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RESUMEN

La biogeoquimica global incluye numerosos procesos microbianos, los cuales
dependen de diversos facfores tanfo bidticos como abibticos, entre ellos Ia
disponibilidad de agua, de nuirientes como el nitrdgeno y de la diversidad genética y

funcional de la microbiota.

Los ciclos de sequia y precipitacidn (“drying-rewetting”) son comunes en una variedad
de ecosistemas, perc a menudo son mas pronunciados en ecosistemas aridos y
semiaridos con una precipitacion fuertemente estacional, en ellos se ha observado que
la disponibilidad de agua afecta la biomasa, Ia composicién y la abundancia de [a

microbiota.

Actuaimente se sabe que el dominio Archaea no es exclusivo de ambientes extremos y
que estos microarganismos pueden habitar ambientes no extremos, donde podrian ser
parte importante de los ciclos biogeoquimicos del carbono y del niirégeno. En este
frabajo se estudi6 [a composicion de la comunidad de arqueas en suelos aridos del
Desierio de Atacama y semiaridos del matorral esclerdfifo de Chile Ceniral y se evaiué
el efecto del agua sobre Ia diversidad de este grupo microbiano en ambos suelos

mediante ensayos de microcosmaos.

La composicion de arqueas de ambos fipos de suelo se estudié por medio de
genotecas del gen del fRNA 16S, mediante partidores especificos y universales para el
dominio Archaea. La comparacién con bases de datos de secuencias mostrd gue las
arqueas de los suelos estudiados, estan principalmente relacionadas a ofros clones
ambientales de suelo mesdfifo perienecientes a los reinos Euryarchaeota y

Crenarchaeota, de los cuales no se dispone de mucha informacién. Sin embargo,
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destaca la presencia del phylum Thaumarchaeota, en ambos suelos y particularmente

en suelos dridos, y la presencia de organismos relacionados a halobacterias.

El efecto del agua sobre la diversidad de arqueas fue analizado en ensayos de
microcosmos, por medio de los cambios en los perfiles de T-RFLP de las comunidades
al aplicar pulsos de agua cada 14 dias, hasta alcanzar un 60% de ia capacidad de
retencion de agua. Los resultados mostraron que la adician periGdica de agua provoca
una disminucion sostenida de la diversidad de las comunidades de suele arido, no asi
en el suelo semiarido, donde ademés se observa una menor diversidad argueat.
Ambos hechos, presumiblemente se deben a Ia existencia de microhabitats separados
dnicamente en suelo arido, lo que explica una mayor diversidad en este fipo de suelo
debido al aislamiento espacial. Esta sifuacién cambia si el suelo aridc se mantiene
himedo, con lo cuat disminuye la diversidad como se esperaria si aumenta la conexién

entre microhabitats.
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ABSTRACT

Global biochemistry includes many microbial processes, which depend on both biotic
and abiotic factors; some of them are water availabifity, nutrients fike nitrogen and the

genetic and functional diversity of microorganisms.

Cycles of drought-rewetting are common in a variety of ecosystems, but they are often
more pronounced in arid environments with mainly seascnal rainfali, in them water

availability affects the abundance, composition and metabolic activity of microbiota.

Actually, the Archaea domain is known not fo be exclusive o extreme environments,
these microorganisms can also inhabit non extreme environments, where they can be
an important part of the carbon and nitrogen biochemical cycles. in this work, the
composition of the archaeal community in arid soils from Atacama Desert and semiarid
saoils from the sclerophylious matorral of Cenfral Chile, was studied, and the effect of
water availability on the diversity of this domain in both soils using microcosm essays

was evaluated.

The archaeal composition of both soils was studied by means of fRNA 16S gene
libraries using specific and universal primers for the Archaea domain. The comparison
with sequence databases showed that archaeal sequences obtained fram the studied
soils are mainly retated to euryarchaeal and crenarchaeal environmental clones, which
do not have much available information. However, it is remarkable the occurrence of
ciones related with the phylum Thaumarchaeota, in both soils and parficularly in arid

soils, and the presence of microorganisms refated to Halobacteria.

The effect of water availability was analyzed through changes of the archaeal T-RFLP

profiles applying water pulses every 14 days fo the microcosms, until reach the 60% of
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the sail water holding capacity. The results showed that periodic water addition produce
a decrease of the archaeal community diversity in arid soils, but not in semiarid soils,
where also was observed less diversity. Both facts are presumably consequence of the
existence of separated microhabitats only in the arid soil, which accounts for a high
diversity in this soil due to spatial isolation. This situation changes when arid soils
remain wet, which causes a diversity decrease that could be expected if increase the

microhahitats connection




INTRODUCCION

Los microorganismos juegan un importante papel en la biogeoguimica del
planeta debido a su gran versatilidad metabdlica, su alta abundancia y su ubicuidad
(Atlas y Bartha, 2001; Mcinerney y col., 2001). Se ha estimado que los miembros de [a
microbiota son responsables de aproximadamente la mitad de la fotosintesis y casi
toda la descomposicion de la materia organica, nitrificacion, desnifrificacion, produccion
de metano, entre otros proceses globales (Schlesinger, 1897). Pese a elio, el papel de
los miicroorganismos en los procesos ecosistémicos se considera frecuentemente una
caja negra, ya que se destconoce como los cambios en la estructura y composicidon de
fa microbiota afectan estos procesos, atin cuando variaciones en fa diversidad y
fisiologia microbiana pueden tener un gran impacto en los ciclos biogeoquimicos

globales y los cambios climaticos (Schimel, 2004).

Los microorganismas achian a escalas espaciales y temporales reducidas, lo
cual sugiere que las respuestas a las perturbaciones en el ecosistema podrian ocurrir
en flempos relativamente cortos (Garland, 1997, Prosser y col, 2003). Estas
respuestas dependeran de los diversos factores bidticos, como la abundancia y
diversidad de la microbiota, pero también de los factores abidlicos, incluyendo Ia
disponibilidad del agua y los nufrientes como el nitrégeno, entre oiros. Algunos de
estos factores son limitantes para la productividad de muchos sueles, en especial en
los ecosistemas aridos y semiaridos donde se postula que, par su dependencia del
régimen de precipitaciones, las comunidades microbianas podrian responder

rapidamente a los efectos del cambio climatico (OIES, 1891).

Los ciclos de sequia y precipitacion ("drying-rewetiing”) son comunes en una

variedad de ecosistemnas (Kieft y col, 1987, Groffman y Tiedje, 1988; Ryan y col.,




1998; Pulleman y Tielema, 1999) peroc a menudo son mas pronunciados en
ecosistemas aridos y semiaridos con una precipitacion fuertemente estacional (Austin y
col., 2004). En estos ecosistemas ia disponibilidad de agua afecta ia biomasa (Bottner,
1985; Kieft y cal., 1987; van Gestel y col., 1993), la composicidn (Drees y col., 2006), ¥
la abundancia de la microbiota (Singh y Kashyap, 2006); asi como el ciclo de los

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

En Chile, fas regiones aridas y semiaridas comprenden una superficie
aproximada de 16,5 millones de hecltareas, lo que representa cerca del 22% del
territorio nacional, entre ellas se encuentran el matorral esclerdfilo de Chile Central
(suelo semiarido) y el desierto de Atacama (suelo arido) (Gajardo, 1994). En general la
informacidn sobre la diversidad genéiica y funcional de [a microbiota de los
ecosistemas aridos y semiaridos es escasa, principaimente porque se considera que
en estos ecosistemas la abundancia y la actividad microbiana es reducida como
consecuencia del bajo contenide hidrico. En estos ecosistemas los estudios de ia
microbiota del suelo se han cenirado principalmente en las costras biol6gicas (Yeager
y col, 2004; Nagy y col., 2005; Stursova y col, 2006) y en las comunidades
microbianas asociadas a las plantas, las cuales constituyen islas de fertilidad en estos

suelos (Waldrop y Firestone, 2006; Orlando y col., 2007; Orlando y cal., 2010).

El estudio de ia diversidad microbiana, en general, ha estado sesgado por las
técnicas dependientes de cultivo. Las nuevas posibilidades tecnalégicas, a través de
los marcadores genetico-moleculares basados en secuencias de DNA, permiten
acceder directamente a los microorganismos sin necesidad de aislarlos y preservarios
como cultivo puro (Hugenholtz y Pace, 1996; Akkermans, 1998; Ranjard y col., 2001).

Dentro de este contexto, la investigacion realizada por Woese (1987) propuso un




sistema de clasificacion filogenéfico de organismos celulares, basade en el anifisis
comparativo de las secuencias nucleotidicas que codifican el RNA de [a subunidad
ribosomal pequefia (SSU MRNA o gen del rRNA 16S) de diferentes especies

(Mcinemey, 2001), el cual es usade ampliamente hasta el dia de hoy.

Este nuevo sistema filogenético, basado en las secuencias, reemplazé la
clasica clasificacién de [a vida celular de los cinco reinos: Monera, Profista, Fungi,
Plantae y Animalia (Whittaker, 1958); por el de ftres dominios: Archaea, Bacteria y
Eucarya (Woese y col.,, 1890} (Figura 1). Entre los dominios propuestos, el dominio
Archaea fue el mas novedosoc y [lamativa. Este grupe, previamente Hamado
Archaebacteria (Balch y col., 1977; Woese y Fox, 1977), esta representado por
organismos procariontes atipicos, cuyo cultive se logré reproduciendo ambientes
extremadfilos {(Mcinemey y col., 2001). Inicialmente, se describieron dos subgrupos de
arqueas, el reino Crenarchaeota, principalmente compuesto por organismos
hipertermdéfilos (que viven a aitas temperaturas); y el reino Euryarchaeota, compuesto
por metandgenos y haldfilos exiremos (toleran altas concentraciones salinas). Esto
llevé a la idea de que el dominio Archaea consistia exclusivamente de organismos
extremafilos, que aprovechan los nichos que reflejarian [as condiciones de [a Tierra en
etapas tempranas, alejados de la competencia con organismos de los otros dominios
{(Mcinerney y col, 2001). Posteriormente, con el desarrolio de las técnicas de
secuenciacion metagendmica y el aumento de las bases de datos de genes del rRNA
168, se han descubierto nuevos posibles grupos taxonémicos, enire ellos nuevas
subdivisiones del dominio Archaea: los Korarchaeota (Barns y col,, 1994; 1996) y los

Nanoarchaeota (MHuber y col., 2002).
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Figura 1. Arbol filogenético universat basado en el analisis comparativo del gen del (RNA 16S
(adaptado de Woese y col. 1990). Los mimeros de las ramas comresponden a etiquetas de los
siguientes grupos de organismos. Bacteria: 1, Thermotoga; 2, flavobacterias y relacionados; 3,
cianobacterias; 4, bacterias plrpuras; 5, bacterias Gram-positivas; y 6, bactetias verdes no del
azufre. Archaea: reino Crenarchaecta que abarca a 7, el género Pyrodictium, y 8, el género
Thermoproteus; reino Euryarchaeota que abarca a 9, Thermococcales; 10, Methanococcales;
41, Methanobacteriales; 12, Methanomicrobiales; y 13, haldfilos exiremos. Eucanya: 14,
animales; 15, ciliados; 16, plantas verdes; 17, hongos; 18, flagelados; y 19, microsporidics.

