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RESUMEN

La nitrificaci6n es un proceso central en el ciclo del nitr6geno, ya que regula los

contenidos de anonio y nitrato en el ecosistema. Esta etapa del ciclo es llevada a cabo

por  dos   gremios  que  oxidan  el   amonio,  uno  de  ellos   compuesto  por  bacterias

provenientes de los grupo P- y y-proteobacteria (BOA); y el otro por arqueas oxidadoras

de   amonio   (AOA),   pertenecientes   al  phylum   Crenarchacota.   Puesto   que   se  ha

demosfrodo que las arqueas de este phylum son ubicuns en el suelo, se supone que ellas

podrian cumplir un papel relevante en el proceso de nitrificaci6n, sinrilar al de las BOA.

En el suelo semjatdo proveniente del matonal escler6filo de Chile se ha rapoltado un

aumento en la tasa de nithficaci6n debido a la adici6n peri6dica de agua. Dado estos

antecedentes, se estudi6 la comunidad de arqueas oxidadoras de anonio en este suelo,

mediante un ensayo  de microcosmos  sometido  a tratamientos de riego peri6dico,  de

inhibici6n  de  la  nitrificaci6n  por  acetileno  (100  Pa)  y un  control  sin  riego,  con  el

prop6sito de evaluar la participaci6n de las AOA en la oxidaci6n del amonio. La tasa de

liitrificaci6n se determin6 midiendo el contenido de nitrato y amonio y se encontr6 que

la hidrataci6n del suelo produce un incremento en el contenido de nitrato, el cual no se

observa en presencia de acetileno, alcanzando valores sinilares al control sin riego. Por

su parte, el contenido de amonio present6 fluctuaciones ciclicas en los 3 tratamientos,

probablemente debido al aporte de anonio proveniente del proceso de amonificaci6n;

sin  embargo,  el  tratamiento  con  acetileno  present6  los  contenidos  mss  elevados  de

amonio a lo largo de la incubaci6n. La abundancia de ambos gremios Inicrobianos se

estin6 utilizando la t6cnica del NMP-PCR, usando como marcador molecular el gen

cmao4  arqueal y bacteriano.  Los  datos muestran que el riego induce un aunento  en

ambos gremios, siendo las BOA predominantes en este tipo de suelo alcanzando valores

del orden de 105 - 107 unidades g6nicas por grano de suelo quG/g), nrientras que las
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arqueas alcanzaron valores del orden de 103 UG/g. Para detenrfuar la composici6n del

gremio  de  AOA,  se  construy6  una  genoteca para  el  gen  crneo4  todos  los  clones  se

asociaron a secuencias de AOA derivadas de suelo.  El porcentaje de cobertura de la

genoteca fue entre un 81% y 84% de cobertun para un 99% y 97% de sinilrfud de

secuencias, respectivanente.  Per tiltimo,  se  evalu6 mediante perfiles  de  T-RFLP la

diversidaddelgremioAOAdelosmicrocosmossometidosalostratamientosindicados

anteriormente. Los resultados no mostraron cambios en la riqueza de T-RFs, pero si se

observan cambios en la abundancia de T-RFs entre los tratamientos, siendo estos mss

inpoftantes cuando  se comparan los nricrocosmos con riego y aquellos tratados con

acetfleno. En estos perfiles la mayoria de los T-RFs  se pudieron asociar a los T-RFs

obtenidos  por  anansis  i.#  $7./I.co  de  las  secuenctas  de  los  clones  de  la  genoteca.  Los

resultados obtenidos en esta tesis sugieren que las AOA no son el grupo dominante en

estossuelosyqueelgremioBOAdacuentadelamayoractividaddenitrificaci6nbajo

las condiciones del ensayo de microcosmos.
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ABSTRACT

The nitrification is an important process because it determines the ammonia and

nitrate content in the ecosystem. This process is carried out by two microbial guilds that

oxidize  anmonia,  the  ammonia  oxidizing bacteria  (AOB),  which  form  two  distinct

monophyletic groups within the P- and y-proteobacteria,  and the ammonia oxidizing

archaea (AOA) belonSng to the phylum Crenarchaeote. Since it has been shown that

arcliaea of this phylum are ubiquitous in soil, it is assumed that they could play a role in

the  niulfication process,  similar to  that  of the  BOA.  In  the  semiarid  soil  from  the

sclerophyllous "matorral" of Chile it has been reported an increase in the ritrification

rate due the regulady adition of water.  The purpose of this work was to evaluate the

participation of AOA in the ammonia oxidation by means of a microcosms assay with

semiarid soil subjected to three treatments: a microcosm periodically irrigated; another

with acetylene, an inhibitor of autotrophic ammonia oxidation (100 PA); and a control

microcosms without treatment.  The nitrification rate was evaluated by measuring the

nitrate  and  ammonia  contents,  it was  found  that the  irrigation increased  the nitrate

content and this is not observed in the microcosm with acetylene. On the other hand, in

the three treatments the content of ammonia had a eyclic behavior, probably due to the

contribution of ammonia from the process of ammonification; however, the treatment

with acetylene showed the highest ammonia content throuchout the incubation time.

The abundance of both guilds was estimated using the NIN-PCR, using as a molecular

marker the czz#ed gene for bacteria and archaea. The results show that irrigation induces

an increase in both groups, predoinating in this soil type AOB, which reached values

in the order of 105-107 gene units per gran of soil (GU/g), compared with AOA that

reached values in the order of 103 GU/g.  To determine the AOA guild composition, it

was constructed a library for the cm2o4 gene, all the clones were associated with AOA
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clones from different soils. The coverage percentage of the gene fibrary was 81% and

84% with a 99% and 97% of sequences identity, respectively. Finally, the AOA guild

diversity  was  evaluated  by  T-RFLP  analysis  under  an  the  treatments.  The  results

showed no  changes  in  richness  of T-RFs,  but  a  change  in  the  abundance  between

treatments was reported, being most inportant the difference between the microcosm

with irrigation, compared to the nricrocosm with acetylene. Most of the T-RF profiles

migiv be associated with T-RFs  found by an  j# s7./z.co  analysis  of the clones library

sequences.TheresultsofthisworksuggestthatAOAarenotthedominantgroupinthis

soils  and  AOB  explains  the  hither  nitrification  activity  under  the  microcosm's

conditions.



1.-INTRODUCC16N

El  nitrdgeno  es  un  elemento  esencial  para  la  sintesis  de  aminoacidos,  bases

nitrogenadas y aminoazdcares que forman las principales macromol6culas de inportancia

biol6gica. Sin embargo, este elemento esfa solo disponible, para la mayon'a de la biota, en

su forma combinada como  amonio, nitrato o nitr6geno orgaliico. El ciclo biogeoquimico

del nifrogeno comprende sucesivas reacciones de oxidaci6n y reducci6n, las cunles esfan

sometidos   a  rna  continua  revision,  ya  sea  por  la  inclusion  de  nuevos  organismos

responsables de alguna de sus etapas, o bien por el descubrimiento de nuevas reacciones del

ciclo  (Hayatsu y  col.,  2008).  Sin  embargo  hay procesos  claves  que  esrfucturan al  ciclo

como tal ¢igura 1):

1.   Fijaci6n biol6gica del nifrogeno:  consiste en la reducci6n del nitr6geno molecular

(N2) en amonio (NH4|, en rna reacci6n catalizada por la enzima nitrogenasa, de

este modo  el nitr6geno atmosferico  se convierte en rna mol6cula biol6gicamente

disponible.  Los  microorganismos  respousables  de  esta  etapa  son  procariontes,

denominados diaz6trofos y se caracterizan gen6ticamente porque poseen el oper6n

#zxpK que codifica para la nitrogenasa. La capacidad de fijaci6n de nitr6geno esfa

alnpliamente distribuida entre microorganismos no relacionados que pertenecen a

los  dominios  Bacteria  y  Arquea  (Zehr  et  al.,  2003).  En  el  dominio  Bacteria,

diferentes g6neros poseen esta capacidad, la curl  puede ser realizada en vida libre o

en simbiosis con macroorganismos, en una gran variedad de contextos metab6licos,

tanto  en ambientes terrestres  como  acuaticos  (Young y  col.,  1992).  Ejemplos  de

bacterias   diaz6trofas   de  vida  libre   anaer6bicas   obligadas   o   facultativas   son:

Clostridiun   pastourianun   y   Klebsiella   pneunoniae:,   e;demphos   de   ae;I&hirtyoas
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obligadas:  £4zoaczcrer  vj.#e/cz#dj7.,  @oberts  y  Brill,   1981);  y  como  ejemplos  de

diaz6trofos simbiontes destacan rizobios y cianobacterias.  Otros microorganismos

pueden  fljar  tanto  en  vida  libre  como  en  simbiosis,  como  es  el  caso  de  las

actinobacterias del genero Fr¢#¢z.cz.

2.   Nitrificaci6n: es el proceso por el cual el amonio (N114| es oxidado a nitrate Or03-).

Este proceso se realiza en etapas, primero el NH4+ se oxida a nitrito Or02-) mediante

la  conversi6n  del  NH4+  en  hidroxilamina  Q11120H),  reacci6n  catalizada  por  la

enzima  amonio-monooxigenasa  (AMO),  y  luego  la  hidroxilamina  QT1120H)  es

convertida  a N02- por  la  enzima hidroxilamina reductasa  (HAO).  Finalmente  el

N02- es oxidado a N03-, por la enzima nitrito oxidoreductasa OroR). El proceso de

nitrificaci6n   esfa   asociado   a  2   grupos   funcionales   bacterianos,   las   bacterias

oxidadoras  de  amonio  a30A)  y  las  bacterias  oxidadoras  de  nitrito  @ON),  la

oxidaci6n del anonio es considerada la reacci6n linitante de la nitrificaci6n y, por

cousiguiente,  las BOA han recibido mayor atenci6n en los bltimos afros (DeBoer

and Kowalchuk, 2001). Las BOA constituyen un grupo funcional que comprende 2

grupos monofil6ticos, uno de ellos incluye cepas de IVz.trosococc2tS oce¢#zfS, de la

subdivision  y-proteobacterias  y  el  otro  comprende  los  g6neros  IVz.troso772o72czS  y

Ivj.frosoEpj.rtz  de  la  subdivision  P-protcobacterias   @elser,   1979;   Kowalchck  y

Stephen,  2001).  Recientemente,  se  han  detectado  arqueas  oxidadoras  de  amonio

(AOA) en suelos cue y col., 2007;  Shen y col., 2008; Jia y col., 2009) como  en

ambientes  marinos  (Venter  y  col.,  2004;  Kormeke  y  col.,  2005).  Estas  arqueas

pertenecen al phylum Crenarchaeota, el curl se encuentra ampliamente distribuido

en ambientes mesofilicos marinos y terrestres  (Nicol y  Schelper, 2006; Francis y
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col.,  2007).  El  gen  czrmo4  en  arqueas  fue  identificado  y  se  midi6  1a  tasa  de

trauscripci6n (Hatzenpinchler y col., 2008; Touma y col., 2008).

