).

El significado estadistico (P < 0,05) de Ia relacién entre la diversidad genética y
la diversidad metabdlica con los factores edéficos en los andlisis de correspondencia

cangnica, se obtuvo a través de la prueba de MonteCarlo con 1000 permutaciones de
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la matriz, bajo el modelo completo con el programa CANQCOQ 4 (Ter Braak & Smilauer
1988). El modelo completo incluye las variables ambientales como parte def mismo y
disminuye la probabilidad de cometer error Tipo Il. Por el contrario, el modelo reducido
excluye las variables a probar del modelo y permite el mantenimiento de error Tipo | en

muestras pequeiias (Ter Braak & Smilauer 1988).
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RESULTADOS

3.1. Composicion floristica

Los bosques de ambas localidades geograficas compartieron algunas de las especies
de plantas con mayor porcentaje de cobertura; por ejemplo: Aexfoxicon punctatum,
Drimys winteri y Rhaphithamnus spinosus (Tabla A1, Anexos). Sin embargo,
Amomyrius luma que presentd el porcentaje de cobertura mas alto en el bosque de
olivillo de Chiloé (36%), no estuvo presente en el bosque de Fray Jorge. Asimismo,
Griselinia scandens con una cobertura del 39,2% en el bosque de olivillode FJ, no se
encontrd en el bosque de Chiloé (Figura 8). Los bosques no compartieron ninguna
especie con las matrices no-forestadas circundantes. La pradera de Chiloé estuvo
dominada casi un 80% por gramineas, seguidas por Planfago major y Trifolium repens.
En el matorral semiarido de Fray Jorge las especies con mayor cobertura fueron
Valeriana stricta, Kageneckia oblonga, Fuchsia lycioides, Baccharis vemalis vy

Baccharis linearnis.




61

90] mChB
80 oOFJB
70 -
60 -
2 50
£
4 W
o
g ¥
S 20 .
10J
. 0-
l < = o ] w R © ® 2] 7]
z 85 2 8 2 g 22 | £5§ g &
| = ® £ = £2 g0 o .a T O Q 5]
: g% = @ G 3 £ & =g ® = 2] =
| X £ o > £ O 6 3 2= = [} @
i 23 S 3 25 £ ag | 9= *
| = g\ %% = b I
Q = é
Arboles Ofros

Figura 8

Porcentaje de cobertura de las especies de plantas mas abundantes en ambos bosques de
olivillo de Chiloé (ChB) y Fray Jorge (FJB).

De acuerdo al porcentaje de cobertura de cada especie de plantas, las parcelas
del bosque de Chiloé se asociaron a la mayoria de las parcelas del bosque de Fray
Jorge con una similitud de 0,43. Por su parte las parcelas del matorral de Fray Jorge

presentaron la mayor heterogeneidad entre si, con una similitud cercana al 0,2 (Figura

9).
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Figura 9

Dendrograma que relaciona las parcelas de los bosques de olivillo Chiloé (ChB) y Fray Jorge
(FJB) y del matorral semidrido de Fray Jorge (FJM) de acuerdo a la composicitn floristica y la
cobertura. La distancia fue calculada a partir de los valores de los porcentajes de cobertura de
cada especie, mediante el indice de Morisita. La topologia del arbol se infirid mediante UPGMA.

3.2, Factores edificos

Los suelos de los bosques de Chiloé y Fray Jorge no presentaron diferencias
significativas en variables iales como: densidad aparente, contenido hidrico, relacién
C/N del suelo y de la hojarasca (Tabla 2). Sin embargo, mostraron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a pH y capacidad de intercémbio catidnico
(CIC). Por ofro lado, las muestras de suelo del bosque de Chiloé fueron
significativamente diferentes de la pradera de la misma localidad en contenido hidrico,

CIC y relacién C/N del suelo y de la hojarasca. Asimismo, los suelos del bosque de
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olivillo de Fray Jorge son claramente diferentes de aquellos del matorral adyacente en
la mayor parte de las variables analizadas, pero no difirieron significativamente en
cuanfo a contenide de fésforo disponible y relacion C/N de la hojarasca. El matorral
semiarido de Fray Jorge, en general, presentd los valores de factores edaficos mas
extremos. El amonio y el nitrato disponibles no presentaron diferencias significativas
entre bosques de olivillo y matrices no-forestadas, tanto para Chiloé, como para Fray
Jorge.

Los valores menos 4cidos de pH (cercano a 6) se observarcn en el matorral
semiarido de Fray Jorge, en contraste, el bosque de alivillo de esta localidad presentd
los suelos mas acidos (pH cercano a 4). La densidad aparente fue mayor en las
muestras de suelo del matorral semiarido de Fray Jorge presentando diferencias
significativas con el resto de los sitios en Fray Jorge y Chiloé. Los bosques de ambas
localidades presentaron una menor densidad aparente qtiz los de la matrz no-
forestada adyacente, siendo por tanto suelos menos compactos y méas porosos,

Las muestras de suelo de los bosques de olivillo de Chiloé y Fray Jorge
presentaron un mayor contenido hidrico y una mayor CIC, presentando diferencias
significativas con los suelos de las matrices no-forestadas, donde estos factores
presentaron valores notablemente mas bajos. A pesar de las diferencias en pluviosidad
entre ambas localidades geograficas, los suelos de los bosques de olivillo no
presentaron diferencias significativas en el contenido hidrico, pero si en la capacidad
de intercambio catidnico, que fue mayor en Fray Jorge.

La relacion C/N del suelo fue mayor en los bosques de Chiloé y Fray Jorge que
en las respectivas matrices. Es notorio que este factor no difirié significativamente entre
los bosques, asi como tampoco entre los ambientes no-forestados (pradera de Chiloé y

matoral semiarido de FJ). Sin embargo, en ambos casos, los bosques fueron
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estadisticamente diferentes de las matrices no-forestadas adyacentes. La relacién C/N
de 1a hojarasca se comporté similar a la del suelo, pero en este caso solo la pradera
antropogénica de Chiloé difirié significativamente, tanto del bosque de Chiloé como de
los sitios de Fray Jorge.

Al analizar la relacion entre los diferentes sitios y tipos de cobertura (bosque vs.
matrices no-forestadas), considerando todos los factores edéficos, se observs la
formacion de tres grupos bien delimitados (Figura 10). Uno agrupa las muestras
procedentes de los bosques de olivillo de Chiloé y Fray Jorge y en dos grupos distintos
se relacionan las muesiras de suelos de ambas matrices no-forestadas. Estos
agrupamientos se obtuvieron al graficar los dos primeros ejes que acumularon el
86,1% de la varianza: 69,4% en el primer eje y 16,7% en el segundo. Las muestras del
matorral semiarido de FJ fueron las mas divergentes dentro del andlisis.

Las variables que mas contribuyeron a la separacién a lo largo del eje 1 (PCA1)
fueron el contenido hidrico, el carbono total del suelo, y la capacidad de intercambio
catiénico {CIC), con coeficientes de 0,855, 0,372 y 0,255, respectivamente. El PCA2
estuvoc definido principalmente por el contenido de nitrdgeno disponible, con un

coeficiente de 0,961 (Figura 10; Tabla A2, Anexos).
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Figura 10

Relaciones entre las localidades geograficas y tipos de cobertura vegetal, basadas en
diferencias en los factores edaficos (Tabla 2), estimadas mediante un Analisis de Componentes
Principales (Programa MVSP). Componentes 1 (PCA1) y 2 (PCA2). ChB = Chiloé, bosque de
olivillo; ChP = Chiloé, pradera antropogénica; FJB = Fray Jorge, bosque de olivillo; FJM = Fray
Jorge, matorral semiarido.

3.3. Relacion entre el carbono del suelo y la hojarasca

Con el objetivo de comprobar en qué medida el contenido de nutrientes del horizonte
superficial del suelo estuvo influido por el contenido de nutrientes de la hojarasca, se
evaluo la relacion entre estos dos factores mediante el coeficiente de determinacion de
Pearson (Figura 11). El carbono total de las muestras de suelo de todos los sitios
estuvo correlacionado con el de la hojarasca con un r’= 0,69 (P < 0,0001) (Figura 11a).

Al excluir del analisis las muestras del matorral semiarido de FJ (Figura 11b) la relacién

entre las variables aumenté a r?= 0,85 (P < 0,0001).
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Figura 11

Correlacion de Pearson entre el contenido de carbono total de la hojarasca y del horizonte
superficial del suelo. (A) Muestras procedentes de bosques de olivillo y matrices no forestada en
Chiloé y Fray Jorge (B) Muestras de los bosques de olivillo (Chiloé y Fray Jorge) y de la pradera
de Chiloé. [l (chB) Bl (ChP) A (FJB) A (FIM).

3.4. Diversidad genética

3.4.1. Extraccion de DNA de suelos

El kit de extraccion permitié la obtencién de un DNA con el rendimiento y pureza
necesarios para amplificar por PCR. En la tabla 3 se compara el promedio de DNA

obtenido de las muestras de suelo de cada tipo de cobertura. El mayor rendimiento en

la extraccion de DNA se obtuvo para las muestras del bosque de olivillo de Chiloé con
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un 2,48 ug g' como promedio. Las muestras del bosque de FJ fueron las que
presentaron menor rendimiento con un promedio de 1,16 ug g”. EI DNA extraido de
suelos de bosques presentd cierta degradacién mientras que las muestras de las

matrices no-forestadas produjeron una banda intensa y sin evidencias de degradacion.

3.4.2. Amplificacién por PCR

De un total de 20 muestras de DNA, 18 dieron resultados positivos en la reaccién por
PCR (Tabla 3). Las muestras ChB3 y FJB4 no pudieron ser amplificadas con los
partidores fD1 y rP2. Para comprobar si estos resultados negativos eran causados por
la permanencia de inhibidores de! PCR en estos extractos de DNA, una alicuota de los
mismos {0,5 ) se mezcld con igual cantidad de DNA de cepas usadas como controles
positivos {e.g. Bradyrhizobium japonicum USDA 110). En todos los casos una pequefia
cantidad de estos dos extractos bastd para inhibir la reaccidon de PCR del control
positivo, lo que se tomd como prueba de la presencia en esas muestras de inhibidores
que no pudieron ser eliminados con los protocolos de purificacion.

Tabla 3

Rendimiento del DNA obtenido a partir de muestras de suelo de bosques de olivillo y de las
matrices no-forestadas adyacentes, y proporcion de muestras positivas en la amplificacion por
PCR con partidores para el gen del rRNA 16S.

Localidades DNA obtenido & EE (ugg’) _PCR positivos
Chiloé - Bosque 248010 415
Chitoé - Pradera 1,63 £0,05 515

Fray Jorge - Bosque 1,16 +£0,18 4/5
Fray Jorge - Matorral 1,42 + 0,10 515

En el caso de los fijadores de nitrdgeno los partidores nifHF/nifHR permitieron la
obtencién del fragmento esperado (457 pb) del gen nifH. Estas reacciones fueron
exitosas en el 90% de los casos. A partir de este fragmento la reamplificacion con Ios

partidores nifH305gc/PolRR fue positiva en todos los ensayos produciendo un
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amplificado de 211 pb (Tabla 4) factible de resolver por DGGE. Por el contrario, para
los T-RFLP fue mayor el nimero de muestras negativas o que presentaron
amplificados débiles, en especial para ambos bosques de olivillo, donde sélo pudieron

ser resueltas el 50% de las muestras analizadas (Tabla 4).
Tablad

Proporcion de muestras positivas en la amplificacion por PCR con partidores para el gen nifH.

. DGGE T-RFLP
tocalidades S THFITHR_nitH305ge/PoIRR_MFLFIPoIR
Chiloé - Bosque 515 515 3/5
Chiloé - Pradera 515 5i5 5/5
Fray Jorge - Bosque 415 4/4 2i5
Fray Jorge - Matorral 45 4/4 3/5

3.4.3. Diversidad genética del rRNA 16S

3.4.3.1. Andlisis de T-RFLP .

Se obtuvieron un total de 234 T-RFs a partir de todas las muestras analizadas. De
éstos, 113 correspondieron a la enzima Haelll y 121 a Mspl. A pesar de |a distancia
geografica y el contraste climatico, los bosques de olivillo de Chiloé y Fray Jorge
compartieron 11 T-RFs, que a su vez no estuvieron presentes en las matrices no-
forestadas adyacentes a cada bosque. Por ejemplo, para el perfil abtenido con Mspl
estos T-RFs acumularon mas del 20% de la fluorescencia total, Sin embargo, otros T-

RFs fueron exclusivos de cada localidad geogréfica, si bien representaron menor

fraccion dentro de los perfiles (Tabla 5, Figura 12).
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Tabla s

Nimero y abundancia relativa de los fragmentos terminales de restriccién del gen del rRNA 168
que fueron exclusivos de los bosques de olivillo y de ambas localidades geagraficas.

T-RFs Bosques de olivillo e Localidades
totales Chiloé Fray Jorge
T-RFs® _ Chiloé Fray Jorge T-RFs® Bosque Pradera T-RFS® Bosque Matorral
1137 5 15,13* 10,16 3 4,94 21,5 2 1,13 1,94
121* 6 21,55 25,6 2 3,66 1,28 9 10,66 9,21

 Nmero de T-RFs exclusivos.
$Nimero total de T-RFs obtenidos con la enzima Haslll
¥ Niimero total de T-RFs obtenidos con la enzima Mspl .

* Unidades de fluorescencia relativas, en porcentaje, que presentan los T-RFs exclusivos.
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Figura 12

Esquema de los perfiles de T-RFLP del gen del rRNA 16S en suelos de bosques de olivillo de
Chiloé y Fray Jorge y en las respectivas matrices no forestadas. Se relacionan los T-RFs (pares
de bases) mejores representados (>0,5% del total de UF) con la abundancia relativa promedio
(% unidades de fluorescencia) para cada sitio. A y E: bosque de olivillo de Chiloé, B y F:
pradera antropogénica de Chilog, C y G: bosque de olivillo de Fray Jorge, D y H: matorral
semiarido de Fray Jorge. A-D Perfiles de restriccion con Haelll. E-H: Perfiles de restriccion con
Mspl. Los valores de aquelios T-RFs que exceden la escala del eje Y se indican junto a la barra.
4T-RFs compartidos entre los bosques de olivillo y ausentes en las matrices no forestadas « T-
RFs tnicos de la localidad de Chiloé ¢ T-RFs Unicos de Fray Jorge.

Los suelos del matorral semiarido de Fray Jorge presentaron la mayor
diversidad genética del rRNA 16S (Tabla 6) con un indice de Shannon de 3,17, la
mayor riqueza (28 T-RFs) y las mas alta equitatividad (J = 0,95). La pradera
antropogérnica de Chiloé fue menos diversa que el bosque de olivillo del mismo sector
(H = 2,33). No obstante, la prueba de Dunn mostrd que no existieron diferencias
significativas entre los bosques de olivillo de cada localidad, ni entre-éstos y sus
matrices no-forestadas aledafias. i

Tabla 6

Diversidad genética promedio + E.E. del rRNA 16S en cada localidad y tipo de cobertura
vegetal, estimada mediante perfiles de T-RFLP, usando la enzima de restriccion Haelll,

Localidades Kruskal
— ruska
Chiloé Fray Jorge Wallis
Bosque Pradera Bosque Matorral
(n=4) (n=5) (n=4) {n=5) Hiz) P

Diversidad®  2,80£0,13(ab)  2,33%0,11(a) 2,54 £0,08(ah) 3,17 0,13(6) 115 0,000
Equitaividad 0,51 +0,02(a) 0,91x00%a) 089:0,01(a) 095+0,02(a) 59 0,116
N° T-RFs 22 +2,35(ab) 13 £ 1,368(a) 18:0,87(ab)  28+229(b) 12,9 0,005

Valores seguidos de letras iguales no presentaron diferencias significativas segun el anafisis de Kruskal-Wallls y prueba
a riori de Dunin.
% ndice de Shannon

El analisis de agrupamiento, de manera general, concordé con las hipétesis
enunciadas en este trabajo (Figura 13). Las comunidades bacterianas del suelo

mostraron una clara separacién de acuerdo a su procedencia, primando la condicién
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ecologica (bosque vs. matriz no-forestada) sobre la separacién geografica. Los
bosques de olivillo de Chiloé y Fray Jorge tuvieron una mayor similitud entre si, a pesar
de la distancia que los separa, que la similitud entre los bosques y las matrices no-
forestadas que los rodean. Los bosques de olivillo formaron un grupo c.(ue incluyé a7
de las 8 muestras analizadas. Dentro de este grupo las muestras se separaron en dos
subgrupos, uno que incluye a las muestras de Chiloé y otro a las dei bosque de FJ con
59% y 65% de bootstrap, respectivamente. Dos muestras del matorral semiarido de FJ
quedaron externas al grupo de bosque de olivillo de Chiloé, sin embargo, con un
bootstrap bajo (35%) que no sr.;stenta su posicion en el dendrograma. Las restantes
muestras del matorral de FJ quedaron externas al agrupamiento separandose del resto
con una distancia mayor de 0,3 y un bootstrap del 96%. Las muestras de la pradera
antropogénica de Chiloé fueron las que presentaron un agrupamiento mas consistente
entre ellas con un bootstrap de 98% y se ubicaron extentas al grupo formado por los

bosques de olivillo y separadas a su vez del matorral de F.J.
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Figura 13

Dendrograma de distancias genéticas de las comunidades bacterianas del suelo bajo diferentes
tipos de coberturas vegetales, en Chiloé y Fray Jorge. Se usaron los datos obtenidos a partir de
los perfiles de T-RFLP del gen del rRNA 16S con dos enzimas de restriccién (Haelll y Mspl). El
dendrograma fue construido usando el indice de coincidencia simple y la topologia se infirié
mediante analisis de UPGMA con el programa Treecon. La robustez del agrupamiento se validd
mediante analisis de bootstrap con 1000 iteraciones. ChB = Chiloé, bosque de olivillo, ChP =
Chiloé, pradera antropogénica, FJB = Fray Jorge, bosque de olivillo; FJM = Fray Jorge, matorral
semiarido.

