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RESUMEN BIOGRÁFICO

El día 30 de Septiembre del año 1984 nací en Santiago, trayendo alegrfa y
representando un gran desafío para mis jóvenes e inexpertos padres. Desde pequeño
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inculcaron en mf un profundo amor por mi país y mis raíces, enseñándome que el
trabajo s¡empre d¡gn¡f¡ca al hombre. Comencé muy pequeño mis estudios en el jardín
Los Pitufos, pasando luego al coleg¡o Abraham Lincoln y posteriormente al Liceo
Miguel de Cervantes y Saavedra, en donde desarollé hab¡l¡dades para el estud¡o que
prontamente fueron reconocidas y potenciadas. Gracias a lo anter¡or pude acceder al
lnstituto Nacional, el coleg¡o con más tradición de nuestro país, lo que aportó a mi
visión crítica de la soc¡edad y al¡mentó m¡s sueños. En esta etapa me desarrollé
íntegramente tanto en el ámbito académico como personal, despertando en mí un gran
inteés por la biologla y en cómo la ciencia podía aportar al desanollo de mi país. El
año 2002 culminé la Enseñanza Media cumpliendo mis primeros sueños al conseguir
ingresar a la Un¡vers¡dad de Ch¡le, la universidad más prestig¡osa, obteniendo una
beca para estudiar lngeniería en Biotecnología Molecular, una apuesta arriesgada e
interesante por el desafío que representaba estar en la vanguard¡a de la ciencia en un
camino poco tradicional. Con los años el tamaño de mis sueños también ha crecido y el
camino no ha estado exento de dificultades, pero como aprendf en el coleg¡o y puse en
práctica en el Laboratorio de Ecología Microbiana, lugar en que realicé la etapa
cúlmine de mi pregrado, "Labor omn¡a vincit '.
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RESUIUIEN

Los ciclos de sequf a-precipitación son comunes en una variedad de

ecosisternas, pero a menudo son más pronunciados en ecosistemas ár¡dos con

precipitaciones fuertemente estacionales. La disponibilidad de agua afecta la

abundancia, composición y actividad metabólica de la m¡crobiota, además de influir en

el cíclado de nutrientes, entre ellos el nitrógeno. Los compuestos ¡ntermediarios claves

del ciclo del n¡trógeno son: el nitrógeno molecular (N2), el amonio (NH4), y el nitrato

(NO3) y ¡os principales grupos funcionales involucrados comprenden a los fijadores de

nitrfueno, los nitrificadores y los desnitrifioadores. En este trabajo se estudió el efecto

de la disponibilidad de agua sobre la diversidad genética de bacterias oxidadoras de

amonio (AOB), involucradas en la etapa limitante de la ñ¡trificación, y la divers¡dad

metabólica de la comunidad microbiana, mediante ensayos de microcosmos con suelo

semiárido proveniente del matonal esclerófilo (localldad El Romeral, Región

Meiropol¡tana) y suelo árido proveniente del Desierto de Atacama (localidad Sierra

Pajarito, Región de Atacama). Los microcosmos tratados se regaron con agua cada 14

días hasta alcanzar el 60% de la capacidad de retención de agua del suelo y se

incubaron durante 84 dÍas. Durante la incubación, se evaluó el efecto del agua, sobre

los parámetroe edáficos, la actividad de nitrificación, la diversidad genética de las AOB

y la divers¡dad metabólica de la comunidad microbíana total. Los resultados mostraron

que los parámetros edáficos no cambiaron de manera sustancial con la incubación ni el

tratamiento apl¡cado. El pH presentó valores cercanos a la neutralidad en ambos tipos

de suelo, siendo levemente más básico en suelo árido, mientras la materia orgánica

fue el parámetro con mayores d¡ferencias entre los suelos estudiados, con un

xiv



contenido mucho más alto en el suelo semiárido. También se observó un aumento

sustancial en Ia aclividad nitrificante durante la incubación de los microcosmos de

suelo sem¡árido y un aumento marginal de esta actividad en suelo árido, tratados con

agua. La diversidad genética de las AOB se estudió con el gen del 165 rRNA de Beta-

proteobacterias amplificado por PCR y resuelto mediante T-RFLP. El análisis de

agrupamiento mostró una separación entre los t¡pos de suelo, pero no reveló

agrupam¡ento por el tratam¡ento aplicado. Los factores edáficos que influenciaron los

agrupamientos fueron el pH, materia orgánica y amonio. El análisis rn s/rbo de los T-

RFs obtenidos indicó la presencia de Nitrosomonas y NrfrososprTa en ambos suelos. El

perfil metabólico de la comunidad m¡crobiana (CLPP) se estudió mediante el uso de

Ecoplacas. La diversidad metabólica de la comunidad microbiana, medida como la

capacidad de utilizar varias fuentes de carbono, fue diferente entre los suelos

estudiados. El análisis de correspondencia canónica entre los perfiles metabólicos y los

factores edáficos m€didos reveló que las muestras se separaron de acuerdo al tipo de

suelo y que los parámetros edáficos que mejor explicaron esta separación fueron

nuevamente pH y materia orgánica. En conclusión, el tipo de suelo explicó la

diferenciación de las comunidades microbianas a nivel genético y metabólico. La

mayor d¡sponibilidad de agua tuvo efecto en el aumento en la actividad n¡trificante, pero

no modificó la diversidad genética de las AOB ni la diversidad metabólica de la

comunidad microbiana de suelos áridos y sem¡ár¡dos.
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ABSTRACT

Cycles of drought-rewetting are common in a variety of ecosystems, but often

are more pronounced in arid environments with mainly seasonal rainfall. W¿ter

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

well as influence the cycl¡ng of nutrients, includ¡ng nitrogen. The key intermediates of

the nitrogen cycle are: molecular nitrogen (N2), ammonium (NHa-), and n¡trate (NO3-);

and major microbial functional groups involved are the n¡trogen fixers, the n¡trifiers and

denitrifiers. In this work we have studied the effect of water availability on the genetic

diversi§ of ammonia oxidizing bacteria (AOB), involved in the limiting step of

nitrification, and the metabolic diversity of the microbial community, in microcosms with

semi-arid soil from the sclerophyllous matorral (El Romeral, Metropolitan Region) and

arid soil from the Atacama Desert (Siena Pajarito, Atacama Region). The m¡crocosms

were inigated w¡th deion¡zed water every 14 days to reach 60% of water holding

capacity of each soil and incubated during 84 days- During incubation, we evaluated the

effect of water on the soil parameters, the activity of nitr¡fication, the genetic diversity of

the AOB and the métabolic diversity of total microbial community. The results showed

that the soil parameters did not change significantly with incubation or treatment. The

pH values were close to neutral¡ty in both soil types, being a little more bas¡c in arid soil,

while the organic matter was the parameter with greater differences between both soils

studied, with a much h¡gher content in semiarid soil. There was also a significant

increase in nitrifying ac'tiv¡ty during incubation of §emiarid soil m¡crocosms and a

marginal increase of thís activity in arid soil, treated with water. The genetic diversity of

AOB was studied using 165 rRNA gene of Beta-proteobac'teria amplifled by PCR and
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resolved by T-RFLP. Cluster analysis showed a separation of the soil spes, but

revealed no grouping by treatment. The edaphic factors that influenced the groupings

were pH, organic matter and ammonium content. The ¡h s,llco analysis of T-RFs

indicated the presence of N¡trosomonas and Nifrososp¡7a in both so¡ls. The metabol¡c

profile of the microbial community (CLPP) was studied us¡ng EcoPlates. The metabolic

diversity of the microbial commun¡ty, measured as the ability to use a set of carbon

sources was different between the soils studied. Canonical conespondence analysis

between the metabolic profiles and so¡l factors showed that the samples were

separated according to so¡l type and soil parameters that best explained the separation

were again pH and organic matter content. ln conclus¡on, the soil type explained the

differentiation of microbial commun¡ties at the genetic and metabolic levels. The

increased availability of water had effect on the increase in nitrifying actlvity, but did not

alter the genetic diversity of AOB and metabolic diversity of microbial community from

arid and semi-arid soils.
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t. ¡NTRODUCCIÓN

En los dist¡ntos ecosistemas las comunidades microbianas juegan un papel

fundamental en la biogeoquimica, debido a su versatilidad metabólica, alto número

poblacional y altas tasas de actividades enzimáticas (Atlas y Bartha, 2001). Los

procesos microbianos constituyen aprox¡madamente la mitad de la fotoslntesis, y casi

en su totalidad la descomposición de materia orgánica, nitrificac¡ón, desnitrificación,

producción de metano, entre otros (Schlesinger, 1997).