3.   Desnitrificaci6n:  es el paso que completa el ciclo, puesto que el nitrato Oro3-) se

reduce  a  nitr6geno  molecular  QT2)  en  sucesivas  reducciones  donde  el  QT03-)  se

convierte en QT02-) mediante la enzima nitrato reductasa (codificada por los genes

#crrGHI), luego la nitrito reductasa (codificada por el gen #j.rK o #z.rs) cataliza el

paso de N02- a 6xido nitrico QTO), este bltimo se reduce a 6xido nitroso QT20) por

la enzina 6xido nitrico reductasa (codificada por el gen 7zo7~BC);  para fmalmente

concluir la reducci6n en nitr6geno molecular y liberarlo a la atm6sfera mediante la

reacci6n  catalizada  por  la  6xido  nitroso  reductasa  (codificada  en  el  gen  #osZ)

(Zumft,  1997). Esta etapa es llevada a cabo tanto por microorganismos aut6trofos

como  heter6trofos  Qlayatsu  y  col.,  2008).  La  desnitrificaci6n  se  ha  descrito  en

bacterias, arqueas y hongos (Zumft, 1997; Shorn y col., 1996; Philippot, 2002)
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'NH----

NO

Figura  1. Diagrama de  las  etapas  claves  fijaci6n biol6gica de  nifrogeno,  nrfuficaci6n y

desnitrificaci6n que conforman al ciclo del Nitr6geno.

La nitrificaci6n cobra importancia por su contribuci6n a la perdida de nitr6geno en

el suelo debido a la lixiviaci6n de nitratos y a la subsecuente etapa de desnitrificaci6n. En

ambientes marinos la importancia del proceso se atribuye a la mineralizaci6n del nitr6geno

proveniente de fuentes organicas, y en las aguas costeras a la eliminacidn del nitr6geno que

tiene su origen en desechos autropogenicos QTicol y col., 2006). Ademds se cousidera que

la  oxidaci6n  del  amohio  genera  un  impacto  medioambiental  inportante,  puesto  que

contribuye a la emisi6n de gases invemadero dado que durante el proceso de oxidaci6n de

la    hidroxilamina    a    nitrito,     un    intemediario     inestable    puede    descomponerse

espontineamente fomando 6xido nitroso (N20) urayatsu y col., 2008). Finalmente, es un
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proceso clave en la eliminaci6n de nitr6geno en el tratamiento de aguas residunles (Tounia

y col., 2008; Nicol y col., 2006)

La oxidaci6n del amohio se considera el paso limitante en la etapa de nitrificaci6n.

Hasta hace pocos  afros  se pensaba que la oxidaci6n aut6trofa del amonio  era realizada

exclusivamente por bacterias provenientes de 2 grupos monofil6ticos dentro de las P- y y-

proteobacterias.  Sin embargo,  estudios  metagen6micos  de  muestras  marinas  y  de  suelo

revelaron la presencia de  secuencias putativas  de  los  genes  c}mo4 cr77eoB y ¢"oC de  la

amonio-monooxigensa  de  bacteria  que  estuvieron  relacionadas  con  el  dominio  arquea

(Venter y col.,  2004;  Treusch y  col.,  2005).  La presencia de  estos  genes  evidencia rna

posible participaci6n de arqueones en el proceso de nitrificaci6n.

Si bien el  dominio  arquea,  en un comienzo,  fue asociado  a ambientes extremos,

actualmente se ha demostrado  su presencia en un amplio  espectro  de ecosistemas tanto

extrem6filos  como mes6filos.  Dentro de los reinos  de arqueas,  las  crenarqueotas se ham

encontrado  distribuidas  de forma global constituyendo  rna biomasa considerable  de los

organismos  procariontes  de  ambientes mes6filos  marinos y terrestres  (NIcol y  Schelper,

2006).  Estudios del gen que codifica para la subunidad menor del RNA ribosomal  16S

(rRNA   16S)   en  diferentes   ambientes,   demuestran   que   el   reino   Crenarchaeota   esfa

ampliamente  distribuido  en  ambientes  "moderados",  encontrindose  en  suelo  agricola,

bosques, pastizales, sedimentos, agua dulce, entre otros (Brintrim y col.,  1997; Jurgens y

col.,  1997; Buckley y col.,  1998; Nicol y col., 2005; Schelper y col.,  1997).  Se estina que

al inenos el 6°/o de los procariontes provenientes del suelo y de ambientes marinos podrian

corresponder a crenarqueotas (Nicol y col., 2006). El analisis filogen5tico de crenarqueotas

no-extrem6filas  muestra  una  clara  distinci6n  entre  las  secuencias  obtenidas  de  nichos
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ecol6gicos diferentes; de esta manera la mayoria de las secuencias marinas se encuentran

agrupadas en el clado o linaje  1.1a, mientras que las secuencias obtenidas de muestras de

suelo  se  agrupan  en  el  clado   1.1b  (Prosser  y  Nicol,  2008).  Actualmente  el  analisis

filogen5tico  de  las  arqueas  oxidadoras  de  amonio  (AOA)  se  realiza  utilizando  como

marcador molecular el gen czmed y rna region especiflca del gen del rRNA 16S puesto que

existe congruencia filogerfetica entre ellos (Junier y col., 2010).

Las  secuencias  del  gen  cz7%o4  de  bacterias  y  arqueas  no  presentan  homologia

significativa, el analisis filogen6tico de estos genes los presenta como genes distantes; sin

embargo a nivel de proteina existe aproxinadamente un 25% de identidad de secuencia y

aproximadamente un 40°/o de similitud, encontrandose residuos aminoacidicos couservados

en potenciales centros  coordinados para metales (Treusch y col., 2005).  Sin embargo, la

presencia de los  genes  que  codifican para la enzima responsable del primer paso  en el

proceso   de   nitrificaci6n,   no   son   evidencias   suficientes   para   poder   aseverar   que

representantes de este dominio tienen la facultad de oxidar el amonio. S6lo recientemente,

se aisl6 y cultiv6 jvIgivoxp2£7„z./2{S necrrz.Jj."z{S un arque6n marino no-term6filo capaz de oxidar

amonio  a  nitrito  y  crecer  autotr6ficamente  con  amonio  como  rfuca  fuente  de  energia

(K6nneke  y   col.,   2005),   al  igual   que   Ccz#dJ.dcz/z/S  Ivj.frosocc7/da4B  j;e//ousfo7¢z.z.,   arquea

term6fila aislada a partir de sedimentos del parque Yellowstone (de la Torre y col., 2008).

Si bien el cultivo de representantes AOA permiten confirmar la capacidad de grupos

arqueales de oxidar el amonio y asi suponer acerca de su rol en el ciclado del nitr6geno, las

tecnicas   dependientes   de   cultivo   tienen   un   sesgo    importante   considerando    que

aproximadamente solo un 1°/o de los microorganismos se encuentra cultivado (Amamm y

col.,   1995;   Torsvik   y   col.,   2002;   Rapp6   y   Giovannoni,   2003).   Por   otra   parte   el
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euriqueciniento para el alslamiento y cultivo de microorganismos especificos produce urra

alteraci6n de la estructura de la comunidad original Oiamsey y col., 2006;  Singh y col.,

2006).

Por  lo  tanto,  las  tecnicas  independientes  de  cultivo  son  utilizadas  como  rna

herramienta para poder estudiar ensambles microbianos  ;.72 sJ./2j.  Estos procedimientos  se

basan principalmente en la anplificaci6n de marcadores gen6micos especificos, tales como

el gen que codifica para el rRNA  16S, o bien genes funcionales que se asocian a grupos

funcionales determinado s.

Mediante amplificaci6n por PCR de fragmentos gen6micos, es posible detectar la

presencia de microorganismos especificos y tambi6n tener una aproximaci6n del ndmero de

copias del gen presente en el ensamble microbiano. La tecnica del Ntimero Mas Probable

asociado a PCR Our-PCR) basada en la amplificaci6n de diluciones seriadas del DNA

hasta  su  extinci6n,  permite  estinar  la  abundancia  de  unidades  g6nicas  en  la  muestra

(Sharma y col., 2007). Este m5todo semi-cunntitativo se ha utilizado tanto en la detecci6n

de toxinas (Maitenen y col.,  1997) y agentes pat6genos quan y col., 2008),  como en la

comparaci6n  de  bacterias  nitrificadoras  en  suelos  sometidos  a  diferentes  tratamientos

@egrange  y  col.,  1998).  Por  otro  lado,  la  tecnica  del  polinorfismo  en  el  largo  del

fragmento  de  restricci6n  terminal  (T-RFLP)  permite  diferenciar  amplicones  de  similar

tamafio pero que difieren en su secuencia (Liu y col.,  1997). Mediante perfiles de T-RFLP

de  un  ensamble  microbiano  es  posible  estimar  la  riqueza  de  filotipos  presentes  en  la

muestras a partir de la distribuci6n de los fragmentos terminates de restricci6n (T-RFs), y

determinar la abundancia de 5stos segdn la fluorescencia relativa de cada T-RF (Yeager y

col., 2005).
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La   identificaci6n  del  gen  czz#o4   de   arqueas,   el   aislamiento   y   el  cultivo   de

representantes AOA (K6meke y col., 2005; de la Tone y col., 2008; Hatzenpinchler y col.,

2008) como la comparacidn entre los gremios de BOA y AOA en diferentes ecosistemas

qe y col., 2007; She y col., 2008; Touma M. y col., 2008; Offre y col., 2009; Jia y Conrad,

2009);  ha  llevado  a  un  creciente  inteies  por  determinar  el  papel  de  las  AOA  en  la

nitrificaci6n.

Erguder  y  col.  (2009)  recopilaron  amplia  infolmaci6n  sobre  los  estudios  de  las

comuhidades BOA y AOA en diferentes tipos  de muestras,  y  con ello  lograron atisbar

algunos factores y ciertas condiciones que podrian favorecer a uno u otro grupo funcional,

proponiendo la existencia de nichos ecol6gicos en donde domina rna comunidad por sobre

la otra. Los factores que se muestran como determinantes son el pH, la concentraci6n de

anionio, el oxigeno disuelto y la concentraci6n de fosfatos.