Para establecer la relacion entre la composicion de las comunidades
bacterianas del suelo de los diferentes tipos de cobertura y los factores edéficos, se
realizd un analisis de correspondencia canoénica (CCA). Para este analisis se tuvieron

en cuenta las variables ambientales (factores edaficos: fisicos y quimicos) que no
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estuvieron fuertemente corelacionadas entre sf. Una fuerte correlacién entre las
vanables, tal como ocurre en regresién muditiple, podria afectar el andlisis, haciendo los
coeficientes de correlacidon muy inestables (Ter Braak 1990). El andlisis mostré que los
factores edéficos mas correlacionados entre si fueron: i) la densidad aparente con el
contenido hidrco (Mpearseny = 0,93; P < 0,0001), ii) la densidad aparente con el pH
{Fipearsany = 0,82; P < 0,0001) y iif) la CIC con la relacién C/N del suelo (fpeason = 0,84;
P<0,0001) (Tabla A3, Anexos). Se probé el efecto de estos factores edéficos repitiendo
el andlisis, excluyendo uno de estos factores cada vez. Sélo se observd un cambio
importante en los coeficientes candnicos y en los coeficientes de correlacion intra-
grupos al eliminar la densidad aparente, por lo que este factor se excluyd del analisis.
El andlisis de correspondencia cantnica (Figura 14), confirmd el agrupamiento
obtenido con el indice de coincidencia simple (Figura 13). Los dos primeros ejes del
agrupamiento representaron el 43,2% de la varianza total y los factores edéficos que
mas determinaron esta varianza fueron el pH, la relacién C/N del suelo, la CIC y el
contenido hidrico. Estos factores influyeron fuertemente sobre el eje candnico 1
(CCA1) con coeficientes de correlacion intra-grupo de -0,955, 0,925, 0,829 y 0,792,
respectivamente. Por lo tanto, estas variables dan cuenta de la separacidn observada
entre las comunidades de bosques de dlivillo y las respectivas de las matrices no
forestadas. En cuanto al eje candnico 2 (CCA2), los factores edéficos que mas pesaron
sobre el agrupamiento observado fueron el contenido de fosforo disponible y la relacion
C/N de la hojarasca, con coeficientes de correlacién intra-grupo de -0,711 y -0,845,
respectivamente. Estos factores explicarian la separacidon observada entre las
muestras de la pradera antropogénica de Chiloé y e matorral semiarido de FJ, a lo

largo del CCA2 (Tabla 7).
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Analisis de Correspondencia Canénica entre los perfiles de T-RFLP (Haelll + Mspl) de los
productos de PCR del gen del rRNA 168 y los factores edéficos en bosques de olivillo de Chiloé
y Fray Jorge y en la matr:z no-forestada adyacente a cada bosque. CIC: capacidad de
intercambio catiénico (Na'*, K'*, Mg” y Ca®"), CH: contenido hidrico del suelo, C/N-S: relacion
carbonolmtrogeno del suelo, CIN H: relacion carbono/nitrégeno de la hojarasca, N dis: nitrégeno
disponible (NH," + NO3), P: fésforo disponible. ChB = Chiloé, bosque de olivillo; ChP = Chiloeg,
pradera antropogénica; FJB = Fray Jorge, bosque de olivillo; FJM = Fray Jorge, matorral
semiarido.

El analisis de MonteCarlo del CCA indicé una relacién estadisticamente
significativa entre la diversidad genética bacteriana y los factores edaficos (F = 1,53;
P=0,005). Sin embargo, al analizar cada factor por separado sélo el pH del suelo (F=
2,24; P = 0,001) y la relacion C/N de la hojarasca (F = 1,51; P = 0,002) mostraron una
relacion estadisticamente significativa con la diversidad genética de la comunidad

bacteriana del suelo (Tabla 7).
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Tabla7

Coeficientes canonicos y de correlaciones intra-grupo de los factores edéficos y los dos
primeros ejes del ordenamiento de los T-RFLP del gen del rRNA 16S en bosques de olivillo y
las matrices no-forestadas adyacentes, en Fray Jorge y Chiloé.

Factores edéficos 0 o gnpo  senomes. F P
CCA1 CCA2 CCA1 CCA2

pH* -0,955 -0,168 0,661 -0,138 224 0,001*
C/N-Suelo 0,925 -0,093 0294 -0461 1,16 0,299
cic 0,829 0,186 0,106 -0,243 1,43 0,087
Contenido Hidrico 0,792 0,463 0,068 0,794 1,25 0,159
C/N-Hojarasca® 0,385 -0,645 -0,100 -0,384 1,51 '0,019*
Nitrégeno disponible 0,057 0,225 0,074 0,080 126 0,177
Fasforo disponible -0,048 0,711 0,249 -0,413 1,20 0,232
S o

(*) Relaciones estadisticamente significativas enfre las variables edéficas y el agrupamiento de las muestras, segin el
andhisis de MonteCarlo con 1000 permutaciones de la matriz (Pregrama Canoco).

3.4.3.2. Identidad filogenética de los T-RFs ]

Mediante el programa PAT, se compararon los T-RFs obtenidos con las digestiones in
silico de secuencias conocidas disponibles en las bases de datos. Los T-RFs se
clasificaron dentro de un total de once categorias entre las cuales se encontraron ocho
de los grupos bacterianos mas abundantes en las muestras de suelo (Figura 15). Los
bosques de dlivillo compartieron los ocho grupes bacterianos mejor representados y la
mayoria de ellos se encontraron en aproximadamente igual abundancia, con excepcion
de los phylas Firmicutes y Spirochaetes. Estos dos grupos fueron relativamente mas
abundantes en el bosque de olivillo de FJ que en Chiloé. Sin embargo, algunos grupos
que estuvieron presentes en los bosques no se observaron, o aparecieron en muy baja
frecuencia, en las matrices. En la pradera antropogénica de Chiloé estos grupos fueron
Spirochaetes, B-proteobacteria y S-proteobacteria mientras que en el matorral de FJ

fueron &-protecbacteria y Spirochaetes. En todas las localidades se observd una

fraccidén de T-RFs que sdlo se relacionaron a secuencias de DNA de microorganismos
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no cultivables (clones ambientales). Esta fraccion fue mayor en los bosques de olivillo
que en las matrices no-forestadas aledafias. En la pradera de Chiloé un 51,2% de la
abundancia total correspondié6 a T-RFs no-identificables en la base de datos. En el
matorral semiarido de FJ los grupos identificables estuvieron escasamente
representados en las muestras por lo que este tipo de vegetacion tiene la fraccion mas
alta de T-RFs no relacionados a ningun grupo conocido (ND) con un 58,1% (Figura 15).
Estos resultados fueron corroborados analizando ambos perfiles de restriccion de
manera independiente. En todos los casos las fraccion no determinada fue mayor en

las matrices no-forestadas que en los bosques.
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Figura 15

Composicion de los principales grupos bacterianos presentes en las muestras de suelo de
bosgues de olivilo de Chiloé y FJ y en las matrices no-forestadas adyacentes, inferidos
mediante el programa Phylogenetic Assignment Tool. Por clones ambientales se entiende
aquellas secuencias disponibles en la bases de datos que fueron extraidas de muestras
ambientales y no pudieron ser clasificadas. ND = No determinado; ChB = Chiloé, bosque de
olivillo; ChP = Chiloé, pradera antropogénica; FJB = Fray Jorge, bosque de olivillo; FJM = Fray
Jorge, matorral semiarido.
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De acuerdo al analisis en PAT para los grupos bacterianos conocidos, los
bosques de olivilic de ambas localidades presentaron mayor diversidad que [as
matrices no-forestadas adyacentes, con indices de Shannon de 2,00 y 2,05 para Chiloé
y FJ, respectivamente. La pradera de Chiloé fue el sitio con mas baja diversidad
microbiana, aunque las diferencias. con el bosque de olivillo de esa localidad no fueron
significativas (Tabla 8).

Tabla 8

Diversidad bacteriana promedio del gen del rRNA 168 estimada a partir de los datos de T-RFLP
y el andlisis PAT para muestras de suelo de bosques de olivillo de Chiloé y FJ y las matrices no-
forestadas adyacentes.

Localidades
. Kruskai
Chiloé Fray Jorge Wailis
Bosque Pradera Bosque Matorral
(n=4) (n=5) (n=4) (n=4) Hiay P

Diversidad®  2,00+0,07(a) 1,59+0,06(a) 2,05+0,05(a) 1,80+0,14(a) - 8,06 0,05
Equitatividad ~ 0,8910,01(a) 0,87 £0,03(a) 086002(a) 0,90£0,02(a) 154 067
N°Grupos  10,340,58(ab) 64 +0,51(@) 10,8+£0,25(h) 7,8:1,38(ab) 9,01 0,03

Valores seguidos de letras iguales no presentaron diferencias significativas segun el anélisis de Kruskal-Wallis y prueba
a posterior de Dunn,
% Indice de Shannon.

3.4.3.3. Diversidad de clones

Para obtener una aproximacion experimental de la composicion de las muestras
ambientales en las areas de estudio, se construyeron cuatro genotecas de amplicones
del gen que codifica para el rRNA 16S, dos para cada localidad geogr.éﬁca, una
correspondiente a suelos del bosque de olivillo y otra a la matriz no-forestada (pradera
o matorral semiarido) y se identificaron los clones mediante secuenciacién. Se
obtuvieron un total de 204 clones a partir de las cuatro genctecas. De estos clones,
189 presentaron diferentes patrones de restriccion con la enzima Haelll y fueron

seleccionados para secuenciacion. Aquellos clones que presentaron el mismo patron

de restricciéon fueron considerados idénticos. Los clones secuenciados se relacionaron
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mediante analisis de Blast con las secuencias disponibles en la base de datos del
GenBank (Tabla A4, Anexos). El 80,5% de las secuencias obtenidas presentd la
identidad mas alta con clones procedentes de muestras ambientales, es decir cepas
que no han sido aisladas y cultivadas. Sélo el 19,5 % de las secuencias restante
correspondié a bacterias cultivadas.

La mayoria de los clones presentaron la identidad de secuencia mas alta con
clones o cepas obtenidos a partir de muestras de suelo, con porcentajes mayores en el

bosque de olivillo y matorral de FJ (79,5% y 78,2%, respectivamente) (Figura 16).
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Figura 16

Distribucion de las secuencias registradas en la base de datos GenBank (NCBI) de diferentes
procedencias, que tuvieron mayor identidad con los clones del gen del rRNA 16S obtenidos
desde muestras de suelo de bosques de olivillo y matrices no-forestadas adyacentes de dos
localidades geogréficas (Chiloé y FJ). ChB = Chiloé, bosque de olivillo; ChP = Chiloé, pradera
antropogénica; FJB = Fray Jorge, bosque de olivillo; FJM = Fray Jorge, matorral semiarido.

Los clones tuvieron mayor identidad con secuencias aisladas de suelos
forestales, especialmente en el bosque de olivillo de Chiloé, donde el 42,1% de las
secuencias se relacionaron con muestras de suelo de tipo forestal. El 10,2% de los

clones derivados de la pradera ganadera de origen antropogénico de Chiloé y el 8,6%
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de los obtenidos en el bosque de olivilo de FJ, mostraron alta identidad con
secuencias obtenidas desde pastizales. En el bosque de Chiloé y el matorral semiarido

de FJ no se obtuvieron clones relacionados con secuencias de pastizales (Figura 17).
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Figura 17

Distribucion de las secuencias registradas en la base de datos GenBank (NCBI) que tuvieron
mayor identidad con los clones del gen del rRNA 16S de bosques de olivillo y matrices no-
forestadas de dos localidades geograficas (Chiloé y FJ). Las secuencias se clasificaron de
acuerdo al tipo de suelo del que fueron aisladas. ChB = Chiloé, bosque de olivillo, ChP = Chiloég,
pradera antropogénica, FJB = Fray Jorge, bosque de olivilo; FJM = Fray Jorge, matorral
semiarido.

La clase a-proteobacteria domind en los clones aislados de los bosques de
olivillo de ambas localidades geograficas, con un 31,4% en Chiloé y un 27,3% en FJ
(Figura 18). Las matrices no-forestadas de cada localidad geografica presentaron
valores mas bajos de este grupo: 16,9% en la pradera antropogénica de Chiloé y
16,7% en el matorral semiarido de FJ. Asimismo, la clase Actinobacteria estuvo mejor
representada en ambos bosques de olivillo en comparacién a las matrices no-

forestadas, con porcentajes de 11,4% y 22,7% para los bosques de Chiloé y FJ, pero
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sélo de un 4,2% y 7,4% para la pradera antropogénica de Chiloé y el matorral
semiarido de FJ, respectivamente. Por otra parte, la pradera de Chiloé y el matorral de
FJ tuvieron los porcentajes mas altos de la clase Acidobacteria con un 23,5% y 35,2%,
respectivamente. En cambio, en los bosques de olivillo este grupo bacteriano estuvo
menos representado: 20% en Chiloé y 13,6% en FJ. Los Firmicutes también se
comportaron de manera diferente entre los bosques de olivillo y las matrices no-
forestadas respectivas pues, aunque el grupo estuvo pobremente representado,
aparecieron en las muestras de praderas y de matorral, mientras que estuvieron
ausentes de los suelos de bosques de olivillo. Las matrices de pradera y matorral
también destacarcn por presentar mayor cantidad de Bacteroidetes con porcentajes de
18,3 y 9,3, respectivamente, El bosque de dlivillo de FJ presentd caracteristicas
distintivas en la distribucion de clones como, por ejemplo, la ausencia del phylum
Verrucomicrobia y de'la clase d-protecbacteria que estuvieron presentes en muestras
de bosques de clivillo de Chiloé y en los otros tipos de cobertura no-forestal. Asi
también, el bosque de olivilo de FJ presentd una alta proporcion de
Gemmatimonadetes (15,9%), grupo bacteriano que estuvo ausente en el bosque de
olivilo de Chiloé y escasamente representado en el matorral de FJ adyacente al

bosque.
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Distribucion, en los principales grupos bacterianos, de los clones del gen del rRNA 16S
obtenidos desde muestras de suelo de bosques de olivillo y matrices no-forestadas en dos
localidades geograficas (Chiloé y FJ). La identidad de los clones se determind usando el
programa Blast-N (NCBI) y construyendo arboles filogenéticos (Jukes & Cantor — NJ). Los
analisis fueron corroborados mediante el programa ARB. (P): Phylum, (C): Clase. ChB = Chiloég,
bosque de olivillo, ChP = Chiloé, pradera antropogénica de Chiloé, FJB = Fray Jorge, bosque de
olivillo; FIM = Fray Jorge, matorral semiarido.
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Figura 18

De manera general, los agrupamientos entre los clones obtenidos de las
muestras de suelo y las secuencias mas relacionadas de la base de datos GenBank,
permiten ubicar a la mayoria de los clones dentro de los principales grupos
bacterianos, ya sea a nivel de phylum o de clase. Solo seis secuencias (ChB12,
ChP21, ChP63, FJMO1, FIJM17 y FJM33), correspondientes al 2,9% del total de
secuencias analizadas, quedaron sin incluir en algin grupo de estos niveles
taxonémicos. Estas secuencias se reportaron como clones ambientales. Entre los
analisis de Jukes & Cantor — NJ y ARB (Figuras A1-A8, Anexos) sdlo se encontré una
incongruencia. Usando el indice de Jukes & Cantor y al algoritmo NJ, el clon ChP21 no

pudo ser ubicado dentro de ningin grupo. Con el programa ARB, sin embargo, este
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don quedd dentro de las a-protecbacteria, relacionado principalmente a bacterias no
cuitivables. No obstante, mostré una divergencia considerable dentro del grupo,
ubicandose con un distancia de 0,15 de la bacteria mas relacionada (Figura A1,
Anexos).

La mayor parte de los clones que se agruparon dentro de la clase o~
proteobacteria presentaron alta identidad de secuencia (>95%) con representantes del
orden Rhizobiales (Tabla A4, Anexos). El porcentaje de secuencias del grupo de las a-
proteobacteria que se agruparon con Rhizobiales fue de 81,8% en el bosque de odlivillo
de Chiloé (Figura 19), 61,5% para la pradera adyacente (Figura 20), 58,3% para el
bosque de olivillo de FJ (Figura 21) y 55,5% en la matriz no-forestada de FJ (Figura
22). En las a-proteobacteria del matorral semiaridoe de FJ no domind ningtin orden en
particular, presentando dos clones relacionados a Rhodospiriliales y uno a
Rickettsiales. Los tres clones restantes del matorral: FJM23(2) y FJM18 se ubicaron
externos al grupo formado por los rizobiales Methylosinus frichosporium Yy
Methylocystis sp. y mas relacionados a clones ambientales no cuitivables de a-

protecbacteria (Figura 22).
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Figura 19

Agrupamiento obtenido a partir de las secuencias del gen del rRNA 168 aisladas de suelos del
bosque de olivillo de Chiloé (ChB) y las obtenidas mediante Blast-N (NCBI). Se incluyeron sélo
las secuencias que presentaron mas del 90% de identidad. Junto a cada una se indicé el
numero de acceso del GenBank (NCBI). La distancia genética se determind usando el indice de
Jukes & Cantor y la topologia se infiri6 mediante el algoritmo de NJ con 1000 iteraciones de
‘ bootstrap. Como secuencia externa se usé el archaea Methanococcus maripaludis. Los
nimeros entre paréntesis, junto al nombre de los clones, indican la cantidad de clones que
tuvieron perfiles de restriccion idénticos con la enzima Haelll. NC = Bacterias no cultivadas.
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Las R-proteobacterias estuvieron mejor representadas en la pradera
antropogénica de Chiloé (Figura 20), dominando el orden Burkholderiales, el resto de
las secuencias asociadas a esta clase se relacionaron mayormenie a clones no
cultivados. Los clones que se agruparon en la clase Actinobacteria fueron diferentes
cuando se compard entre bosques de olivillo de ambas localidades y las matrices no-
forestadas (Figuras 18-22). En los bosques de olivillo de Chiloé y FJ se observaron dos
grupos de la clase Actinobacteria correspondientes al orden Rubrobacterales y
Actinomycetales. En cambio en las matrices no-forestadas los clones se relacionaron a
secuencias de clones ambientales 0 a Actinomycetales tales como: Frankia en la
pradera de Chiloé (Figura 20) y Actinomadura pelletieri y Propionibacterium acnes en el
matorral semidrido de FJ (Figura 21). Con esta Ultima bacteria los clones del matorral
FJM37 y FJM24 presentaron una identidad de secuencia de 99% y 100%,
respectivamente (Figura 22).