Actualmente se ha confimado la posicidén del dominio Archaea mas alla de la
fllogenia en base al gen del IRNA 16S. Un ejemplo proviene del analisis gendmico
comparativo del aparate de replicacidn de DNA, el cual es similar enire los dominios
Eucarya y Archaea, y muy diferente a su coniraparte del dominio Bacteria (Olsen y
Woese, 1996). Sin embargoe, la organizacion de sus cromosomas es muy simifar al
dominio Bacteria (L.ondei, 2005). En resumen, se ha descrito al dominio Archaea como
organismos que “parecen ufilizar proteinas eucariontes en un contexio bacteriano™
(Gribaldo y Brochier-armanet, 2006). Ademas de esio, se sabe que la estereoquimica
de los fosfolipidos de membrana del dominio Archaea es diferente al de los ofros dos

(Kates, 1993).

Par ofra lado, [a idea de que el dominio Archaea consistia exclusivamente de

organismos extreméfilos, cambio drasticamente con la presencia inesperada de




secuencias del gen del rRNA 16S relacionadas al dominio Archaea, en muestras de
agua marina (DelLong, 1982). Hoy se sabe que las arqueas son organismos
metabdlicamente diversos, que habitan tanto ambientes extremos (altos v bajos pHs,
bajas temperaturas, alta salinidad o presion) (Rothschild y Mancinelli, 2001}, como
ambientes no extremos, donde coexisten y compiten con organismos de otres dominios
en fa mayoria de los ambientes del plansta (Mcinemey, 2001). Se sugiere que [as
arqueas pueden jugar un papel importante en los ciclos biogeoquimicos del carbono y
del nitrégeno (Wichter y col., 2006; Leininger y cal., 2006), y pueden participar por
ejemplo en la fijacion de N (Murray y Zinder, 1984; Belay y col., 1984), en la
nitrificacién (Schleper y col., 2005; Konnecke y col., 2005), y en la desnitrificacion
(Vorholt y col,, 1997). Particularmente, en muestras ambientales de suelo se han
encontrade secuencias relacionadas a representantes de los dos mayores reinos de
arqueas, Crenarchaeota y FEuryarchaeota. Sin embargo, la relacién de estas
secuencias respecto a las de amueas culiivadas en muchos casos es mas bien
distante, lo que sugiere que existen linajes propios de los ambientes no extremos

dentro de estos grupos {Binfrim y col., 1997; Robertson y col., 2005).

Existen pocos antecedentes sobre la diversidad de las arqueas en los suelos
aridos y semiaridos, sin embargo se han lograde encontrar finajes tanto de
euriarquectas como de crenarqueotas (Midgley y col., 2007; Chanal y col., 2006). En
una aproximacion biogeografica, se menciona que la diversidad de argueas no
depende de manera importante de ias precipitaciones; a diferencia de la composicion,
que dependeria fuertemente del gradiente de precipitaciones y de [a cobertura vegestat
(Ange!l y col, 2010). Por ofro [ado, se ha observado que en lugares con baja

concentracion de carbono, el aumento en el contenido hidrico disminuye la diversidad




de los microorganismos, interrumpiendo el fenémeno de aislamiento espacial al

comunicar microhabitats dentro de la matriz del suelo (Zhou y col., 2002).

El propésito de este trabajo es conocer la composicién de fa comunidad de
arqueas en los suelos aridos del Desierto de Atacama y semiaridos del matorrat
esclerdfilo de Chile Ceniral y evaluar el efecio del agua sobre la diversidad de este
grupo microbiana. Para ello, se ufilizaron técnicas moleculares independientes de
cultivo en dos aproximaciones. Por un lado, para poder identificar los arqueones
presentes y determinar [a composicion de [a comunidad, se construyé una genoteca
mediante la amplificacidn y clonacion del gen que codifica para el RNA ribosomal 168,
mediante partidores especificos y universales para el dominio Archaea, luego fos
fragmentos clonados fueron secuenciados, y éstas secuencias comparadas con bases
de datos, para finalmente realizar un andlisis de agrupamiento basadc en la similitud
de las secuencias comparadas. Por ofro [ado, se estudi6 el efecto del contenido hidrico
del suelo en fa estructura comunitaria arqueal, para ello se determinaron los cambios
de los perfiles de T-RFLP (polimorfismo en el largo del fragmento de restriccion
terminal) (Liu y col., 1897; Marsh, 1899; Marsh y col., 2000; Résch y Bothe, 2005) de
las secuencias del gen del IRNA 16S de las arqueas en un ensayo de microcosmos.
Esta aproximacion metodolégica permite evaluar, de forma semi-cuantitativa, los
cambios en la riqueza de los filotipos, representada por los distintos tipos de
fragmentos terminales de restriccidn (T-RFs), y de abundancia, representada por la

fluarescencia relativa de cada T-RF (Yeager y col., 2005).




En base a los antecedentes expuestos, se plantea la siguiente hipotesis:

“Dado que en los suelos aridos el agua es un factor limitante de la microbiota,
cuya escasez favoreceria que los microorganismos se resirinjan a microhabitats
aislados, entonces un aumenio en el contenido hidrico llevaria a cambios en [z
compasicion y/o disminucién de Ia diversidad arqueal a causa de la comunicacion de

estos microhabitats®.
Objetivo General:

Evaluar el efecto del contenido hidrico sobre la composicion y estructura de [a
comunidad de arqueas presentes en muestras de suelos arido y semiarido mediante

ensayos de microcosmaos.
Objetivos Especificos:

1.-Determinar la composicién de la comunidad de las arqueas presentes en los suelos
aridos del Desierto de Atacama y semidrido del matorral esclerdfito de Chile Central,

mediante clonacidn-secuenciacion del gen del fRNA 16S.

2 -Determinar el efecto del contenido hidrico scbre los patrones de T-RFLP del gen del

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

3.-Determinar la influencia de los parametros edaficos sobre los patrones de T-RFLP
de ias arqueas presenfes en los ensayos de microcosmos de [as muestras de los

suelos arido y semiarido.




MATERIALES Y METODQS

2.1, Recoleccion de las muestras
Las muesiras para el montaje de los microcosmos se recolectaron de:

= Suelo semiarido: localidad de "El Romeral® (33°48'S, 70°14'W), Cajon del
Maipo, Regién Meiropclitana, Chile. El sitio corresponde a una zona semiarida
del matorral esclerdfiio de Chile Ceniral que presenta un clima Mediterranec
seco can precipitacicnes invematles y un promedio anual de 350 mm (Gajardo,
1994} (Figura 2).

= Suelo arido: localidad de "Sierra Pajarite” (27°59'S, 70°34'W), Desierio de
Atacama, Regién de Atacama, Chile. En el lugar se presenta un clima desértico
arido con escasas precipitaciones, las que no superan los 20 mm en promedio,

anuaimente (McKay y col., 2003) (Figura 3).

Las muestras se obtuvieron del horizente superficial del suelo. En cada sitio de estudio
se fornaron 10 muestras simples de suelo en un area de 10 x 10 m a una profundidad
de 10 cm, las cuales fueron mezcladas en partes iguales, homogeneizadas parz Ia
obiencién de una muestra compuesta de cada sifio con el objefo de reducir la
heterogeneidad espacial a pequefia escala (Webster y col., 2002; Girvan y col., 2003} y

almacenadas a 4°C hasta su ufilizacion.
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“El Romeral” | Matorral esclerdfio : |
(33°48°S, 70°14'W) Bosque de robles y miraceas f
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Figura 2. Ubicacion geografica de la localidad de “El Romeral”, lugar de procedencia de las
muestras del suelo semiarido correspondiente al matorral escleréfilo de Chile Central.

i)
.
“Sierra Pajarito” R -
(27°59°S, 70°34°'W) < \
Desierto de Atacama e S
(17,5 mm anuales) Matorral subdesértico

| Vegetacién altiplanica
| Vegetacion desértica

Figura 3. Ubicacion geografica de la localidad de “Sierra Pajarito”, lugar de procedencia de las
muestras del suelo arido correspondiente al matorral subdesértico del Desierto de Atacama.
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2.2, Determinacion de la composicién de [a comunidad arqueal en las muestras

de suelos arido y semiarido

2.2.1. Extraccién del DNA y amplificacién por PCR

A partir de 250 mg de las muestras de suelo, se exirajo el DNA gendmico
usando el kit "PowerSoil DNA Isolation® (MoBio Laboratories, Inc.} segtn las
indicaciones del fabricante y se canservo en amortiguador TE (Tris-HCI 10 mM y EDTA

1 mM pH 8,0). El DNA obtenido se visualizé en; geles de agarosa al 0,8% en

|
amartiguador TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA|1 mM), tefiidos con bromuro de

i

etidic (0,5 pg/mi) y almacenado a -20°C.

Para estimar la composicion de la comunidad arqueal en las muestras de suelo,
se amplificd el gen que codifica para el RNA ribosomal 16S, se clonaron los
amplicones y se secuenciaron. Para ta amplificacion de este gen se usaron dos

estrategias:

2.2.1.a. Amplificacién directa

Para el suelo semiarido, se usé una amplificacién directa con los partidores
AS71F y UA1204R (Tabla 1), descrilos como especificas para el dominic arquea y
universales dentro de éste (Baker y col., 2003). La mezcla de reaccidn (25 pi) contenia
GoTaq® Green Master Mix (GoTaq® DNA Polimerasa en 1X Green GoTaq® Reaclion
Buffer (pH 8,5), 200 uM de cada ANTP y 1,5 mM MgCL) (Promega) y cada uno de los
partidores a 0,5 pM. El programa de amplificacidn consistiG en una desnaturalizacion

inicial a 94°C durante 2 min, seguida de 30 ciclos con una temperatura de

|
|
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desnaturalizacién de 94°C por 1 min, hibridacién a 55°C par 1 min y elongacién a 72°C

por 1 min. Terminando con una extensién final de 10 min a 72°C.