Los microorganismos aclúan a escalas espaciales y temporales reducidas, lo

cual supone que las respuestas a las perturbaciones en el ecosistema, podrían ocurrir

en tiempos relat¡vamente cortos (Garland, 1997; Prosser y col. 2003). Estas respuestas

dependerán de los diversos factores bióticos como la abundanc¡a y diversidad de la

microbiota, pero también de los faclores abióticos, incluyendo la disponibilidad del agua

y los nutrientes como el nitrógeno, entre otros. Algunos de estos fáclores son limitantes

para la product¡v¡dad de muchos suelos, en especial en los ecosistemas áridos y

semiáridos donde se postula que, por su dependenc¡a del régimen de prec¡pitaciones,

las comunidades microbianas podrlan responder rápidamente a los efectos del cambio

cl¡mático (OIES, 1991). En Chile las regiones áridas y semiáridas comprenden una

superf¡cie aproximada de 16,5 millones de hectáreas, representando cerca del 22o/o del

territorio nacional, entre ellas se encuentran el matorral esclerófilo de Chile Central

(suelo semiárido) y el desierto de Atacama (suelo ár¡do) (Gajardo, 1994).



Los ciclos de sequía y precipitación ("drying+ewetting") son comunes en una

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

1998; Pulleman y T¡etema, 1999), sin embargo sus efectos son más pronunciados en

las regiones áridas y semiáridas con un régimen fuertemente estacional (Austin y col.

2004). Durante los periodos de sequía se produce una acumulación de los nutrientes

en el sistema y al caer la lluv¡a, se gatilla un aumento rápido de la activ¡dad metabólica

de los microorganismos (Otter y Scholes, 2005), afec{ando la biomasa (Bottner, 1985;

Kiefr y col. 1987; van Gestel y col. 1993), la composición m¡crobiana (Drees y col.

2006), la abundancia de la microbiota (S¡ngh y Kashyap, 2006) y el ciclado de los

nutrientes (Schimel y Parton, 1986; Peterjohn y Schlesinger, 1991; Gebauer y

Ehleringer, 2000; Housman y col.2006; Singh y Kashyap,2006). En lugares con baja

concentración de carbono se ha observado que et aumento en el contenido hídrico

disminuye la diversidad de los m¡croorganismos, se sugiere que el agua favorecerÍa las

cond¡ciones de competenc¡a, intenumpiendo el fenómeno de aislamiento espacial al

comunicar microhábitats dentro de Ia matriz del suelo (Zhou y col. 2002).

En los ecosistemas ár¡dos y semiáridos, también hay l¡mitación de los

nutrientes, entre ellos el n¡trógeno (Hooper y Johnson, 1999: Ehleringer, 2001), el cual

requieren los organismos para la slntes¡s de las proteínas, ácidos nucleicos y amino

azúcares. El nitrógeno también está involucrado en una gran variedad de reecciones

de oxido-reducción asociadas generalmente con los sistemas de lransporte de

electrones (Ferguson, 1998). Su reservorio principal es la atmósfera, donde se

encuentra en forma de N2 constituyendo el 79o/o de los gases, s¡n embargo, el

dinitrógeno no puede ser utilizado por la mayorla de los seres vivos por lo cual su

¿



3

incorporación a la biosfera es limitante y depende de la actividad de los

m icroorganismos diazotróficos.

Los compuestos intermediarios claves del c¡clo del nitrógeno son: el nitrógeno

molecular (N2), el amonio (NHa), V el nitrato (NOt) y los principales grupos funcionales

comprenden a los fijadores de nitrógeno, los nitrificadores y los desnitrificadores.

La nitrificación, que consiste en la transformación del amon¡o (NH1.) a nitrato

(NO3-), ocune en dos pasos: se ¡nic¡a con la oxidación del amonio y como resultado se

obtiene nitrito (NOz), el cual en un segundo paso es oxidado a nitrato (NOJ (Figura 1).

Las bacterias que ox¡dan amonio (AOB) a nitrito son denominadas con el pref¡jo

N,lroso, mientras que las bacterias que ox¡dan nitrito (NOB) a n¡trato se denominan con

el prefijo Nrfro. Estos dos grupos bacterianos actúan de forma secuencial en el proceso

de nitrificación (Madigan y col. 1999).

F¡gura l: Esquema del proceso de n¡tr¡ficación. a). Ox¡dación del amonio a nitrito catalizada por

la enz¡me amonio monooxigenasa de las bacter¡as ox¡dadoras de amonio (AOB); b). Oxidación
de nitrito a nitrato catalizada por la enzima nitrito reductasa de las bacterias ox¡dadoras de n¡trito
(NoB).

a)

b)



Las AOB se encuentran en la mayoría de los hábitats aeróbicos en donde el

amon¡o está disponible ya sea derivado de fuentes antropogénicas o producido por la

mineralización de la materia orgánica, son bacterias ubicuas en el suelo, el agua dulce

y los ambientes marinos (Kowalchuk y Stephen, 2001). Estos microorganismos han

recib¡do mayor atención por su papel en la etapa lim¡tante de la nitrificac¡ón, la

oxidación del amonio (De Boer y Kowalchuk, 2001), permitiendo la movilización del

nitrógeno en el suelo al transformar las especies cargadas positivamente (NHo.), que

se unen preferentemente a las partículas de arcilla con carga contraria, en moléculas

de carga negativa (NO, y NOi) capaces de difundir por el suelo (Mendum y col. 1999;

Atlas y Bartha, 2001).

Las AOB son microorganismos quimiolitoautótrofos aerobios obligados, aunque

algunas especies pueden ser altamente tolerantes a las bajas concentraciones de

oxígeno o a los amb¡entes anóxicos (Bodelier y col. 1996). Utilizan CO2 como principal

fuente de carbono y poseen la habilidad de emplear el amonio como única fuente de

energla para su crecimiento (Hooper y col. 1997). De acuerdo a los conocimientos

actuales, las caracterfsticas mencionadas requieren de cuatro proteínas

especializadas: la amonio monooxigenasa (AMO), la hidroxilamina oxido-reductasa

(HAO) y los citocromos c554 y cy552 (Whittaker y col. 2000; Arp y col. 2002; Hooper y

col. 2005). La proteÍna AMO unida a la membrana inicia el catabol¡smo con la

oxidación del amonio a hidroxilamina, la oxidación subsecuente de hidroxilamina a

nitrito es llevada a cabo por la proteína HAO, en el periplasma (Figura 2). Se propone

que los electrones extraídos en este proceso de oxidación siguen una cascada redox

vía los citocromos c554 y cM552 hasta la cadena transportadora de electrones a nivel

de la ubiquinona (Hooper y col. 1997; Burton y col. 2005).
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Figura 2: Catabolismo de la oxidac¡ón del amonio. AMO, amonio monooxigenasa; HAO,

hidroxilam¡na oxidoreductasa; cyt c554: citocromo csil; cyt crÉ52: citocromo cu552; UQ:

ubiquinona; "?": pasos no verificados experimentalmente. Mod¡f¡cado de Daniel y col. 2007.

Los genes que codifican para las proteínas AMO, HAO y para los citocromos,

se presentan en dos o tres cop¡as en las Beta-proteobacterias (Norton y col. 1996;

Murrell y col. 2000) y son comunes para todas las AOB (Chain y col. 2003; Klotz y col.

2006).

La enzima clave del proceso es la proteína AMO, y el gen que codif¡ca para su

subunidad alfa (el gen amoA), se ha ut¡lizado para analizar la composición y d¡vers¡dad

de las comunidades de AOB (Yeager y col. 2ü)5; Bemhard y col. 2005; Chu y col.

2007).

Taxonómicamente las AOB están divididas en 2 grupos monofiléticos basados

en las secuencias del gen 165 rRNA (Head y col. 1993; Teske y col. 1994; Purkhold y

col. 2000; Purkhold y col. 2003). El primer grupo involucra a las Beta-proteobac{er¡as

(pAOB) que cont¡ene a las A/,trosornonas (¡ncluyendo N,Trosococcus mobilis) y

N¡ttosospirc (incluyendo especies de Ndroso/oóus y Nitrosovibrio). El segundo grupo

<---rr
¡

cyt e554
+b/
HAO



pertenece a las Gamma-proteobacterias, al cual corresponden Ndrosococcus oceani y

Nffrosococcus i, al op h il u s.