Sin embargo, hasta aliora ha sido dificil determinar el aporfe de  la oxidaci6n del

amonio, mediado por arqueas versus el realizado por bacterias, al proceso de nitrificaci6n

global porque no existen inhibidores selectivos para estos grupos microbianos. Es asi como

las aproxinaciones utilizadas han sido determinar el cambio en las abundancias relativas y

correlacionarlas con la actividad de nitrificaci6n. Para ello se ha utilizado el acetileno como

inhibidor de la oxidaci6n autotrofa del amonio (Hyman y Knowles,  1985). El acetileno es

un  inhibidor  suicida  de  la  enzima  hidroxilaminoreductasa,  concentraciones  de  acetileno

tales  como  10  Pa  son  suficientes  para  inhibir por  completo  la  oxidaci6n  autotrofa  de

amorio  en  suelo  agricola  q3erg y  col.,  1981).  Aun  asi,  estudios  realizados  en  suelos  a

diferentes  presiones  parciales  de  acetileno  entregan  resultados  dispares  en  cuanto  a  la
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estructura y abundancia de las comunidades BOA y AOA (Offre y col., 2009; Jia y Courad,

2009).

En el presente trabajo, se estudiara la diversidad de AOA en microcosmos de suelo

del matorral escler6filo de Chile. Estos ecosistemas semiaridos  sufren ciclos de sequia y

precipitaci6n ("drying-rewetting")  que  se  caracterizan por rna precipitaci6n fuertemente

estacional (Austin y  col.,  2004).  En estos  ecosistemas  la  disponibilidad  de  ague afecta,

entre otras cosas, al ciclado de nutrientes (Schinel y Parton,  1986; Gebauer y Ehleringer,

2000), incluyendo la fijaci6n de nitr6geno ¢Iousman y col., 2006), 1a mineralizaci6n de

carbono  y  nitr6geno  (Seneviratne  y  Wild,   1985;  Degens  y  Sparling,   1995;   Singh  y

Kashyap, 2006), la nitrificaci6n (Singh y Kashyap, 2006) y la desnitrificaci6n (Groffroan y

Tiedje,  1988; Petejohn y Schlesinger,  1991). En este tipo de suelo tambi6n se considera

como  un factor linitante  el nitr6geno  disponible  ¢Iooper y Johnson,  1999;  Ehleringer,

2001). Se ha propuesto que en suelos de baja concentraci6n de carbono, un factor decisivo

en la disminuci6n de la diversidad es el aunento del conterido hidrico, en donde el ague

actuaria como un puente entre diferentes particulas de suelo, impidiendo que se agoten los

recursos y determinando que aquellos microorgarismos capaces de utilizar estos recursos

con mayor eficacia, predominen por sobre los otros (Zhou y col., 2002). Asimismo, se ha

observado  que  un  aumento  del  contenido  hidrico  en  suelos  semiaridos  del  matorral

escler6filo    de   Chile   central   favorece   principalmente   el   proceso   de   nitrificaci6n

a3ustamante, 2010). Pero se desconoce si hay un aporte de las AOA a este proceso.

En base  a  los  antecedentes  presentados  se planted  la  siguiente  hip6tesis:  "Si  las

arqueas oxidadoras de amonio mes6fllas son microorganismos abundantes en suelos y ellas

participan en la nitrificaci6n, entonces en suelos semiaridos, cuando se producen cambios
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en la nitrificaci6n, se espera que cambie la diversidad (riqueza y abundancia) del gremio de

arqueas oxidadoras de amonio".
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Objetivo General:

Estudiar la diversidad gehetica del gremio  de  las  arqueas oxidadoras  de amonio

(AOA) en suelos semiaridos del matoITal escler6filo de Chile Central @1 Romeral).

Objetivos Hspecificos:

1.- Determinar la composici6n del gen cr7„o4 de arqueas oxidadoras de amonio en el suelo

semialido del matorral escler6filo de Chile central.

2- Evaluar la tasa de nitrificaci6n segin los cambios en las concentraciones de NH4+ y N03-

durante la incubaci6n de microcosmos de suelo semjatdo.

3 .- Evaluar la abundancia relativa de AOA y BOA en los microcosmos de suelo semidrido.

4.-. Determinar la diversidad de filotipos de las arqueas oxidadoras de amonio durante la

incubacidn de microcosmos de suelo semiarido.
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2.- MATERIALES Y RETODOS

2.1. Recolecci6n de muestras

Las muestras de suelo utilizadas para el montaje de los microcosmos se recolectaron

de la localidad "EI Romeral" (33°48'S, 70°14'W), ubicada en el Caj6n del Maipo, Regi6n

Metropolitana,  Chile.   Este   sector  presenta  un  suelo   de  tipo   semifrido  del  matorral

escler6filo  de  Chile  y  un  clima  meditenaneo  seco  con  precipitaciones  invemales  que

promedian los 350 mm anunles (Gajardo, 1994).

Las  muestras  se  obtuvieron  del  horizonte  superficial  del  suelo.  Se  tomaron  10

muestras   simples   a   10   cm   de   profundidad   en  un   area   de   10   x   10   in,   6stas   se

homogeneizaron  para  obtener  rna  muestra  compuesta  y  asi  reducir  la  heterogeneidad

espacial  a pequefia escala  segtin lo  descrito  por Webster y  col.  (2002)  y  Girvan y  col.

(2003). Las muestras se transportaron y almacenaron a 4°C hasta su utilizaci6n.

2.2 Disefio y montaje de los microcosmos

Los  microcosmos  se  construyeron  con  100  g  de  suelo,  derivados  de  la  muestra

compuesta, los cuales se colocaron en recipientes de vidrio con una capacidad de 515 ml y

se mantuvieron a 20°C durante  84 dias. Los microcosmos se trataron en triplicado de la

siguiente manera:

1.          Control sin aplicaci6n de riego ni de acetileno (SAI -s/A).
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2.         Riego  con  agua  desionizada  cada  14  dias,  sin  la  aplicaci6n  de

acetileno.  Bajo  estas  condiciones  esta  descrito  que  ocurre  nitrificaci6n  en  estos

suelos comparado con el control sin riego (Bustamante, 2010) (cR -s/A).

3.         RIego con agua desionizada cada 14 dias, manteniendo rna atm6sfera

con 100 Pa de acetileno. El acetileno esta descrito como un inhibidor de la enzima

amonio-monooxigenasa ¢Iyman y Wood,  1985) y por lo tanto se espera inhibir la

ritrificaci6n de estos suelos (cR - c/A).

El riego se aplic6 hasta alcanzar el 60°/o de la capacidad de retenci6n de agua del

suelo. Para mantener condiciones aerdbicas todos los microcosmos se airearon cada 3 dias

y se recoustruy6 la atm6sfera con acetileno a 100 Pa.

Para la determinaci6n de los parametros fisicoqu'micos se tomaron submuestras de

cada uno  de  los  microcosmos  semanalmente.  Para determinar  los  perfiles  de diversidad

gen6tica las muestras se tomaron cada 28 dias.

2.3 Determinaci6n de los pardmetros fisicoquinicos

2.3.I Cor[tenido de nitrato y amonio

La extracci6n del nitrato y amonio se realiz6 seghn el protocolo descrito por Forster

(1995). Un gramo de suelo provehiente de cada replica de microcosmos se agit6 a 150 rpm

durante 1 hera a temperatura ambiente con 10 ml de Kcl 2 M y 10 ml de agua desionizada

para la extracci6n de nitrato QT03-) y anonio Q1114+), respectivamente. Las concentraciones

de NH4+ y N03-se determinaron mediante m6todos colorin6tricos (Nelson,  1983; Yang y

col., 1998). Las mediciones se realizaron por duplicado.
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Para determinar el NH4+ se utilizaron 100 prl del extracto en Kcl 2M, 6ste se mezcl6

con 5 ml de reactivo de color (salicilato de sodio 0,3 %, citrate de sodio 2,5 %, tartrato de

sodio 2,5 % y 0,12 g de nitroprusiato de sodio en 1000 ml de ague desionizada) y se incub6

por 15 min a temperatura ambiente. Luego se adicionaron 5 ml de rna soluci6n alcalina de

hipoclorito  de  sodio  OracIO  0,05  %  y NaoH  0,75  M)  y  despu6s  de  1  h  se  midi6  la

absorbancia de las muestras a 660 nm.

Para determinar el N03-, se mezcl6  I ml del extracto en agua desionizada con 500

Hl de soluci6n TRI (salicilato de sodio 1  %, Nacl 0,2 % y sulfamato de amonio 0,1  % en

soluci6n de NaoH 0,01 M), se dej6 evaporar totalmente en estufa a 100°C durante 2 h y

luego se dej6  enfriar.  El residuo  se resuspendi6 en  1  ml de acido  sulfurico concentrado.

Luego de  15 min, se agregaron 5 ml de agua desionizada y se dej6 reposar hasta que la

soluci6n se enfri6. Finalmente, se adicionaron 5 ul de NaoH 40% y se realiz6 la lectura de

cada muestra en un espectrofot6metro a 410 nm.

2.3.2 Medici6n de pH

El pH se determin6 potenciom6tricamente a partir de los extractos en Kcl y ague

desionizada (Steubing y col., 2002).
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2.4 Diversidad Gen6tica del gremio de oxidadores de amonio

2.4.1 EJctracci6n de DNA

EI DNA de las muestras de suelo se extrajo a partir de 0,3 g de suelo, uti]izando el

kit "Ultra Clean Soil DNA" Q4oBio Lab, Inc) segdri las indicaciones del fabricante.  La

extracci6n se realiz6 cada 28 dias. EI DNA obtenido se resuspendi6 en 30 Hl de buffer TE y

se almacen6 a -2o°C.

2.4.2 Amplif icaci6n por PCR

Todas  las  reacciones  de  PCR  se  realizaron  en  un  volumen  final  de  25  prl  que

conteria  GOTaq®  Green Master Mix  (GOTaq® DNA Polinerasa  en  lx  Green  GOTaq®

Reaction Buffer (pH  8,5),  200  prM de  cada dNIP  y  1,5  mM Mgc12)  ¢romega)  y  los

partidores requeridos para cada reacci6n (Tabla 1).