Dentro de la clase Acidobacteria la mayoria de los clones obtenidos se
relacionaron con secuencias de bacterias no cultivadas con excepcién de los clones
FIM32 y FIM43 del matorral semiarido que se agruparon a Edaphobacter modestum
con un bootstrap del 95% (Figura 22) y los clones del bosque de olivillo de Chiloé
(Figura 19), de la pradera de Chiloé (Figura 20) y del matorral de FJ (Figura 22) que se
relacionaron con Holophaga sp. En los bosques de olivillo de las dos localidades
geogréficas, los clones que se asociaron a Acidobacteria formaron dos grupos, uno
conformado por un solo clon (ChB16)} y bacterias no cultivadas (Acidobacterié ), y ofro
que incluyd al resto de las secuencias (Acidobacteria II). En el bosque de olivillo de
Chiloé Acidobacteria | quedé externa al conjunto conformado por Verrucomicrobia
(Figura 19) y en el bosque de FJ se asocid a Proteobacteria (Figura 21). En las

matrices no-forestadas, sin embargo, esta clase de bacterias estuvo contenida dentro
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de un grupo dnico que estuvo bien sustentado en el matorral de FJ (99% bootstrap)
(Figura 22), pero no en la pradera de Chiloé donde el bootstrap fue inferior al 70%
(Figura 20).

El phylum Bacteroidetes estuvo mejor representado y fue mas diverso en la
pradera antrepegénica de Chiloé con secuencias afines a los ordenes Flavobacteriales,

Sphingobacteriales y Bacteroidales (Figura 20).
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Figura 20

Agrupamiento obtenido a partir de las secuencias del gen del rRNA 168 aisladas de suelos de
la pradera antropogénica de Chiloé (ChP) y las obtenidas mediante Blast-N (NCBI). Se
incluyeron sélo las secuencias que presentaron mas del 90% de identidad. Junto a cada una se
indico el nimero de acceso del GenBank (NCBI). La distancia genética se determiné usando el
indice de Jukes & Cantor y Ia topologia se infirid mediante el algoritmo de NJ con 1000
iteraciones de boofstrap. Como secuencia exierna se usé el archaea Methanococcus
maripaludis. Los nimeros enire paréntesis, junto al nombre de los clones, indican la cantidad de

clones que fuvieron perfiles de restriccion idénticos con la enzima Haglll. NG = Bacterias no
cultivadas.
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Figura 21

Agrupamiento obtenido a partir de las secuencias del gen del rRNA 1685 aisladas de suelos del
bosque de olivillo de Fray Jorge (FJB) y las obtenidas mediante Blast-N (NCBI). Se incluyeron
sblo las secuencias que presentaron mas del 80% de identidad. Junto a cada una se indico el
ndmerc de acceso del GenBank (NCBI). La distancia genédtica se determind usando el indice de
Jukes & Cantor y la topologia se infirid mediante el algoritmo de NJ con 1000 iteraciones de
boofstrap. Como secuencia extemma se uso el archaea Methanococcus maripaludis. 1.0s
nimercs entre paréntesis, junto al nombre de los clones, indican la cantidad de clones que
tuvieron perfiles de restriccion idénticos con la enzima Haelll. NC = Bacterias no cultivadas.
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Figura 22

Agrupamiento obtenido a partir de las secuencias del gen del rRNA 168 aisladas de suelos del
matorral semiarido de Fray Jorge (FJM) y las obtenidas mediante Blast-N (NCBI). Se incluyeron
solo las secuencias gue presentaron mas del 90% de identidad. Junto a cada una se indicd el
numero de acceso del GenBank (NCBI). La distancia genética se determiné usando el indice de
Jukes & Cantor y la topologia se infiid mediante el algoritmo de NJ con 1000 iteraciones de
bootstrap. Como secuencia externa se usd el archaea Methanococcus maripaludis. Los
numeros entre paréntesis, junto al nombre de los clones, indican la cantidad de clones que
tuvieron perfiles de restriccion idénticos con la enzima Haelll. NC = Bacterias no cultivadas.
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3.4.3.4. Simulacion in silico de T-RFLP y anélisis de agrupamiento

La digestion in sifico, simulando un ensayo de T-RFLP con las secuencias obtenidas a
partir de los clones, pemitié realizar un andlisis de distancia. Con este andlisis se
estimo la relacién de las muestras de suelo de los bosques de olivillo y las matrices no-
forestadas segun la diversidad de clones. De acuerdo con lo esperado, los bosques de
olivillo quedaron més cercanos entre si que con las matrices no-forestadas aledaiias.
El matorral semiarido de FJ quedd externo al grupo principal siendo la muestra mas
divergente entre los tipos de vegetacion estudiados (Figura 23). Los nodos a la
derecha de la linea punteada fueron significativos segun el andlisis de MonteCarlo

cuya distancia critica fue de 14,1.
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Figura 23

Andlisis de agrupamiento de las comunidades bacterianas del suelo de bosques de olivillo y
matrices no-forestadas aledarias en dos localidades geograficas (Chiloé y FJ). Se usaron como
base los perfiles de T-RFs del gen del rRNA 168 obtenidos por digestion in silico (Haelll y Mspl)
de los clones aislados de cada localidad y tipo de cobertura vegetal. Las distancias se
calcularon usando la distancia Euclideana y el algoritmo UPGMA (Programa MVSP). La linea
punteada sefala la distancia de agrupamiento critico obtenida con la prueba de MonteCarlo con
1000 iteraciones (Programa Pooptols). ChB = Chiloé, bosque de olivillo; ChP = Chiloé, pradera
antropogénica; FJB = Fray Jorge, bosque de olivillo; FJM = Fray Jorge, matorral semiérido.

3.4.4. Diversidad del gen nifH

3.4.4.1. Analisis de T-RFLP

En los perfiles de T-RFLP del gen nifH se obtuvieron un total de 163 fragmentos, 66
para la enzima Haelll y 93 para Mspl. Los bosques de olivilo de FJ y Chiloé
compartieron solo 5 T-RFs que no estuvieron presentes en las matrices respectivas,4

para Haelll y 1 para Mspl. Estos T-RFs exclusivos de los bosques de olivillo
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representaron el 11% de {a fluorescencia en los perfiles obtenidos con Haelll y cerca
del 4% en los perfiles obtenidos con Mspl. Por su parte, hubo 12 T-RFs gue fueron
exclusivos de Chiloé y que acumularon, para los perfiles obtenidos con Haelll, el 20%
de Ia fluorescencia en el bosque y el 35,6% en la pradera mientras que, en los perfiles
obtenidos con Mspl, representaron el 42,8% para el bosque y el 22,8% para la pradera.
En 1a localidad de Fray Jorge se ohservaron 9 T-RFs exclusivos de esta localidad.
Estos representaron el 19,8% y el 42,5% de los perfiles obtenidos con Haelll para el
bosque y el matorral, respectivamente. Por otre lado, los T-RFs obtenidos con Mspl
gue sdlo aparecieron en Fray Jorge dieron cuenta del 10,2% de los periiles del bosque
y del 12% de los petfiles del matorral (Tabla 9, Figura 24).

El matorral semiarido de Fray Jorge presentd el mas bajo nimero de T-RFs. En
este sitio tres de los peaks acumularon el 56,3% de las UF del perfil (Figura 24).
Asimismo, el matorral de Fray Jorge presentdé un menor indice de diversidad de
Shannon (Tabla 10). No obstante, de acuerdo a la prueba de Kruskal Wallis, no se
observaron diferencias significativas en diversidad genética entre los bosques de
olivillo y las respectivas matrices.

Tabla9

Nimero y abundancia relativa de los fragmentos terminales de restriccién del gen nifH que
fueron exclusivos de los bosques de dlivillo y de ambas localidades geograficas.

T-RFs Bosques de olivillo - Localidades
totales Chiloé Fray Jorge
T-RFs® Chiloé Fray Jorge T-RFS® Bosque Pradera T-RFs® Bosque  Matorral
667 4 11,2* 11,3 6 20,0 356 5 19,8 42,5
g3* 1 3,93 3,61 6 428 22,8 4 10,2 12,0

* Namero de T-RF's exclusivos.
SNumero total de T-RFs obtenides con la enzima Haelll
*Ntimero total de T-RFs obtenidos con ka enzima Mspl

* Unidades de flucrescencia relativas, en porcentaje, que presentan los T-RFs exclusivos.
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Figura 24

Esquemas de los perfiles de T-RFLP obtenidos para el gen nifH en suelos de bosques de olivillo
de Chiloé y Fray Jorge y las respectivas matrices no-forestadas. Se relacionan los T-RFs (pares
de bases) con la abundancia relativa promedio (% UF) para cada sitio, A y E: bosgue de olivillo
de Chiloé, B y F: pradera antropogénica de Chilog, C y G: Basque de olivillo de Fray Jorge, D ¥y
H: Matorral semigrido de Fray Jorge. A-D Pesfil de restriccion con Haelll. E-H: Perfiles de
restriccidon con Mspl. Los valores de aquellos T-RFs que exceden la escala del eje Y se indican
junto a la barra. 4T-RFs compartidos entre los bosques de olivillo y ausentes en las matrices no
forestadas » T-RFs Gnicos de la localidad de Chiloé ¢ T-RFs Unicos de Fray Jorge.

Tabla 10

Diversidad promedio & E.E. del gen nifH en cada localidad y tipo de cobertura vegetal, estimada
mediante perfiles de T-RFLP usando la enzima de restriccion Haelil.

Localidades Kruskal
- ska
Chiloé Fray Jorge Wallis
Bosque Pradera Bosque Matorral
(n=3) {n=5) (n=2) (n=3) Hgzy P

Diversidad® 2,36 £0,17(a) 2,47 £ 0,10(a) 2,61 £0,01(a) 1,73+£0,21(a) 6,95 0,074

Equitatividad 0,91+ 0,02(a) 0,92 £ 0,01(a) 095+£0,01(3) 0,86=x 0,08(z) 4,08 0,253

N° T-RFs 13,67 + 1,86(a) 15,20 £ 1,62(a) 15,50 £ 0,50(a) 8,0 £1,53(a) i 549 0,139
Valores seguides de letras iguales no presentaren diferencias significativas segtin el andlisis de Kruskal-Wallis y prigba

a postkeriori de Dunn.
% Indice de Shannon

En el analisis de correspondencia a partir de los datos de T-RFLP del gen nifH
los dos primeros ejes acumularon tan séio el 25,9% de la varianza. él analisis mostro
una tendencia a que los bosques de dlivillo de ambas localidades conformaran un
grupo, aun cuando éste incluyd una de las muestras del matorral semiaride de FJ. Asi
tambien, las praderas de Chiloé tienden a separarse en un grupo bien definido, pero

que no-incluyd la totalidad de las muestras (Figura 25).
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Figura 25

Relacion entre las muestras obtenida a partir del analisis de correspondencia de los perfiles de
T-RFLP del gen nifH. ChB = Chiloé, bosque de olivillo; ChP = Chilog, pradera antropogénica;
FJB = Fray Jorge, bosque de olivillo; FJM = Fray Jorge, matorral semiarido.

El analisis de correspondencia candnica (Figura 26) corrobor6 el agrupamiento
obtenido. Este andlisis acumulé en los dos primeros ejes el 39,8% de la varianza total e
indicé que las muestras se separaron segin su procedencia a lo largo del CCA1,
relacionadas, fundamentalmente, por la relacién C/N de la hojarasca y el contenido de
fosforo con coeficientes de correlacion intra-grupo de -0,868 y -0,708, respectivamente.

Por su parte el CCA2 discrimina basicamente por relacién C/N del suelo con un

coeficiente de -0,808 y contenido hidrico con -0,797 (Tabla 11).




106

2.9+ @
o .
1.9+ P
e 1.0+ #
p’.. / .
- Fs |
3 T —— ﬁ—ﬁt_.__j
:_wt: B N dis PSS : ' |
© CN-Hae— | X :\
404 J \
0 o 8 .
cics” 7 \
4 \
A C/N-S » \CH
29 | } a | |
2.9 1.9 1.0 0.0 1.0 1.9 2.9
CCA1-225%

EChB BEChP ® FJB ® FJM
Vector scalina: 2.70

Figura 26

Analisis de Correspondencia Canénica entre los perfiles de T-RFLP del gen nifH y los factores
edaficos. ChB = Chiloé, bosque de olivillo; ChP = Chiloé, pradera antropogénica; FJB = Fray
Jorge, bosque de olivillo;, FIM = Fray Jorge, matorral semidrido. CIC = capacidad de
intercambio catidnico, CH = contenido hidrico del suelo, C/N-S = relacion carbono/nitrégeno del
suelo, C/N-H = relacién carbono/nitrégeno de la hojarasca, N dis = nitrégeno disponible (NH4" +
NO3), P = fosforo disponible.

Segun el analisis de MonteCarlo la relaciéon C/N de la hojarasca fue el Unico
factor que presentd una relacion estadisticamente significativa con el agrupamiento

observado (F = 1,57; P = 0,001) (Tabla 11).




107

Tabla 11

Coeficientes candnicos y de correlacién intra-grupo de los factores edéficos y los dos primeros
ejes del ordenamiento de los perfiles de T-RFLP del gen nifH en bosques de olivilio y las
matrices no-forestadas adyacentes, en Fray Jorge y Chiloé.

Coefici i
Factores ed&ficos o oricisr nimegrupo canonico P
CCA1 CCA2 CCA1 CCA2

C/N-Hojarasca * -0,868 40,231 -0,666 0,397 1,57 0,001
Fasforo disponible -0,708 0,079 0,188 0,429 084 0,568
ciC -0,537 -0,583 -0,038 0,023 0,57 0,508
C/N-Suelo -0,509 -0,808 -0,230 -1,293 1,04 0,458
Nitrégeno disponible -0,396 0,096 0,153 0,294 1,09 0,398
pH 0,227 0674 0,121 0,351 1,08 0,387
Contenido Hidrico 0,114 0,797 0,856 -0,295 1,28 0,107
e

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

34.4.2. Anilisis de DGGE *
" Los ensayos de DGGE en geles perpendiculares establecieron que ‘el gradiente de
desnaturalizacion optimo para separar los amplicones del gen nifH fue de 40-70% de
urea y formamida. Con los experimentos de fime fravel, por su parte, se determind un
tiempo de corrida de 7 h. Por encima de este tiempo los productos, aunque continuaron
migrando lentamente, lo hicieron a una velocidad constante. Esta forma de establecer
un tiempo de corrida éptimo ha sido usada por autores como Diez et al. (2001) cuando
los amplicones no se detienen completamente en el gel. Los productos de
amplificacién del gen nifH mostraron que el bosque de olivillo de Chiloé y la pradera
aledaria presentaron perfiles de DGGE mas compiejos v diversos que los del bosque y
.el matorral de FJ (Figura 27). En el andlisis se consideraron un fotal de 27 bandas
distintas; de esas, 8 fueron exclusivas de las diferentes zonas y el resto fueron Eandas

compartidas. Asi, el bosque de olivillo de Chiloé presentd 2 bandas que no aparecieron
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en ningun otro sitio de estudio, la pradera antropogénica de Chiloé presentd sélo 1
banda exclusiva, mientras que el bosque de olivilo de Fray Jorge y el matorral

esclerdfilo de esta localidad presentaron 2 y 3 bandas, respectivamente.

ChB ChP FJB FJM
A A A A
Y ) (
40%Rt 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 Rm Rt 1 23 4 1 2 3 5 1 2Rm

A pes e — — Y ——— —

i,, | &1 | 2
"biz'; gid {17 Maath

Electroforesis en geles con gradiente denaturante (DGGE) del gen nifH. La flecha a la izquierda
indica la direccion del gradiente. Los nimeros corresponden a las parcelas de colecta de las
muestras. ChB = Chiloé, bosque de olivillo; ChP = Chiloé, pradera antropogénica; FJB = Fray
Jorge, bosque de olivillo; FJM = Fray Jorge, matorral semiarido. Las flechas pequerias indican
las bandas unicas de cada zona de estudio. Rt = R. tropici R899; Rm = R. meliloti R44.

mﬁ*‘ik&a.ual&'
Figura 27

Los dos primeros ejes del analisis de componentes principales (PCA) explicaron
solamente el 36,0% de la varianza contenida en las muestras. Este analisis mostré que
no existié una clara separacion entre los grupos de muestras de las diferentes
localidades y tipo de cobertura vegetal. A diferencia de lo revelado por T-RFLP, se
observé una tendencia a que las muestras de bosque y matorral de Fray Jorge, aunque

muy dispersas, se ubicaran hacia los cuadrantes superiores del grafico mientras que
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las muestras de Chiloé (bosque y pradera) se ubicaron hacia los extremos inferiores.
Este patron sugiere que, de manera general y contrario a lo postulado en nuestra
hipétesis, las muestras formaron dos grandes grupos, uno que incluyé las
pertenecientes a Chiloé y otro las de Fray Jorge. Ambos grupos de muestras
presentaron subgrupos internos que contuvieron a las muestras de la pradera de
Chiloé y la mayoria de las muestras del bosque de olivilo de Fray Jorge,

respectivamente (Figura 28).