Los estudios ecológicos de las AOB fueron por mucho tiempo impedidos por las

dificultades para aislar y cultivar estos microorganismos (Bothe y col. 2000; Kowalchuk

y Stephen, 2OO1). La cuantificación de la riqueza y abundancia, dos parámetros

esenciales para definir la estructura y diversidad de una comunidad, se ve ser¡amente

áfectada por las limitaciones asociadas a los métodos dependientes de cultivo,

considerando que la mayoría de los m¡croorganismos (entre 85% - 99,9%) son aún no

cuftivados (Torsvik y col. 1990; Barn§ y col. 1994; Amann y col. 1995). Además, las

características del medio de cultivo, ya sean para el aislamiento o el enriquec¡miento

de muestras ambientales imponen condiciones selectivas que alteran la estructura de

la comunidad original (Dunbar y col. 1997, Orlando y col' 2007).

En la actualidad ex¡sten diversas estrategias independientes de cult¡vo, que se

basan principalmente en Ia amplificación por PCR de un marcador molecular como el

gen que codifica para el RNA ribosomal 16S (16S rRNA) o genes específicos que

def¡nen grupos funcionales. La técnica de T-RFLP (polimorfismo en el largo del

fragmento de restricción terminal) (Liu y col.. 1997, Marsh y col 1999; Marsh y col.

2OOO; Rósch y Bothe, 2005), permite la resoluc¡ón de los amplicones de sim¡lar tamaño

que difieren en §u secuencia, entregando una representac¡ón semi-cuantitativa de la

di§tribución de fragmentos terminales de restricción [-RFs) (riqueza de filotipos) y

fluorescencia relativa de cada T-RF (abundancia) (Yeager' 2005).

Aún cuando las técn¡cas basadas en el DNA han sido las más utilizadas para

estimar la diversidad microbiana, estos estudios neces¡tan otras aproximaciones
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metodológicas que permitan conocer por ejemplo el estado funcional de la comunidad

m¡crobiana én el estudio (Rosselló-Mora y Kámpfer, 2004, Ramsey y col. 2006). Una

forma de abordar este problema es mediante los perfiles fisiológ¡cos a n¡vel comunitario

(CLPP) (Garland y Mills, 1991), los cuales perm¡ten estimar la diversidad microbiana

funcional en términos de las fuentes de carbono que una comunidad puede

potencialmente utilizar (diversidad metaból¡ca).

En general la información sobre la diversidad genética y funcional de la

microbiota de ecosistemas áridos y semiáridos es escása, principalmente porque se

considera que en estos ecos¡stemas la abundancia y actividad microbiana es reducida

como consecuencia del bajo contenido hídrico. En estos ecosistemas los estudios de la

microbiota del $uelo se han centrado principalmente en las costras biológicas (Yeager

y col. 2004; Nagy y col. 2005; Stursova y col- 2006) y en las comunidades microbianas

asociadas a lás plantas, las cuales const¡tuyen islas de fertilidad en estos suelos

(Waldrop y Firestone 2006; Orlando y col. 2007). Aunque la mayor biomasa m¡crobiana

se encuentra en estas ¡slas de fertil¡dad (Gallardo y Schlesinger, 1992) cuando se

comparan con el suelo sin cobertura vegetal, ambas comunidades microb¡anas son

igualmente complejas, aun cuando presentan patrones de diversidad genética distintos

(Kuske y @l.2OO2; Orlando y col. 2007; Farlas y col. 2009).

En los suelos desérticos, los valores de unidades formadoras de colonias por

gramo de suelo (CFU g-1) para tas poblac¡onés de bacterias aeróbicas pueden variar

entre menos de 10 y hasta 1,6 x 107 dependiendo del tipo de suelo (Bhatnagar y

Bhatnagar, 2005). En el suelo del sector de Sierra Pajarito (Desierto de Atacama -
Región de Atacama, Chile) se encontraron valores del orden de 106 CFU gr lorlando,

2008), en donde se ha detectado la presencia de las bacterias ox¡dadoras de amonio
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pertenecientes a los géneros Nrtrososprj.a y Nrfroso/oóus (Orlando, 2008). Estos

resultados concuerdan con los obtenidos en suelos del Desierto de Negev, que

muestran que Nírososplra es el pr¡ncipal género de oxidadores de amonio (Nejidat,

2005). En suelos semiáridos de Chile Central, las bacterias cultivables alcanzan

valores de 107 CFU g-1 lorlando y col. 2007), donde se ha descrito la presencia de los

principales grupos func¡onales del nitrógeno (Chávez y Carú, 2006: Espinosa, 2007;

Orlando y col. 2007, Zúñiga 2AA$. En el sector de El Romeral (Cajón del Maipo -
Reg¡ón Metropolitana, Ch¡le, et género dom¡nante de baclerias ox¡dadoras de amon¡o

coresponde a Nrtrosospfta (Espinosa, 2007; Orlando, 2008).

La presencia activa de los gremios bacterianos asociados al ciclo del nitrógeno

en estas zonas áridas y semiáridas, sugiere que pueden desempeñar un papel

importante én el balance del nitrógeno especialmente bajo condiciones de mayor

disponibilidad de agua, durante los períodos de precipitación estacional.

En base a los antecedentes se plantea la siguiente hipóte§is: 'Dado que la

disponibil¡dad de agua es un factor limitante de la actividad microbiana en los suelos

áridos, la adic¡ón de agua producirá un aumento en la aclividad de nitrificación, lo cual

podría estar asoc¡ado a un cambio en la diversidad genética de la comunidad de las

bacterias oxidadoras de amonio".
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Objetivo general:

Evaluar el efecto del agua sobre le estructura genética del grem¡o de las

bacterías nitrificantes, la actividad de nitrificación y los perfiles metabólicos de la

microbiota de los suelos áridos provenientes del Des¡erto de Atacama (Sierra Pajarito)

y suelos semiáridos del matorral esclerófilo de Chile Central (El Romerál), mediante

ensayos de microcosmos.

Objetivos específicosr

1. Evaluar el efecto del agua sobre los parámetros edáficos, los contenidos de amonio-

nitrato y la actividad nitrificante, durante la incubación de los microcosmos de los

suelos áridos y semiáridos.

2. Determinar el efecto de pulsos de agua sobre la riqueza y la abundancia de los

filotipos de las bacterias oxidadoras de amonio, mediante patrones del polimorfismo en

el largo del fragmento de restricción terminal (T-RFLP), durante Iá incubación de los

microcosmos de los suelos áridos y semiáridos.

3. Determ¡nar el efecto del agua sobre la diversidad metabólica potenc¡al de la

comunidad microbiana durante la iricubación de los microcosmos de suelos áridos y

semiáridos, mediante los perfiles fisiológicos a nivel de la comunidad (CLPP).

o
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2. MATERIALES Y ilÉTODOS

2.1. Origen de las muestras para la construcción del microcosmos

Las muestras fueron colectadas desde:

La localidad de "El Romeral' (33o48'S, 70o14'W, Cajón del Maipo, Región

Metropolitana, Chile. El s¡tio conesponde a una zona semiárida del matonal

esclerófilo de Chile Central que presenta un cl¡ma Mediterráneo seco con

prec¡p¡tac¡ones invernales y un promedio anual de 350 mm (Gajardo, 1994)

(Figura 3).

La localidad de "Siena Pajarito' (27o59'S, 7O'34'W, Des¡erto de Atacama,

Región de Atacama, Chile. En el lugar se presenta un cl¡ma desértico árido con

escasas prec¡p¡tac¡ones las que no superan los 20 mm en promedio,

anualmente (McKay y col. 2003) (Figura 4).