2.2.1.b. Amplificacion semi-anidada

Para el suelo arido, se usé una esirategia de PCR semi-anidado. En la primera
amplificacion se uliizaron los partidores 23FPL (Binfrim y col, 1997) y UAT204R
(Baker y cal., 2003) (Tabla 1). La mezcla de reaccion fue igual a la usada en el suelo
semiarido, excepto que cada parlidor se usd a una concentracién de 0,6 uM. El
programa de amplificacién, en este caso, fue una desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 1 min, seguida de 30 ciclos con una temperatura de desnaturalizacién de 94°C
por 30 s, hibridacidn a 55°C por 1 min 30 s y elongacidn a 72°C por 2 min 30 s.

Terminando con una extension final de 10 min & 72°C.

Posteriormente, a partir del producto de [a primera amplificacion, se ufilizé 1 i
como templado para la amplificacién del gen del rRNA 16S con los partidores AST1F v

UA1204R (Tabla 1) en las mismas condiciones descritas para el suelo semiarido.

ta correcta amplificacién del DNA se verificd por elecfroforesis en geles de
agarosa al 1,2% en amortiguador TAE 1X tefiidos con bromuro de efidio y visualizados
mediante luz ultravioleta. Para determinar el tamafio del fragmento se usé el marcador
de peso molecutar 100 bp (Invitrogen). El DNA se cuantificé usanda el programa UN-

SCAN-IT gel™ version 4.1 (Silk Scientific Inc.).
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Tabla 1. Partidores usados para [a amplificacion def gen del rRNA 16S de arqueas.

Partidor Secuencia (6'-3)" Tarnafio (pb) Referencia

23FPL TGCAGAYCTGGTYGATYCTGCC

1100 Bintrim y col., 1997,

Baker y col., 2003
UAT204R TIMGGGGCATRCIKACCT

AST1F GCYTAAAGSRICCGTAGC

650 Baker y col., 2003
UA1204R TIMGGGGCATRCIKACCT

*R=AGG Y=COT-M=A6C;85=G0C; K=G ¢ T, I=Inosina

2.2.2. Clonacidn, analisis de RFLP y secuenciacion de los fragmentos

Los amplicones se clonaron para construir una genocteca para cada uno de los
suelos analizados. Para ellg, %00 ng de los productos de PCR se purificaron mediante
el UltraClean PCR Clean-up DNA purification Kit (MoBio Lab, Inc.). Los amplicones
purificados de los genes del rRNA 16S se ligaron en el vector pTZ57R/T y se cionaron
en células competentes de Escherichia cali XL 1B usando e! InsTAclene™ PCR Cloning

Kit (Fermentas) segtn las indicaciones 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 ampicilina (50
ug/mi} y por su incapacidad de degradar el compuesto X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-
b-galactopirandsido) en presencia de IPTG (isopropil-B-D-tio-galactdsido). Los clones
seleccionados se resuspendieron en 10 pl de amortiguador TE. El DNA se obiuvo par
lisis celular mediante 8 ciclos sucesivos de choques térmicos de T min a 98°C /1 mina

4°C. La presencia del inserio de los genes del rRNA 16S se determind por PCR
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utilizando los partidores exclusivos para arqueas AS71F y UA1204R (Tabla 1), en las

condiciones de reaccion descritas en [a seccién 2.2.1.a

Previo a la secuenciacién, se realizé un analisis de los polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP), para ello los productos de PCR que
presentaron un tamafo de inserto esperado para el gen del IRNA 16S de arqueas, se
purificaron mediante el UliraClean PCR Clean-up DNA purification Kit (MoBio Lab, Inc.)
y se cuantificaron en geles de agarosa al 1,2% en amortiguador TAE 1X tal como se
describi6 previamente. Cien nanogramos de!l producto de PCR purificado de los clones
se digirieron con 26 U de las enzimas de restricciGn Haelll (Invitrogen) [suefo
semiarido] y Bsh1236l (Fermentas) [suelo arido] durante 12 h a 37°C en reacciones
independientes, posteriormente [as enzimas se inactivaron a 65°C por 20 min. Los
productos de digestién se resclvieron por elecfroforesis vertical en geles de acrilamida-
bisacrilamida (19:1) al 8% en amoriiguador TAE 1X durante 4 h a 200 V. El tamafio de
los fragmentos de digestion se determiné comparando con el estandar de peso
molecular 50 bp (Invifrogen). Las bandas se visualizaron mediante tincién con nitrato
de plata usando una modificacidn del protocale descrito por Neilan y col. (1994).
Brevemente, los geles se fijaron en etanol al 10% durante 5 min, se sumergieron en
HNO; al 1% durante 5 min, se lavaron fres veces con agua desionizada y se colocaron
en una solucién de AgNQO; al 0,2% durante 20 min en oscuridad. Finaimente, ios geles
se lavaron con agua desionizada durante 1 min y se les afiadié una solucidn de
Na,CO; 0,28 M suplementada con formaldehido al 0,5%. Los geles se agitaron hasta la
aparicion de las bandas. La reaccion de tincién se detuvo sumergiéndolos § min en

acido acético al 10%.
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Los clones se agruparon de acuerdo a su perfil de fragmentos de restriccion.
Uno o mas representantes de cada perfil se secuenciaron (Macrogen [nc.) en un solo
sentido con el partidor M13F del vector, utilizando un Analizador Genético 3730
(Applied Biosystems). Los clones secuenciados se guardaron en glicerol al 20% a -

80°C (Sambrook y col., 1989).

2.2.3. Estimacion de [a cobertura de las genotecas

Las secuencias obtenidas se agruparon en base a dos criterios definidos para el
nivel de especie: 99% de identidad de secuencia (Lueders y Friedrich, 2000) y 97% de
identidad de secuencia (Stackebrandt y Goebel, 1994), utilizando el programa Clusterer
{Klepac-Ceraj y col., 2008). Los clones no secuenciados deniro de un grupo fueron
incluidos junto a los clones secuenciados con igual haplotipo. Los grupos formados se
procesaron por el programa Analytic Rarefaction 1.3 (Holland, 2003) obteniéndose
datos para construir una curva de rarefaccion. Posterionmnente estos datos se ajustaron
a una curva tedrica mediante regresion no lineal con el programa GraphPad Prism 4.00
" para Windows {GraphPad Software), obteniéndose los pardmetros tedricos. Finalmente
la estimacidn de cobertura se hizo mediante Ia formula CX = 1 — (Nx/n}, donde Nx,
representa el nimero de grupes diferentes y n, el numero fotal de secuencias

analizadas.

2.2.4. Analisis de agrupamiento de [as secuencias

Las secuencias obtenidas se relacionaron con las disponibles en [a base de

datos del GenBank mediante el programa BLAST-n (Altschul y col., 1990) y se
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seleccionaron aquellas que presentaron mayor identidad con los clones (ANEXO 1).
Las secuencias se alinearon mediante la herramienta ClustalW y se construyé un
dendrograma comtin para ambas genotecas ufilizando el programa MEGA version 4
(Tamura, Dudley y col., 2007). Para ello, las distancias genéticas se calcularon usando
el indice de Jukes y Cantor (Jukes y Cantor, 1969) y la topologia del arbol se infirié
mediante el algoritmo Neighbor - Joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987). Para estimar la

robustez de los nodos se realizd un analisis de bootstrap de 1000 iteraciones.

2.3. Estudio del tratamiento de pulsos de agua en los perfiles de T-RFLP de ia

comunidad arqueal

2.3.1 Diseiic y montaje de los microcosmos

A partir de la muestra compuesta de cada sitio [suelo arido del desieric (D) y
suelo semiarido de “El Romeral® (R)}, se tomaron 150 g de suelo y se prepararon los
microcosmos en frascos de vidrio de 250 mi, que se incubaron a 20°C durante 84 dias.
El tratamiento (H>O) consistidé en la aplicacion, al inicio de la incubacidn y cada 14 dias,
de agua desionizada hasta alcanzar el 60% de la capacidad de retencién de agua de
cada suelo. Los microcasmos controles (sfl} se mantuvieron sin tratamiento a lo farge
de toda la incubacién. Los microcosmos con fratamiento y los microcosmos controles

se montaron en friplicado.




16

2.3.2. Determinacion de los perfiles de T-RFLP

Para determinar los perfiles de T-RFLP, se tomaron submuestras de los
microcosmos cada 28 dias (0, 28, 56 y 84 dias). Las muesiras se extrajeron,
aproximadamente 3 h después de aplicar el riego correspondiente. La extraccion de
DNA de cada muestra, se realizd de la misma manera que la descrita en la seccién

2.2.1.

El gen que codifica el RNA ribosomal 16S amueal se amplificcé usando [a
estrategia de PCR semi-anidado descrita en la seccion 2.2.1.b, en ambos tipos de
suelo, con la diferencia de que el partidor reverse UA1204R (Tabla 1) de la segunda
reaccién se marco en el extremo 5' con el fluordforo FAM (B-carboxyfluoresceina). La
correcta amplificacion del DNA se verificd por electroforesis en geles de agarosa al

1,2% en amortiguador TAE 1X, como se describid previamente.

Los productos de PCR marcados con fluorescencia se purificaron mediante el
UliraClean PCR Clean-up DNA purificafion Kit (MoBio Lab, inc.) y se cuaniificaron en
geles de agarosa al 1,2% en amoriiguador TAE 1X. Enfre 20 y 50 ng de los productos
de PCR se digirieron independientemente con 20 U de la enzima de restriccion
Bsh1236l (Fermentas) durante 12 h a 37°C, posteriormente la enzima se inactivé a
65°C por 20 min. Los fragmentos de restriccién se separaron por eleciroforesis capi!a;‘
en un Analizador Genético 3730 {Applied Biosystems) (DNA Facility lowa State

University, IOWA).
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2.3.3. Normalizacién y analisis de los perfiles de T-RFLP

El tamafio en pares de bases (pb) de los fragmentos ierminales de resiriccion
(T-RFs)}, y la altura y el area de los picos en los electroferogramas, se determinaron
con el programa GeneMapper v3.0 (Applied Biosystems). Para el analisis se incluyd
sélo aquella fraccion de los elecfroferogramas comprendida enire los 50 y 700 pb. Para
normalizar y hacer comparébles los electroferogramas de las distintas muestiras se
realizé un procedimiento iterativo para homogenizar las unidades de fiuorescencia
(UF) totales (Dunbar y col., 2001) y se eliminaron las sefiales con fluorescencia menor
al 5% con respecto al fotal, las cuales podrian constituir ruide o son sefiales poco
significativas. Adicionalmente los perfiles se alinearon manualmente para evitar la
identificacion emonea de los T-RFs. Con los datos corregidos se determing la
fluorescencia relativa de los T-RFs, éstos representan distintas unidades taxondmicas
operacionales (OTUs) y nc necesariamente especies, por lo tanto, ia fluorescencia de
cada T-RF se utilizé como un indicador de la abundancia relativa de los OTUs

identificados en cada muestra.