PCA2 -16,2%

0.4 0.3 041 0.0 0.1 0.3 0.4

PCA1 -20,8%
B ChB BChP @ FJB ® FIM

Figura 28

Analisis de Componentes Principales obtenido a partir de los perfiles de DGGE de los productos
de PCR del gen nifH. ChB = Chiloé, bosque de olivillo; ChP = Chiloé, pradera antropogénica;
FJB = Fray Jorge, bosque de olivillo; FJM = Fray Jorge, matorral semiarido. La linea divisoria
separa los grupos de muestras de Fray Jorge (izquierda, arriba) y Chiloé (derecha, abajo).

Los dos primeros ejes candnicos del CCA entre las variables genéticas
(presencia/ausencia de bandas en los perfiles de DGGE del gen nifH) y los factores
edéficos explicaron el 54,3% de la varianza (Figura 29). Sobre el CCA1 los factores

que mas influyeron fueron la capacidad de intercambio catiénico (CIC), el contenido de
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fésforo y el pH, pero todos lo hicieron de forma débil, con coeficientes de correlacion
intra-grupo de 0,599, 0,507 y 0,502, respectivamente. El CCA2 discrimind basicamente
por contenido hidrico del suelo con un coeficiente de correlacién de -0,800. En Fray
Jorge, el bosque y el matorral semiarido aparecieron separados en el eje vertical por el
contenido hidrico del suelo. Este vector no separd, sin embargo, las muestras de
bosque de olivillo y pradera de Chiloé. En segundo lugar influyé el pH con un
coeficiente de correlacion de 0,575. El contenido hidrico (F = 1,79; P = 0,015), la
relacion C/N de la hojarasca (F = 1,65; P = 0,039) y la CIC (F = 1,64; P = 0,040)
presentaron relaciones estadisticamente significativas con el agrupamiento de
muestras obtenido. No obstante, la sumatoria de todos los ejes canénicos resulté no

significativa con el analisis de MonteCarlo (Tabla 12).

3.4+
@
2.3+ PH
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: ___» CN-H
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e 3 L A ‘\'\_\.\"““» . ®
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2.3 ! l
" YCH
3.4 ! — ‘ I 3 ——]
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CCA1-274%
B ChB B ChP ® FJB ® FUM
Vector scalina: 3.79
Figura 29

Andlisis de Correspondencia Canénica entre los patrones de DGGE del gen nifH y los factores
edaficos. ChB = Chiloé, bosque de olivillo; ChP = Chiloé, pradera antropogénica; FJB = Fray
Jorge, bosque de olivillo; FJM = Fray Jorge, matorral semiérido. CIC: capacidad de intercambio
cationico, CH: contenido hidrico, C/N-S: relacién carbono/nitrégeno del suelo, C/N-H: relacion
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carbonofnitrégeno de [a hojarasca, N dis: nitrdgeno disponible (NH;" + NOg), P: fosforo
disponible.

Tabla 12
Coeficientes candnicos y de correlacion intra-grupo de los factores edéficos y los dos primeros

ejes del ordenamiento de los periiles de DGGE del gen nifH en bosques de olivillo y las matrices
no-forestadas adyacentes, en Fray Jorge y Chiloé.

Factores edéficos o0t oo po _ canomico_ F "
CCA1 CCA2 CCA1 CCA2
cic* 0,599 -0,326 0,518 -0,244 1,64 0,040*
Fasforo disponible 0,507 -0,036 0,300 -0,468 0,93 0,557
pH -0,502 0,575 -1,401 -0,008 1,10 0,367
C/N-Hojarasca * 0,389 0,058 -0,050 0,702 1,65 0,039*
C/N-Suelo 0,307 -0,303 0540 0,293 0,83 0611
Nitrogeno disponible 0,228 0,199 0,375 0265 0,86 0,591
Contenido Hidrico * 0,038 0,800 0,900 -1,134 1,79 0,015*
Ejes candnicos
(':'nodelo tota(l’) 1,26 0,089

(*) Relaciones estadisticamente significativas entre las variables edéficas y el agrupamiento de [as muesfras, segun el
analisis de MonteCarlo con 10060 permutacicnes de la matriz (Programa Carnoco).

3.4.4.3. Diversidad de clones del gen nifH

Se obtuvieron un total de 42 clones del gen mﬂ-f a partir de las muestras FJB3 y FJM1.
De éstos, 31 pertenecen a la muestra de suelo del bosque de olivillo (FB) y 11 al suelo
del matorral semidrido (FM) de Fray Jorge. Los patrones de restriccion de [os clones
obtenidos con la enzima Hhal mostraron menos diversidad en el suelo del matorral
semiarido. Los 11 clones analizados se agruparon bajo dos perfiles de restriccion
diferentes, para un 18% de clones con secuencias distintas. En el bosque de olivillo,
sin embargo, se obtuvieron 13 perfiles de restriccion diferentes de los 31 clones
analizados, lo que significd un 41%. Estos resultados fueron consistentes con los
obtenidos a partir de los patrones de DGGE vy los perfiles de T-RFLP que indicaron que
en el matorral de Fray Jorge fue menor la diversidad del gen nifH. Las muestras del

bosque y el matorral de FJ no compartieron ninguno de los perfiles. Todas las
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secuencias resultantes de los clones registrados se alinearon con bacteras fijadoras
de nitrégeno de la base de datos presentando, en la mayoria de los casos, mas &e un
80% de identidad de secuencia,

El dendrograma construido (Figura 30) mostré que la mayor parte de los clones
se reiacionaron mas estrechamente con secuencias conocidas de bacterias del suelo
no cultivadas. El clon FB026 presentd la mayor identidad (99%) con bacterias no
cultivables de suelos de bosques templados de Quercus sp. - Carpinus betulus de
Alemania. Los clones procedentes del matorral semidrido de FJ estuvieron muy
relacionados entre si (94% de identidad de secuencia) formando un solo cluster. Sin
embargo, los clones del bosque de olivillo se distribuyeron en un amplio rango de
grupos bacterianos fales como B-proteobacterias (Azohydromonas australica), a-
protecbacterias (Azospinllum brasilense, Rhodobacter capsufatus y rizobiales) y y-
proteobactena (Klebsiella pneumoniae), con predominio de las a-proteobacteria, en
especial los rizobiales. Un numerc considerable de clones quedaron externos al
agrupamiento con un bootstrap de 99% y posiblemente relacionados (nicamente con
clones ambientales no cultivados, estos incluyeron a los clones FB003, FB00S, FB017,

FB023 y FB033. En ningin caso los clones secuenciados se relacionaron a

cianobacterias que fueron usadas como grupo externo en el andlisis.
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Figura 30

Dendrograma basado en las secuencias del gen nifH obtenidas desde suelo del bosque de
olivillo de Fray Jorge (FB) y de la matriz no-boscosa de matorral semiérido asociada (FM). Las
secuencias se alinearon con el programa ClustalW. Se uso el indice de Jukes and Cantor para
calcular las distancias genéticas. La topologia del arbol se infirié mediante el algoritmo Neighbor
~ Joining (NJ) con 1000 iteraciones de bootstrap (Programa Treecon). Se incluyeron agqueilas
secuencias publicadas en el GenBank que tuvieron més de 90% de identidad con los clones
registrados en los suelos del drea de estudio. Junto a cada cepa se encuentra el nimero de
acceso al GenBank. Los niimeros entre paréntesis junto a los clones indican |la cantidad de ellos
que tuvieron idénticos perfiles de restriccion con 1a enzima Hhal.

3.5. Diversidad metabdlica
La diversidad metabdlica de la comunidad microbiana para utilizar diferentes fuentes

de carbono se determiné mediante el ensayo de CLPP utilizando Biolog EcoPlate. La
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diversidad metabdlica no presentd diferencias significativas entre los bosques de olivillo
de Chiloé y FJ, ni entre el bosque de olivillo de Chiloé y la pradera de esta localidad. El
indice de Shannon mas alio se encontré en el matorral semiarido de FJ. Este sitio
presentd diferencias significativas con el bosque de olivillo cercano (Tabla 13).

Tabla13

Diversidad metabdlica promedio + E.E. de las comunidades bacterianas del suelo de bosques
de olivillo y de matrices no-forestadas adyacentes en dos localidades geograficas (Chiloé v FJ),
estimada a partir del nimerc de fuentes de carbono utilizadas.

Localidades
" : Kruskal
Chiloé Fray Jorge Wallis
Bosque Pradera Bosque Matorral
(n=4) (n=5) {n=3) (n=5) His) P

Diversidad® 3,24x0,03(a) 3,34x0,02(ab) 3,20£0,02(a) 343+£0,00(b) 13,91 0,003
Equitatividad 0,98 £0,004(a) 1,00x0,001(a) 0,899+0,001(a) 1,00x0,00@ 915 0,03
cmp® 26,3+0,75(a) 28,6+060@@b) 250+058@) 31,0+0,000b) 13,92 0,003
Valores seguidos de letras iguales no presentaron diferencias significativas seguin el anéslisis de Kruskal-Wallls y prueba
a posferiorf de Dunn,

% Indice de Shannon.
"Djversidad metabslica de la comunidad = Promedio de fuentes de carbono utilizadas,

La Figura 31 muestra las curvas de diversidad metabdlica de cada comunidad
bacteriana. Las comunidades det matorral de FJ fueron las primeras en comenzar a
utilizar el sustrato disponible, a ias 24 h aproximadamente 12 de las fuentes de
carbono de ias placas eran utilizadas. A un nivel mas bajo también lo hicieron las
muestras de pradera y bosque de olivillo de Chiloé. Las comunidades de bosque de
olivilio de FJ respondieron mas lentamente y sélo después de 36 h de incubacion se
encontraron reacciones positivas para algunos sustratos. De manera general, las
comunidades bacterianas de suelos de las matrices no-forestadas presentaron mayor
CMD durante todo el experimento. Inicialmente, los suelos de bosque de olivillo de
Chiloé mostraron mayor diversidad metabdlica que el bosque de olivillo de FJ, aungque

alas 180 horas sus valores CMD se igualaron (Figura 31).
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Figura 31

Curvas de Diversidad Metabdlica de las Comunidades (CMD) promedio + E.E. para los bosques
de olivillo y las matrices no-forestadas adyacentes en dos localidades geograficas (FJ y Chiloé).
ChB = Chiloé, bosque de olivillo; ChP = Chiloé; pradera antropogénica, FJB = Fray Jorge,
bosque de alivillo; FJM = Fray Jorge, matorral semiarido.

La distancia entre los CLPP de todas las muestras fue cercana al 20%. El
analisis de agrupamiento, tomando como base el uso en el tiempo de las distintas
fuentes de carbono, no permitié obtener una clara separacion de las muestras de suelo
de acuerdo a los tipos de cobertura vegetal, a excepcion de aquellas de la matriz de
FJ. Estas mostraron un grupo unico y externo al resto con alta similitud entre las
muestras y un soporte de bootstrap de 100%. No obstante, las comunidades del
bosque de olivillo de FJ conformaron un subgrupo interno dentro del que contenia a las
muestras de la pradera y el bosque de olivilo de Chiloé. Este grupo esta bien

sustentado y sus muestras se diferencian en el 10%. Es notable la homogeneidad
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metabdlica que presentaron las muestras del matorral semiarido de FJ donde dos

pares de muestras presentaron CLPP idénticos a través de todo el ensayo (Figura 32).
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Figura 32
Agrupamiento obtenido a partir del ensayc de CLPP en suelos de bosques de alivillo y de
matrices no forestadas adyacentes en dos localidades geogréficas (Chiloé y FJ). Se uso el
indice de Coincidencia Simple para calcular las distancias. El arbol se construyd mediante

UPGMA (Programa Treecon). El boofstrap se generd luego de 1000 iteraciones. ChB = Chilos,

bosque de olivillo; ChP = Chiloé, pradera antropogénica, FJB = Fray Jorge, bosque de alivillg;
FJM = Fray Jorge, matorral semiérido.

Segln el analisis de correspondencia candnica entre los CLPP y las variables
edaficas (Figura 33) los dos primeros ejes acumularon el 65,3% de la varianza total. De
manera general, las muestras se separaron a lo largo del CCA1 formando dos grupaos,

uno gue agrupd las comunidades del matorral de FJ y otro que incluyé las muestras de
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los bosques de olivilie (FJ y Chiloé) y la pradera de Chiloé. Este eje dio cuenta del
48,4% de la varianza y fue estadisticamente significativo (F = 4,01; P = 0,001) segun la
prueba de MonteCarlo. Sobre el CCA1 las variables que mayor peso tuvieron fueron: el
contenido hidrico, el pH, la relacion C/N del suelo y la CIC, con coeficientes de
correlacion intra-grupo altos (Tabla 14). El CCA2, aunque no permitio la resolucion en
grupos discretos, explicaria la separacion que se observé entre los bosques de olivillo
de Chiloé y FJ que se situaron en los extremos del grupo. Sobre este eje, que dio
cuenta del 16,9% de la varianza, el factor edéfico que presenté mayor coeficiente de
comrelacion fue el nitrégeno disponible con un 0,388 (Tabia 14).

De acuerdo a la prusba de MonteCarlo existié una relacion estadisticamente
significativa entre el contenido hidrico del suelo (F = 5,83; P = 0,001), el pH (F = 1,99:
P = 0,012) y Ia relacién C/N de la hojarasca (F = 1,64; P = 0,034) con-la diversidad
metabdiica de las comunidades (Tabla 14). Asimismo la asociacion entre la diversidad
metabdlica y las variables edéficas en el modelo total fue estadisticamente significativa

(F = 2,26; P = 0,001).
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Figura 33

Analisis de Comrespondencia Canénica entre el Perfil Fisiolégico a Nivel Comunitario (CLPP) y
los factores edaficos. CIC (Na'*, K'*, Mg®* y Ca®"), CH: contenido hidrico del suelo, C/N-S:
relacion carbono/nitrogeno del suelo, C/N-H: relacion carbono/nitrogeno de la hojarasca, N dis:
nitrégeno disponible (NH;" + NOy), P: fsforo disponible. ChB = Chiloé, bosque de olivillo; ChP
= Chilogé, pradera antropogénica; FJB = Fray Jorge, Bosque de olivillo; FJM = Fray Jorge,
matorral semiarido.

Tabla 14

Coeficientes candnicos y de correlacion intra-grupo de los factores edaficos y los dos primeros
ejes del ordenamiento de los CLPP de bosques de olivilo y las matrices no-forestadas
adyacentes, en Fray Jorge y Chiloé.

Factores edaficos oraiocion intragrupo  canonico._F P
CCA1 CCA2 CCA1 CCA2

Contenido Hidrico * -0,933 0,300 -0,669 1468 583 0,001
pH * 0,877 0,202 0,257 1037 1,99 0,012*
C/N-Suelo -0,720 -0,141 -0,084 -0,190 1,21 0,252
CiC -0,642 -0,263 -0,155 -0,713 1,54 0,077
Fésforo disponible 0,520 -0,064 -0,114 -0,380 0,95 0,540
Nitrégeno disponible 0,212 0,388 0,251 0331 1,14 0,334
C/N-Hojarasca * -0,010 -0,027 0,301 0672 164 0,034*
e

(*) Relaciones estadisticamente significativas entre las variables edéaficas y el agrupamiento de las muestras, segan el
analisis de MonteCarlo con 1000 permutaciones de la matriz (Programa Canoco).
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3.6. Relacion entre diversidad genética (T-RFLP) y metabélica (CLPP)
La diversidad genética estimada a partir de los perfiles de restriccion del gen del rRNA
16S no estuvo correlacionada con la diversidad metabdlica a nivel comunitario, esto

qued6 demostrado por los bajos valores del coeficiente de correlacion de Pearson

(Figura 34).
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Figura 34

Correlacién entre la diversidad genética (indice de Shannon) estimada mediante T-RFLP del
gen del rRNA 16S con la enzima Haelll y la diversidad metabdlica estimada por CLPP en suelos
de bosques de olivillo y matrices no-forestadas de Chiloé y Fray Jorge.