Las muestras se obtuvieron del horizonte superficial del suelo. En cada sitio de

estudio se tomaron 'lO muestras simples de suelo en un área de 10 x 10 m a 10 cm de

profundidad, las cuales fueron mezcladas en partes iguales y homogenizadas para la

obtención de una muestra compuesta de cada sitio de estud¡o con el objeto de reducir

la heterogene¡dad espac¡al a pequeña escala (Webster y col.2}O2;Girvan y col. 2003),

y almacenadas a 4oC hasta su utilización.
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F¡gura 3: Ubicación geográf¡ca de la local¡dad de "El Romeral", lugar de origen de las muestras

del suelo semiárido correspondiente al matonal escleróf¡lo de Chile Central'

"El Romeral"
(33048-S, 70'l4',Vv)

Cajón del Ma¡Po
(350 mm anuales)

"Siena Pajarito'
(27l,59'S, 70.34'W
Desierto de Atacama

(17,5 mm anuales)

Mato rral escbrófr¡o

Bosq uede robles y miráceas

Matorralandino

Estepa and¡na d ispersa

Bosque andino húmedo

Mato rral subdeséftico

Vegetiac¡ón altDlán¡€

Vegetación desértica

Figura 4: Ub¡cación geográfica de la local¡dad de "Siena Pajarito", lugar de origen de las

muestras del suelo árido corespondiente al matoral subdesértico del Desierto de Atacama.

I
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2.2. Diseño y lUlontaje de los Mícrocosmos.

A part¡r de la muestra compuesta de cada sitio lsuelo árido del desierto (D) y

suelo semi-árido del matorral (M)1, se tomaron 150 g de suelo y se prepararon los

microcosmos en recipientes plásticos con una relación '1:3 (v:v) suelo:aire y se

incubaron a 20oC durante 84 días. El tratam¡ento (tHrO) consistió en la aplicación, al

inicio de la incubación, de agua desionizada hasta alcanzar el 60% de la capacidad de

retención de agua de cada suelo. Cada 14 días se volvieron a regar los suelos para

restablecer las condiciones iniciales de humedad. Los microcosmo§ controles sin riego

se denominaron (s/t). Los microcosmos en ambas condiciones, se montaron en

triplicado.

Semanalmente (correspondiente a los dÍas 0, 14, 28, 42, 56,7A y 84) fueron

obtenidas submuestres de los microcosmos para las determ¡naciones físico-químicas.

Cada 28 días (0, 28, 56 y 84 días) se tomaron muestras para la determinación de la

d¡versidad genética y a los 0, 42 y 84 días para determinar la divers¡dad metabólica.

2.3. Determinaciones Físico-Químicas.

2.3.'1. Contenido hldrico

El contenido hídrico (CH) del suelo se determinó por gravimetría (Steubing y

co\.2002). De cada microcosmos se extrajo 1 g de suelo para detetminar el peso

hrimedo (PH) y luego se secó en estufa a 100"C durante 24 h, paru determinar el peso

seco (PS). El contenido hídrico (CH) se calculó según la fórmula: CH = PH-PS/PS*100.
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2.3.2. Materia orgánica

El conten¡do de materia orgánica (MO) se determ¡nó a partir de las muestras

secas utilizadas en la obtención del CH. Para ello las muestras se calcinaron en una

mufla a 4OO'C durante 16 h y se obtuvo el peso del suelo calcinado (PC) (Steubing y

col. 2002). El porcentaje de MO fue calculado según la fórmula; tvla = (PS-PC/PC).0,8

(Sadzawka y col. 2004).

2.3.3. Contenido de nitrato y amonio

La extracción de nitrógeno mineral se realizó según una modificación del

protocolo descrito por Forster (1995). Se agitó 1 g de suelo proveniente de los

microcosmos a 150 rpm duranie t h a temperatura ambiente, con 10 ml de KCI 2 M o

con 1O ml de agua desionizada para amonio (NHa-) y nitrato (NOi), respectivamente.

Las concentraciones de NOi y NH¡' se determ¡naron por duplicado mediante

métodos colorimétr¡cos descritos por Forster (1995).Para la determinación de NH4-, 100

pl del extracto en KCI 2 M se mezdaron con 5 ml de react¡vo de color (sal¡c¡lato de

sodio 0,3 %, citrato de sodio 2,5 %, tartrato de sodio 2,5 olo y 0,12 g de nitroprusiato de

sodio en 1000 ml de agua desionizada) y se dejaron reposar 15 min. Se ad¡cionaron a

la mezcla 5 ml de soluc¡ón alcalina de hipoclorito de sodio (NaClO 0,05 o/o y NaOH 0,75

M) y se dejó reaccionar durante t h. Las mediciones se realizaron en un

espectrofotómetro a 660 nm. -Para la determinación de NOi, a 1 ml del extracto en

agua desionizada se agregaron 0,5 ml de solución TRI (salic¡lato de sodio 1 %, NaCl

O,2 o/o y sulfamato de amonio 0,1 % en solución de NaOH 0,01 M) y se mezcló

toialmente. Se evaporó en estufa a 100'C durante 2 h y se dejó enfriar. Los res¡duos
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se resuspendieron con 1 ml de ácido sulfúrico concentrado. Luego de S min se

agregaron 5 ml de agua desionizada y se dejó reposar hasta que la solución se enfrió.

Finalmente se adicionaron 5 ml de NaOH 4oolo y se realizó la lectura de cada

determinación en espectrofotómetro a 410 nm.

2.3,4. pH y potencial de óxido-reducción

El pH y el potencial de óxido-reducción (ORP) se determinaron mediante

potenciometrfa a partir de los extractos en KCI y agua desion¡zada (Steubing y col.

2002). Todas las determinaciones se realizaron por dupl¡cado.

2,3.5. Análisis de los datos

La conelación entre los parámetros edáf¡cos de los diferentes microcosmos se

estableció mediante el cálculo del coeficiente de conelación de Pearson, utilizando el

programa GraphPad Prism versión 4.0 (GraphPad Software lnc., San Diego, USA).

2.4. Divers¡dad Genética

2.4.'1. Ext¡acción de¡ DNA

El DNA metagenómico se extrajo a part¡r de 250 mg de suelo empleando el kit

"Uhra Clean So¡l DNA' (MoBio Lab, lnc.), según indicacionés del fabricante y se

conservó en amortiguador TE (Tris-HCl 10 mM y EDTA 'l mM pH 8). El DNA obtenido
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se visual¡zó en geles de agarosa al 0.8o/o en amortiguador TAE 1X, teñidos con

bromuro de etidio (0,5 pg ml-r) y almacenado a -20oC.

2.4,2. Resolución por T-RFLP del gen ribosomal 165 de p-proteobacterias

El gen ribosomal del Rl,lA l65 específico para B-proteobacterias fue amplificado

mediante una estrategia de PCR anidado. En una primera amplificación, se utilizaron

los partidores un¡versales fD1 y rP2 (Weisburg y col. 1991) (tabla 1). La mezcla de

reacción (25 ¡rl) contenta GoTaq@ Green Master Mix (GoTaq@ DNA Polimerasa en 1X

Green GoTaq@ Reaction Buffer (pH 8,5), 2OO pM de cada (INTP y 1,5 mM MgCl2)

(Promega, Madison, Wl, USA) y cada uno de los partidores a 0,2 pM. EI programa de

amplificación consistió en una desnaturalización ¡nicial a 94"e durante 3 min, seguida

de 30 ciclos con una temperatura de desnaturalización de 94oC por I m¡n, hibridación a

57oC por 30 s y elongación a72oC por 2 min. Terminando con una extensión final de 7

min a72oC.

A partir del producto de la primera amplificac¡ón, se util¡zó I ¡.rl para la

amplificación del gen del rRNA 16S de F-proteobacterias, usando los partidores B-

AMOf y F-AMOr (McCaig y col. 1994) (tabla 1) y las mismas condiciones de Ia mezcla

de reacción que para el primer PCR, con la siguiente secuencia de pasos de

amplificación: desnaturalización inícial de 94oC durante 5 min, seguida de 35 ciclos con

una temperatura de desnaturalización de 94oC por 30 s, hibridación a 57oC por 45 s y

extensión a 72oC por 1 min 30 s. El programa finalizó con una extensión a 72oC

durante 20 min. Los amplicones para el análisis de T-RFLP fueron generados
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empleando el partidor p-AMOf, de la segunda reacción de PCR, marcado en el extremo

5' con FAM (o-carboxyfl uoresceína).

La conecta amplificación del DNA se verificó por electroforesis en geles de

agarosa al 1,2o/o enamortiguador TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM) teñidos

con bromuro de et¡dio (0,5 pg ml-1). Para determinar el tamaño del fragmento se usó el

marcador de peso molecular 100 bp (lnvitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Tabla 1. Partidores usados para la amplificación del gen del rRNA'165.

