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Resumen biogfafico

Naci en Santiago el 18 de Mayo de 1986. He vivido toda mi vida en la comuna de Lampa,
Iejos  del  gran  desarrollo  urbano,  alli  he  compartido  con  muchos  integrantes  de  mi
familia relativamente numerosa. Parte de mi educaci6n  b5sica la realice en el colegio
Polonia Guti6rrez, hasta segundo b5sico, posteriormente continue mi enseFianza b5sica
en  el  colegio  Sam  Nicol5s,  en  lndependencia.  En  s6ptimo  b5sico  ingrese  al  Institute

Alonso de Ercilla, donde tambi6n realice toda la enseiianza media, alli conoci a grandes

amigos, buenos educadores y tambi6n adquirf madurez.

Mi interfes por la ciencia nunca lo senti clara, hasta que ingrese a la educaci6n superior.

Cuando lleg6 el momento de ingresar a la educaci6n superior, senti que no queria nada
tradicional  (como  medicina,  o  leyes),  y  ahora  pienso  que  inconscientemente  estaba
buscando algo que sintiera  mss desafiante, con lo que ptidiera  realizar algo grande y
beneficioso para muchos. Asi, y gTacias al apoyo de mis padres, ingress a la carrera de
lngenien'a en Biotecnologia Molecular en la Universidad de Chile, donde con el pasar de

los aiios he conocido a grandes personas, siguiendo el camino de la ciencia.

Ahora  que este  proceso  est5 terminando, tengo  mucho optimismo  en  lo  que  pueda
alcanzar a futuro, a pesar de fas incertidumbres, y espero poder contribuir de manera
importante al desarrollo de Chile.
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FtESUMEN

La   biogeoquimica   global   inctrye   nLimerosce   procesos   microbiance.    Ios   cuales

dependen   de   diversos   factores   tanto   bi6ticos   come   abi6tioos,    entTe   ellos   fa

disponibilidad de agua, de nutrierrfes come el nitr6geno y de la diversidad genetica y

funCi.anal de la microbiofa.

Los ciclos de sequia y precipitaci6n Cdrying+ewetting.) son comunes en una variedacl

de  ecosistemas,  pero  a  menudo  son  mss  pronunciados  en  ecosistemas  aridos  y

semiaridos con una precipitaci6n fLJertemente estacionat, en e[]os se ha observado que

la  disponibilidad  de  agiia  afecta  la  biomasa,  la  composici6n  y  la  abundancia  de  la

microbiota.

Actua!mente se sabe que e[ dominio Archaea no es exclLisi\ro de ambientes exbemos y

que estos microorganismos pueden habitar ambientes no exbemos, donde podn-an ser

parte  importarife  de  [os  ciclos  biogeoquimicos  del  carbono  y del  nitr6geno.  En  esfe

trabajo se estudi6 la composici6n de ta comunidad de arqueas en sue[os ariclos del

Desierto de Afacama y semiaridos de[ matorral esclerdfilo de Chile Central y se eva[u6

el  efecto  de[  agua  sabre  la  diversidad  de  esfe  grupo  microbiano  ert  ambos  suelos

mediarfee ensayos de  microcosmcrs.

La  composici6n  de  arqueas  de  ambos  tipos  de  suelo  se  estudi6  pop  media  de

genotecas del gen del rRNA 16S, mediante partidores especificos y universales pare el

dominio Archaea. Ia comparaci6n con bases de dates de secuencias mosfro que las

arqiieas de  IQs suelos estudiados,  esfan  princtpalmerfee  relacionadas a otros clones

ambientales   de   suelo   mes6fflo   pertenecientes   a   [os   reinos   EuryaTchaeota   y

Crenarchaeota,  de  los  cuales  no  se  dispone  de  mucha  informaci6n.  Sin  embargo,

x'-i



destaca la presencia del phylum Thaumarchaeota, en ambos suelos y partioularmente

en suelos aridos, y la presencia de organismos re[acionados a halobacterias.

E[  efecto  del  agua  sobre  la  diversidad  de  arqueas  fue  analizado  en  ensayos  de

microcosmos, par media de [os cambice en los perri[es de T-RFLP de fas comunidades

al aplicar pulses de agua cada  14 dias,  hasta alcanzar Lin  60%  de [a capacidad de

retenci6n de agua. Los resultados mostraron que la adici6n peri6dica de agua provoca

rna disminuci6n sostenida de la diversiclad de las comunidades de stielo aridc]. no asi

en  el  suelo  semiarido,  donde  adernas  se  observa  una  menor  diversidad  arquea!.

Ambos hechos, presumiblemente se deben a la erdstencia de microhabitats separados

t]nicamente en suelo arido, lo que explica tina mayor diversidad en este tipo de suelo

debido  al  aislamiento  espacia!.  Esta situaci6n  cambia  si  e[ suelo  arido se  mantiene

hinedo. con [o cual disminuye la diversidad come se esperart'a si aumerfea la conexi6n

entre microhabfats.
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ABSTFIACT

Global  biochemistry includes  many microbial  processes, which depend on both  biotic

and abiotic factors; some of them are water avai!abilfty,  nutrients like nifrogen and the

genetic and functional diversfty of micaeorganisms.

Cycles Of drotight-rewetting are common in a varfety of ecosystems, but they are often

more  pronounced  in  arid  environments  `whh  mainly  seasonal  rainfall,  in  them  \^rater

availabilfty affects the abundance, composition and mefabo[ic acti\diy Of microbiota.

Actually, the Archaea domain is krtown  not to be exclusive to extreme environments,

these microorganisms can also inhabit nan exbeme environments, where they can be

an  important  part  Of the  carbon  and  nitrogen  biochemical  eycles.  [n  this  work.  the

composition Of the archaeal commuri.rty in arid soils from Afacama Desert and semiarid

soi(s from the sclerophy)Ious  matorrat Of Central Chile, vvas studied,  and the effect of

water availabi[fty on the diversity Of this domain iR both soils using microcosm essays

vvas evaluated.

The  archaeat  compceitiort  Of  both  soils  \A/as  studied  by  nrleans  Of  rRNA  16S  gene

libraries using specific and universal primers for the Archaea domain. The comparison

\Arfeh sequence dafabases showed that archaeaf seqt[ences obtained from the studied

soils are mainly relaifed fo euryarchaeal and crenarchaeal environrTienfa[ clones, which

do  not have much  available irrfermation.  However,  it is remarkable the occurrence Of

clones related \^ffl the phylum Thaumarchaeota,  in  both soils  and  partiou!arly in  arid

soils, and the presence of microorganisms related to Halobacteria.

The effect of \^rater availabilfty `A/as anal)pud though changes Of the archaeal T-RFLP

profiles applying \mater pulses every 14 days to the microcosms, uTttil reach the 60% of
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the soil water holding capacfty. The resuife showed that periodic water addition produce

a decrease of the archaeal commun.rty diversfty in arid soils,  but not in semiarid soils,

\where also \^/as obsenred less diversfty.  Both facts are presumably consequence Of the

existence Of separated  microhabitats  only  in the  arid soi(,  which  acoounts for a  high

diversfty  in  this  soil  due  to  spatial  isolation.  This  sfroation  changes  when  arid  soils

remain wet, which causes a diversfty decrease that could be expected if increase the

microhabitats conneedon
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[NTRODUCC16N

Los  microorganismos  juegan  un  importante  papel  en  la  biogeoquimica  de[

p!aneta debido a su gran versati[iead mefab6lica, su aha abundancia y su ubictiided

(atlas y BaTtha, 2001; MCEnemey y col., 2001). Se ha esfroado que los miembros de la

mierobiota  son  responsables  de aproximadamerfee  la  mitad de  la fotosintesis y cast

toda la descomposici6n de la materia organica, nitrificaci6n, desnitrificaci6n, producci6n

de metano, entre otros procesos globa[es (SchLesinger, 1997). Pese a ello, el papel de

los microorganismos en los procesos ecosistemicos se considera rfeouentemerfe una

caja negra, ya que se desconoce c6mo los cambies en ta estruchm y composici6n de

Ja  microbiota  afecfan  estos  procesos,   at]n  ccando  variaciones  en  la  diversidad  y

fisio[ogia  microbiana  pueden  tener  un  gran  impacto  en  los  cic[os  biogeoquimicce

globales y los cambice climaticos (Schimel, 2004).

Los  microorganismce acutan a escalas espaciales y temporales reducidas,  le

cual sugiere que las respLiestas a fas perturbaciones en et ecosistema podrian ocurrir

en   tiempos   relathamente   cortos   (Garland,   1997;   Prosser  y   cot.,   2003).   Estas

respuesfas  dependefan  de  los  diversos  factores  bi6tioos,  coma  la  abi(ndartcia  y

diversidad  de  la  microbiota,  pero  tambien  de  [os  factores  abi6ticos,  inclnyendo  la

disponibi[idad  de[  agua  y  los  nt]trientes  come  et  nitr6geno,  erfe  ctros.  AIgunos  de

estos factores son limitantes para [a productividad de muches sueles,  en especial en

fas ecosistemas aridos y semiaridos donde se posfu[a que,  par su  dependencta de[

regimen    de    pTecipfaciones,    fas   comunidades   micTobfanas    podn.an    responder

fapidamente a [os efedos de[ cambio c(imatco (O]ES, 1991).

Los  ciclos de sequia y precipitaci6n  (drying+ewetting| son  con"nes en  uRa

variedad  de  ecosistemas  (Kieft y  cot.,  1987;  Groffman  y Tiedje,  1988;  Ryan  y  co(.,
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1998;   Pulleman   y   Tietema,   1999)   pero   a   menudo   son   mss   pront[nciados   en

ecosistemas aridos y semiaTidos con una preciphaci6n fuertemente estacional (Austh y

col., 2004). En estos ecosistemas la disponibi[idad de agua aifecta la biomasa (Bcttner,

1985; Kieft y cot.,1987; vart Geste( y col.,1993), Ia composici6n (Drees y cot., 2006), y

[a  abundancia  de  la  microbiota  (Singh  y  Kashyap,  2006);  asi  coma  el  cic[o  de  los

nuthentes (Schimel y Parton, 1986; Gebauer y Ehleringer, 2000).

En   Chile,   fas   regiones   aridas   y   semiaridas   cornpreriden   rna   superficie

aproxinada  de  16,5  mil[ones  de  hectareas,  lo  que  representa  ce[ca  del  22%  de[

territorio  nacional,  erfe  e[[as  se  encuetrfen  e[  rriatorrat  escler6fito  de Chile  Central

(suelo semiarido) y el desierto de Afacama (sue[o arido) (Gajardo, 1994). En geneTa[ la

infomaci6n   sabre   la   di\rersidad   genetica   y   funciorral   de   la   micaebiota   de   [os

ecosistemas atidos y semiaridos es escasa.  principalmerte porqtie se considera que

en  estos  ecosistemas  [a  abundancia  y  la  acGvidac[  microbiana  es  reducic!a  coma

consecuencia  del  bajo  contenido  hidrico.  En  estos  ecosistemas  [os  estudios  de  la

microbiofa del suelo se ban cenhado principalmerfe en [as costras bio[6gicas ryeager

y  cot.,   2004;   Nagy  y  cot.,  2005;  St(msova  y  col.,   2006)  y  en   las  comunidades

rnicrobianas asociadas a las plantas, fas cuales constituyen islas de fertilidad en estos

suelos OA/aldrop y Firestone, 2006; Orlando y cot., 2007; Oriando y col., 2010).