3.7. Actividad microbiana de grupos funcionales del ciclo del nitrégeno

3.7.1. Fijaciéon de N,: Ensayo de reduccion de acetileno (ARA)

La mayor tasa de reducciéon de acetileno (TRA) se detectd en suelos del bosque de
olivillo de Chiloé, donde se estimé en un 3,26 + 0,73 nmol C,H, g d”'. Esta tasa fue
significativamente diferente del bosque de olivillo de Fray Jorge y difirié también de la
pradera adyacente al bosque de Chiloé (F = 11,04; P = 0,0004), donde las tasas fueron
de 0,76 + 0,40 nmol C;H, g" d"' y de 0,56 + 0,21 nmol C.H, g” d”, respectivamente. El

suelo del matorral semiarido de Fray Jorge presento los valores mas bajos de todas las

localidades y tipos de cobertura (0,09 + 0,04 nmol C,H, g™ d”) (Figura 35A).
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La TRA estuvo positivamente correlacionada con el contenide hidrico de los
suelos (fpearsany = 0,85; P = 0,011). Esta correlacion fue mas fuerte en el matorral
semiarido de Fray Jorge donde se observé una fuerte comelacion entre la TRA y la
humedad del suelo (fpearson) = 0,96; P = 0,009). Por su parte el contenido de nitrégeno

disponible en los suelos no se correlaciond con 12 TRA (fpearson) = 0,34; P = 0,14).
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Figura 35

Actividad microbiana + E.E. de los grupos funcionales relacionados al ciclo del nitrégeno en
muestras de suelo de los bosques de alivillo y las matrices no forestadas adyacentes, en Chiloé
y Fray Jorge (n=5). (A) Tasa promedio de fijacién de nitrégeno estimada mediante el ensayo de
reduccion de acetileno. (B} Tasas promedio de mineralizacion (barra gris) y de nitrificacion
(barra negra). (C) Porcentaje de nitrato (N-nitrificado). (D) Tasa promedio de desnitrificacién
estimada mediante ensayo de inhibicién por acetileno. Barras con letras iguales no presentan
diferencias estadisticamente significativas seglin ANOVA con Prueba a posteriori de Tukey.
ChB = Chiloé, bosque de olivillo; ChP = Chiloé, pradera anfropogénica; FJB = Fray Jorge,
bosque de alivillo; FJM = Fray Jorge, matorral semiarido.




121

3.7.2. Mineralizacion y Nitrificacion

Los bosques de olivillo de ambas localidades geogréficas (Fray Jorge y Chiloé) no
presentaron diferencias significativas en cuanto a las tasas de mineralizacién de N y
nitrificacion. El bosque de olivillo de Fray Jorge presenté una tasa de mineraiizacién de
N mayor, con un promedio de 1,30 £ 0,65 ug N g”' d”' y una tasa de nitrificacion de 0,38
+ 0,22 pg N g" d”, mientras que en el bosque de olivillo de Chilcé la tasa de
mineralizacion de N fue menor (0,47 + 0,31 ug N g™ d™} y la de nitrificacion fue similar
(0,22 +0,18 yg N g d™). Cuando se compard cada bosque con su respectiva matriz se
observo que, en Chiloé, los suelos de la pradera antropogénica presentaron tasas de
mineralizacion de N y nitrificacidn mayores a las obtenidas para el bosque con valores
de 1,24 £0,18 ug N g" d' y 0,95 £ 0,26 ug N ¢! d”, respectivamente. Por el contrario,
en Fray Jorge, el bosque presenté tasas mas altas que el matorral semiarido“donde [a
tasa de mineralizacion de N fue de 0,16 £ 0,04 N g™ d' y Ia de nitrificacion 0,08 £ 0,05
N g d’. Sin embargo, a pesar de las tendencias observadas, las diferencias entre
bosques y matrices no fueron estadisticamente significativas debido a la dispersion de
los datos: mineralizacion de N (F = 2,32; P = 0,114) y nitrificacion (F = 3,93; P = 0,028)
(Figura 35B).

Los resultados indican que en los bosques de olivillo y en el matorral semidrido
de Fray Jorge habria una tendencia a que una mayor proporcion de nitrégeno
mineralizado permanezca como amonio, mientras que en la pradera ganadera de
Chiloé el 68,4% del nitrégeno mineralizado llega a nitrato (Figura 35C) resultando, en
consecuencia, en una menor fraccién de N-NH4" en los suelos.

La tasa de nitrificacion estuvo negativamente correlacionada con Ia relacién C/N

de la hojarasca (fpeasoy= -0,72; P = 0,0004), mientras que la mineralizacion de N
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mostré una baja correlacién con este factor (fpearson= -0,41; P = 0,07). Por ofro lado la
relacion C/N de los suelos no estuvo correlacionada con la mineralizacion de N (fpearsen

=0,078; P = 0,74), ni con la tasa de nitrificacion (Npearson = -0,24; P = 0,30).

3.7.3. Tasa de desnitrificacién: Ensayo de inhibicion por acetileno (AlA)
El bosque de olivillo de Fray Jorge presentd una tasa promedio de desnitrificacion de
524 pg N-N,O m? d' mientras que en el bosque de Chiloé no se detectd
desnitrificacién por el método utilizado. Sin embargo, la pradera de Chiloé, adyacente
al bosque, present6 una desnitrificacién mas alta, con una tasa promedio de 312,77 ug
N-N,O m? d'. Ain cuando los resultados muestran una alta varanza entre las
muestras, las tendencias observadas sugieren que las condiciones en la pradera de
Chiloé favorecen la desnitrificacion. En Fray Jorge, los valores de desnitrificacién
fueron bajos y no se observaron diferencias entre el bosque de olivillo y el matorral
semiarido adyacente (F = 1,41; P = 0,276) (Figura 35D).

La tasa de desnitrificacién no estuva correlacionada ni con el nitrato
disponible (fpearson) = 0,006; P = 0,98), ni con el contenido hidrico del suelo (T(pearscn) =

0,025; P =0,91).

3.8. Relacién entre diversidad del gen nifH y actividad nitrogenasa
La actividad de la enzima nitrogenasa, medida a través del ensayo de reduccién de
acetileno (TRA), mostré una corelacion positiva con la diversidad del gen nifH

estimada mediante perfiles de T-RFLP (rispearmany = 0,66; P ='0,011) (Figura 36).
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Correlacion entre la diversidad genética (indice de Shannon - H’) estimada mediante T-RFLP
del gen nifH con la enzima Haelll y la tasa de reduccion de acetileno (TRA) en suelos de
bosques de olivillo y matrices no-forestadas de Chiloé y Fray Jorge.
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DISCUSION

4.1. Composicion floristica y factores edaficos

Nuestros resultados indicaron que el agrupamiento de los suelos, considerando los
factores edéficos, mostrd concordancia con el tipo de cobertura vegetal. En estudios
previos de las caracteristicas quimicas de los suelos en los bosques de olivillo a lo
largo de la cordillera de la costa de Chile, entre Fray Jorge y Chiloé, se encontré que
los sitios se agruparon de acuerdo a fa ordenacién de la vegetacion arbdrea (Pérez &
Villagran 1994). Los bosques relictos, aislados, dei Norte chico, incluyendo Fray Jorge,
Cerro Santa Inés y la Quebrada del Tigre, se agruparon con los bosques del exiremo
més austral de la distribucion del olivillo en e! archipiélago de Chiloé.

Aunque nuestro objetivo no fue la caracterizacion floristica de los bosque de
olivillo en las dos localidad de estudio, que ha sido ya documentado en otros trabajos
(Villagran & Ammesto 1980, Pérez & Villagran 1994, Villagran et al. 2004), los
resultados, en una escala espacial mucho menor (4 x 4 m), coinciden con los
encontrados por Pérez y Villagran (1994). Los bosques de olivillo de ambas localidades
comparten las especies arbdéreas dominantes como Aextoxicon punctatum y Drimys
winteri, y la presencia de otras especies (Rhaphithamnus spinosus), asi como
diferentes representantes de géneros de Mirtaceas (Myrceugenia) que podrian
conformar una hojarasca y un horizenie supeiior del suele con caracteristicas quimicas
similares. Considerando la flora, ambos bosques de olivillo formaron un grupo

integrado por dos clusters con una similitud superior al 40% cuando se incluyeron los
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datos del porcentaje de cobertura por especie (Figura 8). No obstante, la presencia en
el bosque de olivillo de Chiloé de especies arbdreas adicionales como Amomyrtus luma
y Laureliopsis philipiana, ausentes en Fray Jorge; y la abundancia de la enredadera
Griselinia scandens en el bosque de olivillo de Fray Jorge, podrian estar incidiendo a
pequefia escala sobre diferencias en la calidad de la hojarasca y en la relacion C/N del
horizonte superficial del suelo. Estas diferencias en la cobertura vegetal podrian influir
en la estructura y/o composicion de las comunidades microbianas del suelo.

Las matrices no-forestadas no compartieron ninguna especie con los bosques.
En Fray Jorge, la faita de agua es un factor que limita el reclutamiento de especies
arbdreas del bosque en el matorral. Del Val et al. (2006) han propuesto que la
regeneracion de especies arboreas en los fragmentos de bosques de Fray Jorge
estuva controlada por el efecto de borde y la direccion de entrada de- las neblinas
costeras, siendo mayor en el lado de barovento. En Chiloé el pastcreo de ganado en
las praderas y el denso crecimiento de la vegetacion herbacea limitarian el
reclutamiento de especies arbdreas en esa area.

Los parametros edaficos estimados en este trabajo, de manera general,
coinciden con los reportados en la literatura. Asi, en praderas ganaderas de Paillaco,
X Region, dominadas por Lolium perenne y Trifolium repens, Huygens et al. (2005a, b)
han encontrada valores de pH de 5,7. Por su parte, en el matorral esclerdfilo de Chile
Central, se reportaron valores de pH 5,9 (Caviares et al, 2000), que coinciden con los
encontrados en este trabajo en el matorral semiarido de Fray Jorge. Para los bosques
de olivillo de Chiloé y Fray Jorge, Pérez & Villagran (1994) no encontraron diferencias
de pH con valores de 43 y 4,6 respectivamente. Por e contrario, en esta tesis se
observaron diferencias significativas de pH entre los bosques de olivillo de ambas

localidades geograficas. El bosque de dlivillo de Fray Jorge presenté un pH de 3,8,
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inferior a los reportados previamente en esta localidad, los cuales estuvieron en el
rango de 4,0 y 4,4 (Fernandez 2004, Barbosa 2005).

En cuanto a la capacidad de intercambio catidnico (CIC) reportada por Pérez &
Villagran (1994) como porcentaje de saturacion de bases, nuestros resultados son
similares. Estos autores encontraron un porcentaje de saturacion de bases mayor en
suelos de Fray Jorge (56%) que fue mas del doble del ohtenido en Chiloé (26%).
Aunqgue en nuestro caso las diferencias entre bosques de olivillo de Chiloé y Fray Jorge
no fueron tan altas, fueron estadisticamente significativas con 25,8 cmol kg™ PS para
Chiloé y 34,9 cmol kg™ PS para Fray Jorge. Sin embargo, estos factores no influyeron
en la separacion entre los bosques de clivillo a lo largo del PCA1 que explicd el 69,4%
de la varianza. Por su parte la separacién entre las muestras de suelo de bosques vy las
muestras de las matrices no-forestadas estaria dada principaimente por facteres como
el contenido-hidrico y el carbone total del suelo. %

Las relaciones C/N de la hojarasca y del suelo fueron mayores en los bosques
de dlivilo en comparacién caon las matrices no-forestadas de cada localidad, En
particular la pradera antropogénica de Chiloé presenté una relacién C/N de la
hojarasca muchc mas baja que el bosque de olivillo (Tabla 2). Una alta relacidn C/N
estad ascciada a una mayor esclercfilia y a una mencr calidad de la hojarasca que
retarda el preceso de descomposicion de la materia organica en el suelo (Pérez &
Villagran 1994). Asi, las diferencias en calidad de hojarasca podrian traducirse en
diferentes tasas de incorporacion de estos nutrientes al horizonte superficial del suelo,
en los bosques de alivillo y las matrices no-forestadas.

En general el contenido de carbono del suelo estuvo correlacionado con el de la
hojarasca, este resultado sugiere que la calidad de [a hojarasca podria influir sobre las

comunidades microbianas del horizonte superficial del suelo. La excepcion fue el
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matorral semidrido de Fray Jorge donde, la correlacion del carbono total entre Ia
hojarasca y el suelo fue baja y estadisticamente no significativa. La falta de correlacién
entre el carbono total foliar y el del suelo en el matorral podria indicar una pérdida
importante de este nutriente. Las condiciones de sequedad del matorral xerofitico de
Fray Jorge (CH = 2,08 + 0,08 g H,0 g PS) unidas a la radiacién que recibe la
hojarasca, podrian retardar el proceso de descomposicidn y de almacenaje del carbono
en el horizonte superficial del suelo. En este sentide Pancotto et al. (2003) demostraron
que ila exposicidon prolongada a UV-B retardd las etapas iniciales del proceso de
descomposicion de la hojarasca y sefalaron que, de persistir en el tiempo, podrian
aumentar el almacenaje de este nuiriente en el ecosisterna, disminuyendo su

disponibilidad.

N

4.2, Relaciones entre las comunidades del suelo: implicaricias biogeograficas
Los resultados del andlisis por T-RFLP del gen del rRNA 16S apoyan la hipétesis
formulada en este trabajo que propone que los bosques de olivillo de Chiloé y FJ, atn
cuando se trata de localidades geogréficamente distantes, son mas similares entre si
que con las matrices no-forestadas aledanias a cada bosque. Una observacion inicial
de los perfiles muestra que estos bosques compartieron 11 T-RFs (nicos que no
aparecieron en las matrices no-forestadas respectivas. Estos T-RFs, en conjunto,
representaron una abundancia relativa (UF) importante dentro del perfil de los bosques
de cada iocalidad.

Los resultados obtenidos indican que las bacterias del suelo no se distribuyen al
azar sino que responden a factores bidticos y abidticos que definen comunidades
microbianas con una estructura y una composicidén particular de cada localidad o

unidad biogeografica recanocida, como por ejemplo, el bosque de dlivillo costeroc en
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Chile (Smith-Ramirez et al. 2006). Varios trabajos apoyan la hipotesis que los
microorganismos no presentan una distribucion ubicua, sino que, por el contrario,
siguen ‘'un patron determinado. Estos patrones particulares de distribucidn bacteriana
han sido detectados a diferentes escalas geograficas en un rango que abarcd desde 2
m hasta 20000 km (Hughes et al. 2006) y que se relacionaron con diferentes factores
tales como: cercania de la costa (Riemann & Middelboe 2002) y gradientes de
salinidad en ambientes marinos (Crump et al. 2004), o distintas escalas espaciales en
el suelo (Noguez et al. 2005). Sin embargo, hay pocas investigaciones de patrones
biogeograficos de distribucion de los microorganismos y sus causas. Considerando los
pastulados de Hughes et al. (2006) (Figura 1) nuestros resultados apoyan la idea que
la biogeografia de los microorganismos se puede explicar desde los mismaos principios
que determinan la biogecgrafia de los macroorganismos pero a difere:ntes escalas
espaciales. Es decir, los microorganismos difieren entre e intra-regiones ¢ unidades
biogeograficas y estas diferencias serian el resultado combinado de condiciones
ambientales actuales en conjunto con eventos histdricos. En primer lugar el
agrupamiento de las muestras es un reflejo del ordenamiento de los sitios de acuerdo a
diferencias en la compasicién floristica y los factores edaficos. Esto implicaria que
condiciones ambientales actuales, en primera instancia, estarian conformando la
estructura y compaosicion de |as comunidades bacterianas del suelo. Asi los bosques
de olivillo de Chiloé y Fray Jorge, que comresponden a una misma unidad biogeogréafica
(Villagran et al. 2004, Smith-Ramirez et al. 2006) pero que estan separados desde
finales del Pleistoceno, muestran notables semejanzas en composicidn y se agrupan
en todos los andlisis, separandose a su vez de las respectivas matrices no-forestadas
aledanas. E! analisis de PAT, tomando como base los datos del T-RFLP, muestra que

el bosque de olivillo de Chiloé comparte todos los principales grupos bacterianos con el
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bosque de olivillo de Fray Jorge (Figura 15). Sin embargo, al observar los resultados
obtenidos a partir de las secuencias de clones del rRNA 16S comprobamos que,
aunque de manera general los bosques estuvieron mas relacionados entre si (Figura
23), hubo diferencias en la presencia-ausencia de algunos grupos. Por ejemplo, -
Proteobacteria y Verrucomicrobia fueron encontrados en las muestras de olivillo del
bosque de Chiloé, pero no en el bosque de FJ, mientras que el phylum
Gemmatimonadetes estuvo bien representado en el bosque de FJ y no en el de Chiloé
{Figura 18). Por tanto las condiciones actuales que mantienen la similitud entre los
bosques tales como: densidad aparente, relacién C/N del suelo y de la hojarasca,
contenido hidrico v contenidos de sodio, calcio y fésforo, conforman comunidades
bacterianas de similar estructura y composicién, atn cuando otros factores tales como
el pH del suelo y/o eventos histéricos, podrian explicar la separacion que se observa al
interior del grupo de las comunidades bacterianas de dlivillo.

Las matrices no-forestadas, por su parte, con tipos de cobertura vegetal y
condiciones ambientales muy diferentes a los bosques de odlivillo aledafios, forman
grupos separados en el analisis de agrupamiento. En Chiloé&, por ejemplo, encontramos
que, siendo el basque y la pradera aledafia dos zonas contiguas, con el misme sustrato
geoldgico, presentan diferencias en grupos como B-Proteobacteria y d-Protecbacteria
que estuvieron presentes en el bosque de alivilo de Chiloé, pero no en la pradera
antropogénica (Figura 15). Mientras que en el anélisis de los clones encontramos que
en la pradera antropogénica de Chileé, aparecen representanies de
Gemmatimonadetes y Planctomycetes que no estuvieron presentes en el bosque
original (Figura 18).

Del mismo modo en FJ, el bosque de olivillo y el matorral éemiérido presentaron

abundancias relativas de grupos bacterianos muy diferentes segln el andlisis de PAT,
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ademds de la ausencia en el matorral de representantes de la clase 8-Proteobacteria
que estuvieron presentes en el bosque de olivillo vecino (Figura 15). Asimismo, segln
el andlisis de las secuencias, el matomal semidrido no compartié con el bosque de
olivillo de FJ grupos como Verrucomicrobia y 8-Protecbacteria, mientras que en el
bosque aparecen representantes de f-Proteobacteria que no estuvieron en el matorral.
Todas estas evidencias sugieren que las condiciones actuales estarian determinando
la estructura y composicion de las comunidades bacterianas a una escala regional.