2.3.4. Respuesta de OTUs (T-RFs) al tratamiento

Para el andlisis de los perfiles de T-RFLP, las abundancias relativas de los

OTUs en los friplicados se promediaron.

A partir de los datos de fluorescencia normalizada de cada T-RF se estimé la
diversidad genética de las arqueas, asociada con los microcosmos fratados y
controles, de los diferentes tipos de suelo. Parza ello se calcuid el indice de Shannon

(H} segin la formula H = -Zpi In pi, donde pi significa la abundancia relativa de cada T-




18

RF con respecto al total de T-RFs presentes en la muestra (Begon y col., 1990). Asi
también, se determind el indice de equidad (J) usandc la formuta J = HiHmax, donde:
Hméax = In S, siendo S el ndmero promedic de T-RFs presente en cada muesira
(Begon y col., 1990). Los calculos se realizaron con el programa MVSP versién 3.12d

{Geolem).

La deferminacion de los cambios de OTUs a través del tiempo y las diferencias
entre las muestras fratadas y las muestras coniroles de ambos suelos, se realizd en

base a las abundancias relativas graficadas respecto af tratamiento y at tipo de suelo.

Para comparar los perfiles de T-RFLP de manera conjunta, comparando todas
las muesiras de ambos suelos, se hizo un dendrograma en base a la abundancia
reiz:zﬁva de cada OTU, para elio se calcul6 [a distancia Euclideana (Manly, 1984). El
dendrograma se consiruyﬁ sobre el algoritmo UPGMA (Li, 1981) en el programa MVSP

versién 3.12d (GeoMem).

2.3.5. Analisis in silico de los clones y de los T-RFs

Adicionaimente, los clones de ambas genotecas se digirieron in sifico para
canfrontar los T-RFs de los clones con los observados en el analisis de T-RFLP
utitizando la herramienta T-DistinctiEnz (disponible en
hitp:ffwww. bicinformatics.org/~docrezalcgi-bin/resiriction/t_ DistinctiEnz.pl). Se registrd
el tamafo del fragmento 3™ terminal producido por la digestion de cada secuencia con
la enzima Bsh1236l. Ademas, los sitios de corte se chequearon con la herramienta

NEBcutter2.0 {disponible en http:/ftools.neb.com/NEBcuiter2/).
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2.3.6. Relacion entre la diversidad genética y los factores edéaficos

Para identificar qué parametros edaficos explicarian mejor los cambios en la
diversidad genética de {a comunidad arqueal se realizé un analisis de correspondencia
cancnica {CCA), ya que éste es un método multivariado de analisis directo adecuado
para describir fa relacién entre [a diversidad genética (T-RFLP) y las varables edaficas
(Yang y Crowley, 2000; Yannarell y Tripletf, 2005; Morales y col., 2006; Cordova-
Kreyios y col., 2006). Sin embargo, para 1a aplicacion de esios anadlisis es necesario
comprobar que las variables medidas no esién fuerfemente correlacionadas. Este
fenémeno podria afectar el andlisis haciendo los coeficientes de correlacion muy
inestables (Ter Braak, 1890). La posible correlacion enire los faciores ambientales
analizados se evalué mediante el coeficienie de Pearson segin el modelo de regresidn
fineal usando el programa GraphPad Prism version 4.0 (GraphPad Software Inc.).
Poster;ermente, se realizéd el CCA, donde se relacionaron los perfiles de T-RFLP,
considerando una matriz de abundancia de los T-RFSs, con los parametros edaficos
correspondientes a los suelos de cada tipo. Las variables edéaficas fueron: contenido
hidrico (CH), materia organica (MQ), pH, potencial de oxido-reduccion (ORP),
contenido de nitrato (NO3;) y contenido de amonio (NH,"} (ANEXO 2). El CCA se

realizé en el programa MVSP version 3.12h (GeoMem).
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RESULTADOS

3.1. Composicién de las arqueas en las muestras de suelos arido y semiarido

3.1.1. Amplificacién del DNA, clonacién y anéilisis de RFLP

Para determinar [a composicion de las arqueas presentes en el suelo arido
(matomral subdesértico del Desierto de Atacama) y semiarido (matormral esclerdfilo de

Chile central), s? construyd una genoteca del gen del rRNA 16S de arqueas para cada

Jz
|

ElI DNA exiraido desde el suelo semiarido, se amplificd de forma directa con los

tipo de suelo.

partideres AS71F y UA1204R (Baker y col.,, 2003). En la Figura 4 se muesira el
fragmento obtenido de 650 pb que corresponde al tamario esperado del producto de la

amplificacion.

~650 pb
—

=5 - ¥

Figura 4. Producto de amplificacion det gen del rRNA 16S de las amueas a partir de DNA
extraido de suelo semiarido, ufilizando los partidores AS71F y UA1204R. M: Marcador de peso
molecular 100hp. AR Amplicdn obtenido desde suelo semiarido.
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Para el suelo arido, se usé una estrategia de PCR semi-anidado para aumentar
la sensibilidad. En una primera amplificacién se utilizaron los partidores 23FPL (Bintrim
y col., 1997) y UA1204R (Baker y col., 2003), cuyo tamafo de amplificacion esperado
es de 1100 pb (Figura 5, A). Posteriormente, los amplicones obtenidos se utilizaron
como templados en una segunda reaccion con los partidores AS71F y UA1204R, con

un tamanio esperado de amplificacion de 650 pb (Figura 5, B).

A B

Figura 5. Productos de amplificacion del gen del rRNA 16S de arqueas en esirategia semi-
anidada. A) primera reaccion de la estrategia semi-anidada, realizada con los partidores 23FPL-
UA1204R a partir de DNA extraido de suelo arido. B) segunda reaccién de la estrategia semi-
anidada, realizada con los partidores A571F-UA1204R a partir de DNA amplificado en la
primera reaccion. M: Marcador de peso molecular 100bp. AD: Amplicén obtenido de suelo arido.

Luego de confirmar la obtencién del producto de PCR del tamafio esperado en
ambos tipos de suelo, éste se purificé, se ligoé al vector pTZ57R/T y se cloné en E. coli
XL1B. Las colonias seleccionadas por su incapacidad de hidrolizar X-gal en presencia
de IPTG, se lisaron y se confirmé la presencia del inserto mediante PCR, usando los
partidores A571F y UA1204R (especificos de arqueas), seguido de una electroforesis

en gel de agarosa. El tamafo esperado para estos fragmentos fue de ~650 pb.




Mediante este procedimiento se obtuvieron 101 clones positivos en la genoteca de
suelo arido (clones AD) y 98 clones positivos de la genoteca de suelo semiarido

(clones AR).

Una vez identificados los clones positives, éstos se analizaron mediante los
polimorfismos en Ia longitud de los fragmentes de restriccion (RFLP), mediante [a
enzima de restricciéﬁ Haetlll en los clones de suelo semiarido y Bsh12361 en fos clones
de suelo arido. Los clones se agruparon de acuerdo a su perfil de fragmentos de
restriccién o haplofipo, y como resultado se obtuvieron 8 haplotipos diferentes en el
suelo semiarido y 13 haplotipos en el suelo arido, finalmente uno o mas representantes

de cada perfil se seleccionaron para ser secuenciadas.

3.1.2. Estimacion de Ia cobertura de las genotecas

La cobertura de [as genotecas se estimé mediante curvas de rarefaccién a un
nivel de andlisis cercano al de especie. Para ello, los clones secuenciados se
agruparon en base a dos criterios diferentes, un 87% 6 un 989% de identidad de
secuencia, para clasificarios como pertenecientes a una misma especie. Los ciones no
secuenciados dentro de un grupo se incluyeron junto a los clones secuenciados con
igual haplotipo. Las curvas de rarefaccion de ambos suelos se ajustaron a una
hipérbola (Figura 6), observandose en ambos casos una tendencia de las curvas a
alcanzar la asintota (o maximo tedrico), siendo esio mas evidente en el analisis del
suelo semidrido con el agrupamiento de 87% de identidad. Esto indica que la cantidad
de clones estudiados fue la suficiente para cubrir un nimero importante de los grupos
presentes en estos suelos, y ademas sugiere que para encontrar grupos nuevos, se

requeriria de un esfuerzo de muestreo considerablemente mayor.
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Figura 6. Curva de rarefaccion para el gen del rRNA 16S arqueal de suelos arido (A) y
semiarido (B). Los cuadrados y los triangulos representan los datos para agrupamientos de 99%
y 97% de identidad de las secuencias, respectivamente. La linea negra continua, en ambos
casos, representa el ajuste de la curva a una hipérbola.
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Para determinar la representatividad de los clones amqueales obtenidos de
ambos suelos, se calculd el porcentaje de cobertura del muestreo realizado. Para este
calculo, se utilizd la farmula CX = 1 — (Nx/n), donde Nx correspondié a los grupos
observados y n al nimero de clones analizados. Este y algunos resultados del ajuste
de las curvas se resumen en la Tabla 2. De manera general, se observa que las curvas
presentan un buen ajuste, y que en ambos casos las genotecas presentaron un 80% o

mas de cobertura.

Tabla 2. Ajuste de las curvas de rarefaccidn y del calculo de coberiura, para los agrupamientos
de 87% y 99% de identidad de ambos tipos de suelo.

Muestra' Agrupamiento® obg;':g:; s anill‘i:zl::?os ?e?;p“:: Cobertura Ba?:::taed
Grico (R
89% 17 a8 23 82, 7% (,9875
AR 97% g ag 10 90,8% 60,9670
AD 99% 22 101 32 78.2% 0,9912
97% 16 101 22 84.2% 0,9832

'AR: genofeca de suelo semiarido; AD: genoteca de suelo ardo.
2 Criterics de identidad para realizar los agrupamienios.