Los productos de amplificaci6n del DNA se separaron por electroforesis a 100 V

durante 45 quinutos en geles de agarosa al 1,2 °/o en buffer TAB IX (Tris-acetate 40 mM y

EDTA  1  mM),  tefiidos  con  bromuro  de  etidio  (0,5  pug/inl)  y  visualizados  mediante  luz

ultravioleta. Para determinar el tamafio del fragmento se us6 el marcador de peso molecular

100 pb.

2.4.2.I Amplif ilcaci6n del gen anoA de arqueas

Para estudiar la composici6n,  la diversidad gerfetica y  la abundancia relativa de

arqueas  oxidadoras  de  amonio  (AOA)  se  utiliz6  como  marcador  molecular  el  gen  que

codifica para la subunidad tt de la enzima amonio mono-oxigenasa de  arqueas (gen A-

cz77zo4).  Para  la  amplificaci6n  del  gen  A-cz7#o4  se  usaron  los  partidores  Crenamo23f y
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Crenamo616r   (Tabla   1).   La  mezcla  de   reacci6n   contem'a   ambos   partidores   a  rna

concentraci6n de 200 nM. El prograna de amplificaci6n fue el siguiente: rna primera etapa

de denaturaci6n a 95°C por 5 min, seguida de 10 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 55°C y 1 min

a 72°C; luego 25 ciclos de 30 s a 92°C, 30 s a 55°C y 1  min a 72°C. Finalizando con uria

extension fmal a 72°C por 10 min.

2.4.2.2 Amplif iicaci6n del gen amoA de bacterias

Para estimar la abundancia relativa de las bacterias oxidadoras de amonio @OA) se

utiliz6  como mareador molecular al gen que codifica para la subunidad ci de la enzima

amonio mono-oxigenasa de bacterias (gen B-cz7#o4). Para la amplificaci6n del gen B-cz"o4

se  utiliz6   rna  estrategia  de  PCR  ahidado   (Yeager  y  col.,   2005).   Para  la  primera

amplificaci6n   se   utilizaron   los   partidores   crJ#o4-2F   y   cz7#o4-5R   (Tabla   1)   a   rna

concentraci6n de 230 nM. Para la segunda reacci6n de PCR se utiliz6 como molde 1  prl del

producto  de  la primera  reacct6n  de  PCR,  y  los  partidores  ¢7„o4-1F  y  czmo4-2R  a  urra

concentraci6n de 660 nM (Tabla 1). El programa de amplificaci6n const6 de rna primera

etapa usando  un m6todo  de fo#chcJow2  (Webster y  col.,  2002)  con los  siguientes  pasos

secuenciales:  94°C por 5 min;  20 ciclos de 94°C por 40  s,  55°C por 50  s disminuyendo

0,5°C en cada ciclo hasta 45°C, 72°C por  1  min; luego  15 ciclos de 94°C por 40  s, 45°C

por  50  s,  72°C  por  1  min  y  rna  exteusi6n  fmal  de  7  min  a  72°C.  Para  la  segunda

amplificaci6n los parinetros fueron los siguientes: 94°C por 5 min; 40 ciclos a 94°C por 45

s, 60°C por 1 min, y 72°C por 1 nan; fmalmente rna extension de 20 min a 72°C.
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Tabla 1. Partidores utilizados ara an lificar or PCR utilizados en este
Gen                Partidor                         Secuencia (5'-3')a                  Tamafio (pb)     Referencia

AramoA
CrenamoA2 3 f        ATGGTCTGGCTWAGACG

CrenamoA616r     GCCATCCATCTGTATGTCCA
624             cTo:.¥oaoy8

i6zREord-2F         AARGCGGcsAAGATGccGcc
B-c'„o4

crmo4 -5R                  TTATTTGATCCCCTC
8oo            y.:?S2t8;g

B-amoA
afflo4-1 F             GGGGTTTCTACTGGTGGT                fl on            Rotthauwe y

cr7ceo4 -2R         C CC CTCKGS AAAGCCTTCTTC col.,  1997

Vector
M 13 f                 GTAAAACGACGGCCAG

M 13 r               CAGGAAACAGCTATGACC
aw (A,T,; K (G,T); S (C,G); R (A,G).

2.4.3 Nm-PCR

Para estimar la abundancia relativa de AOA y BOA se utiliz6 la tecnica del Ntimero

Mds Probable QIMP) asoctado a la reacci6n de PCR, usando como sefial el producto de

PCR de  la amplificaci6n del  gen B-cz7#ed  y A-cz7#o4.  Para ello  se realizaron diluciones

seriadas  del  DNA  extraido  del  suelo  de  los  microcosmos  a  los  tiempos  to  y t56  de  la

incubaci6n, cada diluci6n se utiliz6 como molde para la reacci6n de PCR que se realiz6 por

triplicado.  Los partidores utilizados para la amplificaci6n del  gen cz"o4  (Tabla  1) y los

programas para llevar a cabo la reacci6n fueron los descritos anteriormente. Las reacciones

positivas y negativas se tabularon para estimar el valor del NMP. Las Uhidades G6nicas

(UG) de AOA y BOA se determinaron de acuerdo a los valores estandarizados del ndmero

m5s  probable  (Cocharan,  1950)  corrigiendo  por  el  factor  de  diluci6n  y  calculando  la

abundancia de UG por gramo de suelo.
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2.4.4  Clonaci6n y secuenciaci6n

Para  determinar  la  composici6n  de AOA  en  el  suelo  semidrido  utilizado  en  los

ensayos  de  microcosmos  se  construy6  rna  genoteca  del  gen  A-crmo4.  Para  ello  se

purificaron los productos  de PCR del  gen A-czneo4  con el kit Ultraclean PCR Clean-up

DNA purification OroBio Lab, Inc) y se cuantificaron usando el programa UN-SCAN-IT

gelTM version 4.1  (Silk  Scientific Inc.).  Los  amplicones  purificados  se  ligaron  al vector

pTZ57RIT.  La mezcla de  ligamiento  se utiliz6 para transfomar c6lulas  competentes  de

E#cherz.cfez.¢  co/i ELIB.  El  proceso  de  ligado  y  transfomaci6n  se  realizaron con  el  kit

InsTAcloneTM  PCR  Cloning  (Fementas)  segtin  las  indicaciones  del  fabricante.  Los

trausformantes se seleccionaron en medio LB-ampicilina (1,0 % Triptona; 0,5 % extracto

de  levadura;  I,0  % Nacl;  pH  7,0  con  ampicilina  a  50  Hg/inl).  Los  transformantes  que

portaban el vector recombinante se seleccionaron por su resistencia a ampicilina y por su

incapacidad   de   hidrolizar   X-gal   (5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-galactopiran6sido)   en

presencia    de    IPTG    (isopropil-a-D-tio-galact6sido).    Los    clones    seleccionados    se

resuspendieron en buffer TE (Tris-Hcl  10 inM y EDTA  1  nM; pH 8,0).  EI DNA de estas

c6lulas se obtuvo mediante lisis t6rmica realizando 8 ciclos sucesivos de I min a 98°C y 1

min a 4°C. Para comprobar la presencia del inserto  se utiliz6  1  prl de la suspension y se

someti6 a la reacci6n de PCR con los partidores M13f y M13r que hibridan con el vector

(Tabla  1),  a  rna  concentraci6n  de  120  nM.  El  programa  utilizado  fue  el  siguiente:

denaturaci6n  inicial   de  94°C  por  3   min,   luego   30   ciclos   con  rna  temperatura  de

denaturaci6n de 94°C por 30 s, hibridaci6n a 56°C por 45 s y un periodo de extensi6n de

72°C por I min 30 s, para fmalizar el programa con una extension de 10 min a 72°C.
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La diversidad de  los  amplicones  se  evalu6  mediante perfiles  de RFLP.  Para ello

6stos se digirieron con 30U de la enzima de corte frecuente jlfeczJ (Fementas) por 5 h a

37°C seguido de 10 min a 65°C para inactivar ]a enzima. Los fragmentos de restricci6n se

separaron por electroforesis  en geles  de poliacriamida al  0,8%  en buffer TAB  IX y se

revel6   con  nitrato   de  plata   segtin  el  protocolo   descrito   por  Neilan  y   col.   (1994).

Brevemente, los geles se fijaron en etanol al 10% durante 5 min, se sumergieron en HN03

al  1% durante 5 min,  se lavaron tres veces con agua desionizada y se colocaron en rna

soluci6n de AgN03 al 0,2% durante 20 min en oscuridad. Finalmente, los geles se lavaron

con  agua  desionizada  durante  1  min  y  se  les  afiadi6  rna  soluci6n  de Na2C03  0,28  M

suplementada con formaldehido  al 0,50/o.  Los  geles  se agitaron hasta la aparici6n de las

bandas. La reacci6n de tinci6n se detuvo sumergi6ndolos 5 .min en acido ac6tico al 10%.

Los fragmentos de restricci6n se compararon con el marcador de peso molecular 50

bp (Gibco BRL®). Los perfiles de RFLP que presentaron un patron de restricci6n diferente

se  secuenciaron  por  Macrogen  Inc.  (Seul,  Corea)  con  el  analizador  gerfetico  3730EL

(Applied Biosystems).  Los  clones correspondientes se gundaron en glicerol al 20  % a -

20°C (Sambrook y col., 1989).

2.4.5  Andlisis f iilogen6tico de sec:uencias

Lassecuenciasdelosclonesobtenidossecompararonconaquellasdisponiblesenla

base  de  datos  del  National  Center  for Biotechnology  Irformation  OJCBI)  mediante  el

programa   BLAST-n   (hay://wwwmcbi.nlm.nih.govreLAST/).   El   alineaniento   de   las

secuencias se realiz6 con el programa MEGA 4.1  (Tamura y col., 2007). El demdrograma

se  coustrny6  utilizando  el  indice  de  distancia Jckes  and  Cantor (Jckes  y Cantor,  1969)

medianteelm6tododeNeighbor-Joining(SaitouyNei,1987).
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Paraconstruirlacurvaderarefacci6nseutiliz6elprogramaClusterer(RIepac-Ceraj

y col. 2006) con el cual se estim6 el ndmero de grupos que formaban las secuencias con un

99% de similitud. Luego para realizar el ajuste de la curva se utiliz6 el programa chalytic

Rarefaction  1.3  urolland,  2003), y para obtener la linea de tendencia y los  parinetros

estadfsticos  se  empleo  el  programa  Graphpad  versi6n  4   (Graphpad  Sofhae  Inc.).