Partidor Secuenc¡a (5'- 3')* Tamaño (pb) Referencia

fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

1504 Weisburg y col. 199t

rP2 ACGGCTACCfiGTTACGACTT

BAMOf TGGGGMTAACGCAYCGAAAG

BAMOr AGACTCCGATCCGGACTACG

1179 McCaig y col. 1994

*R=AóG; Y=CóT.

Los produclos de PCR marcados con fluorescencia se purificaron mediante el

kit Wizardo DNA Ctean-Up System (Promega, Madison, Wl, USA) y se cuant¡ficaron en

geles de agarosa al 1,2oA en amortiguador TAE 1X. Entre 20 y 50 ng del producto de

PCR se digirieron independientemente con 20 U de las enzimas de restricción Haelll y

Hhal (lnvitrogen, Carlsbad, CA, USA) durante12 h a 37oC, posteriormente las enzimae

se ¡nactivaron a 80oC y 65oC por 20 min respec{ivamente. Los fragmentos de
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restricción se separaron por electroforesis capilar en un Anal¡zador Genét¡co ABI

PRISM 310 (DNA Facility lowa State University IOWA, U§A)

2.4.3, Normalización y análisis de los perf¡les de T-RFLP

El tamaño en pares de bases de los fragmentos terminales de restricción (T-

RFs), la altura y el área de los p¡cos en los electroferogramas se determinaron con el

programa GeneScan 3.1 (Applied Biosystems, Darmstadt, Alemania). Pára el análisis

se incluyó sólo aquella fracción del electroferograma comprendida entre los 30 y 500

pb. Se anal¡zaron los T-RFs con una fluorescencia > a 30 unidades, ya que se

distinguieron claramente de la fluorescencia basal. Los patrones obtenidos de las

d¡ferentes muestras, se normalizaron mediante un procedimiento de normalización

iterat¡vo (Dunbar y col. 2001), a partir del cual se determinó la fluorescenc¡a relativa de

los T-RFs. Adicionalmente los perfiles se alinearon manualmente para evitar Ia

ident¡ficación errónea de los T-RFs. Los fragmentos de diferentes longitudes

representan distintas un¡dades taxonóm¡cas operacionales (OTUs) y no

necesariamente especies bacterianas individuales. Por lo tanto la fluorescencia de

cada T-RF se utilizó como un indicador de la abundancia relative de los OTUS

identificados en cada muestra. Los datos de las d¡gestiones con dos enzimas de

restricción (Haelll y Hhal) se combinaron para los análisis posteriores (Dunbar y col.

20Of ). A partir de los datos de fluorescencia normalizada de cada T-RF se est¡mó la

diversidad genética de las BAOB asociada con los microcosmos tratados y controles de

los diferentes tipos de suelo. Para ello se calculó el índice de Shannon (H') según la

fórmula H = -Ep, ln p, (Begon y col. 1990) donde pi significa la abundancia relativa de

cada T-RF con respec{o al total de T-RFs presentes en la muestra. Así también, se
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determ¡nó el índ¡ce de equidad (J) usando la fórmula J = H/Hmáx (Begon y col. 1990)

donde: Hmáx = ln S, siendo S el número promed¡o de T-RFs presente en cada

muestra. Los cálculos se realizaron con el programa MVSP versión 3-'l2h (GeoMem,

Blairgowrie, UK)

Para comparar los perfiles de T-RFLP se utilizó la abundancia relativa de cada

OTU, para ello se calculó la d¡stancia Eucl¡deana (Manly, 1994). El dendrograma se

construyó sobre el algoritmo UPGMA (L¡ 1981) en el programa MVSP versión 3.12h

(GeoMem Blairgowrie, UK).

Para Ia ¡dent¡ficación de los posibles filotipos presentes en la muestra se utilizó

el programa de simulación MICA (http://mica.ibest.uidaho.edu/), que busca

coincidencias entre la base de datos y los fragmentos terminales obtenidos con el

partidor marcado FAMOf.

2.4.4. Relación entre la diversidad genética y los factores edáficos

El Anál¡sis de Correspondencia Canónica (CCA) es un método multivariado de

análisis directo adecuado para describir la relación entre la diversidad genética

(T-RFLP) y las variables edáficas (Yang y Crodey, 2000: Yannarell y Triplett, 2005;

Morales y col. 2006; Córdova-Kreylos y col. 2006). Sin embargo, para la aplicaciÓn de

estos análisis es necesario comprober que las variables medidas no estén fuertemente

correlacionadas. Este fenómeno podría afectar el análisis haciendo los coeficientes de

conelación muy inestables (fer Braak, 1990). La posible correlación entre los faclores

ambientales analizados se evaluó med¡ante el coeficiente de Pearson según el modelo

de regresión lineal usando el programa GraphPad Prism versión 4.0 (GraphPad
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Software Inc., San Diego, USA). Posteriormente se realizó el CCA, donde se

relacionaron los perfiles de T-RFLP, considerando una matriz de abundancia de los T-

RFs, con los parámetros edáficos conespóndientes a los suelos de cada tipo. Las

variables edáficas fueron: contenido hídrico (CH), materia orgánica (MO), pH, potenc¡al

de óx¡do-reducción (ORP), contenido de n¡trato (NOs) y contenido de amonio (NH4). El

CCA se realizó en el programa MVSP versión 3.12h (GeoMem, Blairgowrie, UK).

2.5. Oivercidad metabólica

2.5.1. Perf¡lés f¡siológicos a nível de la comunidad (CLPP)

La diversidad metabólica potencial de la comunidad m¡crobiana se evaluó

utilizando el método BIOLOG mediante EcoPlateru (Biolog lnc., Hayward, CA, USá)

(Garland, 1997), diseñado para detectar la utilización de 31 fuentes de carbono. Los

inóculos para las ecoplacas se prepararon a partir de 1 g de suelo fresco resuspendido

en amort¡guador PBS 1X estéril (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, I mM Na2HPO4; 2 mM

KHzPO¿) y se agitó durante t h a 150 rpm- Luego se f¡ltraron las suspensiones con

papel filtro para inocular las placas BIOLOG EcoPlaterM con 100 uL del filtrado en cada

pocillo, e incubar a 20oC por una semana. El desanollo de color en los pocillos

individuales, que indica la utilización de las fuentes de carbono, fue registrado cada 24

h (Garland, 1997), mid¡endo la densidad óptica (OD) a 490 nm ut¡lizando un lector de

ELISA.



20

2.5.2. Estimación de la diversidad metabólica de la comunidad

A partir de los perfiles fisiológicos comunitarios (CLPP) se calculó la diversidad

metabólica de la comunidad (CMD) de cada muestra, que representa el número de

sustratos utilizados por la comun¡dad microbiana y es análogo a la riqueza metabólica

de la comunidad. La CMD se calcula sumando el número de respuestas positivas

(pocillos de color púrpura) medidas durante la ¡ncubación. El umbral de OD, por sobre

el cual la coloración púrpura indica un uso de la fuente de carbono por la comunidad

m¡crobiana, se estableció en 0,25 (Garland, 1997). Cada uno de estos paÉmetros fue

graficado durante el t¡empo de incubación para obtener una cinética metabólica de la

comunidad microbiana. A partir de los datos de OD de cada pocillo se estimó la

divers¡dad metabólica m¡crobiana asoc¡ada con los m¡crocosmos tratados y controles

de los diferentes tipos de suelo. Para ello se calculó el índice de Shannon (H') según la

fórmula H = -Ep¡ ln pi (Begon y col. 't 990) donde pl significa la proporc¡ón del uso de

cada fuente de carbono, respecto al total de las fuentes de carbono usadas como

sustrato. Asf también, se determinó el índice de equidad (J) usando la fórmula J =

H/Hmáx (Begon y col. 1990) donde: Hmáx = ln S, siendo S el número promedio total de

fuentes de carbono que cada comunidad fue capaz de utilizar. Los cálculos se

realizaron con el programa MVSP versión 3.12h (GeoMem, Blairgowrie, UK).