E[ estudio de la diversidad microbiana, en general,  ha estado sesgado per las

fecnicas dependientes de curfro.  Las ntievas posibitidades tecno[6gieas,  a tra\ies de

los   marcadores  gehetico-moleculares   basados  en  secuencias   de   DNA,   perTniten

acceder directamerfe a los microorganismos sin necesidad de ais[arlos y preservarlos

como cuthro pure (Hugenhortz y Pace,  1996; Akkermans.  1998;  Ranjard y col., 2001).

Defro  de  este  contexto,  la  investigaci6n  rea[izada  par Woese  (1987)  propuso  un



sistema  de  clasificaci6n  filogenetico  de  organismos  celulares,  basado  eR  el  analisis

comparathro  de  fas secuencias  nuc[eotidicas  que  codifican  el  RNA de  la  subunidad

ribosoma[   pequefia  (SSu      rFtNA  a  gen  de[   rRNA   16S)   de  diferentes   espectes

(Mc[nemey, 2001), el cual es usado amp[iamente hasfa et dia de hey.

Este  nuevo  sistema  fflogenetieo,  basado  en  [as  secuencias,  Teemp]az6  la

clasica  clasificaci6n  de  la  vida  celtJlar  de  los  cinco  reinos:  Monera,  Protista,  Fungi,

Plantae  y Animalia  (Whittaker.  1959);  par  e[  de  tres  dominios:  Archaea,  Bacteria  y

Eucarya  Ovoese y col.,  1990)  (Figura  1).  Erfe  (os  dciminies  propuestes,  el  dominio

Archaea   foe   et   mss   novedoso   y   l[amativo.   Este   grupo,   previamente   [lamado

Archaebacteria  (Balch  y  col.,  1977;  Woese  y  Fox,   1977),  esfa  representado  par

organismos  procariontes  at.picos,   ctJyo  cultiva  se  logr6  reproducienclo  ambietrfes

exbem6filos quclnemey y col., 2001). Inicialmerrfe, se describieron dos subgrupos de

aTqileas,    el    reino    CrenaTchaecta,    pn.ncipalmente    compuesto    per    organismos

hiperfelTn6filos {qtie viven a aftas temperatLJras); y el reino Euryarchaeota,  compuesto

per metan6gence  y  ha[6filos  extremes  (tolerari  aifes  concentraciones  salinas).  Esto

llev6  a  la  idea de que el  dorninio Archaea consistia exclusivamerfe  de  organismce

extrem6filos, que aprovechan los niches que reflejarian fas condiciones de ta TierTa en

etapas teiT[pranas,  alejados de la competencia con orgariismos de [os otros dorriinios

(Mclnemey   y   col.,   2001).   Postefiormente,   con   eE   desarTollo   de   las  fecnicas   de

secuenciaci6n metagen6mica y e[ aumerho de las bases de datos de genes del rRt`LA

16S,  se  ban  descubierto  nuevos  posibles  grupos  taxon6micos,  erfe  e[los  nuevas

subdhrfeiones det dominio Archaea:  Ios KoraFchaeota (Bans y col.,  1994;  1996) y los

Nanoarchaeota (Huber y co!`, 2002}.
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Figura 1. Arbo[ fi[ogenetico unhersa! basado en e[ anatisis comparathro del gen det rRNA 16S
(adaptado de Woese y col.  1990). Los n8meros de las lamas corresponden a etiquetas de los
siguientes grupos de oTganismos. 83cferfa:  1, lT[emotoga; 2, fla`robactelias y relacioTladce; 3,
cieRobacterias; 4, bacter[.as pBrpuTas; 5. bacterias Gramposithras; y 6. bacterias verdes no del
aztrfe. Archaea:  reino Crenarchaeota que abatca a 7, e[ genera I)ndjch.«rr7; y 8. el genera
Thermqprofec/s;  reino Euryarchaeota que abalca a 9,  lliermococcales;  10,  Methanococca[es;
11,   Methanobacferiales;   12,   Methanomicrobiales;   y   13,   ha[enos  exbemos.   Eucar]fa:   14,
animates; 15, ciliados; 16. pfanfas verdes; 17, honges; 18, flage]ades: y 19, microspoTidios.

Actualmente se ha confimado ]a posici6n de[ dominio Archaea mss alla de la

filogenia  en  base  al  gen  del  rRl\lA  16S.  Un  ejemplo  proviene  del  analisis  gen6mico

comparativo de[ aparato de replicact6n  de  Dt\lA, et cuat es  similar erfe los  dominios

Eucarya y`Archaea,  y  may diferente  a  su  contraparfe  del  dominio  Bacteria  (Olsen  y

Woese,  1996).  Sin  embargo,  la  organEzaci6n  de  sils  cromosomas  es  may  similar al

dominio Bacten.a (Londei, 2005). En resllmen, se ha descrfto a[ dominio Archaea como

organismos  qile  "parecen  uti[izar  proteinas  eucarioutes  en  tin  coritexto  bacteriano"

(Gribaldo y Brochier-armanet, 2006). Ademas de esto, se sabe qiie la estereoqutmica

de los fosfolipidos de membTana del dominio Archaea es diferente al de [os otros due

(Kales,1993).

Por otro  [ado,  la idea de que et dominio Archaea consistia exclilsivamente de

organismos   extrem6filos,   cambio   dfasticamerfe   con   la   presencia   inesperada   de



secuencias del gen del rRNA 16S refacionadas al dominio Archaea,  en mt[estras de

agua   marina   (Belong,   1992).   boy   se   sabe   que   fas   aTqueas   son   orgartismos

metab6licamenfe di\rersos, que habitan tanto ambientes extremos (altos y bajce pHs,

bajas  temperaturas,  aife  salinidad  o  presi6n)  Gothschild  y  MancinelLi,  2001),  come

ambientes no extremos, donde coexisten y compifen con organismos de otros dominios

en  [a  mayort'a  de  los  ambierfes  del  p[aneta  (Mclnemey,  2001).  Se sugiere qt[e  las

arqueas pueden jugar un pape[ inportarrfe en lee cictos biogeoqLiimicos del carbono y

del  nitr6geno  (WBchter y col.,  2006;  Leininger y col.,  2006),  y pueden  participar par

ejemplo  en  la  fijaci6n  de  N2  quurray  y  Zirider,   1984;  Belay  y  cot.,   1984),  en  la

nitrfficaci6n  (Sch[eper y  col.,  2005;  K6Einecke  y  col.,  2005),  y  en  la  desnitrfficaci6R

IVorholt  y  col.,  1997).  PaTtioufarmerrfe,  en  muestras  ambientales  de  suelo  se  hah

encontrado secuencias relaciorraclas a  represerfenfes de los due mayores reines de

arqueas,   Crenarchaeota   y   Euryarchaeofa.   Sin   embargo,   !a   relaci6n   de   estas

secuencias  respecto  a  [as  de  arqiieas  cLihadas  en  muchos  casce  es  mss  bien

distante,  lo  que  sugiere  que  existen  linajes  propios  de  [ce  ambiendes  no  extremes

dentro de estos grupos Gintrim y cot., 1997; Roberison y col., 2005).

Fin.stem pocos antecedentes sabre !a diversidad de las arqueas en los suelos

aridos   y   semiaridos,   sin   embargo   se   ban   logTado   ertcontrar   linajes   tanto   de

euriarqueotas como de crenarqtieotas  (Midg[ey y col., 2007;  Chana[ y col.,  2006).  En

una  aproximaci6n   biogeografica,   se  mencl-ona  que  la  diversidad   de  arqueas  no

depende de rnanera imporfante de fas precieitaciones; a diferencia de fa composici6n,

que dependeri.a fuerfemerfe del gradierrte de precipifeciones y de la cobeTtura vegeta[

(Angel  y  col..  2010).   Par  otro  ladQ.   se  ha  observado  que  en  lugares  con  baja

concentraci6n de caTbono, el aumento en e[ confenido hidrioo dismin([ye la diversidac!



de   los  mieroorganismos.   interrumpiendo   el  fen6meno  de  aislamiento  espacial   a[

comunicar microhabitats dentro de [a matriz del sue!o Gzhou y col., 2002).

E[  prop6sito  de  este trabajo es  conocer [a  composici6n  de  !a comunidad  de

arqueas  en  [os  silelos  aTidos  del  Desierto  de  Afacama  y  semiaridos  del  matorra[

esclerffi[o de Chile Central y evaluar e[ efecto del agua  sabre la diversidad de este

grupo  microbiano.  Para  ello,  se  utilizaron  tecnicas  molecu[ares  independierfes  de

cutth/a  en  dos  aproximaciones.  Per  un  lade,  papa  poder  idenfficar  los  arqueones

presentes y determinar la composicl.6n  de [a comunidad,  se oonstnJy6 una genoteca

mediante la amp[ificaci6n y ctonaci6n det gen que codifica para el RNA ribosoma[ 16S,

mediante  partidores  especEficos  y  universales  para  et  dominio  Archaea,  luego  [os

fragmentos clonados fuerori secLlenciaclos, y estas secuencias comparadas con bases

de dates, pare fiRa[merfe realizar tin ana!isis de agmpamiento basado en [a sinilinjcf

de las secuencias ccimparadas. Par afro fade, se estuclj6 e[ efecto del oontenido hidrico

del suelo en !a esrfucttma comunitaria aTqueal, para e[lo se determinaron los cambios

de  los  peTfiles  de  T-RFLP  (polimorifemo  en  et  largo  del  fragmefro  de  restricci6n

terminaD (Liu y col.,  1997;  Marsh,  1999;  Marsh y col., 2000;  R6sch y Bathe, 2005) de

fas seouencias del gen det rRNA 16S de las arqueas en un ensayo de micTocosmos.

Esta  aproximaci6n  metodol6gica  permife  evaluar,   de  forma  semi-ouandfathra,   [os

cambios   en   la   riqueza   de   los  fi[otipos,   representada   par  los   distintos  tipos   de

fragmentos terminates  de  resfroci6n  IT-RFs},  y de  abundancia,  representada  pop la

fluorescencia relative de cacla T-RF Creager y col., 2005).
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En base a [ce arifecedendes expuestos, se plantea [a sigiiiente ltip6tesis:

BDado qi[e en los suelos aridos el agua es un factor limitante de la microbiota,

cuya  escasez  favoreceria  que  [os  micaeorganismos  se  restinjan  a  microhabitats

aislados,  entonces  un  aumento  en  el  contenido  hidn.co  llevan'a  a  cambios  en  la

composici6n y/o disminuci6n de ta diversidad arqueal a causa de la comunicaci6n de

estos microhabfats®.

Objedvo General:

Evaluar  e[  efecto  del  contenido  hidrico  sabre  la  composici6n  y  estructura  de  fa

comunidac[ de arqueas presentes en muestras de suelos atido y semialclo mediarfe

ensayos de microcosmos.

Objefuos Especificos:

1.-Determinar fa compceici6n de la comunidad de las arqueas presentes en Ice suelos

aridos del  Desierto de Afacama y serniarido del matorral escler6fi[o de Chile Central,

mediante ctonaci6r+secuenciaci6n del gen del rRNA 16S.

2.-Deteminar el efecto del contenido hidrico sabre los pafrones de T-RFLP del gen del

rRNA 16S arqueal en ensayos de microcosmos de suelos arido y semiarido.

3.-Determinar la influencia de los pafametros edfficos sabre ]os pafrones de T-RFLP

de  fas  arqueas  preserfes  en  los  ensayos de  micuecosmos  de  las  muestras  de  los

suelce arido y semiarido.
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mATERIALEs y mETODos

2.1. Ftecolecci6n de [as muestras

Las muestras para el monfaje de los microoosmos se reco[ectaron de:

I     Sue[o  semiarido:   localidad  de  BEI   Romerar  (33°48'S,   70°14l/V),   Caj6n  del

Maipo,  Regi6n Metropo[itana, Chile.  EI sitio corresponde a una zona semiarida

del  matorral  esc[eTffito  de  Chile  Central  que  preseha  un  ctima  Mediferfarteo

seco con precipifecioEies invemales y un promedio anual de 350 mm {Gajarcfo,

1994) Qigura 2).