Finalmente para determjnar el porcentaje de cobertura de la genoteca, se utiliz6 la ecunci6n

Cx=l-Orx/n);  donde  Cx  es  el  porcentaje  de  coberfura  del  muestreo  realizado,  Nx  es  el

ndmero  de  secuencias  tinicas  encontradas  en la genoteca,  y n representa el ninero  de

secuencias analizadas.

2.4.6 Perf iiles de T-RELP

Para la obtenci6n de los perfiles de T-RFLP, la reacci6n de PCR se realiz6 con  los

partidores  descritos  en  la  Tabla  1,  usando  el  partidor  CrenamoA23f marcado  con  el

fluor6foro FAM (5-carboxifluoresceina) (Operon Inc. Technologies) en el extremo 5 '. Las

condiciones de amplificaci6n usadas son aquellas indicadas previamente en el punto 2.4.3.

Los  productos  de  PCR  marcados  con  fluorescencia  se  purificaron  mediante  el

Wizard®DNAClean-UpSystemQ'romega),losproductospurificadossedigirieroncon30

U de la enzina de restricci6n jzfecrl y  16 U de la enzina A4#H (Fermentas) en reacciones

separadas durante  12 h a 37°C, posteriomente las enzimas  se inactivaron a 65°C por 10

min. Los fragmentos terminales producidos por la digestion se separaron por electroforesis

capilar en un Analizador Gen6tico ABI 3730XL  (Applied Biosystem) por el  servicio  de

tipificaci6n de Macrogen Inc. (Sedl, Corea).
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2.4.7 Estandarizaci6n y analisis de los perfiiles de T~RFLP

Para el analisis de los perfiles de T-RFLP  solo se incluyeron aquellos T-RFs con

fluorescencias mayores a 50 unidades (para eliminar las sefiales basales) y con un tamafio

entre  150 pb (debido a que en el perfil de T-RFLP de un control negativo se observaron

sefiales menores a 150 pb) y 635 pb (ya que es el tamafio de las secuencias de los clones).

Los perfiles se alinearon manunlmente para evitar la identificaci6n eIT6nea de un T-RF, se

calcul6  un promedio  de  las  fluorescencias  obtenidas  en  cada triplicado  y  el  porcentaje

relativo de cada T-RF con respecto a la fluorescencia total detectada en cada muestra. Con

el  fin  de  eliminar  sefiales  que  podrian  ser  ruido  dentro  de  las  muestras,  se  eliminaron

sefiales  con abundancias relativas menores  al  1%  de la abundancia total dentro  de  cada

muestra.    Los    T-RFs    obtenidos    para   cada   enzima   se    analizaron   por   separado.

Adicionalmente, mediante el programa BioEdit Sequence Alingment Editor version 7.0. 5.2

quall,  1999), se realiz6 digestion z.7z SJ./J.co de las secuencias de los clones de la genoteca,

con  el  fin  de  comparar  estos  resultados  con  los  perflles  de  T-RFLP  obtenidos  en  los

microcosmos.

Finalmente,  para  relacionar  los  T-RFs  obtenidos  con  los  parinetros  edaficos

medidos,   se   utiliz6   como   metodo   multivariado   de   anahisis   directo,   el   analisis   de

correspondencia can6nica (CCA). EI CCA se realiz6 en el programa MVSP version 3.12

(GeoMem),  considerando  la abundancia relativa de cada TRF y los parinetros edaficos

correspondientes a cada tratamiento.
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3.-RESULTADOS

3.1  Efecto  de)  agua  y  el  acetileno  sobre  la  actividad  de  nitrificaci6n  durante  ]a

incubaci6n de los microcosmos.

Para evaluar la actividad potencial de nitrificaci6n se determin6  semanalmente el

contenido  de  N114+  y  N03-  en  el  suelo  de  todos  los  microcosmos.  En  la  Figura  2  se

muestran los resultados obtenidos para el contenido de amonio (Figura 2A) y de nitrato

¢i8ura 28).

En la Figura 2A se puede observar que al inicio de la incubaci6n no hay diferencias

significativas  en el contenido de amonio  entre los tratamientos,  alcanzando  los mayores

valores alrededor del dia 28 de incubaci6n. Sin embargo, luego de 35 dias de incubaci6n el

tratamiento  con acetileno  (c/R - c/A) muestra un mayor contenido de  amonio y este se

mantiene relativamente constante hasta el dia 64,  lo que sugiere que el amonio no  esfa

siendo  transformado  en este  microcosmos,  comparado  con los tratamiento  sin  acetileno

(CAI - s/A) donde la concentraci6n de amonio es menor. Concomitante con esto, la Figura

28 muestra un aumento del nitrato en el microcosmos sin acetileno (cR - s/A), a partir del

dfa 7 de incubaci6n comparado con los otros dos microcosmos. Esta tendencia es bastante

clara  hasta  el  dia  64.  Los  resultados  sugieren  que  durante  los  primeros  63  dias  de

incubaci6n ocurre nitrificaci6n en el microcosmos con riego y sin acetileno (c/R - s/A) y

que  esta etapa del  ciclo  del nitr6geno  esfa inhibida en el microcosmos  con riego  y con

acetileno (cR - c/A).

Hacia el final de la incubaci6n de los microcosmos (tiempos 70, 77 y 84 dias) 1as

diferencias  en las  concentraciones  de nitrate  de  los  microcosmos  con y  sin acetileno  se
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reducen indicando que la nitrificaci6n no continda inhibida u otros procesos del ciclo del

nitr6geno podrian incrementar la concentraci6n de hitrato en el microcosmos con acetileno.

Por su parte,  la concentraci6n de amonio  disminuye  ligeramente en el microcosmos con

acetileno.  De  acuerdo  a  los  resultados  obteridos  para  la  actividad  de  nitrificaci6n,  los

canbios en la abundancia de las arqueas oxidadoras de amonio (AOA) se evalu6 al inicio

(0 dias) y en el tiempo 56 dias de la incubaci6n de los microcosmos, ya que durante este

periodo se observa mas claraniente dicha actividad,

0            7           14          21          28          35         42          49          56         63          70          77          84

"empo de lncubacl6n (dlas}
R

0            7           14         21          28          35         42         49          56         63          70         77          84

Tiempo de lncubaci6n (alas)

± slF` -slA -olF\ -slA  + `: > -olF\ -®lA

Figura 2. Contenido de anonio (ugN-NH4+/gps) en A, y contehido de nitrato (u8N-N03-
/gps) en 8, determinados durante el periodo de incubaci6n de los microcosmos sometidos a
diferentes  tratanientos:  microcosmos  control  sin  tratamiento  (sth  -  s/A),  microcosmos
sometidos a riego cada 14 dias (CAI -s/A) y microcosmos sometidos a riego cada 14 dias y
tratados con acetileno (cm - c/A). Se muestran los valores promedio ± desviaci6n estindar.
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Los  valores  de  pH  registrados  a  lo  largo  de  la  incubaci6n  muestran  que  este

parinetro  se  mantiene  en  el  rango  de  la neutralidad en los tres  tratamientos  aplicados,

aunque se observa un ligero aumento hacia el final de la incubaci6n de los nricrocosmos

(Figura 3).

0            7           14          21          28          35         42          49         56          63          70          77          84

llempo de incubaci6n (dlas)

± SIF` -SIA -ctF\ -SIA  ~ :';-T-ctF` -ctA

Figura 3. Valores promedio de pH ± desviaci6n estindar deteminados durante el periodo
de  incubaci6n  de  los  microcosmos  sometidos  a  diferentes  tratamientos:  microcosmos
control sin tratamiento (sR - s/A), microcosmos sometidos a riego cada 14 dias (cR - s/A)
y microcosmos sometidos a riego cada  14 dias y tratados con acetileno (cAi - c/A).  Para
medir el pH se realiz6 una extracci6n desde el suelo de los microcosmos con Kcl lM.

32 Abundancia relativa de ]os gremios de AOA y BOA mediante NMP-PCR.

Se  evalu6  la abundancia relativa de  los gremios  de AOA y BOA  al  inicio  de  la

incubaci6n (0 dias) y al tiempo 56 dfas de incubaci6n del microcosmos, rango de tiempo de

incubacidn donde se observ6 hitrificaci6n en el microcosmo con riego y sin acetileno (c/R -

s/A),  mediante  el  procedimiento  del  NMP  acoplado  a  PCR.  Para  esto  se  utilizaron
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diluciones  seriadas del DNA total extrafdo del suelo del microcosmos, el cual fue usado

como molde para amplificar por PCR el gen crmo4 de arqueas (A-cz"o4) y bacterias @-

cz"o4). Cada reacci6n fue realizada por triplicado.

Para la amplificaci6n del gen B-c}7„ed se realiz6 un PCR anidado donde la segunda

reacci6n se realiza para poder observar con mayor claridad el producto de PCR obtenido en

la   primera   reacci6n   y   determinar   asi   la   diluci6n   donde   se   extingue   la   sefial   de

amplificaci6n. Asi tambi6n se procedi6  con la amplificaci6n del gen A-cz7"o4 el curl fue

sometido a una segunda reacci6n utilizando el mismo programa y los mismos partidores

que en la primera reacci6n.

En la Figura 4 se muestran ejemplos de los amplicones obtenidos en la reacci6n de

PCR para el gen cz7#o4 de ambos gremios. Como se puede observar las bandas son de los

tamafios esperados tanto para el gen A-cz7"o4 (624 pb) como para el gen B-¢7#ed (490 pb).

Con  las  bandas  obtenidas  en  la  electroforesis,  se  tabularon  el  ndmero  de  reacciones

positivas y negativas para cada diluci6n hasta la extinci6n de la serial. EI NMP de Uhidades

G6nicas  (UG)  de  cada  gremio  se  determin6  de  acuerdo  a la tabla de  valores  del NMP

(Cocharan, 1950). Los resultados se resumen en la Tabla 2.
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Figura  4. Productos  de  la amplificaci6n del  gen cz"o4  de  arqueas  (A)  y bacterias  (a),
visunlizados  en geles  de  agarosa al  1,2%.  En el primer carril  de cada gel  se  observa el
marcador de peso molecular 100 bp; -1, -2, -3, 4, -5, -6 y -7 corresponden a las diluciones
seriadas del DNA molde para la reacci6n; s/d corresponde a la reacci6n de PCR en donde
se utiliz6 como molde el DNA sin diluir; (-) corresponde a los controles negativos de cada
reacci6n.

Tabla  2.  Rango  de  abundancias  relativas  de  los  gremios  de  AOA  y  BOA  en  el
microcosmos cR - s/A, determinadas mediante NRE-PCR y expresadas como Uhidades
G6nicas quG) presentes por cada gramo de suelo quG/g suelo). to: 0 dias de incubaci6n del
microcosmos y t56: 56 dias de incubaci6n del microcosmos.