Sin embargo, tanto Chilcé como FJ presentaron T-RFs exclusivos de estas
localidades y que se compartieron entre los bosques de olivillo y las matrices aiedafas.
Estos T-RFs ccasionaimente representaron una fraccidn importante dentro de los
perfiles. Teniendo en cuenta que las matrices no-forestadas sustentaron, en el pasado,
un bosque de dlivillo similar al actual, el hecho de que compartan con los.bosques una
fraccion importante del perfil, sugiere que factores histéricos podrian explicar, en parte,
los patrones observados (Figura 12).

Para el grupo funcional de fijadores de nilrogeno los andlisis de
correspondencia (Figura 25) derivados de los perfiles de T-RFLP tendieron a agrupar a
las muestras de los bosques de dlivillo costerc de ambas localidades en un solo
cluster, que se separd de los grupos que formaron las muestras procedentes de las
matrices no forestadas respectivas. Por su parte, los datos de DGGE mostraron una
ascciacion entre los bosques de olivillo con las muestras de suele de las matrices
(Figura 28). Atin cuando el andlisis de T-RFLP pudiera ser mas resolutivo (Singh et al.
2006) y confirmaria nuestra hipdtesis de que la estructura y composicién de las
comunidades de diazétrofos depende del tipo de cobertura vegetal (bosque o matriz no
forestada), los resultados del DGGE para el nifH pudieran indicar que la estructura de-

la comunidad total (estimada mediante el fRNA 16S), no necesariamente se refleja a
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nivel de grupos funcionales. Este andlisis, ademds, se sustenta por el heche de que,
contrario a lo observado para el rRNA 168, la fraccion de los perfiles que fue exclusiva
de cada localidad geografica fue mayor que aquella que sélo estuvo presente en los
bosques de dlivillo. Nuestros resultados sugieren que, para el caso de los fijadores de
nitrégeno, los eventos histdricos podrian tener un mayor peso al determinar los
patrones de distribucion.

A pesar de la congruencia que existe entre la filogenia de los genes niff y del
rRNA 16S (Young 1992, Zehr et al. 1997) otros autores encontraron que grupos
filogenéticos relacionados a fijadores de nitrdgeno, detectados en muestras de sueio a
través de gen del rRNA 16S, no estuvieron presentes en la genoteca del gen nif
obtenida a partir de las mismas muestras de suelo (Yeager et al, 2004). Esta falta de
concordancia podria deberse a la presencia de muitiples copias del ge;'l HifH en las
bacterias fijadoras de nitrégeno {Zehr & Capone 19S6), pero también a que la
distribucién de las bacterias fijadoras de nitrégeno siguen patrones particulares,
diferentes a los que rigen la distribucién de los principales grupos filogenéticos que se
ha sugerido esta principalmente determinada por el pH (Fierer & Jackson 2006). Zehr
et al. (2003) en una revision de la distribucién de los diazétrofos en distintos ambientes,
concluyeron gque no presentaban una distribucion al azar. Estos autores indicaron que,
aun cuando la disponibilidad de nitrégeno no fue un factor determinante, la distribucién
de los diazdtrofos fue dependiente, en primera instancia, de las caracteristicas del
habitat. Es decir, que regiones separadas geograficamente deberian presentar
comunidades de diazétrofos similares, si las condiciones ambientales son las mismas.
Asi la comunidad de diazdtrofos pudiera estructurarse en respuesta a diferentes
variables ambientales. Por ejemplo, en funcién del tipo de suelo (Poly et al. 2001b) o

del tipo de cobertura vegetal (Shaffer et al. 2000).
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Si bien en la actualidad se acepta que los microorganismos siguen patrones de
distribucidn espacial a diferentes escalas (desde pocos m hasta miles de Km) hasta
ahora se desconocen los factores o procesos que generan estos patrones (Hughes et
al. 2008). A nivel del rRNA 16S, nuestros resuitados indican que los mejores
descriptores de la composicion bacteriana serian el pH y la relacion C/N de la
hojarasca (Figura 14, Tabla 7). La relacién C/N fue, ademas, el factor que mejor explicd
la distribucién y diversidad del gen nifH. Este factor mostré una relacion
estadisticamente significativa con ios agrupamientos obtenidos entre las muestras,
tanto mediante T-RFLP (Figura 28, Tabla 11) como mediante DGGE (Figura 29, Tabla
12). Fierer & Jackson (2006) en un trabajo que incluyé 98 muestras de suelo
colectadas a lo largo de América del Norte y del Sur, concluyeron que el pH fue la
variable ambiental que presentd mayor comrelacién con la diversidad bz;ctéﬁana. Por
otro lado Zhang et al. (2006), en suelos de bosques, encontraron que la relacién G/N
del suelo fue la variable que mejor explicd la diversidad y composicion de las
comunidades bacterianas. Los resultados del presente trabajo confirman que el pH és
el factor mas importante para explicar diferencias en las comunidades bacterianas del
suelo, pera que otros factores tales como Ia relacidn C/N del suelo, la CIC, el contenido
hidrico del suelo y, en especial, la relacién C/N de la hojarasca, también estan
implicados. La relacidn estadisticamente significativa de Ia relacién C/N de la hojarasca
con los agrupamientos obtenidos confirma nuestra hipdtesis de que la calidad de la
hojarasca seria un factor determinante sobre la composicion de las comunidades del
suelo bajo diferentes tipos de cobertura vegetal.

MNuestros resuitados indicaron, ademas, que factores edéficos del suelo que no
implicarian diferencias mayores entre los sitios en cuanto a patrones fisicoquimicos, si

explicarian las diferencias encontradas en la composicion de las comunidades
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bacterianas del suelo. Asi factores como el pH y la relacién C/N del suelo que, de
acuerdo a los coeficientes de carga de los dos primeros ejes del PCA (86,1% de la
varanza) (Figura 10; Tabla A2, Anexos), tuvieron muy poca influencia sobre el
agrupamiento de las muestras de suelo de acuerdo a las caracteristicas fisico-
quimicas, estuvieron fuertemente relacionados con el patrdn de diversidad genética de
las comunidades (pH) o con Ia separacion de éstas a le largo del CCA1 {relacion C/N
del suelo) (Figura 14,Tabla 7).

Asi, de manera generai, ios resuftados confirman que las comunidades del
suelo presentan una distribucidon que esta determinada por los factores ambientales
(edéficos) actuales, especialmente por la relacion C/N de la hojarasca, Ademas, el tipo
de cobertura vegetal seria un factor relevante en la conformacion de estas
comunidades, No cbstante, factores histéricos, propios de cada zona, poari;in modular
el efecto de las condiciones ambientales actuales, en especial para el grupo de

fiiadores de nitrégeno.

4.3. Diversidad genética

El marcador molecular rRNA 168 se ha usado tradicionalmente como una medida de la
diversidad bacteriana contenida en fas comunidades. Esto se debe principaimente a su
caracter universal y a la factibilidad de disefiar partidores adecuados para su
amplificacion (Woese 1987). Sin embargo, 1a presencia de multiples copias de este gen
en muchas cepas bacterianas hace que su diversidad pueda ser usada como una
medida indirecta y comparativa de la diversidad microbiana presente en muestras
ambientales, aungue no constituye una estimacion directa de la riqueza de “especies”
bacteranas. Los resultados de este frabajo muestran que la diversidad genetica

presente en ambas localidades es alta. Segun el andlisis de T-RFLP con las dos




enzimas de restriccion se obtuvo un total de 234 T-RFs diferentes, aiin cuando sélo se
incluyeron los peaks mejor representados (>1,5% UF del total) de cada perfil. Estos
resultados estan, ademas, sustentados por el nimero de clones obtenidos de las
mismas muestras que presentarcn patrones de restriccion (Haelll) diferentes. De 204
clones obtenidos, 189 presentaron distintos perfiles. Sélo dos clones fueron
compartidos entre zonas: clones ChP12 y FJMO08. Asimismo, Gnicamente tires
secuencias tuvieron un 100% de identidad con otras reportadas previamente en la
base de batos del NCBI: FJB38, FUM24 y FUM38. Otros autores han reportado una alta
diversidad de secuencias en genotecas del rRNA 16S obtenidas desde suelos
forestales (Hackl et al. 2004), suelos aridos de Arizona (Dunbar et al. 1999, 2002) v
praderas antropogénicas (Marilley & Aragno 1999, McCaig et al. 1999). En todos estos
estudios la mayor parte de las secuencias obtenidas desde clones fuelzori‘, como en
este caso, filotipos diferentes.

Comparados con los del bosque de alivillo, los suelos del matorral semiarido
de FJ mostraron la mayor diversidad genética del rRNA 16S. Esta alta diversidad
gengética microbiana en suelos con bajo contenido de carbono (5,35%), y bajo
contenido hidrico (2,02 g H,0 g™ PS), como los suelos del matorral semiarido de FJ,
podria explicarse por la presencia de heterogeneidad espacial a micro-escala. Otras
autores han sugerido que un bajo contenido hidrico podria explicar la alta diversidad
encontrada en el horizonte superficial del suelo (Zhou et al. 2002, 2004, Becker et al.
2008). Segin estos auiores la falta de agua limitaria la comunicacién entre
microhabitats dentro de la matriz del suelo, resuitando en una mayor heterogeneidad
espacial que disminuye ¢ anula el efecto de la competencia. En estos suelos con un
bajo contenido de carbono, las poblaciones microbianas podrian evitar la competencia

al permanecer aisladas y en bajos nimeros, usando unos recursos que son escasos
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pero, probablemente, heterogéneos (Zhou et al. 2002). Asi, en estos ambientes, la
matriz del suelo consiste en un grupo de islas espacialmente aisladas pobladas por
microorganismos. Si las comunidades [ocales (escala en centimetros) se suman, en [a
metacomunidad microbiana del sitio, se puede cbservar el alto nivel de diversidad
presente. Por el contrario, en suelos con mayor contenido hidrico, como por ejemplo,
en los bosques de olivillo estudiados en Chiloé (70,39 g H.0 g PS) y FJ (64,97 g H.0
gt PS), el agua del suelo facilitaria la dispersién de los microorganismos en la matriz
organica estructurando comunidades mas homogéneas y menos diversas. Ademas, un
mayor contenido de carbono en los suelos de los bosques de olivilo de Chiloé
(27.84%) y FJ (35,76%) podria favorecer a algunos genotipos con altas tasas de
crecimiento, los cuales producirian poblaciones numéricamente dominantes en la
comunidad (Zhou et al. 2002). Esta explicacion de las diferencias entre los bosques y
el matorral de FJ se sustenta con el andlisis-de correspondencia candnica, ya que tanto
el contenido hidrico, como la relacion C/N — suelo (Tabla 7) influyeron fuertemente en
la separacion, a lo largo del CCA1, observada entre las muestras del bosque de olivillo
de FJ y las del matorral semiarido de esta localidad (Figura 14).

La pradera de Chilcé presentd menor diversidad microbiana que el bosque de
clivillo de la misma zona. Nuestros resultados coincidieron con leos reportados por otros
autores,' quienes observaron una disminucién de la diversidad genética microbiana
asociada a procesos de desforestacién (Bomeman & Triplett 1997, Nisslein & Tiedje
1999) o a claros del bosque versus el bosque intacto (Shaffer et al. 2000), no cbstante
la diferencias en diversidad entre estos dos tipos de cobertura no fueron
estadisticamente significativas.

El andlisis de PAT mostrd que los suelos de los bosques de olivillo de Chiloé y

FJ fueron mas diversos que las matrices no-forestadas en la fraccién de perfil de T-
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RFLP que pudo ser incluida dentro de los grupos bactg.-rianos conocidos (Figura 15,
Tabla 8). El matorral de Fray Jorge presenté en este analisis una diversidad reducida,
debido a que una importante fraccién del perfil no pudo ser incluida en ningln grupo
bacteriano conocido. Estos resuitados sugieren que en suelos aridos, la diversidad
bacteriana pudiera ser alta, pero estar poco explorada, por esa razdn existen menos
secuencias afines con este tipo de habitat en las bases de datos.

Hasta donde sabemos, en Chile no existen librerias génicas construidas a partir
de muestras ambientales de suelos de bosques, praderas, o matorral xerdfito. En otras
latitudes la mayoria de las librerias se han obtenido desde suelos de praderas,
naturales o ganaderas (Bomeman & Triplett 1997, Marilley & Aragno 1999, McCaig et
al. 1999, Zhou et al. 2003) y desde suelos de bosgues (Borneman & Triplett 1997,
Axelrocd et al. 2002, Hackl et al. 2004), siendo los matorrales de suelos s‘en‘liéridos los
menos estudiados (Kuske et al. 1997, Dunbar et al. 1999, 2002, Holmes et al. 2002).
Janssen (2006) comparé la composicién microbiana presente en librerias génicas del
rRNA 16S obtenidas a partir de suelos con diferentes tipos de cobertura vegetal, desde
bosque hasta matorrales semiaridos, en diferentes partes del mundo. Este autor
concluyd que el grupo dominante en los suelos es Acidobacteria (19,7% de clones), le
siguen a-proteobacteria (18,8%), Actincbacteria (12,7%), B-proteobacteria (10,0%) v
Venﬁcomicrobia (7,0%). Grupas como Firmicutes estuvieron menos representados
(1,8%). Durante mucho tiempo, con métodos tradicionales de cultivo, se considerd que
Firmicutes era el grupo mas abundante en todos los tipos de suelos (Janssen 20086).
Estas diferencias sugieren que Finmicutes es, en realidad, un grupo poco representado
en los suelos, pero de mas facil cultive que el resto de los grupos microbianos. Sin
embargo, no se puede descartar que sus células y ésporas sean muy dificiles de lisar

por lo métedos utilizados para el aislamiento de DNA y por eso son dificilmente

1%
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detectables con métodos basados en DNA-PCR (Janssen 2008). Nues{}os resuitados
no coinciden compietamente con esta vision general de la distribucién de los
principaies grupos bacterianos en suelos, En este caso el phylum Protecbacteria fue
dominante en los bosques de olivillo de Chiloé (54,3% de los clones obtenidos) y Fray
Jorge (38,6%) y en la pradera aniropogénica de Chiloé (38,0%). Sélo en el matorral
semiarido de FJ dominaron [as Acidobacterias dominaron con un 35,2% (Figura 18). Si
separamos el amplio grupo de las Proteobacterias en clases observamos que en. los
bosques de dlivillo de las dos localidades geogréaficas (Chiloé y FJ), dominaron las a-
protecbacteria con valores de 31,4% (Chiloé) y 27,3% (FJ) superando el total de otros
phyla como Acidobacteria y Verrucomicrobia que han sido observados como
dominantes en suelos forestales de Quercus sp. {roble) - Carpinus befulus en Alemania
(Rosch et al. 2002) y Austria (Hackl et al. 2004) y bosgues de pinos de (:'Zorea {Lim et
al. 2005). La diversidad filogenética, la ubicuidad y abundancia de Acidobacteria en
muchos tipos de suelos, sugiere que estas bacterias tienen una importante funcion
ecolégica y una amplia diversidad metabdlica. Sin embargo, la informacién scbre este
phylum es muy escasa y derivada principalmente de genotecas y de unas pocas cepas
cultivables (Quaiser et al. 2003). Segun Sait et al. (2006) la mayoria de las
acidobacterias crecen en un rango de pH entre 4,0 - 5,5, con un éptimo de crecimiento
en §,5, siendo muy raras por encima de pH = 6,5. Este dato concuerda con nuestros
resultados para este grupo, ya que la abundancia de clones pertenecientes a
Acidobacteria estuvo comrelacionado positivamente con el pH (fpearsen = 0,97; P = 0,029).
Asi, los suelos del bosque de FJ, con un pH inferior a 4,0, presentaron el menor
nimero de clones de este grupo. La mayoria de los suelos donde las acidobactenas
han sido dominantes, presentan pH superiores a 5,0 (Hackl et al. 2004, Lim et al.

2005). En el matorral semiarido de FJ con un pH de 5,9, el 35% de los clones
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corespondieron a Acidobacteria, siendo este sito donde aparecen con mayor
abundancia. De acuerdo a varios autores, en suelos de ecosistemas aridos domina
Acidobacteria, alcanzando en alguncs casos el 50% del total de clones obtenidos.
Dunbar et al. (1999, 2000) encontraron que este grupo fue el mas abundante en suelos
semiaridos con una cobertura vegetal compuesta por Pinus edulis (pifdn) — Juniperus
monosperma (enebro), sin embargo, Kuske et al. (1997) en el mismo ecosistema
enconird dominantes a las Protecbacterias. Acidobacteria también fue el grupo mejor
representado en el matorral del desierto de Mojave, California (Fierer et al. 20085),
mientras Proteobacteria lo fue en el matorral estructurado por Lamrea tnidentata
(chaparrai) en Nuevo México (Rutz & Kieft 2004).