I     Sue[o  arido:   localidad  de  Bsie[Ta  PajaritoD  (27°59'S,  70°341/\0,   DesieFto  de

Afacama, Regi6n de Afacama, Chile. En eE [LIgar se preseha un c[ina desertico

alice con escasas pTecipitaciones, las que no sLlperan [os 20 mm en promedio,

ant[a[merfe (MCKay y col., 2003) (Figure 3).

Las muestras se obtuvieron del horizorfe superficial del sue[o. En cada si6o de estL(dio

se tomaron 10 muestras simples de suelo en un area de 10 x 10 in a una profurididad

de  10  cm,  Fas ctiales fueron  mezcladas en  parfes  iguales,  homogeneizadas  pare  la

obtenci6n  de  iina  mt[estra  compuesta  de  cacla  sitio  con  el  objeto  de  reducir  fa

heferogeneidad espacial a pequefta escala (Webster y col., 2002; Girvan y col, 2003) y

almacenadas a 4°C hasta su utilizaci6n.
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2.2. Determinaci6n de la composici6n de la comunidad arquea[ en fas muestras

de sue[os arido y semiarido

2.2.1. Extracci6n de[ DNA y amp[ificaci6n par PCR

A  paTfir de  250  mg  de  Fas  mueshas de  suelo,  se  extrajo  e[  DNA gen6mico

ilsando   e[   kit   -Powersoil   DNA   Isolation"   quoBio   Laboratories,   lnc.)   segtln   fas

indicaciones det fabricante y se conseTv6 en amoTtiguador lE ITris-Hcl 10 mM y EDTA

1   mM  pH  8,0).  E[  DNA  obtenido  se  visualiz6  em  ge[es  de  agarosa  al  0,8%  en
I

amortiguador TAE  IX ITris€cetato 40  mM y ED"(1  mM), tefiidos  con  bromuro de

etidiQ (0,5 ug/ml) y alrriacenado a -20°C.

Para estimar la compceici6n de ta comunidad aTqueal eR fas muestras de suelo,

se   arnp[ified   el   gert   que   coc!ifica   para  et   RNA  ribosoma(   16S.   se   clonaron   los

amplicones  y  se  secuenciaron.  Papa  !a  amplificacl.6n  de  este  gen  se  tisaron  dos

estrategias:

2.2.1.a. Amp[ificaci6n direcfa

Pare  et  suefo  serniarido,  se  us6  E[rla  amp[ificach-6n  directa  con  [os  partidores

A571F y  UA1204R  ITabla  1),  descritos  coma  especificos  para  el  dominio  arquea  y

universales denfro de este (Baker y cot., 2003). La mez]cta de reacci6n (25 pl) confeRia

GOTaq® Green  Master Mix (GOTaq® DNA Polimerasa en  lx Green GOTaq® Reaction

BLrfer (pH 8,3, 200 tjM de cada dl\ITP y 1,5 mM Mgc[2) (Promega) y cada uno de los

partidores a 0,5 tjM.  El pTograma de amplificaci6n consisti6 en rna desnaturalizaci6n

inicial   a   94°C   durante   2   min,   seguida   de   30   cic[os   con   rna   temperatura   de
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desnaturalizaci6n de 94°C par 1 min, hibridaci6n a 55°C par 1  min y elongaci6n a 72PC

par 1 min. Terminando con una extensi6n final de 10 min a 72°C.

2.2.1.b. Amp[ificaci6n semiinidada

Para el suelo arido, se us6 rna estrategia de PCR semianidado. En la priETiera

amplificaci6n  se  uti[izaron  los  paEtidoTes  23FPL  (Bintrim  y  col.,   1997)  y  uA1204R

(Baker y col.I 2003) ITabla 1). La mezcta de reacci6n foe igua[ a la usada en e[ sue[o

semiaTido,  exoepto  que  cada  partidor  se  us6  a  tjrta  concentraci6n  de  0,6  uM.  EE

programa  de  amplificaci6n,  en  este  case,  foe  una  desnafro[izaci6n  inicia[  a  94°C

dLLrarfe 1 min, seguida de 30 cic[os carl una fempeutlra de desnafura[izaci6n de 94°C

par 30 s,  hibridaci6n  a  55°C  par  1  min  30  s y elongaci6n  a  72ac  par 2 min  30 s.

Terminando con ilna exfensi6n final de 10 min a 72°C.

Posteriormente. a partir det producto de [a primera amplificaci6n. se t]tifiz6 1  Li!

ccimo temp[ado pa[a ta amplificaci6n del gen del rRNA 16S con [os partidores A571 F y

UA1204Ft ITabla 1) en [as mismas cortdiciones descrifes para e[ suelo semiarido.

La  correcfa  amplificaci6n  del  DNA se verities  par electroforesis  en  ge(es  de

agarosa al 1,2% erl amortiguador TAE IX tefiidos con bromuro de etidio y visualizados

mediarfe luz uhavioleta. Para deferminar el tamafio de[ fragmento se usa el marcador

de peso molecular 100 bp ([nvifrogen). E[ DNA se cxpantific6 usando el programa UN-

SCAN-lT gel"versi6n 4.1 (Silk Scientific lnc.).



12

Tabfa 1. Part[.dotes usados para fa amplifitaci6n del gen del mNA 16S de arqueas.

Partidor                    Secuencia  (5.-3 |t                    Tamafio (pb}              Referencia

23FPL       TGCAGAycTGG"GArvcTGcc

UA1204R            T"GGGGCATRCIKiACX}T

1100
Bintrim y cot., 1997;
Baker y col, 2003

A571 F               GCYTAAAGSRICCGTAGC

uA1204R           l"GGGGCATRCIRACCT
650                Baker y col., 2003

* R= A 6 G; Y= C 6 T; M=A 6 C; S= G 6 C; K=G 6 T; [= !nosina

2.2.2. C[onaci6n, aria[isis de RFLP y secuenciaci6ri de los fragTrleRtos

Los amplicories se clorLaron para construir una gencifeca para cada uno de los

suelos anatizados. Para el[o, 100 Rg de los productos de PCR se purificaron mediante

el  Ultraclean  PCFt  Clean-up  DNA  purification  Kit  (MOBio  Lab,  !nc.).  Los  amplicones

pufficados de los genes del rRNA 16S se ligaron en el vector plz57Ft/T y se c[onaron

en celulas competentes de Escf7er7-chr.a ca/i. XLIB usando el lnsTAclone" PCR C[oRing

Kit (Fementas) segtln Fas indicaciones del fabricarfe.

Los transformantes se crecieron en media LB (1,0% Triptona; 0,5% extracto de

levadura;  1,0%  Nacl;  pH 7,0) y se se[eccioRaron  par su  resistencia  a  ampicitina  (50

LJg/ml) y per su incapacidad de degradar e[ compuesto XTgal (5-bromo4tlorcL3indolil-

bia[actopiran6sido)  en presencia de lpTG  (rsopropiLB-Diio€alact6sido).  Los clones

selecciortados se resuspendieron en 10 Lil de amortiguadQr TE. EI Dt\LA se obtuvo par

lisis ce[ular mediarfe 8 cictos sucesivos de cheques fermicos de 1 min a 98°C / 1 min a

4°C.  La  presencia  del  in§erto  de  los  genes  del  rRNA  16S  se  determin6  par  PCR
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Lrtilizando los partidores exclusivos  para  arqueas A571F y UA1204R ITabla  1), en las

condiciones de reacci6n descritas en [a secci6n 2.2.1.a

Previo  a  la  secuenciaci6n,  se  Tea(ir6  un  and(isis  de  los  po(imorfemce  en  la

tongfud de los fragmentos de restricci6n a2FLP), para eLlo [ce preductos de PCR qLle

presenfaron i[n tamafio de inserto esperado para el gen del rRE\EA 16S de arqueas, se

purfficaron medianfe el Ultraclean PCR Clean-tJp DNA purification Kit (MOBio Lab, lnc.)

y se cuantificaron en geles de agarosa a[ 1,2% en amortisuador TAE IX tat coma se

describi6 previamente. Cien nariogTamos del producto de PCR purificado de los clones

se  digirieron  con  20   u  de  las  eRzimas  de   restricci6n  Hael[l   art`frogen)   [suelo

semiarido] y Bsftl236.  fermentas) [suelo arido] durarfe  12 h a 37°C en  reacciones

inclependierrfes,  posteriormenfe  fas  enzinas  se inacharon  a 65°C  par 20  min.  Lee

productos de digesti6n se resQtvieron par elecfrofQresis vertical en geles de achlamida-

bisacrilamida (19:1) al 8% en amortiguadclr TAE IX  durarfe 4 h a 200 V. El tamafio de

[os  fragmentos  de  digesti6n  se  defermin6  cQmparando  con  e[  estandar  de  peso

molecular 50 bp (!n`frogen).  Las bandas se visualizarori medianfe tinci6n con nitrafo

de  ptata  usando  rna  modificaci6n  del  profocolo  descrho  par  Nei[an  y  col.  (1994).

Brevemente,  [ce geles se fijaron en etanol al 10% durarfe 5 min, se srmergiercin en

HN03 at 1% durante 5 min, se lavaron tres veces con agua desiQnizacla y se co!ocaron

en urta so[uci6n de AgNQ al 0,2% durante 20 min en oscuridad. Finalmerfe, [os ge[es

se  lavaron  con  agua  desionizada  dtiTante  1  min  y  se  [es  afiadi6  rna  soluci6n  de

Na2Ccb 0,28 M suplemehada con formaldehido al 0,5%. Los geles se agitaron hasfa !a

aparici6n  de  fas  bandas.  La reacci6n de tinci6n  se  detLivo  sumergiendo[os  5  min en

acido aceticx> al 10%.
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Los clones se agruparon de acuerdo a su perfil de hagmerfes de restricci6R.

Uno a mss representantes de cada perfif se secuenciaron (Macrogen lnc.) en un solo

sentido  con  el  partidor  M13F  de[  vector,  utilizando  un  Anafizador  Genetico  3730

(Applied  Biosystems).  Los  clones  seouenciados  se guardaron  en  glicerol  a[  20%  a -

80°C (Sambrook y col., 1989).

2.2.3. Estimaci6n de la cobertt[ra de [as genofecas

Las seouencias obtenidas se agruparon en base a dos crften.os definidos para el

nivel de especie: 99% de identidad de secuencia queders y Friedrich. 2000) y 97% de

identidad de secuencia (Sfackebrandi y Gcebel, 1994), uti[izanclo et programa Clusterer

(Klepac-Ceraj y col.,  2006).  Los clones  no seouenciados dentro de  un grupo fueron

incluic]os junta a tee clones secuenciados con igi[al haplotipo.  Los grupos formadce se

procesaron  per  et  programa  Analytic  Rarefaction  1.3  (Holland,  2003)  obteniendose

dates para constniir rna ourva de rarefacol-6n. Posteriomerfe estos dates se ajustaron

a tiRa cu[va te6n.ca mediarrfe regresi6n no lineal con el programa Graphpad Prism 4.00

'  para \/Vindoms (Graphpad Software), obteniendose los paTametros te6Eicos. Finalmente

la  estimaci6n  de  cobertura se  hizo  mediante la formula CX =  1  - (Nx/n),  donde N>c.

represerfea  el  nt]mero  de  grupos  diferentes  y  n,   et  ntinero  total  de  secuencias

analizadas.