3.1.3. Analisis de agrupamiento de las secuencias

Las secuencias de ios clones de ambos tipos de suelo se compararon con
secuencias disponibles en la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI), mediante la hemramienta bicinformatica BLAST. El alineamiento de
las secuencias se realizé con el programa MEGA 4 y se construyé un dendrograma
con el indice de distancia de Jukes & Cantor y el algoritmo de agrupamiento de

Neighbor-Joining (Figura 7).
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En el analisis se incluyeron las secuencias de la base de datos que presentaron
mayor identidad con las secuencias de los clones, ademas de secuencias {ipo de
arqueas de [inajes extrem6filos o no provenientes de sueio mesofilo (agrupados y en
negrita). También se incluyeron secuencias de arqueas cuitivadas o enriquecidas (en

cursiva).

Los resultados muestran que los clones se agrupan con secuencias tambien
provenientes de suelos, siendo representados los reinos Euryarchaeota y
Crenarchaeota por un 75,4% y un 24,6% de los clones totales, respectivamente. Por
separado, el suelo arido presenta mayormente clones del reino Euryarchaeota (97%),
mientras que los clones de suelo semiarido estan constituidos en un 53,1% por

euriarquectas y en un 46,9% por crenarqueotas.

Por ofro lado, fue posible distinguir 8 grupos, entre los cuales se .observan
grupos de arqueas presertes en ambos tipos de suelo, como también grupos de
arqueas presentes solo en el suelo grida. En coniraste, en ningtn caso se observaron

grupos que incluyeran solo secuencias de suelo semiarido.

De los grupos de euriarqueotas, los que incluyen clones de ambos tipos de
suelo son los grupos 1 y 2, éstos se relacionan con clones ambientales provenientes
de suelo semidrido y de suelo antartico. Por otro lade, los que incluyen solo clones
provenientes de suelo arido son el grupo 3, que no se relacionan cercanamente con
ninguna secuencia de la base de datos; el grupo 4, relacionado con clones ambientales
mesdfilos y de suelo antarfico; y el grupo 5, que esta conformado por secuencias de
arqueas haldfilas cuitivadas. En el caso de los grupos de crenarqueotas, el grupo 6

estd consfituido dnicamente por un clon proveniente de suelo arido, el cual se logrd
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refacionar con otro clon proveniente de abono arganico (Yamamoto y Nakai, 2010) y
separados del resio de los crenarqueotas analizados; mientras los grupos 7 vy §,
constituidos por clones de ambos tipos de suelo, se relacionan con secuencias de
clones ambientales de suelo salino-alcaling y antartico. Destaca ademas que el grupo 7
incluye al organismo Candidalus Nifrososphaera Gargensis, un arqueén obtenido por

enriquecimiento (Hatzenpichler y col., 2008},
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Figura 7. Dendrograma de secuencias del gen del rRNA 16S arqueal construido con el indice
de Jukes & Cantor y el algoritmo Neighbor-Joining. Sobre las ramas se muestra el valor de
bootstrap obtenido utilizando 1000 réplicas. En verde se muestran los clones obtenidos del
suelo semiarido y en rojo los clones del suelo arido. Entre paréntesis se especifica la cantidad
de clones que presentan el mismo haplotipo, que en algunos casos (indicados con *) incluye
otros clones secuenciados. Los nimeros de acceso de las secuencias de referencia y su

procedencia se muestran junto al nombre de cada una entre paréntesis.
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3.2. Efecto de pulsos de agua sobre la estructura de la comunidad de arqueas

3.2.1. Diseiio, montaje y amplificacion del DNA de los microcosmos

Para evaluar el efecto del contenido hidrico sobre la estructura de la comunidad
de las arqueas presentes en las muestras de suelos arido y semiarido, se estudiaron
los patrones de T-RFLP (donde cada T-RF puede ser definido como un OTU) del gen
del rRNA 16S arqueal en ensayos de microcosmos, los cuales se trataron cada 14 dias
con pulsos de agua y se analizaron cada 28 dias. Para ello, mediante una estrategia de
PCR semi-anidado se amplificé el DNA genémico extraido de cada microcosmos,
utilizando en una primera reaccion los partidores 23FPL y UA1204R y posteriormente
los partidores A571F y UA1204R* marcado fluorescentemente con FAM (Figura 8).
Como resultado de la amplificacion final se obtuvo una banda de 650 pb,
correspondiente al tamafio esperado y algunas bandas inespecificas de menor
intensidad. Los amplicones obtenidos se purificaron para eliminar las bandas

inespecificas no deseadas.

Figura 8. Producto de amplificacion de distintas muestras de suelos arido y semiarido para el
analisis de T-RFLP. M: marcador de peso molecular 100bp. Muestras de suelo semiarido: 1) Con
tratamiento, 0 dias de incubacién; 2) Sin tratamiento, 0 dias de incubacién; 5) Sin tratamiento, 84
dias de incubacién; 6) Con tratamiento, 84 dias de incubacién. Muestras de suelo arido: 3) Con
tratamiento, 0 dias de incubacion; 4) Sin tratamiento, 0 dias de incubacion. 7) Control negativo
primera reaccion; 8) Control negativo de amplificacion; 9) Control positivo de amplificacién.
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3.2.2. Analisis de la diversidad de las muestras mediante T-RFLP

Una vez confirmada la presencia de los fragmentos del tamafio esperado
(~650pb), éstos se digirieron con la enzima de restriccion Bsh12361 y se analizo la
frecuencia relativa de los distintos fragmentos de restriccién terminales (T-RFs) a
través del tiempo, tanto para el suelo arido como para el suelo semiarido. El fragmento
analizado correspondi6 al fragmento terminal reverso (extremo 3’) de la amplificacion

con los partidores A571F y UA1204R (Figura 9).
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Figura 9. Frecuencias acumuladas de los T-RFs de los suelos arido y semiarido (expresadas como
porcentaje relativo de fluorescencia, % UF) obtenidos con la enzima de restriccion Bsh1236l, para el
gen del rRNA 16S arqueal a diferentes tiempos de incubacion (t0: 0 dias de incubacion; t28: 28 dias
de incubacion; t56: 56 dias de incubacion; t84: 84 dias de incubacion) de los microcosmos sometidos
a riego cada 14 dias (H20) y los microcosmos control sin tratamiento (s/t).
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En [a Figura 9, se observa que en el suelc semiarido tanto las muestras
tratadas como las no tratadas evidencian variaciones poco significativas a través del
tiempo. En el suelo arido existen variaciones poco significativas entre las muestras sin
fratar, sin embargo, en las muestras fratadas con pulsos de agua, se cbserva una
diferencia importante de la abundancia relativa de los T-RFs a fravés del tiempo,
marcado por una disminucion sostenida de la frecuencia relativa de los T-RFs de 107
pb, 276 pb y 480 pb, mieniras ocurre un aumento sostenido de la frecuencia relativa

del T-RF de 338 pb.

Para relacionar los clones secuenciados de las genotecas con los T-RFs
obtenidos de los microcosmos, las secuencias de los clones se digerieron in sifico con
la enzima Bsh1236l1. Con ello, fue posible establecer qué grupos de los descritos en el
analisis de agrupamiento de las secuencias (Figura 7) forman parte de cada T-RF
(Tabla 3). Los resultados muestran que en general existe una comespondencia entre
cada T-RF y detenminados grupos, por ejempioc en el caso de los T-RFs de 490 pb y
650 pb, estos fragmentos son exclusivos de suelo arido, y concordaniemente se

relacionan con los grupos 4 y 5, igados tnicamente a clones de suelo arido.




31

Tabla 3. Distribucién de cada T-RF en los grupos obtenidos en el dendrograma de secuencias.
Los clones secuenciados de ambas genotecas (suelos arido y semiarido) se digerieron in silico
con la enzima Bsh1236l, y se analiz6 el fragmento terminal reverso.

T-RF (pb)
o § GRUPO1 66,7% 100,0%
< = GRUPO2 333%
& 'E GRUPO 7 1000%  16,7%
® GRUPOS 83,3%
GRUPO 1 100,0%
o GRUPO2  750%
T GRUPO3 250%
«®  GRUPO4 100,0% 50,0%  88.9%
2  Grupos 87.5% 50,0%  11,1%
@ GRUPO 6 12,5%
GRUPO 7 50,0%
GRUPO 8 50,0%

Con los datos de frecuencia relativa de los T-RFs de las distintas muestras, se
realizé6 un andlisis de agrupamiento (Figura 10), en el cual se observa que aquellas
muestras provenientes de un mismo tipo de suelo se agrupan entre si. Ademas, se
observa un efecto claro del tratamiento en las muestras de suelo arido de tiempos

avanzados (56 y 84 dias de incubacion), las cuales se agrupan separandose del resto.
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Figura 10. Andlisis de agrupamiento de las distintas rmuestras de microcosmos, de ambos fipos
de suelo y con distintos tratamientos y tiempos de incubacion. El anélisis se hizo en base a Ia
frecuencia relativa de los disfintos T-RFs presentes, el dendrograma se construys usando la
distancia Euclideana y el algoritmo UPGMA (Programa MVSP). Tipo de suelo: R = Suelo
semidrido, [} = Suelo arido. Tratamiento: HoO = riego cada 14 dias, s/t = controt sin fratamiento.
Tiempo de incubacién: t0, 128, 156, 184 = 0, 28, 56, 84 dias de incubacion, respeciivamente.

Los indices de diversidad de Shannon y de equidad de la comunidad de
arqueas se estimaron a partir de los perfiles de T-RFLP del gen del rfRNA 16S arqueal
(Tabla 4). En el suelo semiarido, las muestras sin fratar mantienen los valores de
ambos indices a través del tiempo, mieniras que en las muestras tratadas con agua se
observa un ligero aumento tanto del indice de diversidad como del de equidad con el
tiempo de incubacién. En el suelo arido, se cobserva que las muesiras mantienen su
nivel de diversidad, aunque son menos equitativas en los dos Ultimos tiempos. Por el
conirario, las muestras tratadas que mantienen un mayor contenido hidrico, muesiran
una disminucion de los indices de diversidad y de equidad, en especial en los dos

tiltimos tiempos.
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Tabla 4. Parametros de diversidad calcutedos desde los perfiles de T-RFLP de! gen del tRNA
16S de arqueas de los suelos arido y semiarido.