Adicionalmente, con los datos de OD de la lectura en cada pocillo se construyó una

matriz para comparar las muestras. Para ello se calculó la distancia Euclideana (Manly,

1994) considerando los valores de OD de cada pocillo. El dendrograma se construyó

aplicando el algoritmo UPGMA (L¡, 1981) en el programa MVSP versión 3.12h

(GeoMem, Blairgowrie, UK).
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2.5.3. Relación entre la divers¡dad metabólica y los facfores edáf¡cos

Para establecer la correlación entre los patrones de CLPP y los factores

edáficos se realizó un anális¡s de correspondenc¡a canónica (CCA), considerando la

matriz de OD de cada pocillo, con los parámetros edáficos correspondientes a los

suelos de cada tipo y tratamiento. Las variables odáf¡cas fueron: contenido hídrico

(CH), materia orgán¡ca (MO), pH, potencial de óxido-reducción (ORP), contenido de

nitrato (NO3-) y contenido de amonio (NH4). El CCA se realizó en el programa MVSP

versión 3.12h (GeoMem, Blairgowrie, UK).
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3. RESULTADOS

3.'1. Diseño de los microcosmos

Para estudiar el efecto del agua se diseñaron microcosmos con suelo semlárido

del matonal esclerófilo de Chile central (M) y con suelo árido del desierto de Atacama

(D). Para evaluar el efecto de esta perturbación sobre los parámetros edáficos y la

microbiota bacleriana del suelo, se aplicó un tratam¡ento con agua desion¡zada cada 14

días durante la incubación de los microcosmos, hasta alcanzar el 60% de Ia capacidad

de retención de agua del suelo. La incubación se realizó durante 84 días a 20oC.

3.2. Evaluación del efecto del agua sobre los parámetros edáficos y la capacidad

de nitrif¡cación de la microbaota

Los parámetros édáficos fueron medidos semanalmente durante la incubación

de los microcosmos de ambos tipos de suelo. El potenc¡al de óxido-reducción (ORP)

indicó condiciones aerób¡cas durante todo el ensayo, para ambos suelos, sin

diferencias por tratamiento (Figura 6). El contenido hldrico (CH) en tos suelos tratados;

reflejó el efec{o de los riegos (ada 14 días) y presentó una disminución del CH

ceroana al 5olo entre cada tratamiento, el CH ¡n¡cial se recuperó luego de cada riego.

Durante la incubación de los microcosmos controles, s¡n tratamiento (s/t), el CH

disminuyó en el suelo semiárido y se estabilizó hacia el día 14 6n un valor cercano al

2,5%, mientras que en el suelo árido, el CH se mantuvo en un valor menor al 1%

durante todo el periodo (Figura 5).
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Flgura 5. Potencial de óxido reducción (ORP) y conten¡do hídrico (CH) determinados durante el

t¡empo de ¡ncubac¡ón de los microcosmos de los suelos Sem¡árido (matorr¿l) y árido (desierto).

valores promedio t EE. Tratamientos: tH2O: agua desionizada cadaí4 dlas (rombos, lfnea

azul); s/t control sin tratamiento (cuadrados, llnea café).

El porcentaje de materia orgánica (MO) y el pH, no presentaron variaciones

entre los microcosmo§ tratados y controles durante el tiempo de incubación. sin

embargo, el suelo sem¡árido presentó valores de pH levemente inferiores a 7 y un

conten¡do de MO 10 ve@s mayor que el árido, este último con valores de pH cercanos

a 7,5 durante toda la incubación (Figura 6).
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F¡gura 6. Contenido de mater¡a orgánica (MO) y pH determinados durante el tiempo de
¡ncubac¡ón de los m¡crocosmos de los suelos sem¡árido (matoffal) y árido (des¡erto). Valores
promedio f EE. Tratamientos: tH2O: agua desionizada cada 14 días (rombos, línea azul); s/t:

control sin tratamiento (cuadrados, llnea café).

En los microcosmos con suelo semiárido tratado con agua, el contenido de

nitrato (NOj) presentó un claro aumento en comparación con el microcosmos contro,l

llegando a superar en más de 5 veces su contenido in¡cial. Esto a diferencia de las

muestras control que no presentaron var¡aciones durante el periodo de incubación. En

los m¡crocosmos de suelo árido, el conten¡do de NOi presentó un leve aumento hacia

los tiempos f¡nales de ¡ncubac¡ón en los suelos tratados con agua. Sin embargo, su

aumento es marginal en comparac¡ón al registrado en el suelo semiárido (Figura 7). El

contenido inicial de amonio (NHa') fue prácticamente cero en el suelo árido, y cercano
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a 20 pg N-NH4* gps'1 en el suelo semiár¡do. En ambos tipos de m¡crocosmos el

contenido de amonio mostró fluctuaciones durante el tiempo de incubación,

independ¡entes del tratamiento aplicado. (Figura 7).
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F¡gura 7. Contenido de amonio (pg N-NHa- ges-l) y contenido de n¡trato (ug N-Noi gps 1)

determinados durante el tiempo de incubac¡ón de los m¡crocosmos de los suelos semiárido
(matorral) y árido (desierto). Valores promedio + EE. Tratamientos: tHzO: agua desionizada
cáda 14 dlas (rombos, lfnea azul); s/t: control s¡n tratam¡ento (cuadrados, línea café).

El análisis de la correlación de los parámetros edáficos se muestra en las

Tablas 2 y 3. Los datos muestran que en los microcosmos de suelo semiárido tratados

con agua hay una correlación negativa, estadísticamente significativa entre los
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contenidos de MO y NO; 1r = -0,64; P = 0,02) (tabla 2), pero no hay una disminución

importante de la materia orgán¡ca durante la incubación que sugiera una conelación

con el aumento del nitrato. Por su parte, en los microcosmos control (s/t) de suelo

árido, los datos indican una correlacién negativa entre el CH y la MO (r = -0,69; P =

0,01), aunque en estos casos los valores son muy pequeños, y no presentaron

variación durante la incubación (Iabla 3).

Una fuerte correlación entre las var¡ables edáficas podrÍa afectar algunos

análisis posteriores de los datos, como el CCA (Análisis de Correspondencia Canónica)

haciendo los cóef¡cientes de conelación muy inestables (Ier Braak 1990). Sin

embargo, los parámetros edáficos estudiados no mostraron una fuerte conelación

entre ellos (r > 0,9) (Tablas 2 y 3).

Tabla 2, Conelaciones de Pearson entre los parámetros edáficos de los microcosmos del suelo

Sem¡árido.

Semiárido
Nos NH¿ pH ORP CH

r P R- p R P R P r P

-ñEf 
o¡? oJ 1

. pH -0,34 0,26 0,32 0,29
Q onp 0,18 o,ss 0,18 o,ss -0,1s 0,62r cH o,2o o,s3 -0,40 o,2o o,o4 o,9o 0,34 o,z7

MO -,0,64 0,02 0,14 0,67 o,l7 0,61 -0,13 0,68 -0,26 0,41

NH¡ 0,00 1,00
pH -O,OS 0,88 O,o4 0,89

ñ oRp -o,oa 0,79 q,o7 0,82 {,18 0,56
cH -0,47 0,12 0,13 0,68 0,36 0,25 0,13 0,68
MO 0,18 0,58 0,32 0,31 0,34 0,28 -0,03 0,92 0,13 0,69

áContenido de ámon¡o (NH4); pH; potenc¡al de óxido reducción (ORP); Contenido hfdrico (CH);

mater¡a orgánica (MO); conten¡do de nitrato (NO3). ufratamientos: tHzO: agua desionizada cada

14 días: s,/t contlol sin tratamiento.
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Tabla 3. Correlaciones de Pearson entre los parámetros edáficos de los microcosmos del suelo
Árido.

pH 0,00 0,99 0,25 0,40
0,94 -0,23 0.44
0,39 0,34 0,26 0,36

á pn u.uu u.!rv v.¿ca.! ':í oRP 0.52 0.07 4.O2I cH 0,27 0,38 -0,26
MO -0.55 0,05 0.02 0,95 06 0,83 -0,18 0,69
NHr 0,14 0,64
pH 0,00 0,99 O,07 O,82

; oRP -0,18 0,55 0,'10 0,74 -0,41 0,17
cH 0,21 0,49 0,11 0,72 0,29 0,34 0,34 0,26
MO -0,05 0,88 0,r9 0,52 -0,16 0,61 -0,39 0,19 -0,69 0,0.t"c );

materia orgánica (MO); contenido de nitrato (NO3). Efratamientos: 
tH2O: agua des¡onizada cada

14 dfas; s/t: control sin tratamiento.