2.2.4. Ani[isis de agrtlpamieTto de fas sectiertcias

Las  seouencias  obtenidas  se TeLacionaron  con  fas  disponibles  ert  [a  base  de

dates  del  GenBank  mediante  e[  programa  BLAST-n  (Altschuf  y  col„   1990)  y  se
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seleccionaTon  aque[las  que  presentaron  mayor identidad  con  los  clones  {ANEXO  1).

Las  secuencias  se  alinearon  mediante  [a  herramienta  Clusta[W y  se  construy6  un

dendrograma comt]n para ambas genotecas utitizando el programa MECIA version 4

ITamura, Dudley y col., 2007). Para ello, fas distancias geheticas se calcularon usando

el  indice de Jukes y Cantor (Jukes y Cantor,  1969) y la topologia del arbol se indri6

mediarife el  algorifroo  Neighbor - Joining  (NJ)  (Saitou  y  Nei,  1987).  Para  estimar la

robustez de lee nodos se rea[iz6 un analisis de bootstrap de 1000 iteraciones.

2.3. Esttldio del tratamiefto de pulses de agua en [os perfiles de TLFtFLP de la

comunidad apquea]

2.3.1 Disejio y montaje de los microoosmos

A paTtir de la muestra compuesfa de cada sitio [sileto arido de[ desierto (D) y

suelo semiarido de eE[ Romerar (R)I, se tomaron  150 g de sue[o y se prepararon lee

microcosmos en frascos de vidrio de 250 mt, qiie se incubaron a 20°C durarfe 84 dias.

E( tratamiento (H20) consisti6 en la aplicaci6n, al inicio de la inoubaci6n y cada 14 dias,

de agua desionizada hasta a[carrar el 60% de la capacidad de retenci6n de agtia de

cada suelo. Los microcosmos confroles (st) se mantuvieron sin trafamiento a lo largo

de toda fa inoubaci6n.  Lee microoosmce con tTatamiento y lee microcosmos cx)nfroles

se rnontaron en  triplicado.
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2.3.2L Determirtaci6n de Eos perfiles de TLRFLP

Pare  deteminar  Ice  perfi[es  de  T-RFLP,  se  tomaron  submi[estras  de  Ice

microcosmos  cacla  28  dias  (0,  28,  56  y  84  dias}.   Las  muerfes  se  extrajeron,

aproximadamente 3 h despues de aplicar et riego corTespondiente.  La exhacci6n de

DNA de cada muestra, se realiz6 de la  misma manera que la descrha en la secci6n

2.2.1.

El  gen  que  codifica  el  RNA  ribosoma[  16S  arquea[  se  amplifio6  usando  [a

estTategia  de  PCR semhanidado  descrfta  en  la  secci6n  2.2.1.b,  en  ambos  tipos  de

sue[o,  con la difeTencia de que e[ partidor reverse UA1204R ITabla  1) de la segunda

reacci6n se marc6 en et exbe'mo 5' con e[ fluor6foro FAM (6-carboxyfluoresceina).  La

correcta  amplificaci6n  del  DNA se verific6  por electroforesis en geles de agarosa a]

1,2% en amoTtiguador TAE IX, come se describi6 previamente.

Los productos de PCR marcadce con fluorescencia se purificaron mediante e[

Urhac[ean PCR Clean-up DNA puffication Kit QAOBio Lab,  lnc.) y se ouanfficaron eR

geles de agarosa al 1,2yo en amortiguador TAE IX. Entre 20 y 50 ng de lee productce

de  PCR  se  digirieron  independientemente  con  20  U  de  la  enzima  de  restricci6n

Bsfal236[  (Fermentas)  durarfe  12  h  a 37°C,  pceteriormente !a enzima se inacthr6  a

65°C por 20 min. Los fragmentos de restricer-6n se separaron pop etectroforesis capilar

en   un  Analizndor  Gen6tico  3730   (Applied   Biosystems)   (DNA   Facilfty   Eo`ra   SSate

Universfty, towA).
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2.3.3.  Norma[izaci6n y atfa[isis de [os perfi[es de TRFLP

El tamafio en pares de bases (pb) de [os fragmentos terminates de restricci6n

IT-RFs), y la a[tura y et area de [os picos en los elecfroferogramas,  se determinaron

con  el programa GeneMapper v3.0  (Applied  Biosystems).  Pare el analisis se incluy6

s6[o aquel[a hacci6n de [ce electroferogramas comprendida enrfe tos 50 y 700 pb. Para

normalizar y  hacer comparables  lee  electrofeTogramas  de  [as  distintas  muestras se

realiz:6  un  prooedimiento  iterafuo  para  homogenhar  [as  unidades  de  fluorescencia

(UF) totales (DLlnbar y col., 2001) y se eliminaron las sefiales con fluorescencia menor

al  5%  con  respecto  al total,  fas  ouales  podrl.an  constituir  ruido  o  son  seEiales  poco

significativas.  Adicionalmente  los  perfiles  se  alinearon  manua[merfe  para  e\ifer  fa

identificaci6n   err6nea  de   los  T-RFs.   Con   lee  dates  coTregidce   se  defermin6   la

fluorescencia relative de los T-RFs, estos representan distntas unidades taxon6micas

operacionales (OTUs) y no necesariamerfe especies, par lo tanto] la fuorescencia de

cada  T-RF  se  uti[iz6  come  itn  indicador  de  la  abundancia  relati`ra  de  los  OTus

identificados en cada muestra.

2.3.4, Ftesptiesta de OTUs ITLRFs} a[ trafamietfo

Para  el  artalisis  de  lee  perfiles  de T-RFLP,  Ias  abilndancias  retativas  de  los

OTUs en los tTip[icados se I)romediaron.

A partir de los dates de fluoTescencia normalizada de cada T-FtF se estim6 Ia

diversidad   genetica   de   fas   arqueas,   asociada   con   los   microoosmos  tratados  y

controles, de los diferentes tipce de suelo.  Para e[[o se calcut6 el indice de Shannon

(H') segBn la formtita H = -Zp/. fn pf, donde p/. significa la abundancia relathra de cada T-
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RF con respecto al total de T-RFs preseutes en la muestra @egon y col.,  1990). Asi

tambien. se determin6 el indice de equidad (J) usando la f6mu[a J = H/Hm5x,   donde:

Hmat  =  [n  S,  siendo  S  et  ndmero  promedio  de  T-RFs  preserfe  en  cada  mtiestra

(Begon y cot.,  1990).  Los calculos se realizaron con e[ programa MVSP versi6n 3.12d

(GeoMem).

La deteTminact6n de lee cambios de OTUs a trafes del tiempo y las diferencias

entre fas muestras tratadas y las mtiestras contToles de ambos sueles, se fealiz6 en

base a fas abundancias relathras graficadas respecto a[ trafamiento y al tipo de sueto.

Para comparar tos perfiles de T-RFLP cle manera conjunta, compaTando todas

las  mueshas de  ambos  suelos,  se  hizo  un  dendrograma  en  base  a  [a  abundancia

re(ativa  de cada  OllJ,  para  e[lo  se ca[cul6  [a disfancia  Euctideana  (Manly.  1994).  E[

dendrograma se consinjy6 sabre et algoritmo UPGMA (Li, 1981) en et programa MVSP

version 3.12d (GeoMem).

Z3.§. Ana[isis i-n st./i-co de [os clones y de [os TLRFs

Adicionalmente,  Ias  clones  de  ambas  genotecas  se  digirieron  r.t7  siTi.co  para

confrontar  los  T-RFs  de  [os  clones  cx]n  [os  observadcrs  en  el  analisis  de  T-RFLP

utitizando              la              herTamienta              T-DistinctiEnz              (disponible             en

http://www.bioinformatice.oFg/ndocreza/cgi-binrfestriedout_DisinctiEnz.pl).  Se  regisfro

el tamafio de[ fragmento 3. terminal producido per !a digestion de cada secuencia con

la  enzima Bshl2361.  Ademas,  los sitios de corfe se chequearon  con  la  herramienta

NEBcuder2.0 (disponible en httpJifeols.neb.com/NEBcutteT2/}.



19

2.3.6. Ftelaci6n entre la diveTsidad gen6tica y [os factores edfficos

Para  identificar que  pafametros  edaficx}s  explicart.an  mejor [cis  cambios  en  [a

diversidad genetica de la comunidad arqueal se realiz6 un an5[isis de correspondencia

can6nica (CCA), ya que este es tJn metodo multivariado de anatisis directo adecuado

para describir la re[aci6n entre la diversidad genedca IT-RFLP) y fas variab[es edfficas

ryang  y  Crowley,  2000;  Yannarell  y  Triplett,  2005;  Morales  y  col.,  2006;  C6rdova-

Kreylos y col., 2006). Sin embargo, papa la apticaci6n de estce analisis es neoesario

comprobar  que  las  variables  medidas  no  esten  fuerfemerfe  correlacionadas.  Esfe

fen6meno  podria  rfectar  el  analisis  haciendo  lee  cceficientes  de  correlaci6n  muy

inestables  ITer Break,  1990).  La  posible  correfaci6n  erfe  Ice facfores  ambientales

analizados se evalu6 mediante el coefroierfe de Pearson segBn el modelo de regresi6n

lineal  usando  el  programa  Graphpad  Prfem  versi6n  4.0  (Graphpad  Soft`rare  lnc.).

Posteriomente,  se  realiz6  e[  CCA,  donde  se  relacionaron  lee  perfiles  de  T-RFLP,

considerando  una matriz de  abundancia de los T-RFs,  con  los  paramefros edfficos

correspondierfes a lee suelos de cada tipo.  Las variables edfficas fueron:  contenido

hidrico   (CH),   materia   organica   quo),   pEi,   potenciat   de   6xidoreducci6n   (ORP),

contenido  de  nitrato  (MOS-)  y  contenido  de  amonio  (NH4|  (ANEXO  2).  E(  CCA  se

rea[iz6 en e[ programa M\/SP versi6n 3.12h (GeoMem).
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RESULTADOS

3.1. Composici6n de [as arqt[eas en fas muestras de stJetos arido y semiar]-do

3.1.1. Amp[ificaci6n del DNA, c[onaci6n y ana[isis de RFLP

Para  determinar la  composici6n  de  fas  aTqueas  presentes  en  el  suelo  arido

(matoTTal subdesertico  del  Desierto de Afacama)  y semiaiido  (matorTal escterdfi[o  de

Chile centraD, se construy6 t[na genoteca del gen del rRt\lA 16S de arqueas para cada

tipo de suelo.

E[ DNA extraido desde e[ sue[o semiarido, se amplific6 de forma diTecfa con [os

partidores  A571F  y  UA1204R  (Baker  y  col.,  2003).  En  la  FiguTa  4  se  mt[estra  e[

fragmento obtenido de 650 pb que corTesponde al tamafio esperado del producto de la

amp[ificaci6n.

EEE

Figura  4.  Producto de amp[ificacton  del gen  del  rRNA 16S de  fas arqueas a  paftir de  DNA
extraido de suelo semiatido. utilizando los partidores A571F y UA1204R. IVI: Marcador de peso
molecular loobp. AR: Ampliedn obtenido desde stie[o semian-do.
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Para el suefo arido, se usa una estrategia de PCR semi-anidado para aumentar

la sensibilided. En una primeTa amplificaci6n se utilizaron los paitidores 23FPL Gintrim

y col.,  1997) y UA1204R (Baker y col., 2003), cuyo tamaho de amplificaci6n esperado

es de  1100 pb (Figure 5, A).  Posteiiomente,  los amplicones obtenidos se utilizaron

como templados en una segunda reacci6n con [os partidores A571F y UA1204R, con

un famafio esperado de amplificaci6n de 650 pb q=tgLira 5, 8).