Semiérido Arido

Muestra indice de indice de
Diversidad Equidad N°T-RFs Diversidad Equidad N° T-RFs
to* 0,700 0,637 3 1,538 0,858 6
2 128 0,957 0,871 3 1,278 0,794 5
T 5 0,859 0,782 3 0,595 0,429 4
184 0,932 0,848 3 0,600 0,546 3
t0 0,801 0,730 3 1,560 0,871 6
- 128 0,693 1,000 2 1,287 0,806 5
®  ts6 0,754 0,686 3 1,047 0,650 5
84 0,869 0,791 3 1,260 0,783 5

*Tiempos: (0= 0 dfas de incubacion; 128= 28 dias de incubacion; 156= 56 dfas de incubacian;
184= 84 dias de incubacidn. "Tratamientos: H,0= rego cada 14 dias; sfi= conirol sin
tratamiento.

3.2.3. Relacion entre la diversidad genética y los factores edaficos

Finalmente, se buscd determinar qué parameiros edaficos se relacionan con el
agrupamiento observado en las muestras, para ello se realizé un analisis de
correspondencia candnica entre los perfiles de T-RFLP y los factores edaficos medidos
durante el tiempo de incubacién de los microcosmos y para cada tratamiento (Figura
11). Los ejes utilizados representan en conjunto un 71,1% de la varianza total, y de
acuerdo a este analisis, las muestras presentaron una tendencia a separarse por el tipo
de suelo con respecte al primer eje candnico (Eje 1). Los paramefros edaficos que
influenciaron esta separacion fueron el pH y la materia organica (MO), con coeficientes

de comrelacién intragrupo de 0,88 y -0,96 respectivamente (Tabla 5).
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Figura 11. Andlisis de correspondencia canonica entre los perfiles de T-RFLP y los factores
edaficos medidos durante el tiempo de incubacion de los microcosmos de los suelos semiarido
(R) y arido (D). Tratamientos: H20= Riego cada 14 dias; s/t= control sin tratamiento. Tiempos:
t0= 0 dias de incubacion; t28= 28 dias de incubacion; t56= 56 dias de incubacion; i84= 84 dias
de incubacion. Parametros edaficos: pH; potencial de 6xido reduccion (ORP); Contenido
hidrico (CH); materia organica (MO); contenido de amonio (NH4+); contenido de nitrato (NO3-).

Ademas, se observo a lo largo del segundo eje canodnico (Eje 2), la separacion
de las muestras tratadas de suelo arido en relacién a los controles no tratados. Este
efecto es claramente observable en los dos Ultimos tiempos de incubaciéon indicando
que aquellas muestras que han permanecido por mas tiempo con mayor contenido
hidrico experimentan una separacion mayor del control con menor contenido hidrico,

de manera similar a lo encontrado en los dendrogramas (Figura 10). Los coeficientes




de correlacion intragrupo mas influyentes para este eje, 0,91 y 0,87, comresponden al

NO; v el contenido hidrico (CH) respectivamente (Tabla 5).

Tabla 5. Coeficientes de corelacién intragrupo de los parémefros edaficos y los dos primeros
ejes del ordenamiento de los T-RFs, en los microcosmos de los suelos arido y semiarido.

Paramefros Coni?:ﬁdtz:mgrupo
Eje 1 Eje 2
pH 0,88 0,22
ORP -0,55 0,19
CH 0,08 0,87
MO -0,96 0,24
NH,* -0,06 -0,48

NOy 0,25 0,91
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DISCUSION

4.1. La composicion de [as arqueas en las muestras de los suelos arido y

semiarido

Tantc para el suelc arido como para el semiarido, se observa que las curvas de
rarefaccién (Figura 6) describen una clara forma de hipérbole acercandose a la
asintota (valor maximo), ajustandese al compartamiento esperado y entregando [a idea
de que la coberiura de! total de arqueas, independientemente del criterio usado a nivel
de especie fue alta, superando el 80%. Esic es respaldado por los resultados
expresados en la Tabla 2, en los cuales se cobserva, eh ambos fipos de suefo e
independiente del criterio ulilizado para el nivel de especie, que la bondad de ajuste de
las curvas fue alta, con valores de R®>> 0,96. Esto indica que Ia cantidad de clones
estudiados fue suficiente para cubrir un ndmero importante de los grupos presentes en
estos suelos ya que abarcan la gran mayoria de ellos. Por lo tanto, un esfuerzo de
muestreo mayor no aumentara mucho mas ia cobertura, por lo que desde el punto de
vista pracfico se logré un buen balance entre esfuerzo de muestreo y la cobertura

lograda.

Al comparar graficamente ios suelos entre si (Figura 6), se observa que en el
suelo semiarido la tendencia a alcanzar la asintota es un poco mas evidente. Por ofro
lado, segun la Tabla 2, la cobertura en el suelo semidrido fue mayor que la obtenida
en el suelc arido, para ambaos criterios de agrupamiento, por ejemplo con el nivel mas
esiricto de agrupamiento (89%) se alcanzd una cobertura del 82,7% en el suelo
semiarido versus un 78,2% del suero arido. Ademas, es destacable que aunque se
hayan estudiado genotecas con una cantidad de clones similares (98= suelo semiarido,

101= suelo arido), se haya calculado un maximo tedrico de grupos menor, con ambos
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criterios, en el suelo semiarido. Ei andlisis de los datos sugiere que existe una menar
diversidad de arqueas, a nivel de especie, en el suelo semiarido que en el suelo arido.
Respecto a ofros ambientes, las arqueas de suelos aridos y semiaridos parecen ser
mas diversas en estos ambientes que en ofros tipos de suelos tales como pradera ¢

bosque lluvioso (Fierer y col., 2007).

Un analisis de la cobertura obtenida en las genotecas (en base al gen del
rRNA16S) de [as arqueas de ios suelos arido y semidrido, con ia obtenida para
genotecas de bacterias de la misma procedencia, se puede concluir que las bacterias
son mas diversas que las arqueas en ambos tipos de suelo (Orlando, 2008; Espinosa,
2010). Esta mayor diversidad de bacterias, también se ohserva cuando se comparan
las curvas de rarefaccion de genotecas bacterianas con las genotecas de amueas
presentadas en este estudio. La curva de rarefaccion de la genoteca de bacterias de
suelo semiarido no exhibe una tendencia a alcanzar ef valor asintético, indicando que
hay una importante diversidad no detectada y el nivel de cobertura estimado fue de
aproximadamente el 10% de bacterias (Espinosa, 2010), lo cual contrasta con la
cobertura sobre un 80% de amueas obtenida en este estudio para ambos tipos de

stelo.

En una visidn general del andlisis de agrupamiento (Figura 7), se observa que
las secuencias abtenidas de las genotecas de ambos suelos se agrupan con ofras
secuencias de arqueas de los dos principales reinos: Euryarchaeota y Crenarchaeota,
provenientes de suelos o ambientes meséfilos, con la excepcion de algunos casos en
los cuales también se agrupan con secuencias provenientes de suelo antariico y de
una fuente termal. Gran parte de las arqueas analizadas comespondieron al reino

Euryarchaeofa (754%) mientras que el 24,6% restante comespondid al reino




Crenarchaeota. Un 97% de ios clones de suelo arido se agruparon deniro del reinc
Euryarchaeota, mieniras que los clones de suelo semiarido se agruparon en ambos
reinos en proporciones similares. Esto contrasta con otros trabajos, en los cuales se
observa una clara prevalencia del reino Crenarchaeota en diversos tipos de amhbientes,
donde representan mas de un 70% de las arqueas presentes (Jurgens y col., 1997;

Yan y col., 2006; Bates y col., 2010).

LLa mayoria de los clones de ambos tipos de suelo se agruparon con secuencias
de clones ambientales, no se produjeron agrupamienios con secuencias argueales
provenientes de ambientes marinos, ni tampoco con drdenes arqueales del fipe
extremdfilo incluides en e! andlisis, con excepcion del grupo 5, el cual se agrupé con
secuencias de cepas tipo de arqueas haldfilas. De una forma mas distante, los grupos
1, 2, 3 y 4 se relacionaron con la clase Thermoplasmata, caracterizada por organismos
aciddfilos y en su mayoria termofilicos (Ruepp y col., 2000), pero que en ctros estudios
también se ha observado relacionada con clones ambientales de arqueas mesdfilas
provenientes de manglares (Yan y col., 2006; Kim y col., 2005}, lagos (Casamayor y
col., 2000) y también de suelos de bosque (Pesarc y Widmer, 2002; Kemnitz y col,,
2007). Por ofra parte, los grupos 86, 7 y 8, que aparecen como pertenecientes al reino
Crenarchaeota en este analisis, podrian comresponder a arqueas del phyium
Thaumarchaeota, un grupo taxonémico propuesto recientemente que incluye arqueas
mesdfilas con posible pariicipacion en el ciclo biogeoquimico del nitrégeno (Brochier-

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

La distribucién de los clones de los suelos drido y semiarido en el dendrograma
muestra que existen grupos de arqueas presentes en ambos tipos de suelo, pero que

también existen algunos tipos de arqueas presentes (nicamente en un fipo de suelo,




39

como el caso de los grupos 3, 4, 5 y 6, que incluyen clohes provenientes

exclusivamente de suele arido (Tabla 3).

Enire los grupos establecidos en la Figura 7, destacan por {a procedencia y fos
tipos de organismos que incluyen: i) El grupo 1, que incluye ciones de ambos tipos de
suelo, los cuales se agrupan con otros clones ambientales provenientes del este de
Australia (Midgley y col., 2007). i) El grupo 5, estad compuesto por clones del sueio
arido que se agrupan junto a secuencias de organismos fipo denfro de [a clase
Halobacteria, los cuales comesponden a organismos foidtrofos haldfilos extremos
(Garrity y Holt, 2001). La asociacién de los clones con este fipo de organismos haléfiios
podria estar relacionada con las capacidades que les permiten desarollarse a altas
concentraciones de sal, las cuales también les permitiria vivir en ambientes aridos,
dado que ambas condiciones ambientales fienen en comtin una baja disponibilidad de
agua. @i} El grupo 7, destaca por inciuir al organismo Candidatus Nifrososphaera
gargensis una crenarqueota obtenida de una fuente termal por enriquecimiento, la cual
se sabe que es un oxidador de amonio moderadamente termofilico (Hatzenpichler y
col., 2008), por io que los miembros de este grupo podrian ser o estar muy
relacionados a armgqueas oxidadoras de amonio mesdfilas. De hecho, en el suelo
semiarido de esie estudio se ha detectado la presencia de arqueas oxidadoras de
amonio (AOA), mediante la amplificacion del gen que codifica para la subunidad a de la

enzima amonio mono-oxigenasa de arqueas (gen A-amoA) (Verdejo, 2010).