Gremio      toapG/gsuelo)         t56 quG/gsuelo)

AOA              2-3 x l03                      2-9 x |o3

BOA                1-4 x 105                      0,1-2 x log
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Al comparar la abundancia relativa de los gremios de AOA y BOA segtin el tiempo

de  incubaci6n,  se  observa  que  ambos  aumentaron  luego  del  periodo  de  incubaci6n

sometidos a riego. Sin embargo, la comunidad de BOA aunienta en 3 6rdenes de magnitud

mientras que la comunidad de AOA se mantiene en el mismo orden de magnitud.

Desde el inicio de la incubaci6n hasta los 56 dias de incubaci6n, el gremio de BOA

se muestra mayoritario, llegando a ser 5  6rdenes de magnitud mayor que las AOA.  Los

datos muestran que el auniento en la nitrificaci6n, observada en el microcosmos regado y

sin acetileno  (c/R - s/A), esfa asociado  a un aumento  en la abundancia de los gremios

oxidadores de amonio, siendo predominantes las BOA en relaci6n a las AOA.

3.3 Composici6n del gremio de AOA en el suelo semifrido.

r
Para  determinar  la  composici6n  de  arqueas  oxidadoras  de  amonio  en  el  suelo

semifrido, se coustruy6 una genoteca del gen czrmof de arqueas (A-czz#o4).

EI DNA extraldo desde el suelo semiindo proveniente del matorral escler6filo de

Chile  central  se  us6  como  molde  para la anplificaci6n por PCR del  gen A-¢"o4  1os

partidores  empleados  fueron  CrenamoA23f y  CrenamoA616r  (Touma  y  col,  2008).  El

fragmento esperado del producto de la amplificaci6n ies de 624 pb Q]igura 5).
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-624 pb
i

Figura 5. Producto de amplificaci6n del gen A-cz7"o4 visualizado en un gel de agarosa al
1,2%. M: marcador de peso molecular 100 bp. R: muestras donde se utiliz6 como molde
DNA extraido del suelo semifrido.

Luego de confirmar la obtenci6n del producto de PCR esperado, 6ste fue purificado,

ligado al vector pTZ57R/T y clonado en E.  co/j XLIB. Las colonias seleccionadas por su

incapacidad de hidrolizar X-gal en presencia de IPTG, se lisaron y se confirm6 la presencia

del inserto mediante PCR, usando los partidores especificos del vector de clonaci6n, M13F

y M13R, seguido de rna electroforesis en gel de agarosa. El tamafio esperado para estos

fragmentos fue de ~800 pb ya que incluye el amplic6n del gen czz#o4 mas los extremos del

vector del clonaci6n. Mediante este procedimiento se obtuvieron 87 clones positivos.

Para  estinar  la  variabilidad  entre  los  clones  se  determinaron  los  perfiles  de

restricci6n QFLP) de los amplicones clonados como se muestra en la Figura 6. El analisis

de  los  perfiles  de RFLP  o  haplotipos,  usando  la  enzima de restricci6n fJ7ZaJ,  revel6  17

perfiles de restricci6n distintos, de los cunles los haplotipos A y 8 concentran mas del 50%
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de todos  los  clones  (Tabla  3).  Clones  pertenecientes  a cada perfil  de  restricci6n  fueron

seleccionados para ser secuenciados.

Figure  6.  Perfiles  de  RFLP  de  clones  pertenecientes  a  la  genoteca  del  gen  A-crmo4
deteminados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 0,8%. Marcador de peso
molecular: 50 bp; las letras corresponden a los diferentes haplotipos de RFLP (vcr Tabla 3).
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Tabla 3. Frecuencia relativa de los haplotipos de RFLP de los clones que conforman la

genoteca  del  gen A-cz7"o4.  Se  incluyen  los  resultados  de  la  digesti6n  j.7€  Sj/z.co  con  las
enzinas de restricci6n jI¢czJ y A4r77/7, mostrindose solo los fragmentos del extremo 5'. La
identificaci6n de  los  clones  corresponde  a aquellos  que  se muestran en el  dendrograma

¢igura 7).

Haplotipo     N°de       Frecuencia        T-RFs        T-RFs
deRFLP      clones     relativa Hhch          Mnlt Identificaci6n de los clones

A39

822

C2

DI

E8

FI

G2

HI

11

JI

KI

LI

MI

NI

01

PI

Q3

44,83                167             493        R-AOA4; R-AOA8; R-AOA42; R-AOA81

25,29            257-563          519        R-AOA9; R-AOA18

2,3 0                  167              431        R-AOAI0

I,15                   167              431         R-AOA5

9,20                 557             456        R-AOA3 8; R-AOA55

Total              87                  1 oo

544-5 63          46 5        R-AOA23

25 7             493        R-AOA2 8

167              322        R-AOA56

5 63              493        R-AOA48

167              493        R-AOA5 9

596              519        R-AOA63

NC *            493        R-AOA64

596             480        R-AOA32

257              341        R-AOA33

5 63             493        R-AOAI 6

257              519        R-AOA91

167          431-493    R-AOA57; R-AOA61

* NC indica que no hay cortes con la enzima de restricci6n por lo tanto el T-RF corresponde al

largo total del anplic6n.

Las secuencias de los clones se compararon con secuencias disponibles en la base

de   dates   del  National   Center  for  Biotechnology  Information  (NCBI),   mediante   la

herramienta bioinfolmatica BLAST.  El alineamiento  de las  secuencias  se realiz6 con el

programa REGA 4.1 y se construy6 un dendrograma utilizando el indice de distancia de

Jckes and Cantor y el algoritmo de agrupamiento de Neighbor-Joining ¢igura 7).
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En el dendrograma se incluyeron secuencias del gen czJ»o4 de arqueas cultivadas o

a;wiqueedas tries c;uno Cenarchaeun symbiosun> Nitrosopumilus maritimus , Candidatus

Nitrosocaldus yellowstonii y Candidatus Nitrosoaphaera gargensis.

Los resultados muestran que los clones provenientes del matorral escler6fflo estin

"ds  rctacirormdos  con  Candidatus  N.  gargensis>  Candidatus  N.  yellowstonii  y  ohones

provenientes de ambientes extremos que con aislados y secuencias de AOA proveniente de

ambientes marinos.

Todos los clones encontrados se agrupan con secuencias derivadas de muestras de

suelo.  Ademas,  el haplotipo A,  que fue el mas abundante entre los clones,  se encuentra

agrupado con los haplotipos Q, J, y G.  Por su parte,  el haplotipo 8  que conesponde al

segundo mas frecuente, se agrupa con el haplotipo 0.

Para evaluar la representatividad de la genoteca de AOA del suelo  semial:ido del

matorral escler6filo, se construyeron curvas de rarefacci6n con un 99% y 97% de similitud

entre  los  clones  estudiados  a]igura  8).  Los  datos  obtenidos  fueron  ajustados  a  rna

hip6rbola,  obteni6ndose  un R2  de  0,9892  y  0,9795,  respectivamente.  En  la Figura  8  se

puede  observar que  con la cantidad de clones  obtenidos  no  se  alcanza rna asintota .en

ninguno  de  los  2  ajustes,  indicando  que  la  genoteca  no  representa  la  totalidad  de  los

filotipos o grupos de AOA del suelo estudiado. De acuerdo a los dates se puede estimar el

ndmero maxino de grupos diferentes que se podria encontrar en las muestras. Por lo tanto

si consideramos que dos clones que exhiben rna sinilitud 2 99°/o corresponden al mismo

filotipo, entonces el ndmero maxino esperado de grupos o filotipos de AOA es 21. Para

rna curva de rarefacci6n del 97% el nbmero maximo estimado es 18 filotipos de AOA.
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Figura 8. Curva de rarefacci6n para el gen A-¢"o4. Los puntos en rojo y azul representan
los dates para rna curva de rarefacci6n con un 99% y 97% de similitud, respectivamente.
La linea negra continua representa el ajuste realizado para una hiperbola en ambos casos,
obteni6ndose R2= 0,9892 y 0,9795 , respectivamente.

Para  deteminar  la  representatividad  de  arqueas  oxidadoras  de  amonio  en  la

genoteca construida, se calcul6 el porcentaje de cobertura del muestreo realizado. Para la

curva de rarefacci6n de 99% de similitud se encontraron 17 grupos diferentes (Nx) y en la

curva de 970/o de similitud entre clones, se obtuvieron 13 (Nx), considerando que el total de

clones analizados para ambos casos fue 87 (n), el porcentaje de cobertun es de 81% y 85%,

respectivamente.
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3.4 Efecto del agua y el acetileno sobre la diversidad del gremio de AOA durante la

incubaci6n de los microcosmos

Para evaluar la diversidrd de AOA en los diferentes tratamientos a los cuales fue

sometido  el  suelo  semiatdo,  se  realiz6  un  analisis  mediante  T-RFLP  utilizando  como

marcador molecular el gen A-cz7#o4 y usando las enzimas de restricci6n fJ;fecz/ y A472/7. El

analisis se realiz6 para los tres tratamientos cada 28 dias.

Ademfs se incluy6 rna muestra adicional en el analisis de T-RFLP correspondiente

a rna mezcla de todos los clones provenientes de la genoteca del gen A-czmo4 para asociar

los T-RFs encontrados en las muestras de los microcosmos con los T-RFs de los clones de

la genoteca.

En la Figura 9 se muestran los porcentajes relativos de T-RFs, para ambas enzimas,

de  las  secuencias  de  los  clones  que  componen  la  genoteca  del  gen A-cz7"o4.  Se  puede

observar que con la enzima H¢czJ se obtienen 4 T-RFs mientras que con la enzina A4#/7 se

obtienen 8. Los perfiles de T-RFLP se colresponden con los datos obtenidos de la digestion

z.72 sz./z.co de los clones, mostrados en la Tabla 3. Ademas, de esa misma tabla se desprende

que la mayoria de los clones con un T-RF de 167 pb en la digestion con HfeczJ concuerda

con los T-RFs de 431 pb y 493 pb obtenidos en la digesti6n con A4#/7, situaci6n que se ve

representada en los graficos puesto que la suma de los fragmentos obtenidos de la digestion

con A47z/I es sinilar a la abundancia observada por el T-RF de 167 pb.
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Figura 9. Frecuencias relativas de los T-RFs obtehidos para el gen A-a"o4 de los clones
de la genoteca desde el suelo semiindo. S/C corresponde a aquellos T-RFs que presentaron
el mismo tanafio que el producto de anplificaci6n del gen A-¢mnd sin digerir (624 pb).