^Qir-  `J-

ul.t=     i      ._+

+I-,-.A

1100 pbi
I - _ _ _`
aR
€i

lies  . EEEE
81

Figura  5.  Productos de amplificaci6n  del gen  del  rRl\LA  16S de arqueas en  estrategfa semi-
anidada. A) primera reacci6n de fa estrategja semhanidada, realizada con los partidores 23FPL-
UA1204R a partir de DNA extrafdo de sL[ek) arido.  8) segunda reaccich de la estrafegia semi-
anidada,   realizada  con  los  partl-dares  A571F-UA1204R  a  par6r  de  Dl\lA  amplificado  en  la
primera reaccich.   M: Marcador de peso molecular 100bp. AD: Amp[icdn obtenido de suelo arido.

Luego de confimar [a obtenci6n del preducto de PCR del tamajio esperado en

ambos tipos de sue]o. 6ste se purific6, se lig6 al vector plz57R/T y se clon6 en E. co//-

XLI B. Las colonias seleccionadas por su incapacidad de hidro[izar Xgal en presencia

de lpTG, se lisaron y se confim6 la presencia del inserto mediante PCR,  usando los

partidores A571 F y UA1204R (especfficos de arqueas), segujdo de una electroforesis

en  gel  de  agarosa.  EI  tamafio  esperado  para  estos  fragmentos  fue  de  rfe50  pb.
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Mediante  este  procedimiento  se  obtuvieron  101  clones  positives  en  la  genoteca  de

suelo  arido  (clones  AD)  y  98  clones  positives  de  la  genofeca  de  suelo  semiarido

(clones Jug).

Una  vez  identificados  [os  clones  posith/os,  estos  se  ana[izaron  mediante  [os

polimoTfismos  en  la  longitud  de  tos  fragmerfes  de  resthcci6n  (RFLP),  mediante  La

enzima de restricci6n Hae!![ en lee clones de suelo semiarido y Bsf}1236t en lce clones

de  silelo  arido.  Los  clones se  agrupaTon  de  aouerdo  a  su  perfil  de fragmentos de

restricei6n a hap[ctipo,  y como resuhado se obtuvieron  8 haplotipos diferentes en el

suelo semiarido y 13 haplotipos en el suelo arido, finalmerfe uno a mss Tepresenfantes

de cada perfil se seleccionaron para ser secuenciados.

3.1.2. Estimaci6n de [a cobeTt(Ira de fas 9er[ofecas

Le cobertura de fas genotecas se estim6 mediarfe curvas de rarefacci6n a un

nhel  de  analisis  cercano  al  cle  especie.   Para  el[o,   los  clones  secuenciados  se

agruparon  en  base  a  dos  crifeTios  diferentes,  un  97%  6  un  99%  de  identidad  de

seouencia. para clasificarlos como peTtenecientes a una misma espea.e. Los clones no

secuenciaclos denfro de tin grupo se incluyeron junta a [os clones secuenciados con

igual  haplotipo.  Las  ct[rvas  de  rarefac"-6n  de  ambos  suetos  se  ajustaron  a  una

hipeTbo[a  (Figura 6),  observandose en  ambos casos  rna tendencia de las  cuTvas  a

alcanzar [a  asirfeta (o maximo te6n`co),  siendo esto mss eviderfe en e[ analisis de!

suelo semiarido con el agrupamierfeo de 97% de identidad.  Esto indica qtie la cantidad

de clones estuc[iados fue [a stificiente para oubrir un ntinero importante de los grtipos

preserfes en estos suelos, y ademas sugiere qt]e para erlcontrar grupos nuevos,  se

requerirfa de un esfuerzo de muestreo consideTab[emente mayor.
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Suelo arido

o      1o     2o     so     ae     so     co     7o     co     so    loo   Ilo
n® clones

Suelo semiarido

0       10      20      sO      40      cO      cO      70      cO      sO     100    110
n® clones

Fing[ura  e.  Curva  de  raTefann  paia  el  gen  del  rRNA  16S  arqueal  de  suek]s  arido  (A)  y
semiarido (8). Los cedrados y los thangulce represenfan lee dates para agrupamientos de 99%
y 97% de identtad de las seciJencias,  respectivamenfe.  La linea negra continua,  en ambos
cases, representa el ajuste de la curve a una hipert>ota.
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Para  deteminar  la  representatividad  de  tos  clones  arqueales  obtenidce  de

ambos suelos, se calcul6 e[ porcentaje de cobertura de] mtiestreo reafizado. Para este

caloulo,  se  utmz6  la formula  CX  =  1  -  (Nx/n),  donde  Nx  correspondi6  a  los  grupos

observados y n al nBmero de clones analizados,  Este y algunos resuhados del ajuste

de [as curvas se resumen en la Tabla 2. De martera general, se observe que fas curvas

presentan un buen ajusfe, y que en ambos cases las genotecas presentaron un 80% a

mss de coberfura.

Tabla 2. 4isisfe de fas ourvas de TaTefacci6ri y del ca!ou[o de coberfu[Ta. pafa Dos agrupamientos
de 97% y 99% de identidad de ambos tipce de suelo.

RAuestra`   Agrupamiento2   ofeTrv¥ce   anca[]9±=ce   ¥¥R%°   Coberfura
Bondad

999to                        17                     98                 23             82.7%         0,9875

97%                         9                      98                 10             90.8%         0,9670

Jro
99yo                        22                     101                 32             78,2%         0,9912

97%                        16                    101                22             842%         0.9832

;F=gnecenceo=d::ti=a:ob=m=E=rT=::nmop=a=i:ksu.e,oatdo.

3.1.3. Ana[isis de agrtipamierto de fas sect[encias

Las  secuencias  de  los  clones  de  ambos  tipos  de  suelo  se  compararon  con

seouencias  disponib!es  en  la  base  de  dates  del  National  Center for  Biotechno[ogy

lnfomation (NCBl), mediarfe la herTamienfa bioirferrhatica BLAST. E[ a[ineamiento de

las secuencias se rea[iz6 con el progTama MEGA 4 y se constrt[y6 un dendrograma

con  e(  indice  de  distancia  de  Jukes  &  Cantor y  e(  a[gorifroo  de  agrupamiento  de

Neighborloining (Figura 7).
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En el anafisis se incluyeron fas secuencias de la base de dates qtje presentaron

mayor  identidad  con  las  sectleRcias  de  ]os  clones,  ademas  de  secuencias  tipo  de

arqueas de [inajes extrem6filos a no provenientes de stie[o mes6filo (agrupados y erE

negrita). Tambien se incluyeron secuencias de arqueas cutthadas o enriquecidas (en

cursiva).

Los  resu[tados  mtjestTan  que [os  clones se agrupan  con  secuencias tambien

pTovenientes    de    suefos,    sier`do    representados    los    reinos    Eurysrchaeota    y

Crenarchaeota por un 75,4% y un 24,6% de (os clones totales, respectivamerfe. Par

separado, et sue[o arido presenta mayormerfe clones del reino Euryarchaeota {97%),

mientras  que  los  clones  de  sue]o  semiarido  estan  consthiidos  en  un  53.1%  per

euriarqueotas y en un 46.9% par crenarqueotas.

Par otro  lade,  foe  posible  disthguir 8  grupos,  entre  los  cuales  se \observan

grupos  de  aTqueas  presentes  en  ambos  tipos  de  suelo,  corno  tambien  gTtipos  de

arqueas preserrfes solo en et sueto ariclo. En contraste, en nirigtln caso se obseTvaron

grupos qi[e incluyeran solo secuencias de sue[o semiarido.

De  los  grupos de etlriarqueotas.  Ios que  iRctuyen  clones  de  ambce tipos de

suelo son [os grupos 1  y 2, estos se retacionan con clones ambierrta[es provenieRtes

de sueto semiarido y de sueto anfarico.  Par otro lado,  lee qiie  inclnyen solo clones

provenientes de suelo arido son el grupo 3, que no se relacionan cercanamente con

ninguna secuencia de [a base de dates; el gTupo 4, retacionado con clones ambientates

mes6filos y de sue[o anfartico; y e[ grupo 5, que esfa conformado per secuencias de

arqueas  hal6filas cuthradas.  En el caso de los grupos de crenarqtieofas,  el grupo 6

esfa consttuido dnicamente par un clon  proveniente de stjelo arido,  el oval se logr6



26

relacionar con afro clan proveniente de abono organico ryamarnoto y Nakai, 2010)   y

separados  del  resto  de  los  crenarqueotas  analEzaclos;  mienhas  Ice  gFupos  7  y  8,

constituidos  par clones  de  ambos tipos  de  suelo,  se  relacionan  con  secuencias de

clones ambientales de sue[o salino-alca[ino y anfartico. Destaca ademas que e[ grupo 7

incliiye at organismo  Cfuch.dafus Ivfrooaphaera Gargens/.s.  un arque6n obtenido par

enriquecimiento (Hatzenpich[er y col. , 2008).
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Figura 7.  DendrograrTra de secLJencias del gen del rRl\IA 16S arqueal construido con el indice
de  Jukes &  Cantor y el  a[gorifroo  Nekyhbor+oining.  Sabre  las  lamas  se  muestra el  valor de
bootsfap  obtenido  utilizando  1000  feplicas.  En  verde  se  muestran  los  clones  obtenidos  del
sl[elo semiarido y en rojo las clones eel suelo arido. Enbe pafentesis se especifica fa cantidad
de clones que presentan el mismo haplotipo. qlJe en a[gunos cases (indfados con ) incluye
otros  clones  seouenciados.  Los  ndrTtelce  de  acoeso  de  las  secuencias  de  referencia  y  su
procedencia se mueshan junto al nombre de cada tJna entre parentesis.
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3.2. Efocto de pulsos de ague sabre la eshichira de la comunidad de arqueas

3.2.1. Disefro, rirorhaje y amplificaci6n del Dl\tA de los microoosmos

Para evaluar el efecto del oorfenido hidrico sabre la estructura de la comunidad

de fas arqueas presentes en las muestras de sLrelos arido y semiarido, se estudiaron

lee patrones de T-RFLP (donde cada T-RF pLJede ser definido come un OTU) del gen

del rRNA 16S arqucal en ensayos de microcosmce, los oua[es se trafaron coda 14 dias

con putsos de agua y se ana[faaron coda 28 dfas. Para e[lo, mediante una estrategia de

PCR  seimiranidado  se  amplified  el  DNA  gen6mico  extraido  de  coda  microoosmos,

utilizando en una primera reacci6n los partidores 23FPL y UA1204R y posteriomente

lee  partidores A571F  y  UA1204R*  marcado flueTescentemente  con  FAN  (Figura  8).

Como   resultado   de   la   amp[ificaci6n   final   se   obtuvo   una   banda   de   650   pb,

coiTespondiente   al  tamafio  esperado  y  akyunas  bandas   inespecificas  de   menor

intensidad.   Los   amp[icones   obtenidos   se   purificaTon   para   eliminar   [as   bandas

inespecfficas ro deseadas.

-i-.i:,f.-1 :..i  i:.-i`+±
-----.

coquB - -t ---- ===: ==L

-8 .___  i  __.