3.3. Evaluación del efecto del agua sobre la diversidad de las bacterias

oxidadoras del amonio pAOB.

Para evaluar el efecto de la adición periódica de agua sobre Ia diversidad de las

bacterias oxidadoras del amon¡o pertenecientes a las B-proteobacterias (pAOB), se

utilizó una aproximación molecular ¡ndependiente de cultivo. La diversidad de este

grupo funcional se evaluó a través del gen del rRNA 165 específico para pAOB.

3.3.1 Extracción del DNA desde muestras de suelo

El DNA extraído a partir del suelo de los microcosmos fue visualizado por

electroforesis en geles de agarosa al 0,8% (Figura 8), para determinar la integr¡dad y la

concentración aproximada. Para las muestras del suelo árido no se detectó la

presencia del DNA genómico en el gel pero se corroboró la extracción del DNA por

amplificación del gen del rRNA 16S (Figura 9).

0,23
0.55

NH¿" 0,48 0,10
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Figura 8. Electrofores¡s del DNA genómico en un gel de agarosa al 0,8%. Poc¡llo: 1, DNA suelo
semiárido tH2O U8; 2, DNA suelo semiárido s/t 28; 3, DNA suelo árido tH2O E8; 4, DNA suelo
árido s/t e8, como marcador de peso molecular se utilizó A-Hrndlll.

3.3.2 Amplificación del gén del rRNA 16S de las P-proteobacterias

La d¡versidad genética del gremio de los oxidadores de amonio se evaluó en

base a la diversidad del gen del rRI,lA 't6S específico para B-proteobacterias,

amplificado med¡ante un PCR anidado. La amplif¡cación del fragmento esperado se

verificó en geles de agarosa al 1,204. Para la primera reacción de amplificación, se

utilizaron los partidores fD1 y rP2, y se obtuvo un fragmento de 1500 pb (Weisburg y

col. 1991) (F¡gura 9). Para la segunda reacción, se usaron los partidores p-AMOf

marcado con fluorescencia y B-AMOr (McCaig y col. 1994), se obtuvo un fragmento de

aproximadamente 1200 pb de acuerdo a lo esperado (Figura 10). Los tamaños

esperados fueron conoborados luego de la reacción de PCR mediante el marcador de

peso molecular 100 bp ladder (Gibco BRL@).

il:F ; r14

23,1 f::
9,4 I
4,3 I

2,3
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Flgura L Electroforesis de los amplicones del gen del rRNA 165 con los part¡dores fD1 y rP2 en

un gel de agarosa al 1,2o/o. Pc¡c;illo'. 1, suelo semiárido tH2O 28; 2, suelo semiárido tH2O t84; 3,

suelo sem¡ár¡do s/t t2g; 4, suelo semiár¡do s/t t84; 5, suelo árido tH:O t28; 6, suelo ár¡do tH2O

t84 7, sfte8. Se verificó el tamaño esperado (1500 pb) con el marcador de peso molecular 100

bp.

Figura '10. Electroforesis de los productos de la segunda ampl¡ficac¡ón del gen de¡ rRNA 165
específico para F proteobacterias con los partidores P-AMOf y FAMOr en un gel de agarosa al
1,2o/o. Pocillo:1, suelo semiárido tH2O t28; 2, suelo semiárido tH2O t84; 3, suelo semiárido s/t
t28; 4, suelo árido tH2O t28; 5, suelo árido s/t t28. Se ve f¡có el tamaño esperado (1200 pb) con
el marcador de peso molecular 100 bp.
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3.3.3 Perfiles de T-RFLP

Los perfiles de T-RFLP para los amplicones de pAOB se analizaron para cada

tratamiento durante el tiempo de incubación, con dos enzimas de restricción (Hñal y

Haelll). Los perfiles obtenidos muestran que la fluorescencia está restringida a 8

fragmentos terminales de restricción (T-RFs), 4 para Hhaly 4 para Haelll.

La frecuencia relativa de los principales T-RFS durante el período de incubación

para ambos tipos de suelos se muestra en la Figura 1 1. En ambos suelos se

observaron los mismos T-RFs presentes, aunque sus ábundancias relativas fueron

distintas.

Al analizar los T-RFs obtenidos (riqueza) y su fluorescencia relativa

(abundancia), en func¡ón del tiempo de incubac¡ón, se observó algunas diferencias en

cuanto a la estructura de cada muestra. En suelo semiárido (Figura 11), los fragmentos

de 64 pb y 237 pb predominaron en el comienzo de la incubación, pero ya a los 28 días

de incubación se observó una presencia importante de los T-RFS de 71 pb y 85 pb, los

que predominan en la segunda m¡tad de la incubación. Por el contrario, los fragmentos

de 64 pb y 237 pb pasaron a representar una porción mínima del ensamble de las AOB

en los tiempos 56 y 84 días de incubación, tanto en el tratamiento con agua

desionizada cada 14 días (tH2O) como en el control s¡n tratamiento (s,/t).

En el suelo árido (Figura 12), los T-RFS de 71 pb y 85 pb, dominantes en un

comienzo, pasaron a representar una mín¡ma fracción al final de la incubación, cuando

los T-RFS dominantes corresponden a 64 pb, 237 pb y 437 pb. Un aumento notorio del

T-RF de 64 pb y una disminución del T-RF de 85 pb se observó a los 28 dias de

incubación para las muestras tratsdas con agua cada 14 días, en cambio en el control



31

sin tratamiento estos cambios se observaron a partir de los 56 dias de incubación. Los

perfiles de T-RFLP no mostraron grandes diferencias entre los microcosmos tratados y

m¡crocosmos controles para ambos tipos de suelo.
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F¡gura ll. Frecuencia relat¡va de los pr¡ncipales T-RFS obtenidos para el gen del rRNA 16S de

BAOB a diferentes iiempos de incubac¡ón de los m¡crocosmos del suelo semiárido: A, tratado y

B, control. Los diferentes colores indlcan el tamaño en pares de bases de cada fragmento y la
frecuencia de cada T-RF se expresó como el porcenta¡e relat¡vo de las UF totales normalizadas.
Tratam¡entos: tH2O: egua desionizada cada l4 dlas; s/t: control s¡n tratam¡ento. Tiempos: t0: 0
días de ¡ncubac¡ón, t28: 28 dfas de ¡ncubac¡ón; t56: 56 días de incubac¡ón; t84: 84 días de
incubac¡ón.
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F¡gura 12. Frecuencia relativa de los pr¡ncipales T-RFS obtenidos para el gen del rRNA 165 de

BAOB a diferentes tiempos de ¡ncubación de los microcosmos del suelo árido: A, tratado y B,

control. Los d¡ferentes colores ¡ndican el tamaño en pares de bases de cada fragmento y la
frecuenc¡a de ceda T-RF se expresó como el porcentaje relat¡vo de las UF totales normalizadas.
Tratamientos: tH2O: agua des¡onizada cada 14 dias; s/t: control sin tratamiento. Tiempos: t0: 0
dÍas de ¡ncubacióni A8: 28 dfas de ¡ncubac¡ón; t56: 56 días de incubación; t84: 84 dfas de
incubac¡ón.
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En la Tabla 4 se muestra la asociación de los T-RFS encontrados con la base

de datos del GeneBank, mediante el programa MICA (Shyu y col. 2007). Los T-RFs de

188 pb y 237 pb fueron asociados a Ndrosomonas, mientras que el T-RF de 437 pb se

asoció a NÍnrsospira según el programa MIGA. Los otros T-RFS no aparecen en la

base de datos y se designaron como no identificados, excepto el T-RF de 85 bp que

está relacionado con las AOB no cultivadas.

Tabla 4. Asoc¡ación de T-RFs obtenidos para el gen del rRNA 16S de BAOB a géneros de
oxidadores de amonio con el programa MICA.