En la pradera de Chiloé, ain cuando el phylum Protecbacteria fue dominante,
Acidobacteria estuvo mejor representada que las a-Proteobacteria, co.n un 23,8%.
Algunos autores han encontrado que en las praderas, como en la mayoria de los
suelos, Acidobacteria es dominante (Fierer et al. 2005). Sin embargo, coincidimos con
la mayor parte de la bibliografia consultada que observaron que, en praderas
ganaderas Proteobacteria, y en especial a-protecbacteria, es el grupo dominante
(Nisslein & Tiedje 1999, McCaig et al. 1999, Bomeman et al. 1996, Bomeman &
Triplett 1997). Nuestros resuitados concuerdan atin mas con los de Nusslein & Tiedje
(1999) quienes encontraron un aito porcentaje no sdlo de a si no también de B-
protecbacteria en praderas de pastoreo de ganade en Hawaii. _

Otro grupo bien representado en los suelos de bosques de olivillo de Chiloé y
FJ fue Actinobacteria, una clase de bacteria que es comtin en suelos forestales (Fierer
et al. 2005). Despierta interés el alto porcentaje de Gemmatimonadetes presentes en
los suelos del bosque de olivillo de FJ (15,9%), ya que este phylum bacteriano, en

general, estd reportado come un grupo poco abundante (2,0%) en suelos (Janssen
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2006). Esto padria ser una particularidad del bosque de Fray Jorge que no puede
explicarse con los antecedentes disponibles hasta la fecha y requeriria estudios
posteriores.

A nivel del grupo de fijadores de nitrdgeno en los bosques de olivillo y Ia
pradera antropogénica de Chiloé se observaron indices de Shannon mas altos y
similares a los reportados por Diallo et al. (2004) en suelos tropicales con cobertura de
Accacia fortilis. La matriz xerofftica de Fray Jorge presentd la mas baja diversidad de
diazétrofos entre todes los sistemas comparados en este trabajo. Todos los métodos
de analisis fueron consistentes en este hecho. Los clones nifH cohtenidos desde el
matorral de Fray Jorge confirman esta baja diversidad en los diazétrofos del suelo bajo
este tipc de cobertura (Figura 30). Este resultado contrasta con los obtenidos para la
comunidad bacteriana total, donde el matorral semiarido presentd los més. altos niveles
de diversidad del rRNA 16S. La mayor parte de los trabajos realizados en suelos aridos
y semiaridos sefialan que las costras bicidgicas, formadas principalimente por
ciancbacterias, son los mayores reservorios de fijadores de nitrégeno en los suelos de
estcs ambientes (Yeager et al. 2004, 2007). En nuestro estudio ninguno de los clones
analizados comespondié a ciancbacterias, lo que sugiere que otros diazétrofos no
descritos en estos ecosisternas pudieran estar involucrados en el proceso de fijacién
de nitrégeno. Segun nuestros antecedentes no existen estudios realizados scbre la

diversidad del gen nifH en el horizonte superficial del suelo en ecosistemas aridos.

4.4, Diversidad metabdlica
Las comunidades de los suelos del matorral semiarido de FJ fueron las mas diversas
en cuantc a diversidad genética y metabolica. Asimismo, fueron las que respondieron

mas rapido a los diferentes sustratos carbonados en el ensayo de CLPP, superando &l
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valor medio de CMD en apenas 36 h, mientras las muestras cie Chiloé (bosque y
pradera) demoraron 72 h en alcanzar el mismo valor y en el caso del bosque de FJ, 84
h (Figura 31). Las comunidades microbianas del matorral semidrido de FJ también
fueron las mas divergentes en el analisis de agrupamiento (Figura 32), sugiriendo que,
en suelos con limitacién de carbono, se praduciria una mayor diversificacién en las
comunidades microbianas lo que les pemnitiria utilizar una mayor variedad de
compuestos como fuentes de carbono.

De acuerdo con el analisis de comrespondencia candnica entre los CLPP y los
factores edaficos, existio una clara separacion a lo largo del CCA1 entre las muestras
de la matriz semiarida de FJ y el resto de los tipos de cobertura vegetal. Esta
separacion estuvo relacionada con variables como el contenido hidrico y ef pH del
suelo. El resto de las muestras formaron un grupc que mostrd una. téndencia a
sukdividirse a lo largo del CCA2 en cuyos extremos se ubicaron los bosques de olivillo
de Chiloé y FJ y en el centro las muestras de la pradera aniropogénica de Chiloé
(Figuras 33). Sin embargo, ninguna de las variables edaficas analizadas presentd.un
coeficiente de comrelacion alto con este gje.

La diversidad metabdlica estimada por CLPP no estuvo correiacionada con la
diversidad genética a nivel del gen del rRNA 16S (Figura 34). Los cambios en
estructura del rRNA 16S no necesariamente se traducen en cambios en diversidad
metabdlica ya que son dos componentes distintos de la diversidad. Estos resultados
coinciden con los reportados por Oriando et al. (2007) que sugirieron que comunidades
con diferente composicidn de filotipos podrian tener similares capacidades fisioldgicas
para metabolizar las fuentes de carbono ensayadas en los CLPP. Por otro lado,
mientras los T-RFLP describen la diversidad genética de la comunidad bacteriana total,

los CLPP describen, a nivel fenotipico, la diversidad funcional sdlo de la fraccidn
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bacteriana heterotréfica. Ramsey et al. 2006 discutieron el nivel de resolucién de estas
técnicas_ en comparacion con los PLFA y concluyeron que estos tltimos fueron mas
resolutivos para establecer relaciones entre las comunidades. Sin embargo, atn
cuando ambas aproximaciones presentan limitaciones, son adecuadas para realizar
comparaciones y evaluar el efecto de factores biéticos o abiéticos sobre ta diversidad
de las comunidades microbianas. Ambas aproximaciones se complementan al brindar
una aproximacion polifasica necesaria en este tipo de estudios.

En sentido general los resultados presentados indican que las comunidades
bacterianas totales del suelo de los bosques de dlivilo de Chilcé y Fray Jorge,
presentaron mayor similitud entre si que la observada cuando se compararon con las
comunidades presentes en el suelo de las respectivas matrices no-forestadas
adyacentes. La varanza en composicion bacteriana observada estaria explicada
mayormente-por el pH del suelo y la relacion C/N del suelo y de la hojarasca, siendo,
por tanto, el tipo de cobertura vegetal un factor importante en la conformacion de las

comunidades bacterianas del horizonte superficial del suelo.

4.5. Actividad de grupos microbianos vinculados al ciclo dei Nitrégeno

4.5.1. Bosqgues de olivillo de Chiloé y Fray Jorge

Segin nuestra hipétesis los bosques de olivillo de ambas localidades (FJ y Chiloé)
presentarian tasas similares de fijacion de nitrégeno en respuesta a sus similitudes en
tipo de cobertura vegetal y caracteristicas edaficas, sin embargo, los resultados
indicaron que las TRA en los bosques de olivillo fueron estadisticamente diferentes. La
TRA del extremo norte de la distribucién fue mas baja. No obstante, los valores de TRA
obtenidos (3,26 + 0,73 nmol C,H, g”' d” en el bosque de dlivillo de Chiloé y 0,56 + 0,29

nmol C,H, g d™' en el bosque de olivillo de Fray Jorge) se encuentran en el rango de
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valores observados por otros autores en basques templados del sur de Chile. Pérez et
al. (2004) enconiraron que, en bosques de D. winteri — N. nifida de 50 afios de edad, |a
TRA fue de 2,68 + 1,63 nmol C.H, g™* d* mientras que en bosques maduros (mas de
130 afios) Ja TRA fue de 0,08 0,12 nmol C,H, g7 d™.

Los bosques de olivillo de FJ y Chiloé no presentaron diferencias
estadisticamente significativas en sus {asas de mineralizaciéon de N y nitrificacion en el
suelo. Estudios previos realizados en bosques de Chiloé han encontrado tasas de
mineralizacion de N promedio de! horizonte superficial del suelo, en los meses octubre-
diciembre, superiores a la observada por nosotros en el bosque de olivillo costero de
Chilocé en el mes de noviembre. Para bosques montanos de Fifzroya cupressoides se
han registrado valores entre 1,75 yg N g™ d” (Pérez et al. 1998) y 1,45 pg N g7 d
(Pérez et al. 2005). Mientras que para un bosque con N. nitida y D. winferi, como
especies dominantes de! dosel, se obtuvieron valores de 1,5 ug N g™ d™ (Pérez et al.
1998). Barbosa (2005) determind, en incubaciones de laboratorio, que durante el
verano la mineralizacion de N y nitrificacion neta en el basque de olivillo de Fray Jorge
fueron de 0,864 ug N g* d™' y 0,065 ug N g™ d”, respectivamente, para una nitrificacion
relativa de 7,6%. Estos valores son menores a los estimados en el presente trabajo en
bosques de FJ y Chilcé. Pérez et al. (1998) sugirieron que las bajas tasas de
mineralizacion y nitrificacion observadas en los bosques templados del sur de Chile, en
comparacion con bosques similares del hemisferio norte, pudieran estar relacionadas
con un bzjo ingreso de N atmosférico en la costa de Chile. Asimismo, Pérez et al.
(1998) indicaron que la nitrificacion representd cerca de un 50% de la mineralizacion
total, valor similar al 56,2%, obtenido en este estudio.

En el bosque de olivilic de Chiloé no se detectd desnitrificacion. Otros autores

han encontrado que la desnitrificacion en bosques de Nothofagus — Drymis y
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Nothofagus — Tepualia en Chiloé es baja, con tasas que no superan los 47 g m> d”
(Pérez et al. 2003), a pesar de la alta humedad del suelo. Por otra parte en el bosque
de olivillo de Fray Jorge la tasa de desnitrificacion fue 52,4 pg m? d”, ligeramente
superior a la estimada por Pérez et al. (2003), pero inferior a la encontrada en la
mayoria de los bosques templados y tropicales de otras latitudes (Tabla 15).

Tabla 15

Tasas de desnitrificacion estimadas en diversos ecosistemas basado en la revisién de Chapuis-
Lardy et al. (2007) y de Pérez et al. (2003).

Tasa de
Localizacion Ecosistema Tipo desnitrificacion Referencia
(g N-N,O m™d"”)
o . Bosque o .
Chiloé - Chile Templado aoliviflo 0 Este trabajo
. Bosque . .
FJ-Chile Templado olivillo 52,4 Este trabagjo
Iranda Tzﬁfp"l‘:go Picea abies 25 Butterbach-Bahi et al. 1998
Bosque Plantacidn
NE USA Templado de pino 62 Bowden et al, 1891
. Bosque :
Bélgica Templado Peciduo 130 Goossens et al. 2001
. Bosque . .
Alemania Templado Ficea abies 239 Buiterbach-Bahl et al. 1998
Macaranga sp.
Indonesia Bosque Acrostichum 360 Inubushi et al. 2003
Tropical
aureum
. Bosque Pinus
NE Alemania Templado sylvestris 409 Butterbach-Bahl et al. 2002
- Baosque Pinus
Alemania Templado sylvestris 708 Butterbach-Bahl et al. 1958
. Bosque Fagus
Alemania Templado sylvalica 1319 Butterbach-Bahl et al, 1897

4.5.2. Bosque de Chiloé y matriz de pradera antropogénica

En concordancia con Ia hipétesis propuesta se observaron diferencias significativas en
la TRA entre el bosque de olivillo de Chiloé y la pradera que lo rodea. Estos resultados

fueron similares a valores promedios de fijacién no-simbidtica de nitrogeno
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encontrados en el hemisferio norte (Cleveland et al. 1998). Sus datos mostraron que,
en bosques templados, la fijacién de nitrégeno fue 4,2 veces mayor que en praderas
templadas (Tabla 16).

Tabla 16

Fijacion de nitrogenc estimada en diversos ecosistemas de las regiones templadas, basado en
la revision de Cleveland et al. (1999).

Tasa

Localizacién Ecosistema Especie o tipo de cobertura fijacién de N

(g N m? afic™)

Montafias Rocosas, USA Bosque Papulus tremuloides (3,390
Sureste de USA Bosqgue Pinus elffiottii 0,250
Noreste de USA Bosque Deciduo mixto 0,020
Este de Austria Bosque Alpino 0,280
Noreste de USA Bosque Pseudotsuga menziesii 0,028
Sureste de Ontario, Canada Bosque Deciduo mixto - coniferas 0,086
Suecia central Bosque Deciduo mixto - coniferas 0,093
Promedio 0,164
USA Estepa Shortgrass 0,025
USA Pradera Pradera mixta . 0,025
USA Pradera Tallgrass 0,025
USA Pradera Short-tafigrass 0,080
Promedio 0,039
Costa de California, USA mehdd;;?;z: co Chaparral 0,100
Promedio 0,100

Por su parte las tasas de mineraiizacion de N y de nitrificacion de la matriz de
praderas ganaderas de Chiloé fueron 2,6 y 4,3 veces superiores a las observadas en €l
bosque de dlivillo de la misma localidad. Varios autores han sefalado que el cambio de
cobertura de bosques a pastizales provocaron una disminucion en las tasas de
mineralizacion de N y/o nitrificacion netas o potenciales en zonas tropicales (Neill et al.
1997) y subtropicales (Owen et al. 2003, Rhoades et al. 2004). Otros autores (Svejcar
& Sheley 2001) no encontraron diferencias en mineralizacion 'de N y nitrificacion entre
bosques y praderas antropogénicas en el sureste de Washington, USA. Sin embargo,

los resultados de Gokeeogdlu (1988) coinciden con los nuestros al reportar mayores
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tasas de mineralizacion en una pradera con Poa bulbosa, Bromus rigidus y Lolium sp.
como especies dominantes, en comparacién con un bosque aledano de Pinus brutia en
Turquia. Asimismo, Wang et al. (2006) encontraron maycres tasas de mineralizacién
en praderas dedicadas al pastoreo en relacion a praderas no utilizadas para este fin.
En nuestro caso las praderas, aunque no intensamente, son usadas para el pastoreo
de ganado, lo cual significa aportes de nitrégenc que podrian estar acelerando las
tasas de mineralizacion de N vy nitrificacién del suelo al favorecer a las comunidades de
bacterias oxidadoras de amonic (AOB). Asimismo, la baja relacion C/N del suelo y de
la hojarasca de la pradera, 15,9 y 20,8 respectivamente, en comparacion con las del
bosque de dlivillo que fueron mas altas, 19,8 y 44,6 respectivamente, seria otro factor
que favoreceria la mineralizacidon de N y |a nitrificacién en la pradera.

Aln cuando los resultados indicaron que la tasa de desnitrificacion no estuvo
correlacionada con la disponibilidad de nitrato en el suelo de cada tipo de cobertura
vegetal, la tasa de desnitrificacion en la pradera de Chiloé fue alta en comparacién con
el bosque de ofivilio y similar a la observada en praderas naturales de Brasil (276 pg N-
N,O m™?d™) (Verchot et al. 1999), pero inferior a la de praderas templadas naturales de
Canada (1092 pg N-N,O m?2d™) (Yates et al. 2008). Segtin la literatura, la apertura del
dosei y los cambios en el grado de compactacion del suelo asociado a la deforestacion
y pastoreo, aumentaron la desnitrificacién (Gundersen 1991, Parsons et al. 1993). Asi,
en la pradera de Chiloé, se incrementaria el reciclaje del nitrdgeno por una mayor
nitrificacion asociada a un aumento de las pérdidas via desnitrificacion.

Por otra parte, la menor tasa de fijjacién no simbidtica de N en la pradera
antropogénica podria estar compensada por la presencia de plantas forrajeras como
Trifolium repens que establecen simbiosis con bacterias fijadoras. Estas plantas fueron

abundantes en todas las parcelas y son usadas en praderas templadas para aumentar
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la productividad (Elgersma & Hassink 1997). Este ingreso de N podria contribuir a
mantener un balance entre las entradas y salidas de nitrégeno (por desnitrificacion) en
la pradera.

4.5.3. Bosque de Fray Jorge y matriz de matorral semidrido

El bosque de Fray Jorge presentd mayores actividades microbianas que la matriz no-
forestada del matorral xerofitico que lo rodea. La fasa de reduccidn de acetileno en el
bosque fue superior en seis veces a la estimada en la matriz no-forestada adyacente.
En bosques templados se ha estimado que |a fijacién de nitrégeno es, en promedio,
hasta 1,6 veces mayor que en matorrales mediterraneos de tipo chaparral, similares a
los de FJ, de la costa de California (Cleveland et al. 1999) (Tabla 16).

Por otro lado, en el matorral semiarido la mineralizacién de N fue ocho veces
menor que la observada en el bosque de olivillo, mientras que la nitrificacion fue cinco
veces mas baja. Gokgeoglu (1988), por el contrario, observéd que la mineralizacién de N
en matorrales de Quercus coccifera fue superior a [a de bosques de Finus brutia en
Turquia. No obstante, los factores que controlan las dindmicas y disponibilidad del N en
ecosistemas semiaridos estan aiin poco estudiados (Gelfand & Yakir 2006) y la mayor
parte de los estudios sobre el ciclo del nitrdgeno en ecosistemas aridos estan
centrados en la actividad de las costras biclégicas (Barger et al. 2005; Veluci et al.
2006). Austin et al. (2004) sefialan que en ecosistemas aridas y semiaridos los pulsos
de agua controlan las actividades microbianas, en parlicular los procesos de
nitrificacién y mineral‘izacién de N, con una rapida respuesta de la comunidad
microbiana a estos eventos de humedad que, frecuentemente, resultan en una rapida y
breve mineralizacion del N. En el parque Nacional Fray Jorge las precipitaciones estan
distribuidas de mayo a septiembre, acumulandose entre junio y agosto el 50% de la

precipitacion anual global (Lépez-Cortés & Lopez 2004) por lo que es probable que en
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el periodo que se efectud el muestreo (noviembre-diciembre), las comunidades
bacterianas del matorral hayan estadoc menos activas que a inicios de la primavera
como resultado del bajo contenido hidrico del suelo. Armesto et al. 1993, ademas,
encontraron que en este ecosistema semiarido, las comunidades de plantas presentan
un peak de actividad vegetativa y de floracidén durante el mes de octubre, hecho que
podria acelerar los flujos de nitrégeno en la capa superior del suelo. Por otro lado, en el
bosque de olivillo el microclima generado por la intercepcion de las neblinas costeras
pemmitiria sustentar una actividad microbiana mas estable en el tiempo, reflejada en

mayores tasas de mineralizacidn y nitrificacion en el periodo de muestreo.