.``

E=\

F]gura  8.  Prodlicto  de  amplific@ci6n  de  distinfas  muesoas  de  suetos  arido  y  semiarido  para  el
analisis de T-RFLP. N: marcador de peso molecular 100bp. Ni[estras de sue[o semlarfdo: 1) Con
drfemiento. 0 d[as de ii"baci6n; 2) Sin tutmiento, 0 dies de inoubacich; 5) Sin bafaTniento,  84
dfas de inoubacion; 6) Con hatamjento, 84 dTas de inoubacidn.  Mt[estras de siielo irfdo: 3) Con
bthmiento,  0  dies de  inoubacich;  4)  Sin tratamierto,  0 dfas  de  incubacich.  7)  Control  negaG`nD
primera reaccich; 8) Contol negatiro de amplificacich: 9) Confrol positi`ro de amplificacich.
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3.2.2. Aitalisis de la diversidad d® Ias mL[estras rnediente TRFLP

Una  vez  confirTnada  la  presencia  de  los  fragmentce  del  tamafio  esperado

(rfe50pb),  6stos se disiTieron  con  la enzima  de  resbicci6n  Bstl236l  y se analiz6  la

rfecuencia  relativa  de  los  disGntos  fragmentos  de  restrioci6n  terminales  IT-RFs)  a

traves del tiempo. tanto para el suelo arido come para el sue[o semiarido. EI fragmento

analizedo corTespondi6 al fragmento terTninal revelso (extremo 3.) de la amplificaci6n

con los partidores A571 F y UA1204R (FiguTa 9).

Suelo semiarido Suelo arido

Figura 9. Frecuencias aournuladas de les TRFs de krs suelce arido y semiatdo (expresadas come
poroentBje relathro de f[uoresoencia, % UF) obtenidos con fa enzima de restricci6n Bstl2361, paira el
gen del rRNA 16S arqueal a diferentes tiempos de incubacich (to: 0 dfas de incubacich; t28: 28 d[as
de incubacich; t56: 56 dlas de incilbaci6n: t84: 84 dlas de incubeci6n) de los microcosmos sorrretidos
a riego cada 14 dlas (H20) y los mjcrocosmce corrfu sin "miento (st).
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En  la  Figura  9,  se  observa  qtJe  en  el  sue[o  semiaTido  tanto  las  muestras

tratadas coma [as no tratadas evidencian variacioRes poco significativas a tra`ies deL

tiempo. En e[ suelo arido existen variaciones poco significatvas erfe [as mueshas sin

tTafar,  sin  embargo,  en  fas  muestras tratadas  con  pulses  de agita,  se observa  tina

diferencia  imporfanfe  de  La  abundancia  relathra  de  los T-RFs  a  traves  del  tiempo,

rnarcado par una  disminuci6n sostenida de la frecuencta re[athra de lee T-RFs de 107

pb, 276 pb y 490 pb, mientras ocurre un aumento sosfenido de la rfecL[encia relathra

del T-RF de 338 pb.

Para  relacionar  los  clones  secuenciados  de  las  genctecas  con  [os  T-RFs

obtenidos de los microcosmos, fas secuencias de los clones se digerieTon i.f7 sffi.oc> con

[a enzima Bsfal236]. Con ello, foe posible establecer que grupos de lee descTftce en el

analisis de agrupamiefro  de  las secuencias  (FiguTa  7) forman  parte  de  cada T-RF

ITabla 3). Lee resuifedce muestran que en general existe una corTespondencia erfe

cada T-RF y determinados grupos, par ejemplo en el caso de los T-RFs de 490 pb y

650  pb,  estos  hagmentos  son  exclusivce  de  sue[o  arido,  y  concndaRtemerrfe  se

relacionan con los grapos 4 y 5, ligades tinicamente a clones de suelo arido.
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Tauta 3. Distribuci6n de cada TLRF en los gn[pce obtenidce en el dendrogTama de srmencias.
Lee clones secuenciadce de ambas genotecas (sL[elos ano y semiando) se d©erferon r-n sflieo
eon fa enzima Bsbl236I, y se anafizb el fragmentD tErmimal reverse.

TRF (pb)

a
£=®d
8E

GRUPO 1       66,7%

GRuro2      33,3%
GRuro 7
GRuro 8

100,0%

100.0%          16,7%

83,3%

GRUP0 1

GRUP02       75.0%
GRUP03      25,0%
cRuiro 4
GRUPO 5

GRUPO 6

CFttJPO 7

GRUPO 8

87,5%
12.5%

100.0%

leo,0%

sO,0%

sO.0%

50,0%          88,9%
50,0%           11.1%

Con los dates de rfecuencia relative de lee T-RFs de las distintas muestras, se

realia6 un ana[isis de agrupamiento (FEgura  10),  en el oral se obsenra que aquellas

mueins provenientes de un mismo tipo de suelo se agrupan entre si. Ademis, se

observe  un  efecto  claro del trafamiento en  fas muestras de sue[o  arido de tiempos

avanzados (56 y 84 dies de incubaci6n), las ouales se agrupan sepafandese del resto.
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UPGMA
D H20 t84
D H20 t56
D s/t to
D H20 t28
D s/i t56
D stt t28
D s/t t84
D H20 to
R s/t t84
R s/i t28
R sit ro
R s/t t56
R H20 t56
R H20 t84
R H20 t28
R H20 to

es                            80                            64                           48                            32                           16                             0

Eutidean

Figtira 10. Ahalisis de agrupamiento de las distinfas mL[estes de microcosmce. de ambos tipce
de sLle[o y con dis6ntos tratamienfos y tiempos de inciibaci6n.  E[ ana[is`rs se hizo en base a la
frecuencia  refathra de los distintos TLF3Fs presentes,  e! dendrograma se coristruy6  usando  fa
distanc.ra  Eiic[ideana  y  el  algotho  UPGMA  (Programa  MVSP).  Tipo  de  stle]o:  F`  =  Sue[o
semiarido, D = Suelo arido. Tfrfurniento: H20 = riego cada 14 dies, sit = control sin ffimientD.
Tiempo de inctJbaci6n: to, t28, t56, t84 = 0, 28, 56, 84 dlas de irlcubaci6n, respechamente.

Los  indices  de  diversidad  de  Shannon  y  de  equidad  de  [a  comunidad  de

aTqueas se estimaron a partir de los perfiles de T-RFLP del gen del rRNA 16S arqueaf

ITabla  4).  En  el  suelo  semiarido,  fas  muestras  sin  tratar  mantienen  [os  valores  de

ambos indices a traves de[ tiempo, mienhas que en las muestras tTatadas con agua se

observa un ligero aumento tanto de] indice de diversidad como de[ de equidad con ef

tiempo de incubaci6n.  En el suelo an.do, se observa que fas muestras mantienen su

nivel de diversidad,  aL]nqtie son menos equitativas en los dos Bmamos tiempos.  Por e]

contrario.  Ias mtjestras tratadas que mantienen un mayor contenido hidrico, muestran

una  disminiici6n  de  los  indices  de  diversidad  y de  equidad,  en  especial  en  los  dos

t]Itimos tiempos.
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Tabfa 4. Pafametros de diveTsidad ca[cufados desde los perffles de T-RFLP del gen det rRNA
16S de arqueas de los suelos ±rido y sem.farido.

Semiarido                                                   Arido

RAtJestra indice de                                                 [ndice de
BiveTsidad uidad     N°TLFtFs      Diversidad     E uidad    NITRIs

to&
J]o          t28

ft56
t84

0.700             0,637
0,957             0,871
0,859             0,782

0,932             0,848

1,538              0,858

1,278             0,794
0,595             0,429
0,600             0,546

to

=t28

0.801              0,730

0,693              1,000

0,754             0,686
0,869              0,791

1,560              0,871

1,297              0.806

1,047             0,650

1,260             0,783

6
5
5

5
Thempes: to= a d[as de inoubaci6n; t28= 28 d[as de inctibaci6n; t56= 56 d[as de iriouhact6n;
t84=  84  d[as  de  incubaci6n.  bTrafamientos:   H2CF  riego  cada   14  d[as;   sft=  confrol  sin
tratamierito.

3.2.3. Re[aci6n entre la dhrersidad gerfetica y [os factores edfficos

Finalmente, se busc6 determinar que pafamefros edaficos se relaciorrart con el

agrupamiento   observado   en   las   muestras,   pare   ello   se   realiz6   un   an5lisis   de

correspondencia can6nica enbe fas perfiles de T-RFLP y [os factores edatcas medidos

durante el tiempo de inoubaci6R de los microcosmos y paTa cada tratamiento figura

11).  Lee ejes  utilizados  representan en  conjurko  un 71,1% de  [a  varianza total,  y de

aouerdo a este anilisis, [as milestras presentaron itna tendencta a separarse par e[ tipo

de suelo con  respecto al  primer eje can6nico  Gje  1).  Los  pafamefros edfficos que

influenciaron esta separaci6n fueron el pH y la materia organica (MO), con coeficientes

de cx]rrelaci6n intragrupo de 0,88 y ro,96 respecth/amente ITabla 5).
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Eie 1  (sO.5% Vat.}
Vletgiv statira 2L52

Fisura  11. Ana[isis de oomespondencia can6nica entre los perifes de TLRFLP y Dos facbes
edalicos medidos durante e] tempo de incubaci6n de lee microcosmos de les suetos semiaTido
(R) y arido (D). Tratimientos: H2CF Riego ceda 14 dfas; sfE oonfrol sin tratamiento. Thempce:
to= 0 dlas de inoubaci6n; t28= 28 d[as de inoubaci6n; t56= 56 d[as de inoubaci6n; t84= 84 d[as
de  incLlbaci6n.  Pafametros  edancos:  pH;  potericial  de  dxido  reducci6n  (ORP);  Contenido
hldrico (CH); materia organica (MO); contenido de amonio (NH4+); contenido de nifro (N03-).

Ademas, se observ6 a [o laigo del segundo Qje can6nico (Eje 2), [a separaci6n

de las muestras tnatadas de suelo arido en relaci6n a los confroles no batados.  Este

efecto es claramente observable en los dos unmos tiempos de inoubaci6n indicando

que  aquel[as  muesoas que  hah  permanecido  per mds tiempo  con  mayor contenido

hidrico experimentan  una separaci6n mayor del contol con menor contenido hidrico,

de manera similar a lo encontrado en los dendrogramas (Fisura  10).  Lee ooeficientes
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de correlaci6n intragrupo mss influyentes para este eje, 0,91  y 0,87, corresponden at

N03-  y et contenido hidrico (CH) respectivamente ITabta 5).

Tabfa §. Coeficientes de comefaCi.6n iritragrupo de les par5metros edaficos y [os dce pfroeros
ejes del ordenamiento de les T-RFs, en los microcosmce de los suelos arido y semiarido.

Pafametros Coeficiends de
Corre[aci6n [Eitragmpo

Eje 1               Eje 2

a,88               -0.22

-0,55                0,19

0,08                0,87

J]'96               0,24

ro,06             fl ,48

0,25                0'91
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DISCUS16N

4.1.  La  composici6n  de  fas  arqueas  en  las  muestfas  de  los  suelos  arido  y

semiarido

Tanto para el sueLo an.do como pare el semiarido, se observa que fas our`/as de

TaTefacei6n  (Figura  6)  describen  una  clara  forma  de  hip6rbo[e  acercandose  a  la

asintota (valor rna)dmo), ajustandose al comportamieuto esperado y entregando la idea

de qtje la cobertura del total de arqueas, independientemeute del criterio usado a nivel

de  especie  foe  aha,  superando  e[  80%.   Esto  es  respaldado  par  los  resuhados

expresadce  en  la  Tabla  2,  en  los  cLlales  se  obser\/a,  en  ambos tipos  de  suelo  e

independiente det crferio ul.I.tzado para el nhel de especie, que la bondad de ajuste de

fas ourvas foe aha.  con valores de R2> 0,96.  Esto indica que la cantidad de clones

estildiados fue suficterfe para cubrir un ninero importarrfe de [ce grupos presentes en

estos suelce ya que abarcan la gran mayon.a de ellos.  Par Lo fanto]  un esfLlerao de

muesbeo mayor no aumentafa mucho mss la oobeTtLma, par [o que desde e[ punto de

vista  practice  se  logr6  un  buen  balance  erfe esfuerzo  de  muesbeo  y  la  cobertt[ra

lograda.