En  la  Figura  10  se  muestran  los  perflles  de  T-RFLP,  para  ambas  enzimas,  de

acuerdo al tiempo de incubaci6n de los microcosmos con cada uno de los tres tratanientos.

Al comparar los T-RFs digeridos con la enzima A4#/y se puede observar que no existen T-

RFs  exclusivos  para  ningch  tratamiento;  mas  ath,  varios  fragmentos  de  restricci6n

presentan una abundancia similar a lo largo del tiempo de incubaci6n e independientemente

del tratamiento.  EI  T-RF  de 276  pb disminuye en abundancia en todos  los tratamientos,

siendo mucho mds notoria su disminuci6n en el microcosmos control. Por otro lado, los T-

RFs de 322 pb y 493  pb presentan abundancias similares en los tres tratamientos.  Por el

contrario, el T-RF de 519 pb aumenta su abundancia en los tratamientos donde no se aplic6

acetileno (s/R - s/A y c/R - s/A), mientras que disminuye en el tratamiento donde se aplic6

acetileno (c/R - c/A).  Similar es el caso del fragmento de 456 pb, el curl no se detecta al

final de la incubaci6n, en el microcosmos tratado con acetileno (cR - c/A), y su abundancia
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aumenta levemente en los nricrocosmos no tratados con acetileno (s/R - s/A y c/R - s/A).

Por otro lado,  la abundancia del fragmento  que no presenta sitios de restricci6n para la

emima de restriccidn A4#/7 tambi6n aumenta en los 3 tratamientos.

En los perfiles obtenidos con la enzina jzfeczJ, tampoco existen T-RFs exclusivos

para un tipo de tratamiento o periodo de incubaci6n. En general los perfiles de T-RFLP del

tratamiento  control (s/R - s/A) y del tratamiento con acetileno  (c/R - c/A) no presentan

diferencias significativas en relaci6n a las abundancias relativas de los distintos T-RFs. Las

diferencias  se  observan  en  el  microcosmos  con  riego  y  sin  acetileno  (cR  -  s/A)  que

corresponde  al  tratamiento  donde  se  observa  nitrificaci6n.  En  este  microcosmos  los

cambios principales corresponden al tiempo de 28 dias de incubaci6n, donde se incrementa

notoriamente el T-RF correspondiente al amplic6n complete (624 pb) con una disminuci6n

concomitante de todos los otros T-RFs.

Cabe  destacar  que  en  ambos  analisis,  con  la  enzima ZZ%czJ y A47zJ7,  el  fragmento

teminal con mayor abundancia no se encuentra relaciormdo con los T-RFs identificados en

la genoteca; en el caso de ZZ7}cz/ es el T-RF de 459 pb y en el de A4173/7 es el T-RF de 276 pb.



37

Mnll Hhch

Figura 10. Frecuencias acumuladas de los T-RFs (expresadas como porcentaje relativo de
fluorescencia, % UF) obtenidos con las enzimas de restricci6n jlha/ y A472/J, para el gen A-
czmnd  a  diferentes  tiempos  de  incubaci6n  (to:  0  dias  de  incubaci6n;  t28:  28  dias  de
incubaci6n;  t56:  56  dias  de  incubaci6n; t84:  84  dias  de  incubaci6n) de  los  microcosmos
control sin tratamiento (sR - s/A), los microcosmos sometidos a riego cada 14 dias (CAI -
s/A) y los microcosmos sometidos a riego cada 14 dias y tratados con acetileno (cR - c/A).
En cursiva y subrayados se muestran los T-RFS no representados en la digestion j# Sj./jco
de los clones.
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Finalmente, se realiz6 un analisis de correspondencia can6nica entre los perfiles de

T-RFLP   y   los   factores   edaficos   medidos   durante   el  tiempo   de   incubaci6n  de   los

microcosmos  y para  cada tratamiento  a?igura  11).  Este  analisis  permite  determinar  qde

parinetros edaficos se relacionan con el ordenamiento observado. Los dos primeros ejes

del agrupamiento representaron el 30% de la varianza total. Se observa una clara diferencia

en la diversidad del gremio de AOA del tiltimo tiempo de incubaci6n a lo largo del eje

can6nico  1.  A  su vez  se  observ6  rna tendencia  a  que  estas  muestras  se  separaran  por

tratamiento a lo largo del eje can6nico 2.

El pH y el N03-son los factores que mds influyeron sobre el eje can6nico  1, con

coeficientes de correlaci6n intragrupo de 0,902 y 0,795, respectivamente. Por lo tanto, estas

variables  dieron  cuenta  de  la  separaci6n  observada  entre  los  gremios  de  los  tiempos

iniciales con respecto a los de los tiempos finales de incubaci6n de los microcosmos a lo

largo del eje can6nico  1. En cuanto al eje can6nico 2, el factor edafico que mas influy6

sobre el agrupamiento observado fue el NH4+, con un coeficiente de correlacidn intragrupo

de -0,714. Este factor explicaria la separaci6n observada entre las muestras de los tiempos

finales de incubaci6n segdn el tratamiento a lo largo del eje can6nico 2



eje can6nico 1  (21,4%)
•   clF`-slA                -clF\-cl^                .  slF\-slA

Vector scalina: 4. 37

Figura 11. Analisis de correspondencia can6nica entre los perfiles de TRFLP del gen A-
czfflnd y los factores edaficos medidos durante el tiempo de incubaci6n de los microcosmos.
Tratamientos:  microcosmos control sin tratamiento (sAli - s/A),  microcosmos sometidos a
riego cada 14 dias (c/R - s/A) y microcosmos sometidos a riego cada 14 dias y tratados con
acetileno (CAI -c/A). Tiempos: to: 0 dias de incubaci6n; t28: 28 dias de incubaci6n; t56: 56
dias  de  incubaci6n;  t84:  84  dias  de  incubaci6n.  Parinetros  edificos:  pH;  contenido  de
anonio (N114| y contehido de hitrato (N03-).



40

4.- DISCUSI0N

4.1  Efecto  del  agua  y  el  acetileno  sobre  la  actividad  de  nitrificaci6n  durante  la

incubaci6n de los microcosmos

La ritrificaci6n es un proceso central en el ciclo del nitr6geno, ya que regula los

contenidos de anonio y nitrato. Diversos factores se han descrito que afectan el proceso de

oxidaci6n  del  amonio  en el  suelo,  entre  ellos  el  bajo  contenido  hidrico  es  rna  de  las

mayores limitaciones en suelos aldos (Otter y Scholes, 2005). Es asi, como en ecosistemas

fridos que experimentan breves episodios de hidrataci6n como los "florecimientos" en el

Desierto de Atacama, aparecen asociados a una mayor actividad de nitrificaci6n en el suelo

(Orlando y col., 2010).

En el caso de los microcosmos de este trabajo, el contenido de NH+ y   N03- se

determin6 para los 3 tratamientos semanalmente, y los valores son similares a los obtenidos

previamente  con  muestras  del  mismo  suelo  sometido  a  las  mismas  condiciones  de

incubaci6n (con riego y sin riego) (Bustamante, 2010).  La mayor disponibilidad de ague

favorece la actividad de nitrificaci6n reflejada en un aumento en la concentraci6n de nitrato

asociada a una disminuci6n de amonio.

Por otra parte los  resultados muestran que las mayores  concentraciones de amonio  a lo

largo de la incubaci6n se observan siempre en los microcosmos tratados con acetileno (cR

- c/A), el curl esfa descrito como un inhibidor de la oxidaci6n aut6trofa de amonio quyman

y  Wood,   1985).   Ademas,   se  puede  observar  que  en  todos  los  tratamientos  existen

fluctuaciones mss o memos cfclicas del contenido de amonio, que constitnye el sustrato de

la nitrificaci6n.
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En el ciclo del nitr6geno el amonio se produce por distintas vias, una de ellas es por

fijaci6n  de  nitrdgeno  molecular,  el  curl  es  oxidado  a  amonio  y  la  otra  via  es  por

amonificaci6n de la materia organica presente en el suelo. En los microcosmos estudiados,

el contehido de nitr6geno combinado en el suelo (en foma de amonio, nitrate o ritr6geno

orgfnico) podria ser suficiente para sustentar el crecimiento bacteriano; por lo tanto bajo

estas condiciones de nitr6geno no limitante, la fijaci6n de nitr6geno no esta favorecida. Por

otro  lado,  es  mas  probable  que  el  anonio  presente  en  los  microcosmos  se  genere  por

anonificaci6n de la materia orginica debido  a la degradaci6n de  compuestos  organicos

nitrogenados  tales  como  proteinas  o  acidos  nucleicos,  como  se  observ6  previamente

a3spinosa,  2007).   Cabe  destacar  que  en  todos  los  tratamientos  se  observaron  estas

fluctuaciones dando cuenta de que la descomposici6n de la materia orginica es un proceso

normal en todos los microcosmos bajo las distintas condiciones de tratamientos (Figura 12).
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Figura  12. Diagrama del ciclo del nitr6geno incluyendo el proceso de amonificaci6n (en
verde).

En  los  microcosmos  tratados  con  acetileno  (cR  -  c/A)  se  observa  la  actividad

inhibitoria de este gas sobre la hitrificaci6n autotr6fica, que se traduce en un bajo contenido

de  N03-  durante  la  mayor  parte  de  la  incubaci6n  y  que  solo  aunent6  en  el  dia  63,

comparado con el tratamiento sin acetileno (CAI - s/A) que presento un aunento sostenido

del N03- desde el inicio de la incubaci6n. El aumento en el contenido de N03- al final de la

incubaci6n del microcosmos tratado con acetileno podria ser explicado por uria oxidaci6n

del anohio no-autotr6fica que no es inhibida por acetileno. Diversos autores ham descrito

que el amonio podria ser oxidado por microorgahismos heterdtrofos, ya sea bacterianos o

fingicos (Hayatsu y col., 2008; Kowalchuk y Sthephen, 2001 ).
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Con respecto a los valores de pH, 6stos se mantuvieron cercanos a la neutralidad a

lo largo de la incubaci6n, con una leve tendencia a aunentar hacia el final de la incubaci6n.