También, cabe hacer nofar, que los clones euriarqueotas y crenarqueotas de
los grupos 2, 4 y 8 obtenidos en este estudio, se asocian con clones obtenidos desde

suelo Antartico (Ayton y col., 2010). Este hecho resulta interesante y sugiere que estos
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organismos son bastantes ubicuos y versatiles al encontrarse presentes en habitats

{an disimiles.

4.2, Efecto de pulsos de agua sobre [a estructura de la comunidad arqueal

Comparando los distintos T-RFs abtenidos de cada suelo (Figura 9}, es de notar
que ambos tipos de suelo comparien T-RFs, pero que sin embargo en el suelo del
desierto se observa un mayor nimero de T-RFs, lo que se explicaria por una mayor
diversidad en este fipo de suelo. Esto se condice con lo que ocurre al comparar la
composicion de las genotecas y analizando {a Tabla 4, donde se expresa Ia diversidad,
calcutada en base al indice de Shannon, que en condiciones iniciales y sin fratamiento
es mayor en el suelc del desierfa. Por ofro lado, se observa que existen fragmentos no
compartidos enire los fipos de suelo, como el T-RF de 475 pb presente de forma
significativa Gnicamente en el suelo semiarida, y los T-RFs de 107 pb, 490 pb y 650 pb

presentes exciusivamente en el suelo arido.

Al analizar el comporiamiento de [a fiuorescencia relativa de los T-RFs de
ambos suelos (Figura 9}, se observa que éstos tuvieron una respuesta diferente al
tratamiento de pulsos de agua. Mientras en el suelo semiarido no se observaron
cambios significativos en respuesta al tratamiento, en el suelo arido se observa que a
diferencia de las muesfras confrol, [as muestras tratadas presentan cambios
significativos de la abundancia relativa de los T-RFs a través del tiempo, donde
especificamente lo que ocurre es un aumento en la abundancia relafiva del T-RF de
338 pb, asociado a una disminucion sostenida de la abundancia relativa de ios T-RFs

de 107 pb, 276 pb y 490 pb. Estos resultados entregan evidencia de que el aumento en
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el contenido hidrico en suelos arides, debido al fratamienic con pulses de agua,
produce un cambio en la estructura comunitaria que lleva a una disminucion de la
diversidad de los T-RFs. Los resultados obtenidos apoyan la hipétesis que propone
que en suelos aridos, el déficit de agua favorece [a formacion de microhabitats
produciendo un aisiamiento espacial de los grupos de micreorganismos (Zhou y col.,
2002). Esta situacién cambiaria radicalmente por el aumento en el contenido hidrico, el
cual favoreceria la comunicacion de éstos microhabitats, con la consecuente
disminucién de diversidad representada por la aparicién de un grupo dominante. Este
fendmeno no se observaria en suelo semidrido, posiblemente porque no existe un
aislamiento en microhabitats previo al tratamienfo con agua. Asimismo, [a menor
diversidad cbservada en suelos semiaridos también sugiere que podria deberse a la

ausencia de aislamiento espacial.

Con los datos de la Tabla 3, es posible identificar qué grupos del analisis de
agrupamiento de la Figura 7, forman cada T-RF de la Figura 9, y con ello expiicar los
cambios de fiuorescencia relativa observados en el caso del suelo arido. De este modo,
el T-RF de 338 pb, que con el fratamiento incrementé su abundancia relativa a fravés
del tiempo, se relaciona en el case del suele arido a arqueas de! grupo 4 descritc en la
Figura 7, compuesto por organismos mesdfilos de diversas procedencias, o que
sugiere que este fipo de organismos son capaces de vivir en midltiples condiciones. De
la misma manera, al analizar el T-RF de 107 pb, el cual disminuye su abundancia
relativa con el iratamiento con agua, se cbserva que éste se relaciona principalmente
con arqueas del grupe 5, las cuales pertenecen a la Clase Halobacteria y que se
caracterizan por ser organismos haldfilos extremos, los cuales podrian ser buenos

compefidares bajo condiciones de baja disponibilidad de agua, esto padria explicar que
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este tipo de organismos haya sido despiazado al competir en condiciones de mayor

contenido hidrico con organismos presurniblemente mejor adaptados a esta condicion.

El resto de los T-RFs analizados, también pueden ser identificados en Ia Tabla
3 con grupos determinados det dendrograma de la Figura 7, asi el T-RF de 47 pb esta
relacionado en ambos suelos con los grupos 1, 2 y 3, los cuales forman una
subdivision del dendrograma, estos grupos se observa gue no se ven mayormente
afectados por el tratamiento en ninguno de los suelos estudiados. Por su parte, el T-RF
de 276 pb se relaciona exclusivamente al grupo 1 en ambos tipos de suelo, y su
abundancia relativa disminuye drasticamente en el suelo arido con tratamiento. El T-RF
de 475 pb se relaciona tnicamente con los grupos 7 y 8 de ambos suelos, los cuales
podrian pertenecer al phylum Thaumarchaeota {Brochier-Armanet y col,, 2008), pero
su abundancia relativa es baja comparado con el resto de los T-RFs. Finalmente los T-
RFs de 430 pb y 650 ph, ambos relacionados a los grupos 4 y 5 presentes tinicamente
en suelo arido, tienen baja representacién en los perfiles comunitarios con poca o

minima variacion de su abundancia relativa eh respuesta al tratamiento.

En el andlisis de agrupamiento por simifitud de los perfiles de T-RFLP entre las
muestras tratadas y las control de ambos tipos de suelo (Figura 10}, se ve que las
muesiras se agrupan por tipc de suelo. Ademas, de forma destacable en el caso del
suelo arido, se produce una separacidn importante de las mueskas con fratamientio
luego de 56 y 84 dias de incubacion, indicando que un aumento sostenido en el
contenido hidrico del suelo aride produce cambios significativos en la estructura de T-

RFs de la comunidad arqueal.
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Al comparar los indices de diversidad de los microcosmos de ambos suelos
(Tabla 4), se destaca que las muestras de suelo arido no tratadas con agua presentan
la mayor diversidad. Por ofra parte, en las muestras de suelos aridos tratadas, el efecto
del mayor contenido hidrico reduce su diversidad apoyando la hipétesis propuesta en
este frabajo. De modo similar a este estudio, en el frabajo de Fierer y col. (2007), de
tres tipos de suelo diferentes, se observa que el suela desértico resufté ser mas diverso
en arqueas que los suelos de pradera y de bosque luvioso. Sin embargo, esto difiere a
lo observado en suelo del amazonas {(Pazinato y col, 2010), donde los suelos
estudiados en este trabajo se ven menos diversos en base a los indices de Shannon
calculados, lo que es respaldado al comparar el niimero de haplotipos obtenidos en las

genotecas.

Los parametros edéaficos estudiados, gue se correlacionan con las diferencias
entre suelos y entre fratamientos, lograron explicar gran parte de la varianza total de
los datos (71,1%) entre los dos ejes graficados (Figura 11). El eje 1 explica la mayor
parte de la varianza (50,5%) y carrelaciond la separacién entre los tipos de suelo, con
los pardametros de materia organica (MO) y pH. E! que [a mayor varianza entre los
datos se explique por las diferencias entre los fipos de suelo, es consistente con ofros
estudios que muestran que [as diferencias entre tipos de suelo son a menudo mayores
en magnitud que cualquier efecto de factores abidticos camoe la humedad (Lundquist y
col., 1999; Wilkinson y col., 2002). De los dos factores que explican fa separacién entre
los fipos de suelo, el mas influyente fue la materia organica, con un coeficiente de
carrelacién con el eje 1 de -0,96, seguido por el pH, con un coeficiente iguat a 0,88
(Tabla 5). De este modo, [a diferencia en el contenido de materia organica entre ambos

tipos de suelo, es el factor principal que explica las diferencias en las comunidades de




arqueas entre los suelos estudiados, esto concuerda con las observaciones de que la
calidad y la disponibilidad de la materia organica, asi como el estado nudricional del
suelo influyen sobre la estructura de ias comunidades microbianas (Bossio y col., 1998;
@vreas y Torsvik, 1998; Griffiths y col., 1999). Por su parte, el pH también ha sido
descrito como un factor importante que determina la diversidad de [as comunidades
microbianas (Fierer y Jackson, 2006). En el caso del sueloc semiarido el pH se
encuentra cercano a 6,5, mientras que en el suelo arido es cercano a 7,5 (ANEXC 2},
estas diferencias podrian influir en la forma quimica, la conceniracion, y Ia
disponibilidad de los susiratos de acuerdo a lo descrito por Kemmit y col. (2006). Por
ofro lado, el eje 2 explicé un 20,6% de la varianza fotal, y correlaciont la separacion de
suelo aridos tratados versus los controles, principaimente con el conienido de nifrato
(NQs), con un coeficiente de correlacion de 0,91, y con el contenido hidrico (CH) con un
coeficiente de 0,87. El nifrégeno en todas sus formas, es considerado un facior
limitante para el desamclio de las comunidades microbianas en diferentes suelos
(Hooper y Johnson, 1999; Ehleringer, 2001), por lo que un aumento en el contenide de
compuestos nitrogenados en el suelo, probablemente tiene relacidn con un mayor
desarrolio microbiano. Respecio al contenide hidrico, hay evidencias que muesfran que
cambios en la disponibilidad de agua afectan la composicion (Drees y col., 2006) v la

abundancia de la microbiota (Singh y Kashyap, 2006).

Finalmente, el analisis de los datos muesira que [a hipStesis propuesta en este
trabajo, que sefiala que un aumento en el contenido hidrico del suelo disminuye Iz
diversidad de ia microbiota, se cumple para los suelos aridos, pero no para los suelos
semiarides. Una explicacion a la ausencia de cambios en la diversidad arqueal en los

suelos semiaridos frente a la adicion de agua, podria ser que el mayor contenido
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hidrico inicial observado en esfos suelos, produciria una baja diversidad ya que
mantendria en contacto los potenciales microhdbitats. De acuerdo a esto, un
incremento en el contenido hidrico mantendria asi el mismo nivel de diversidad en las
muestras tratadas de los suelos semiaridos (Zhou y col, 2002). En contraste, los
suelos aridos son mas diversos que los semiaridos, o que presumiblemente se debe a
la existencia de microhabitats separados y mienfras mas tiempo se maniienen
hiimedos, mas disminuye la diversidad, como se esperaria si aumenta la conexién de

microhabitats.
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CONCLUSIONES

Las arqueas de los suelos estudiados, estan principalmente relacionadas a
ofros clones ambientales del suelo meséfilo. Los clones arqueales obtenidos se
agrupan con secuencias pertenecientes a los reinos Euryarchaeota y

Crenarchaeoia.