AI comparar graficamerfe los suelos eErfe si (FiguTa 6), §e observa que en e[

sue(o semiarido [a tendencia a alcanzar [a asintota es un pooo mss evidente. Per ofro

lade,   segan la Tabla 2, la cobertura en el suelo semiarido foe mayor que la obtenida

en el suefo arido, para ambos criterios de agrupamiento, par ejemplo con el nivel mss

estricto  de  agrupamiento  (99%)  se  alcanz6  una  cobeTt`ira  del  82,7%  en  el  suelo

semiarido verstis un 78,2% del suero arido.  Ademas,  es destacable que aunque se

hayan estudiado geriotecas con itna cantidad de clones similares {98= suelo semiarido,

101= suelo arido), se haya calculado un maximo te6rico de grilpos merior, con ambos
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cTfterice, en e[ suelo semiarido.  El anatisis de los datos sugiere qt[e existe una menor

diversidad de arqueas, a nivel de especie, en e[ suelo semiarido que en el suelo arido.

Respecto a otros ambientes, fas arqueas de suelos aridce y semiatidos  parecen ser

mss diversas en estos ambierfes que en afros tipos de suelos fa!es come pradera o

bosque llwioso (Fierer y cot., 2007).

Un  analisis  de  la  cobeTtura  obtenida  en  [as genotecas  (en  base  at  gen  del

rRl\IA16S)    de  fas  arqueas  de  fee  sue(os  an.do  y  semiarido,  con  la  obtenida  para

genotecas de  bacterias de la misma procedencia. se pi]ede conctuir que las bacterias

son mss d.iversas que fas aTqueas en ambos tipce de sifelo (Orlando, 2008; Espinosa,

2010).  Esfa mayor diversidad de bacfetias, tambien se observa cuando se comparan

fas  curves  de  raTefacci6n  de genotecas  bacterianas  con  las  gencifecas  de  arqueas

presentadas en este esttldio. La cuTva de rarefacoi6n de [a genofeca de bacterias de

suelo semiarido no exhibe una tendencia a alcanzar el valor asint6tico, indicando que

hay una  importante diversidad no detectada y el nivel de cobeTtura estimado foe de

aproximadamente  el  10%  de  bacterias  (Espinosa,  2010),  [o  cual  contrasta  con  la

cobertilra sobre  tin 80%  de aTqueas obtenida en  este  estudio  para  ambos tipos de

suelo.

En una visi6n general del analisis de agrupamien(a (Figura 7), se observa que

fas  seouencias  obtenidas de  [as genofecas de  ambos  suetos se  agrupan  con  otras

secuencias de arqueas de lee dos principales reinos: Euryarchaeota y Crenarchaeota,

provenientes de suetos a ambientes mes6filce, con [a excepci6n de algunce casos en

[os ouales tarrtbien se agrupan con secuencias provenierfes de siie[o anfartico y de

rna  fuerrfe  termal.  Gran  parte  de  fas  arqueas  anarEzadas  corTespondieron  a[  reino

Euryarchaeota   05,4%)   mientras   qLie   el   24,6%   restarrfe   correspondi6   at   reino
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Crenarchaeota.  Un 97% de lee  clones de sue[o arido se agruparon dentro del  reino

Euryarchaeota,  mientras qt[e  los clones  de sue[o semiarido se agruparon en ambos

reinos en proporciones similares.  Esto contTasta con afros trabajos.  en [os ouales se

observe una clara prevalencia del reino Crenarchaeofa en diversce tipos de ambientes,

donde represehan mss de un 70% de  Fas aTqueas presentes (Jurgems y col.,  1997;

Yam y col., 2006; Bates y cot., 2010).

La mayoria de los clones de ambos tipos de suelo se agruparon con secuencias

de  clones  ambientales,  no  se  produjeron  agrupamientos  con  secuencias  arqueales

provenientes  de  ambienfes  marinas,  ni  tampoco  con  6rdenes  a[quea[es  del  tipo

extrem6filo incluidos en el analisis,  con excepci6n del grilpo 5,  e[ cual se agrtip6 con

seouencias de crepas tipo de arqueas ha[6filas. De Llna forma mis distante, los grupos

1 , 2, 3 y 4 se relacionaron con la cLase Thermoplasmata, caracferizada par organismos

acid6filos y en su mayon.a fermofflioos (Rilepp y col., 2000). pero qL[e en otos estudios

tambien se  ha  observado  relacionada con  clones ambierfe(es de arqueas mes6filas

provenierfes de manglares Oran y col.,  2006;  Kin y col., 2005),  lagos (Casamayor y

cot., 2000) y tarnbien de suelce de basque (Pesaro y Widmer, 2002;  Kemnitz y col.,

2007). Par otra parte, los grupce 6, 7 y 8, que aparecen come peTfenecieutes aL reino

Crenarchaeota   en   este   analisis,   podrian   corresponder   a   arqueas   del   phylum

Thaumarchaeata.  un grupo taxon6mico propuesto recieRtemente que incluye arqueas

mes6filas con posible paTticieaci6n en el ciclo  biogeoquimico del  nitr6geno (Brochier-

Armanet y col., 2008; Spang y col., 2010; Zhang y col.. 2010).

La distribuci6n de [os clories de los sue]os arido y semiarido en el dendrograma

mt[estra que existen grupos de arqueas preserfes en ambos tipos de suelo, pero que

tambien existen algunos tipos de arqueas presentes inicamerfe en iin tipo de sLle[o,
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come   el   case   de   tos   grilpce   3,   4,   5   y   6,   que   inc[uyen   clones   provenientes

exclusivamente de sue(a arido ITabla 3).

Entre los grupos esfablecidos en la Figura 7, destacan par fa procedencia y los

tipos de organismos que inclifyen: D El grupo 1, que incluye clones de ambos tipos de

suelo.  Ios ouales se agritpan con otros clones ambientates provenientes del este de

Australia  Owidgley y col.,  2007).  ii)  E[ grupo  5,  esfa  compuesto  par clones  del  suelo

arido  que  se  agrupan  junto  a  secuencias  de  organismce  tipo  derfe  de  la  clase

Halobacteria,   [os  cua[es  corTesponden  a  organismos  fot6trofos  hal6filos  extremes

(Garrity y Hole, 2001). La asoa.aci6n de los clones con este tipo de organismos hal6fi[os

podrfa estar Telacionada  con  las capacidades  qtie  les  permifen  desaETollarse  a  attas

concentraciories  de  sat,  fas  ouales tambien  lee  pemitiri.a vivir en  ambientes  aridce,

dado que ambas condiciones ambientales tienen en comdn t[Ra baja disponibilidad de

agtia.   iiD  EI  grupo  7,  destaca  por  inctuir  al  organismo  Car7drUafus  Ivffrosespfraera

gartyens/-s una crenarqueota obenida de una fuerfe termal per enriqueciniento, la cua[

se sabe que es LIB oxidador de amonio moderadamente termofi[ico quatzenpichler y

col.,  2008),   par  lo  que  los  miembros  de  este  grupo  podri.an  ser  o  estar  muy

relacionados  a  arqueas  oxidadoTas  de  amonio  mes6filas.  De  hecho,  en  el  suelo

semiarido  de  este  estudio  se  ha  dctecfado  la  presencia  de arqueas  oxidadoras  de

amonio (AOA), mediante la amptificaci6n del gen que codifica para la subunidad a de [a

enzima amonio moncLoxigenasa de arqueas (gen AramoA) Iverdejo, 2010).

Tambich,  cabe hacer notar.  que los clones euriarqueotas y crenarqueotas de

los grupos 2. 4 y 8 obtenidos en este estudiQ, se asocian eon clones obtenidos desde

suelo Ariartico (Ayton y col.. 2010). Este hecho resulfa interesante y sugiere que estce
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organismce son  basfantes  ubicuos y versatles al encontrarse presetTEes  en  habitats

tan disimiles.

4.2. Efecfo de pulses de agua sabre [a esfroctrra de [a comunidad arquea[

Comparando los distintos T-RFs obtenidos de cada suelo (Figura 9), es de notar

qt]e ambos tipos  de suelo comparten T-RFs,  pero que sin embargo  en  el suelo del

desierto se observe un mayor ndmero de T-RFs. Io que se explican.a pop usa mayor

diversidad en este tipo de suelo.  Esto  se condice con  lo que ocurre a! comparar la

composiei6n de fas genctecas y analizando [a Tabla 4, donde se expresa la di\rersiclad,

caloulada en base a[ indice de Shannon. que en condiciones iniciales y sin tndmiefro

es mayor en el suelo de( desierto. Par otro fado, se observa que existen hagmentos no

compartidos  entre  lee tipos  de  suelo,  come  el T-RF de 475  pb  preserfe  de forms

significativa dnicamente en el suelo semiarido, y los T-RFs de 107 pb, 490 pb y 650 pb

presentes exc[usivamente en el suelo arido.

AI  anarErar  et  ccrmpoTtamiento  de  [a  fiuorescencia  retathra  de  [ce  T-RFs  de

ambos suelos  (Figura 9),  se obser`/a que estce tuvieron  una  respuesta diferente af

tratamiento  de  pulses  de  ague.  Mientras  en  el  suelo  semiarido  no  se  observaron

cambice significativos en respuesta al tratamiento, en e[ suelo arido se observa qt[e a

diferencia   de   las   mL]estras   cofro[,   las   muestras   trafadas   presentan   cambice

significafuos  de  la  abundancia  relathra  de  [os  T-RFs  a  ha`fes  del  tiempo,  donde

especfficamente fo que ocurre es un aumerfe en la abundancia re[ativa del T-RF de

338 pb, asociado a t[na disminuci6n sostenida de la abundancia relative de los T-RFs

de 107 pb, 276 pb y 490 pb. Estos [esufados entregan evidencia de que el aumento en
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e[  contenido  hidrico  en  stje(os  aridos,  debido  al  tratamiento  con  pulses  de  agua,

produce  un  cambio  en  fa  estrtictura  comunitaria  que  lleva  a  rna  disminuci6n  de  la

diversidad  de  [os T-RFs.  Los resuhados  obtenidos  apoyan  la  hip6fesis qtje  propane

que  en  suelos  afides,  et  deficit  de  agua  favorece  la  formaci6n  de  microhabieats

produciendo un aisLamiento espacial de  los grupos de microorganismce Gzhou y co[„

2002). Esta sinaci6n cambian'a radica[mente por e[ aumento en el corfenido hidrico, eE

cual   farorecen.a   [a   comunicaci6n   de   estos   microhabitats,   con   la   consecLierfe

disminuci6n de diversidad representada per [a aparici6n de un grupo dam.inante. Este

fen6meno  no  se  observan.a  en  suelo  semiarido,  posib[emente  porque  no  existe  un

ais[amiento  en  microhabitats  previo  at  trfemiento  con  agLla.  Asinismo,  la  menor

d.rversidad observada en sue[os semiaridos tambien sugiere que podria deberse a [a

ausencia de aislamiento espaciat.