De  acuerdo  a  estos  datos  se  espera  que  las  variaciones  observadas  en  la  actividad  de

nitrificaci6n  no  sean  consecuencia  del  cambio  de  pH  sino  efecto  de  los  tratanientos

aplicados. Erguder y col. (2009) sefialan que las AOA se encuentran en un amplio rango de

pH.  Sin embargo,  en suelos,  las AOA se ham descrito en su mayoria asociadas a suelos

forestales o agricolas con pHs en el rango de 5-8 @oyle-Yarwood y col., 2008; Leiniger y

col., 2006).

4.2 Efecto del riego sobre la abundancia de las comunidades oxidadoras de amonio

durante la incubaci6n de los microcosmos

De acuerdo a los resultados obtenidos y resumidos en la Tabla 3, se puede conclul

que  en  estos  suelos  las  BOA  son  dominantes  con  respecto  a  las  AOA,  y  que  los

tratamientos  aplicados  mantienen  esta  dominancia.  No  obstante,  la  abundancia  de  la

comunidaddearqueasoxidadorasdeamonioaunent6conlamayordisponibilidaddeagua,

evidenciando que el riego induce  el crecimiento  de ambas  comunidades,  AOA y BOA,

siendo el efecto notablemente mayor en estas ultimas. Estos datos sugieren que las BOA

tendrian rna mayor participaci6n en la actividad nitrificante observada en los microcosmos

con mayor hidrataci6n.  Resultados  similares fueron reportados por Jia y Courad (2009),

quienes observaron que en microcosmos estimulados por amonio e inhibidos por acetileno

los cambios en la actividad nitrificante fueron paralelos a los cambios de abundancia de

BOA, pero no cambi6 la abundancia de AOA.  Sin embargo, otros autores ham observado,

en   ensayos   de   microcosmos   de   suelos   agricolas,   que   la   oxidaci6n   del   amonio   es
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mayoritariameute debida a la actividad de las AOA (Offre y col., 2009;  Tourna y col.,

2008; Nicol y col., 2008; He y col, 2007; Leininger y col., 2006).

Por  otro  lado,  1as  unidades  g6nicas  de  las  BOA  determinadas  al  inicio  de  la

incubaci6n,   son   similares   a   los   resultados   obtenidos   en   los   trabajos   mencionados

anteriomente,  es  decir,  del  orden de  105  -  107 copias  del  gen bacteriano por gramo  de

suelo.Sinembargo,noocurrelomismoalcompararlaabundanciadelgenA-a"o4yaque

el resultado obtenido en este trabajo es menor (aprox.  103 por gramo de suelo) al reportado

en la bibliografia (106 -  107 por gramo de suelo).  Estas diferencias podrian deberse a la

metodologia empleada en esta memoria O]MP-PCR)  que  es memos  sensible,  comparado

con  el  PCR  en  tiempo  real.  Cabe  sefialar  que  estos  resultados  de  abundancia  no  son

totalmente comparables con los datos de la literatura ya que en esta memoria se utilizaron

partidores diferentes a los empleados por los autores anteriormente mencionados.

Considerando  entonces  que  el  gremio  bacteriano  de  oxidadores  de  amonio  es

predominante  en  este  suelo,  es  a  este  gremio  al  cual  se  podria  atribuir  el  proceso  de

nitrificaci6n observado en el tratamiento sin acetileno (cR - s/A).

En base a los resultados obtenidos del NMP-PCR y de la medici6n de parametros

edaricos  se  puede  observar  que  existe  cierta  congruencia  con  algunas  observaciones

descritas por Erguder y col.  (2009); por ejemplo el pH en este tipo de suelo podia estar

relacionado con la baja presencia del gen A-c}z#o4.  En este suelo semiarido del matorral

escler6filo, el pH no fue menor a 6,3, valor al cual la predorfunancia estaria dada por el

gremiobacterianosegtinlodescritoporProsseryNicol(2008),Erguderycol.(2009)ylos

resultadosobtenidosporNicolycol.(2008).OtrofactordescritoenEguderycol(2009)es

elcontenidodefosforo,elcunlpresentaunacorrelaci6nnegativaconlacomuhidadAOAy
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positivaconlacomunidadBOA,paraelcasodeestesueloycomoseregistr6enuntrabajo

anterior (Espinosa,  2007),  el  contenido de  fosforo  disponible  se  encuentra en un rango

elevado favoreciendo el nicho de las bacterias oxidadoras de amohio.

4.3 Composici6n de la comunidad de arqueas oxidadoras de amonio.

La  genoteca  del  gen A-czfflo4  obtenida en  este  trabajo  consta en  su totalidad  de

clones que se asocian a secuencias de clones pertenecientes a otros suelos estudiados.  El

dendrogramaconstruidoconelindicededistanciadeJukesandCantor(Figura7),muestra

a todas  las  secuencias  de los  clones  provenientes  del  suelo  semiatdo  agrupadas  en un

clusterseparadaseindependientementedemuestrasprovenientesdeaguasyprofundidades

marinas,  coincidentemente  con  lo  descrito  anteriormente  (Prosser  y  NIcol,  2008).  La

distribuci6n de las secuencias obtenidas en este trabajo y otras de la base de datos muestra

que 5stas se agrupan en habitats espeofficos (suelo, mar, ambientes extremos). Tanbi6n se

puede  observar que  ciertos  haplotipos  identificados por RFLP,  utilizando  la  enzima  de

restricci6n j7%czl,  se  encuentran como  grupos  en  el  dendrograma,  6stos  colTesponden al

haplotipoAy8(loscualespresentanlamayorcantidadderepresentantesenlagenoteca);

mdsaun,enelgrupoendondeseencuentranlosclonesasociadosalhaplotipoAtambi6nse

encuentran otros clones. Esto da cuenta de la sensibilidad de las dos metodologias, porque

mientras en el RFLP el agrupamiento se realiza por los diferentes patrones de corte que

presenta rna enzima determinada, el analisis de agrupamiento se realiza en base a toda la

secuencia de cada clon.  Es asi como la diferencia en un nucle6tido puede deteminar la

diferencia entre dos perfiles de restricci6n, mientras que el analisis de toda la secuencia
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puede generar que dos secuencias que presentan diferente perfil de restricci6n se agrupen

debido al alineamiento de la totalidad de la secuencia.

Por otro lado, al evaluar si el muestreo realizado alcanz6 a abarear la totalidad de la

comunidad,elninerodeclonesanalizadosindicaqueselogr6un85%decoberturaconun

97% de similitud, 1o curl es un valor comparable con otros estudios realizados (Auguet y

col., 2010; ELnsel y col., 2008).

4.4  An£Iisis  de  la  diversidad  de  la  comunidad  de  arqueas  oxidadoras  de  amonio

durante la incubaci6n de los microcosmos

Los  perfiles  de  T-RFLP  obtenidos  para  los  distintos  microcosmos,  revelan  la

presencia  de  la  mayoria  de  los  fragmentos  que  se  esperan,  de  acuerdo  al  analisis  de

restricci6n z.# sz./z.co de los clones de la genoteca del gen A-cz7»o4. No obstante, los perfiles

de  T-RFLP  de los  microcosmos  muestran mayor riqueza de  T-RFs  comparada con los

perfilesdeT-RFsobtenidosapartirdeunamezcladelosclonesdelagenoteca.Tambi6nse

puedeobservarquelaaplicaci6nderiegoy/odeunaatm6sferaconacetilenoalsuelodelos

microcosmos produce camhios en la abundancia de T-RFs, pero no en ]a riqueza, puesto

que no se observa la aparici6n de filotipos nuevos. Un comportamiento similar se observ6

al analizar los perfiles de DGGE en los trabajos de Jia y Conrad (2009) donde a pesar de

aplicar  100  Pa de  acetileno,  el patron de bandas  en la  electroforesis  se  conserva en los

diferentes tratamjentos, concluyendo que la aplicaci6n de acetileno no produce cambios en

la comunidad de arqueas oxidadoras de anohio. Similares resultados fueron obtenidos por

Shenycol.(2008)ensuelosalcalinos,dondeelpatr6ndeDGGEnopresent6cambiospara
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el gen A-¢REo4.  Por el contrario, en el trabajo de He y col.  (2007),  en suelos acidos, se

observaron claros cambios en la composici6n de AOA los cuales podrian ser atribuidos al

pH de los  suelos estudiados.  En concordancia con lo anterior,  el trabajo de Nicol y col.

(2008) demuestra que el pH es un factor determinante en la selecci6n de nichos para las

comunidades bacterianas y arqueales.

Coincidentemente, al analizar la relaci6n que existe entre los parinetros edificos

medidos (contenido de N03-, contenido de NET+ y pH) y los perflles de T-RFLP obtenidos

en los microcosmos, se observa que existe rna separaci6n de los gremios de los tiempos

inicialesconrespectoalperiodofinaldeincubaci6ndelasmuestras,yqueestaseparaci6n

esta  explicada  principalmente  por  el  pH  y  el  contenido  de  N03-,  y  no  por  el  tipo  de

tratamiento  aplicado.  Segrfu  Fierer y Jackson  (2006),  el pH  seria  el  parinetro  edafico

considerado como el mejor descriptor y predictor de la estructura de las comuhidades. Por

lotantosen'adeterminanteenladistribuci6ndelasAOArespectodelasBOA@rgudery

col., 2009; Nicol y col., 2008).
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5.- CONCLUSI0NES

1.         El incremento en la disponibilidad de agua favorece la actividad nitrificante

del suelo semi5rido en los microcosmos; mientras que la aplicaci6n de acetileno inhibi6

este proceso durante la incubaci6n de los microcosmos.

2.         En el  suelo  semiarido proveniente del matorral escler6filo  de  Chile  existe

mayor abundancia de bacterias  oxidadoras  de anonio  comparado  con su contraparte

arqueal.   Sin  embargo,   el   incremento   en  la  disponibilidad  de  agua  favoreci6   el

crecimiento de ambos gremios, aunque no en la misma magnitud.

3.          La  composici6n  del  gremio  de  arqueas  oxidadoras  de  amonio  del  suelo

semialido comprende a clones relacionados con secuencias derivadas de suelos y con

Ccr73c7z.c7czf2ds IvjfrosoSPAczercz g¢rge77$7.S, crenarqueota mes6fila proveniente de suelo. Los

clones obtenidos se separan de arqueas oxidadoras de amonio de otros ambientes.

4.         Los  perfiles  de  T-RFLP  sucteren  que  la  adici6n  peri6dica  de  agua  y  la

aplicaci6n  de  acetileno  provocan  un  cambio  en  la  abundancia  de  algunos  T-RFs,

mientras que no se observan cambios en la riqueza del gremio de arqueas oxidadoras de

amohio.
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