Existe una mayor diversidad de las arqueas en los suelos aridos que en los
semiaridos, presumiblemente debido a la existencia de microhabitats separados

formados por el déficit de agua en este tipo de suelos.

Los perfiles de T-RFLP indican que la adicion periddica de agua provoca una
disminucién sostenida de la diversidad de las comunidades del suelo arido,
como se esperaria si se produce la conexibn entre microhabitats,
confirmandose de este mado la hipdtesis planteada (micamente en los suelos

aridos.

Los factores edaficos mas influyenies sobre [as diferencias de los perfiles de T-
RFLP fueron ef pH y la materia organica, determinados por el fipo de suelo, y el

contenido hidrico y de nitrato, determinados por el tratamiento.
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ANEXO 1

Tabla A1. Secuencias de! gen del rRNA 188 obtenidas mediante el programa Blast-n (NCB) que presentaron mayor

identidad con los clones procedentes de los suslos semiérido (AR: Romeral) y drido (AD: desierto).
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Clon Raino Secuencia més relaclonada N° acceso Identidad Fuente

AR 1 Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clone CWWA1 AY840179 98% Suelo semiarido

AR 2 Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clons A30 EL888335 96% Suelo Antartico

AR 4 Crenarchaeota Unidentified archason SCA11 UAUB2820 98% Suelo

AR B Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clone CW2 AY040185 96% Suelo semiérido
AR16  Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clone CW2 AYD40186 98% Suelo semigrido
AR16  Crenarchasota Uncultured crenarchaeote clone TX4CA_67 EF690822 90% Suslo salinc-alcalino
AR 17  Crenarchaeota Uncultured crenarchaeote clone CW3 AYB840188 88% Suelo semiarido
AR 18 Euryarchasota Uncultured euryarchaeote clone A30 EU888335 96% Suelo Antartico
AR 19  Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clone CWWA1 AY940179 98% Suelo semidrido
AR 20  Crenarchaeota Unlidentified archaeson SCA11 UAUB2820 28% Suelo

AR 21  Euryarchasota Uncultured euryarchaeote clone CWWA1 AY040179 98% Suglo semigrido
AR 22  Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clone CWWA1 AYB40178 97% Suelo semidrido
AR 23  Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clone CW4 AY940188 08% Suelo semiarido
AR 268  Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clone A30 EU888335 95% Suelo Antartico
AR 28  Crenarchasota Uncultured crenarchaeote clone Y8 EU888374 98% Suelo Antértico
AR28  Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clone CW2 AY0940185 26% Suelo semiarido
AR 30  Euryarchasota Uncultured euryarchaeote clone CW2 AY940185 96% Suelo semiarido
AR 31  Crenarchaeota Unidentified archaeon SCA11 UAUB2820 87% Suelo

AR 32  Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clone CW4 AY940188 98% Suelo semidrido
AR 33  Euryarchasota Uncultured euryarchaeote clone CWWA1 AY84017¢ 98% Suelo semiarido
AR 41 Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clone CW4 AY040188 97% Suelo semiarido
AR 43  Crenarchaeota Uncultured archaeon clone TX1C10 FJ784306 88% Suelo alcalino
AR B8  Crenarchaeota Uncultured crenarchaeote clone TX4CA_87 EF890822 80% Suelo salino-alcalino
AR 61 Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clone CWWA1 AY940179 89% Suelo semiarido
AR 71 Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clone CW2 AY0401856 85% Suelo semiarido
AR 82  Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clone CW2 AY940186 87% Suelo semiarldo
AR 104  Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clons CW2 AYB40185 87% Suelo semidrido




Tabla A1. Continuaclén

Clon Relno

Secuencia més relaclonada

N°® acceso Identldad

Fuente

AR 108 Euryarchaeota
AR 110 Euryarchaeota
AR 111 Crenarchasota
AR 114 Crenarchasota

AD 1 Euryarchaeota
AD2 Euryarchaeota
AD 3 Euryarchaeota
AD 4 Euryarchaeota
AD & Euryarchaeota
ADB8 Euryarchasota
AD7 Euryarchaeota
AD 9 Euryarchaeota
AD 14 Crenarchaeota
AD 16 Euryarchaeota
AD 20 Euryarchaeota
AD 21 Euryarchaeota
AD 25 Euryarchaeota
AD 268 Euryarchaeota
AD 27 Euryarchaeota
AD 28 Euryarchaeota
AD 34

AD 37 Euryarchaeota
AD 38 Euryarchaeota
AD 43 Crenarchaeota
AD 45 Euryarchaeota
AD 48 Euryarchaeota

Uncultured euryarchaeote clone CW2
Uncultured euryarchaeote clone CW?2
Unidentified archason SCA11
Uncultured archaeon clone TX1C10
Haladaptatus sp. RO1-28
Uncultured euryarchaeots clone A30
Haladaptatus cibarius strain D43
Uncultured euryarchaeots clone Q14
Uncultured euryarchaeote clone CW4
Haladaptatus sp. RO1-28
Uncultured euryarchaeote clone Q14
Uncultured euryarchaeote clone A30

Uncultured archaeon clone K08_14_27

Haladaptatus sp. RO1-28
Haladaptatus sp. RO1-28
Uncuitured suryarchaeote clone Q14
Uncultured euryarchaeote clone A30
Uneultured euryarchaeote clone A30
Uncultured euryarchaeote clone Q14
Uncultured euryarchaeote clone Q14

Euryarchaeota Uncultured archaeon clone ACSAS2P1C4

Uncultured euryarchaeote clone Q114
Uncultured etryarchaeote clone Q14
Uncultured archaeon clone VASS
Haladaptatus sp. RO1-28
Haladaptatus sp. RO1-28:

AY040185
AY940185
UAUB2820
FJ784308

EUBB7285
EUB883as
EF660747
EU888387
AY040188
EUB87286
EUB88367
EU888335
ABB41618
ELB87285
EU887285
EU888387
EL88833s
EU888335
EUB888367
EU888387
FJ885732
EU8ssas7
EU8883a7
FJ780531

EUB87285
EUB87285

88%
85%
90%
89%
87%
02%
98%
08%
08%
97%
898%
06%
892%
66%
97%
08%
98%
91%
97%
08%
88%
98%
04%
08%
97%
897%

Suslo semiérido
Suelo semidrido
Suelo
Suelo alcalino
Salar
Suelo Antértico
Alimentos salados-farmentados
Suelo Antartico
Suelo semiarido
Salar
Suelo Antartico
Suelo Antértico
Compost
Salar
Salar
Suelo Antartico
Suelo Antartico
Suelo Antértico
Suelo Antértico
Suelo Antdriico
Muestra de manglar
Suelo Antartico
Suelo Antartico
Desierto Tibetano
Salar
Salar

b7
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Clon Relno Secuencla més relaclonada N° acceso identidad Fuente
AD 50 Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clone CWWA1 AY940179 85% Suelo semlidrido
AD 55 Euryarchaeota Uncultured auryarchaeote clone CW4 AY940189 85% Suelo semiarido
AD 74 Euryarchaeota Uncultured euryarchaecte clone Q14 EUB883B7  98% Suelo Antértico
AD 81 Euryarchasota Uncultured Halobacterla archaaon clone LG05U47 EF108557 06% Comunidad endoevaporitica
AD 981 Euryarchaeota Uncultured auryarchaeote clone Q14 EU888367 94% Suslo Antartico
AD 85 Euryarchaeota Uncultured auryarchaeote clone Q14 EU888367 97% Suslo Antértico
AD 88 Crenarchasota Uncultured crenarchaecte clone SCGR128 EF522621 88%  Comunidad endolitica de granito
AD 118 Euryarchaeota Uncultured archaeon clone EA1D12 AY186066 88% Depobsito de ferromanganeso
AD 118 Euryarchaeota Haladaptatus sp. RO1-28 EU887285 86% Salar
AD 120 Euryarchaeota Uncultured euryarchaeote clone CW2 AY940186 7% Suelo semiarido
AD 124 Euryarchaeota Uncultured archaeon clone ACSAS2P1C4 FJe86732 88% Muestra de manglar
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ANEXO 2

Tabla A2. Parametros edaficos medidos durante el periodo de incubacion de los
MiCrocosmaos.

pH® ORP? CH® MOQ® NH," ¢ NO, ¢

tH20 t0 6,67 182,23 15,01 6,04 29,12 22,22
tH20128 6,58 174,97 15,73 6,06 23,63 78,66

S  tH20t56 649 139,33 15,57 5,81 9,52 92,19

i‘é tH20t84 647 189,17 16,83 591 0,00 114,16
g sit0 6,79 172,83 4,39 6,01 21,59 19,04
§ sit 128 6,73 170,10 2,29 6,73 34,34 24,00
sit t56 6,52 159,60 2,54 5,66 14,77 25,58

sht t84 6,45 183,23 2,40 5,87 0,00 24,05
tH20 t0 7,77 143,70 11,51 0,53 0,00 5,68
tH20t28 7,25 162,03 13,31 0,42 0,00 11,28

. tH20156 7,44 151,40 15,03 0,51 0,00 11,42
§ tH2084 775 158,53 17,03 0,50 0,00 13,31
=§ sitto 7.85 140,60 0,77 0,29 0,00 6,92
? sit 128 7,33 161,37 0,64 0,38 0,00 8,08
sit t56 748 156,97 0,67 0,47 0,00 6,12
sitt84 7,79 153,63 0,66 0,49 0,00 7,53

pH; potencial de dxido reduccion (ORP) [mV]; contenido hidrico (CH) [%]; materia argénica (MO)
[%]; contenido de amonio (NH;") [rg N-NH," /ge<]; contenido de nitrate (NO3)} fug N-NOs /sl

? Medidos par potenciometria.

® Determinado por gravimetria en base a ecuacion CH = PH-PS/PS*100 (PH: peso himedo; PS:
pesc seco)

“ Determinado por calcinacién del suelo seco, en base z la ecuacién MO = PS-PC/PC*100 (PS:
peso seca; PC: peso calcinado)

“ Extraccion de N mineral por modificacién del protocolo de Forster (1995} y medido por
metodos colotimétricos (Nelson, 1983; Yang y col., 1998).