Con los dates de fa Tabfa 3,  es  posib!e identificar que gTupce del  anaifeis de

agrupamierto de la Figure 7, forman cada T-RF de la Figllra 9, y con et]o exp[icar los

cambios de fluorescencia Te[athra obsenrados en el caso del suelo irido. De este mode.

el T-RF de 338 pb. que con el trafamieuto increment6 su abundancia relatira a tranies

det tiempo, se refaciona en et case del sueto arido a arqueas del grupo 4 descrfto ert la

Figura  7.  compuesto  per  ofganismos  mes6filos  de  diversas  procedencias,  [o  que

sugiere que este tipo de organismos son capaces de vivir en mtlttiples condiciones. De

[a  misma  manera,  al  ana[izar el  T-RF  de  107  pb,  el  ctJal  disminuye  su  abundancia

relathra con e[ tratamiento con agua, se obser`/a que este se relaciona principalmeRte

con  arqueas  del  grilpo  5]  las  oua[es  pertenecen  a  [a  C[ase  Halobacteria  y  que  se

caracterizan  par  ser oTganismos  hal6filos  extremos,  Ios  cuales  podn'an  ser  bitenos

competidoFes bajo condicjones de baja disponibilidad de agua, esto poch-a explicar que
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este tipo de organismos haya sido desplazado at competir en condiciones de mayor

conterLido hidn.oo con organismos presumiblemente mejor adaptados a esta condici6n.

EI Testo de los T-RFs analizados. tambien pueden ser identificados en la Tabla

3 con grupos deteminados del dendrograma de ta Figura 7, asi el T-RF de 47 pb esti

relacionado  en  ambos  suelos  con  ]os  grL[pos   1,  2  y  3,   los  cuales  forman  rna

subdivisi6n  del  dendrograma,  estos grupos se observe  qtie  no  se Yen  mayormenfe

afectados per et tratamiento en ninguno de los suelos estudiados. Por su parte, el T-RF

de  276  pb  se  relaciona  exclusivamerfe  at  grupo  1  eR  ambos  tipos  de  suelo,  y su

abundancia Telathra disminuye dr5sticamenfe en e[ suelo arido con trafamiento. E[ T-RF

de 475 pb se relacfona anicamente con tos grupos 7 y 8 de ambos suelos, los cuales

podn'an  perienecer al phylum ThaumaTchaecta (Brochier-Armanet y cot., 2008),  pero

su  abundancia relathra es baja comparado con el resto de [os T-RFs. Finalmerfe los T-

RFs de 490 pb y 650 pb, ambos relacionados a [os grupos 4 y 5 preserrfes Bnicamenfe

en  sue[o  arido,  tienen  baja  representaci6n  en  los  perffles  comunifarios  con  poca  o

mininrla variaci6n de su abundancia relativa en respiiesta al tratamiento.

En el analisis de agrupamiento por sinilitud de los perfiles de T-RFLP entre [as

muestras tratadas y las control de ambos tipos de suele (Figura  10),  se ve que las

muestras se agrupan par tipo de suelo. Ademas, de forma desfacable en el caso del

suelo arido,  se produce rna separaci6n importante de  fas muestras con tratamiento

fuego  de  56  y  84  dias  de  incubaci6n,  indicando  que  un  aumeTfro  sostenido  en  e[

contenido hidrico del suelo arido produce cambice significafuos en [a estrtictura de T-

RFs de la comtlnidad arqueal.
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Al  compaTar los  indices  de  diversidacl  de  los  microcosmos  de  ambce  st[e!os

ITabla 4), se destaca que las muestras de sue[o arido no tratadas con agua presentan

[a mayor diversidad. Par otra parte, en las miiestras de silelos aridos tratadas, et efecto

del mayor contertido hidrico reduce su diversidad apoyando la hip6tesis proptjesta en

este trabajo.  De mode similar a este estudio, en el trabajo de Fierer y col. (2007), de

ties tipos de suelo diferentes, se observa que el suelo desertico result6 ser mss diverse

en arqueas que [os suelos de pradera y de bosqtie [ltnfoso. Sin embargo, esto d.rfiere a

to  observado  en  suelo  del  amazonas   (Pazirtato  y  col..  2010),  doRde  [os  suelos

estudiados en este trabajo se ven menos diversos en base a los inclices de Shannon

calculados, lo qtie es respatdado at comparar ef ntlmero de haplotipos obtenidos en las

gencrfecas.

Los paramefros edfficos estudiados, que se correlacionan con las diferencias

entre suelos y entre tratamientos,  lograron expticar gran parfe de la varianza total de

Ice dates 01,1%) entre tos dos ejes graficados (FiguTa  11).  El eje 1  explica la mayor

parfe de la varianza (50,5%) y comelacion6 la separaci6n erfe [os tipos de suelo, con

[os  paramefros de  materia  organica (MO)  y pH.  El qtje  la  mayor varianza entre los

dates se explique par fas diferencias errfe los tipos de suelo, es consisterfe con afros

estudios que muestrar` que las diferencias entTe tipos de suelo son a menudo mayores

en magnfrod que oualquier efecto de factores abi6ticos corno la humedad a_undqt[ist y

cot.I 1999; Wilkinson y cot., 2002). De !os dce factores que explican la.separaci6n erfe

los  tipce  de  suelo,  e[  mss  irrfluyente fue  fa  materia  organica.  con  un  coeficiente  de

corTelaci6n  con et  eje  1  de 0,96,  seguido  par el pH,  con  un  ooeficienfe iguaf  a 0,88

ITab[a 5). De este mode, la diferencia en el contenido de materia organica erfe ambos

tipos de suelo, es el factor prfucipa[ que explica fas diferencias en las comunidades de
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arqueas entre los suelos estudiades, esto concuerda con las obsenraciones de que la

ca[idad y la disponibi(idad  de  ]a  materia  organica,  asi come el  estado mltricional del

suelo inf[uyen sobre la estriictura de fas comunidades microbianas Gossio y col., 1998;

fchneas y Torsvik,  1998;  Griffiths  y col.,  1999).  Per su  parte,  el  pH tambien  ha sido

descrfeo  come un factor impoTtanfe que  determina  la  di`rersidad  de  las  comunidades

microbianas  (Fierer  y  Jackson,  2006).   En  el  case  del  suelo  semi5rido  el  pH  se

encuentTa cercano a 6,5, mientras que en el suelo arido es cercano a 7.5 (ANEXO 2},

estas   diferencias   podTt.an   influir   en    la   foma   quimica.   [a   concentraci6n,   y   [a

disponibilidad de las sustratos de aouerdo a [o descrito par Kemmit y cot. (2006). Per

ofro lade, el eje 2 exptic6 un 20,6% de ta varianza total, y corretacion6 la separaci6n de

suelo aridos tratados versus los coTfrotes,  principalmente con el corttenido de nfro

(N03}, con Lin coeficienfe de corre[aci6n de 0,91. y con ef cantenido hidrico (CH) con un

coeficiende  de  0,87.  Et  nitr6geno  en  todas  sus  formas,  es  considerado  un  factor

limitanfe  para  el  desarrot(o  de  las  comunidades  micaebianas  en  difererfes  sue[os

(Hcoper y Johnson, 1999; Ehleringer, 2001), par lo que un aumento en el corfenido de

compuestos  nitrogenadce  en  e[  sue[o,  probablemerrfe  tiene  relaci6n  con  L[n  mayor

desarrotlo microbiano. Respecto al corfenido hidrico, hay evidencias que muestran que

cambios en la disponibilidad de agua afectart [a composici6n (DTees y col., 2006) y la

abunclancia de [a microbiota (Singh y Kashyap, 2006).

Finalmente, el analisis de [os dates muestra que la hip6tesis propuesta en este

trabajo,  qtie sefta[a  que  un  at[mento  en  e[  corfenido  hidrico  del  suelo  disrRintiye  [a

diversidad de la microbiota, se oumple papa los suelos aridce, pero no para fos suelos

semiaridos. una explicaci6n a la ausenCi.a de cambios en fa diversidad aTqueal en lee

suelos  semiaridos  rferfe  a  [a  adici6n  de  agua,  podr[.a  ser que  el  mayor contenido
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hidrico  inicia[  observado  en  estos  sllelos,  producin.a  una  baja  diversidad  ya  que

mantendrl.a   en   contacfo   los   potenciales   microhabitats.   De   aouerdo   a   esto,   un

incremento en el contenido hidrico manteridrl.a asi el mismo nivel de diversidad en las

muestras  trafadas  de  [os  suelce  semiaridos  ¢hou  y  col.,  2002).  En  contraste,  [ce

suelos aridos son mss diversos qtje [os semiaridos, lo que presumiblemerfe se debe a

la  existencia  de  microhabitats  separados  y  mientras  mss  tierxpo  se  mantienen

hinedes, mss disminuye la diveTsidad, como se esperart.a si aumeRta la conexi6n de

microhabitats.
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CONCLUSIONES

•    Las  arqueas  de  los  siielos  estudiados,  esfan  principalmerfe  relacionadas  a

otros clones ambientafes del suelo mes6filo. Los clones afquea[es obtenidos se

agTupan   con   secuencias   pertenecientes   a    los   reinos   Euryarchaeota   y

Crenarchaeota.

•    E)dste L[na  mayor diversidad  de  [as  aTqtJeas  en  !os  suelos aridos que  en  los

semiar[.dos, presumiblemente debido a [a existencia de micaehabitats separados

fomados per eL defich de agua en este tipo de suelos.

•     Los perfites de T-RFLP indican que la adici6n periedica de agua provoca rna

disminuci6n  sostenida  de  [a  diversidad  de  Fas  comunidades  det  suelo  arido.

come    se    esperaria    si    se    produce    la    conexi6n    entre    microhabitats,

confiTmandcrse de este mode la hip6tesis p[anteada inicamerfe en Ice suelos

aTidos.

•    Lee factores edffioos mss induyentes sobre fas diferericias de fce pelfi[es de T-

F2FLP fueron ef pH y la materia organica, determinados por et tipo de suelo, y el

contenido hidrico y de nitrate, deterlTiinados par et trafamiento.
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ANEXO 2

Tabta  A2.  Patiinetros  edfficos  medidos  dt[raTrfe  eE  peTiodo  de  iRctlbaci6n  de  los
microcosmos.

pit            oRpa             CHb             mac           NH"          MOS-a

tH20 to           6,67

tH20 t28         6,58

tE120 t56          6,49

tti20 ffl        6,47

182,23            15,01

174,97           15,73

139,33           15,57

189,17           16,83

6,04

6,06

5,81

5,91

29,12            22,22

23,63           78 ,66

9,52             92,19

0,00             114,16

sit to               6,79

sit t28              6,73

s/i t56              6,52

sft t84              6.45

172,83            4.39

170,10            2,29

159,60            2,54

183,23           2,40

6.01

6.73

5,66

5,87

21,59            19,04

34, 34           24,00

14.77            25,58

0.00            24,05

tH20 to           7,77

tH20 t28         7,25

tH20 t56         7,44

tH20 t84         7,75

143,70            11,51

162,03            13.31

151,40           15,03

158,53           17,03

0.53

0.42

0,51

0,50

0.00               5.68

0,00              11,28

0,00              11.42

0,00              13,31

sit to               7,85

sft t28              7.33

sit t56              '7.48

slt un           I,79

140,60            0,77

161,37            0.64

156.97            0,67

153,63            0,66

0,29

0.38

0.47

0,49

0,00              6,92

0,00              8, 08

0,00              6,12

0,00             7,53

pH; potencia[ de dxido reducH-6n (ORP) [mv|; cx>rfenido hidrfeo (CH) pro|; materia oqganica quo)
ryo]: contenido de amonio (NH4+) [ng N-NH4+ /ed; contenido de nifeto (Noel [ng N-MOS-/)gp].

a Medidos par pofenciormetr.a.
b DefemirLado par gravimetria en base a ecuaci6n CH = PH-PS/PS*100 (PH: peso hBmedo; PS:

CPEgtesmemi:n)adoporca|cinaci6nde|sue!oseco.enbaseafaecuaci6nMO=PS-PC/PC*100(PS:

apeeife=;:Cd:epffmFnE:ida)r modfficaci6n  de|  protocolo de  Forster (1995) y  medido  par
metodos colorimetricos (Neiscln,1983; Yarig y col.,  1998).