4.5.4. Actividad microbiana y factores edaficos

Los resuitados mostraron una correlacién entre el contenido hidrico del suelo y la TRA
cuando se incluyeron en el andlisis ambas localidades y los diferentes fipos de
cobertura (Tpearsony = 0,55; P = 0,011). Esta correlacidn fue més fuerte, sin embargo, en
el matorral de Fray Jorge (f(peasony = 0,96; P = 0,009). Estos resultados coinciden con
los encontrados por Carmona (2004) en un bosque primario de tipo Nordpatagénico de
Chiloé cuyo dosel estaba dominado por N. nitida y D. winteri. Este autor encontrd una
correlacién débil y no significativa entre TRA promedio in sifu y e] contenido hidrico del
sustrato, pero en experimentos de laboratorio, observé un fuerte efecto positivo del
contenido hidrico sobre la TRA, particularmente cuando los niveles de deshidratacién
del sustrato fueron extremos. Los resultados de nuestro trabajo indicaron que la TRA
estaria fuertemente inhibida por el bajo contenido hidrico en el matorral semiarido de
Fray Jorge, donde este recurso es limitante, pero no asi en el bosque donde el

contenido hidrico del sustrato es alto y relativamente constante.
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Ademas, los resultados sugieren que la relacién C/N de la hojarasca, tanto en
bosques como en la matrices no-forestadas, fue un factor clave como control del
reciclaje de N, ya que estuvo negativamente correlacionada con la nitrificacién de los
suelos (pearsem= -0,72; p= 0,0004). Se ha encontrado que el grado de mineralizacién
esta asociado negativamente al grado de esclercfilia de las hojas, asi especies con alta
relacion C/N foliar generarian una hojarasca de ‘“baja calidad” para los
microorganismos, pobre en N, que condicionaria bajas tasas de mineralizacién y
nitrificacion (Pérez 1994). En estudios previos realizados en bosques de olivillo
costeros, las bajas tasas de mineralizacién neta y/o potencial de N se relacionan con el
alto grado de esclerofilia de las hojas de A. punctatum como especie dominante del
dosel (Saldafia & Lusk 2003, Barbosa 2005). Este factor explicaria las bajas tasas
registradas en este estudio en el bosque de olivillo de Chiloé, pero no ias‘ mas altas
tasas de mineralizacion de ios suelos en el bosque de alivillo de FJ. Ademas la relacidn
CIN de la hojarasca podria explicar parcialmente, en conjunto con el bajo centenido
hidrico, la baja mineralizacion de N y nitrificacidon que se aobservd en el matorral
semidrido de FJ. En este lugar la relacion C/N de la hojarasca fue relativamente alta
(37,4 £ 2,59) probablemente por la contribucidn que hizo la hojarasca de Kageneckia
oblonga, una especie esclerdfila presente en las parcelas de estudio (Tabla A1,
Anexcs). Par el contrario, cuando la relacidon C/N es baja, como en la hojarasca de ia
pradera de Chilcé, que incluye especies con fijacion simbiética de N (Trfolium), hay un
incremento en la nitrificacion y, consecuentemente, un aumento de fa pérdida de N por
desnitrificacion. Experimentos de laboratorio (Gilliam et al. 2005) demostraron que, si
bien un aumento de a relacién C/N del sustrato provact una disminucion de las tasas
de mineralizacidn y nitrificacién, una disminucion de la relacion C/N provoctd un

aumento en la tasa de mineralizacion, pero no un aumenio en la nitrificacion,
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sugiriendo que la nitrificacidn no estaria limitada ni por la calidad del sustrato ni por la
disponibilidad de amonio. Por otro lado Smithwick et al. (2005) concluyeron que las
tasas de mineralizacién de N en bosques de Picea mariana estuvieron relacionadas
con diferentes variables dependiendo de la escala de analisis, sugiriendo [a
importancia de atender a muitiples escalas de variacion en los factores que infiuyen en
las transformaciones del N. Segidn estos autores el contenido hidrico del suelo puede
usarse para predecir cambios a pequena escala (a nivel de barreno), pero el contenido
de C y N, el tipo de cobertura vegetal y la composicién de la comunidad microbiana

fueron los mejores predictores a escalas mayores de 2 m.

4.6. Relacion entre la TRA y la diversidad de diazoétrofos

Nuestros resultadoes indicaron una carrelacién positiva entre la TRA y la c‘!iv\érsidad del
gen nifH estimada mediante T-RFLP. La relacion entre diversidad y funcién
ecosistémica es una tematica clave dentro de la ecologia la cual ha recibido especial
atencion en la Gltima década (McGrady-Steed et al. 1997, Hooper & Vitousek 1997,
Naeem & Li 1997, Hector et al. 1899, Schwartz et al. 2000, Brown et al. 2001, Coleman
& Whitman 2005). Para explicar esta relacién se han propuesto diferentes modelos
(Waiker 1992, Lawton & Brown 1993, Naeem 1998) que incluyen desde una respuesta
lineal de incremento de la funcidn ecosistémica con un aumento de Ia diversidad, hasta
respuestas que siguen una funcidn logaritmica. La relacion lineal sugiere que todas las
especies, aln las raras, son necesarias para mantener el buen funcionamiento
ecosistémico. Por su parte el modelo logaritmico sugiere que los ecosistemas puedeén

perder una fraccion importante de la diversidad sin consecuencias scbre las funciones

ecosistémicas.
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La relacion entre la diversidad del gen nifH y la actividad de la nitrogenasa en
suelos se ha abordado poco en estudios con muestras ambientales. Shaffer et al.
(2000) observaron diferencias en TRA entre el interior de bosques de abetos (Tsuga
heterophylla) en Norteamérica y ef suelo bajo los claros del dosel de éste, e indicaron
que tales diferencias pudieran estar relacionadas con los cambios registrados en la
estructura de la comunidad de diazétrofos. Nuestros resultados mostraron que una
baja diversidad de diazdtrofos slempre estuve correlacionada con una baja tasa de
reduccion de acetileno (Figura 36), sin embargo un aumento de la diversidad no
siempre se tradujo en un aumento proporcional en la TRA. Estos resultados sugieren
que otros factores, como la disponibilidad de nitrato y el contenido hidrico, podrian
estar influyendo sobre la TRA independientemente de la diversidad de diazétrofos
presente. No obstante, la correlacion observada permite suponer una ‘débendencia

entre estos factores que debe ser tenida en cuenta en estudios futuros sobre el tema.
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CONCLUSIONES

Las comunidades bacterianas de los bosques de Chiloe y FJ presentaron
mayor similitud entre si que con las comunidades de las matrices adyacentes,
sugiriendo que su estructura y compesicion responden a factores actuales, aln

cuando factores historicos pueden influir.

La mayor diversidad metabdlica y del gen del rRNA 16S se observé en el
matorral de FJ, probablemente como una respuesta al bajo contenido de

carbono y a un mayor aislamiento espacial.

El pH y la relacion C/N de la hojarasca y del suelo fueron los factores edéficos
que mejor explicaron los agrupamientos de las comunidades bacterianas

ascciadas a cada tipo de cobertura vegetal.

La composicidn de los diazétrofos en los diferentes sitios estuvo relacionada
con la C/N de la hojarasca. No obstante, el andlisis de agrupamiento no mostré
una clara separacion de este ensamble bacteriano de acuerdo al tipo de

cobertura vegetal.

La diversidad de bacterias diazétrofas en el bosque de Chiloé fue similar a la

observada en la pradera de esta localidad. En FJ, por el contrario, €l matorrai
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presentdé menor diversidad de fijadores de N que el bosque, sugiriendo que el
efecto del cambio en el tipo de cobertura sobre estas bacterias se manifiesta en

largos periodos de tiempo y mayores contrastes microclimaticos.

La pradera antropogénica de Chiloé presentd un mayor reciclaje de nitrégeno,
con una mayor nitrificacion asociada a un aumento de las pérdidas via

desnitrificacion.
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Las mayores tasas de nitrificacion y desnitrificacidn observadas en la pradera

de Chiloé, en comparacién al bosque de olivillo de la misma localidad

geografica, indican que la deforestacion favoreceria el aumento de las pérdidas

de nitrogenc desde el suelo. Para estimar, con mayor precisién, el efecto del

cambio del tipo de cobertura sobre el ciclo del nitrégeno en estos ecosistemas

es recomendable un estudic comparative mas amplio entre praderas

antropogénicas con distintas edades y grados de manejo y los fragmentos de

bosque nativo remanentes en &} area.

La correlacidn observada entre la tasa de reduccion de acetileno y la diversidad

del gen nifH brinda un importante antecedente que debe tenerse en cuenta en

investigaciones posteriores. Un estudio mas abarcador, con un muestrec mas

exhaustivo, que incluya otros tipos de suelo y mayor nimero de muestras,

podria ayudar a esclarecer Ia relacion que nuestros resuitados sugieren.
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Tabla A2

Coeficientes (“loadings”) del Anélisis de Componentes Principales o contribucidn de cada
variable edéfica a los tres primeros ejes del agrupamiento de las muestras de suelo de los
bosques de olivillo de Chiloé y Fray Jorge y de |las matrices no-boscosas asociadas,

Factores edéaficos PCA1 PCA2 PCA3
Contenido hidrico 0,855 0,159 -0,373
C total — suelo 0,372 0,005 0,218
CiC 0,255 0,097 0,407
Calcio 0,132 0,077 0,278
Relacidén C/N — Hojarasca 0,121 0,182 (0,665
C total — Hojarasca 0,116 0,022 0,212
Nitrogeno disponible 0,082 0,961 -0,256
Relacién C/N — suelo 0,075 0,007 0,078
Magnesio 0,062 0,003 0,098
Sodio 0,045 0,003 0,009
pH -0,622 0,013 -0,015
N iotal — suelo 0,017 -0,001 0,005
Densidad aparente 0,012 0,007 0,005 )
Potasio 0,008 0,014 0,024
Fésforo -0,002 0,030 0,024
N total — Hojarasca -0,001 0,011 -0,024
Valores propios 1012,9 2433 1401

% de varianza explicada 69,41 16,67 9,680
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Figura A1. Dendrograma obtenido a partir de las secuencias del rRNA 16S aisladas de suelos

de dos localidades geograficas (Chiloé y

FJ) y dos tipos de cobertura (bosque y matriz no-

forestada), que se relacionaron a Alphaproteobacteria. Para construir el arbol se usaron
aproximadamente 730 nucledtidos. El 4rbol se construyé mediante parsimonia usando el
programa ARB. Junto a cada secuencia se indica el nimero de acceso al GenBank (NCBI).
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Como secuencla externa se us® Nifrosococcus oceani (AY960336). Los nimeros entre
paréntesis, junto al nombre de los clones, indican la cantidad de clones que tuvieron perfiles de
restriccion idénticos con la enzima Haelll. ChB = Chiloé, bosque de olivillo; ChP = Chilog,
pradera antropogénica; FJB = Fray Jorge, bosque de olivillo; FIM = Fray Jorge, matorral
semiérido.
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Figura A2. Dendrograma obtenido a partir de las secuencias del rRNA 168 aisladas de suelos
de dos localidades geograficas (Chiloé y FJ) y dos tipos de cobertura (bosque y matriz no-
forestada), que se relacionaron a Betaproteobacteria. Para construir el érbol se usaron
aproximadamente 730 nucledtidos. El arbol se construyé mediante parsimonia usando el
programa ARB. Junto a cada secuencia se indica el nimero de acceso al GenBank (NCBI).
Como secuencias externas se usé el grupo Xanthomonas-Pseudoxanthomanas-Xylella. Los
ndmeros entre paréntesis, junto al nombre de los clones, indican la cantidad de clones que
tuvieron perfiles de restriccion idénticos con la enzima Haelll. ChB = Chiloé, bosque de olivillo;
ChP = Chiloé, pradera antropogénica; FJB = Fray Jorge, bosque de olivillo; FJM = Fray Jorge,
matorral semidrido.
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Figura A3. Dendrograma obtenido a partir de las secuencias del rRNA 168 aisladas de suelos
de dos localidades geograficas (Chiloé y FJ) y dos tipos de cobertura (bosque y matriz no-
forestada), que se relacionaron a Deltaprotecbacteria. Para construir el arbol se usaron
aproximadamente 730 nucleétidos. El &rbol se construyd mediante parsimonia usando el
programa ARB. Junto a cada secuencia se indica el nimero de acceso al GenBank (NCBU).
Comp secuencias externas se usé el grupo Desulfovibrionales. Los nimeros entre paréntesis,
junto al nombre de los clones, indican la cantidad de clones que tuvieron perfiles de restriccion
idénticos con la enzima Haelll. ChB = Chiloé, bosque de olivillo; ChP = Chilog, pradera
antropogénica; FJB = Fray Jorge, bosque de olivillo; FJM = Fray Jorge, matorral semiarido.
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Figura A4. Dendrograma obtenido a partir de las secuencias del rRNA 168 aisladas de suelos
de dos localidades geograficas (Chiloé y FJ) y dos tipos de cobertura (bosque y matriz no-
forestada), que se relacionaron a Gammaproteobacteria. Para construir el arbol se usaron
aproximadamente 730 nucledtidos. El drbol se construyé mediante parsimonia usando el
programa ARB. Junto a cada secuencia se indica el nimero de acceso al GenBank (NCBI).
Como secuencia externa se usd Mesorhizobium Iofi (D14514). Los nimeros entre parentesis,
junto al nombre de los clones, indican la cantidad de clones que tuvieron perfiles de restriccion
idénticos con la enzima Haelll. ChB = Chiloé, bosque de olivillo; ChP = Chiloé, pradera
antropogénica; FJB = Fray Jorge, bosque de olivillo; FJM = Fray Jorge, matorral semidrido.
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Figura A5. Dendrograma obtenido & partir de las secuencias del rRNA 163 aisladas de suelos
de dos localidades geograficas (Chiloé y FJ) y dos tipos de cobertura (bosque y matriz no-
forestada), que se relacionaron a Firmicutes y Actinobacteria. Para construir el arbol se
usaron aproximadamente 730 nucleotidos. El arbol se construy6 mediante parsimonia usando el
programa ARB. Junto a cada secuencia se indica el nimero de acceso al GenBank (NCBI).
Como secuencias externas se uso el grupo Chiorofiexi. Los niimeros entre paréntesis, junto al
nombre de los clones, indican la cantidad de clones que tuvieron perfiles de restriccidn idénticos
con la enzima Haelll. ChB = Chiloé, bosque de olivillo; ChP = Chilog, pradera antropogenica;
FJB = Fray Jorge, bosque de oliviillo; FJM = Fray Jorge, matorral semiarido.
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Figura A6. Dendrograma obtenido a partir de las secuencias del rRNA 16S aisladas de suelos
de dos localidades geogréficas (Chiloé y FJ) y dos tipos de cobertura (bosque y matriz no-
forestada), que se relacionaron a Acidobacteria. Para construir el drbol se usaron
aproximadamente 730 nucledtidos. El 4rbol se construyé mediante parsimonia usando el
programa ARB. Junfo a cada secuencia se indica el nimero de acceso al GenBank (NCBI).
Como secuencia externa se usd Geovibrio ferrireducens (X95744). Los nimeros entre
paréntesis, junto al nombre de los clones, indican la cantidad de clones que tuvieron perfiles de
restriccién idénticos con la enzima Haelll. ChB = Chiloé, bosque de olivillo; ChP = Chiloé,
pradera antropogénica; FJB = Fray Jorge, bosque de olivillo; FIJM = Fray Jorge, matorral

semiarido.
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Figura A7. Dendrograma obtenido a partir de las secuencias del rRNA 165 aisladas de suslos
de dos localidades geogréficas (Chiloé y FJ) y dos tipos de cobertura (bosque y matriz no-
forestada), que se relacionaron a Bacteroidetes. Para construir el arbol se usaron
aproximadamente 730 nuclebtidos. El &rbol se construyé mediante parsimonia usando el
programa ARB. Junto a cada secuencia se indica el nimero de acceso al GenBank (NCBI).
Como secuencias externas se usd el grupo Chlorobi. Los nimeros entre paréntesis, junto al
nombre de los clones, indican la cantidad de clones que tuvieron perfiles de restriccién idénticos
con la enzima Haelil. ChB = Chiloé, bosque de olivillo;, ChP = Chiloé, pradera antropogénica;
FJB = Fray Jorge, bosque de olivillo; FJM = Fray Jorge, matorral semiarido.
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Figura A8. Dendrograma obtenido a partir de las secuencias del rRNA 168 aisladas de suelos
de dos localidades geograficas (Chiloé y FJ) y dos tipos de coberiura (bosque y matriz no-
forestada), que se relacionaron a Verrucomicrobia-Planctomycetes-Gemmatimonadetes.
Para construir el drbol se usaron aproximadamente 730 nucledtidos. El arbol se construyé
mediante parsimonia usando el programa ARB. Junto a cada secuencia se indica el niimero de
acceso al GenBank (NCBI). Como secuencia externa se us® Acidobacterium capsulatum
(D26171). Los nimeros entre paréntesis, junto al nombre de los clones, indican la cantidad de
clones que tuvieron perfiles de restriccion idénticos con la enzima Haelll. ChB = Chiloé, bosque
de olivillo; ChP = Chiloé, pradera antropogénica; FJB = Fray Jorge, bosque de olivillo; FJM =

Fray Jorge, matorral semiarido.