EI análisis de agrupam¡ento de los perfiles de T-RFLP mostró la asociación de

los microcosmos en dos grupos, relacionados más bien con el tiempo de incubación

que con el tipo de tratamiento. Los patrones de T-RFLP de los ensambles AOB de los

tiempos ¡nic¡ales (t0 y t28) presentaron una tendencia a separarse de los ensambles de
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las AOB de los tiempos finales (156 y t84) para ambos tipos de suelos (figura 13). No se

observó efecto del tratamiento sobre el agrupamiento de las muestras.

f50 1r§ IC§ f5 ¡t

Figura 13. Análisis de agrupamiento del grem¡o de las bacterias oxidadoras de amonio de los

suelos A), semiárido (M: matonal) y B), árido (D: desierto) bajo cada tratamiento durante la

incubación de los m¡crocosmos. Se usó como base el porcentaje de abundanc¡a relativa de los

T-RFs resultantes del ensayo de T-RFLP. Los dendrogramas se construyeron mediante ¡a

d¡stancia Eucl¡deana y el algoritmo UPGMA (Programa MVSP). Tratamientos: tH2O: agua
desionizada cada 14 dias; s/t: control sin tratam¡ento. Tiempos: t0: 0 dfas de incubación; t28: 28

dfas de incubac¡ón; t56: 56 días de incubación; t84: 84 días de incubación.
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De acuerdo al análisis de correspondencia canón¡ca entre los perfiles de

T-RFLP y los factores edáficos medidos durante el tiempo de incubación de los

microcosmos, las muestras presentaron una tendencia a separar§e por el tipo de suelo

con respecto al segundo eje canónico (CCA2). Los parámetros edáficos que

influenciaron esta separac¡ón fueron el pH, la MO y el NHa. con coeficientes de

correlación intragrupo de -0,83, 0,61 y -0,81 respectivamente (F¡gura 14 y Tabla 5).
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F¡gura 14. Anál¡sis de correspondencia canónica entre los perfiles de T-RFLP y los factores
edáficos medidos durante el t¡empo de incubación de los microcosmos de los suelos semiárido
(M: matorral) y árido (D: desierto). Tratiamientos: tH2O: agua des¡onizada cada 14 dÍas; s/t s¡n

tratamiento. Tiempos: t0: 0 dlas de incubac¡ón; t28: 28 dlas de incubación; t56: 56 días de
incubación; t84: 84 días de incubación. Parámetros edáficos: pH; potencial de óxido reducción
(ORP); Contenido hfdrico (CH); materia orgánica (MO); contenido de amonio (NH4+); contenido
de nitrato (NO$)-
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Además se observó un efecto del primer eje canónico (GCA1) que separó las

muestras del m¡smo tipo de suelo por tiempo de incubación, de manera similar a lo

encontrado en los dendrogramas (Figura 13). El coeficiente de cor¡elación intragrupo

más influyente para este eje (0,61) corresponde al NOi Oabla 6). Los dos ejes

representados expl¡caron el 46,40/o de la varianza total.

Tabla 5. Coef¡cientes cánón¡cos y de conelación ¡ntragrupo de los parámetros edáñcos y los
dos pr¡meros ejes del ordenam¡ento de los T-RFS, en los microcosmos de los suelos árido y
semiárido.

Parámetros Coeficientes de
Correlación lntragrupo Coeficientes Canónico6

ccAl CCf¿ ccAl ccA2
NOi
N Hn"

pH

ORP

MO

CH

0,61

-o,17

{,54
-0,06

0,41

-0,08

-0,26

-0,81

0,61

4,47
-0,83

-0,16

0,34

-0,77

-0,69

-0,60

0,56

-0,35

0,53

0,13

-1,'15

0,03

-2,29

-0,35

El índice de divers¡dad y equidad de la comunidad de AOB fue estimada a partlr

de los perfiles de T-RFLP del gen del rRNA 165 BAMO (Tabla 6). El suelo sem¡árido

presentó una tendencia a la disminución de la d¡versidad y de la equ¡dad hac¡a los

t¡empos flnales de incubación. En el suelo árido la d¡versidad se mantuvo relativamente

constante con un valor más elevado hacia el día 56 de incubación y la equidad

aumentó en la segunda m¡tad del periodo de incubación. No se observó efecto del

tratam¡ento sobre los fndices de diversidad. Al comparar los m¡crocosmos de ambos

suelos, los índices de diversidad y de equidad fueron mayores en suelo semiárido al

inicio de la incubación, pero en el segundo periodo de incubación, estos índices fueron

mayores en los microcosmos del suelo árido.
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Tabla 6. Parámetros de divesidad estimados med¡ante perfiles de T-RFLp det gen det rRNA
165 BAMO de los suelos ár¡do y semiárido.

Semiárido Arido

Muestra rj;;:;j; Equidad No. r-RFs ,lfffffi rouiaao N.. r-RFs

t0" 0,66 0,78 7 0,60 0,66 8

t t28 0,69 0,76 I 0,54 0,60 8

E tso o,4z 0,54 6 0,73 0,81 I
r84 0,40 0,57 5 0,61 0,79 6

t0 0,66 0,73 8 0,56 0,62 8

' ts6 o,s4 0,64 7 0,6g 0,87 6

t84 0,46 0,60 6 0,61 A,78 6

"Tiempos: t0: 0 dlas de incubación; t28: 28 dtas de incubac¡ón; t56: 56 dfas de incuOaCióñ; t84:
84 dlas de incubación. bTratamientos: tH2O: agua desion¡zada cada 14 días; s/t control sin
lratiam¡ento.

3.4. Evaluación del efecto del agua sobre la diversidad metabólica de la

comunidad microbiana

Para evaluar si la adicién de agua afecta la diversidad metaMlica, se

determinaron perfiles metabólicos de la comunidad microbiana total, usando Biolog

EcoPlateru. Las muestras analizadas conesponden al inicio (0 dfas de incubación), a la

mitad (42 y 36 dfas de incubación para el suelo semiárido y árido, respectivamente) y

al f¡nal (84 días de incubación) del período de incubación de los microcosmos.

Se calcularon los valores de Diversidad Metabólica de la Comunidad (CMD) que

conesponden al promed¡o de fuentes de carbono ut¡lizadas durante el tiempo de

incubación de las muestras y se construyeron curvas de CMD versus tiempo para los

microcosmos de los suelos semiárido y árido (Figura 15).



38

La utílización de las fuentes de carbono se inició luego de 24 h de incubación de

las placas para el suelo semiárido y luego de 48 h para el suelo árido. La comunidad

m¡crobiana del suelo semiárido utilizó un número mayor de fuentes de carbono

comparada con la comunidad del suelo árido, independientemente del tratemiento

aplicado.

No se observaron diferencias asociadas al tratamiento aplicado en el suelo

semiárido. Sin embargo en el suelo árido se observó un número mayor de fuentes de

carbono utilizadas en las muestra$ tratadas con agua @da 14 días, con respeclo a los

controles no tratados, excepto al final del período de incubación.

Los perfiles de CMD muestran actividad al inicio, durante y hacia el final de la

incubación de los microcosmos, indicando la presencia de un potenc¡al metaból¡co

latente durante todo el ensayo. Aún cuando hacia el día 84 existió una pequeña

disminución general en el número de fuentes de carbono ut¡lizadas (Figura 15).
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Semiárido

0 24 48 72 96 168 192 0 24 48 120 144 163

0 24 48 12 96 76A 792 o 24 48 120 144 163

o 24 4A 72 96 768 t92 24 48 720 744 763

t¡empo (h)

Figura 15. Curvas de Diversidad Metaból¡ca de las Comunidades (CMD) promedio r E.E. para
cada tratam¡ento durante la incubación de los microcosmos de los suelos sem¡ár¡do (matorral) y
árido (desierto). Tratam¡entos: tH2O: agua des¡onizada @da 14 dfas; s/t sin tratam¡ento.
Tiempos: t0: 0 dfas de incubación; t36: 36 días de incubación (suelo árido); t42:42 dias de
¡ncubac¡ón (suelo semiár¡do); t84: 84 dfas de incubación.

El análisis de agrupamiento de los patrones metabólicos no mostró efecto del

tratamlento con agua cada 14 días, en los microcosmos de suelos semiáridos. Sin

embargo, las muestras del t¡empo 84 (184) tendieron agrupar separadas del resto

(Figura 16 A). En suelo árido se observó el efecto del tratam¡ento a los 0 y 36 días de

inoubación, los microcosmos tratados se agruparon separados del resto, s¡n apreciarse

efec{o del tiempo de incubación (Figura 16 B). Los agrupamientos concuerdan con lo

observado en las curvas de CMD (Figura 15).
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Figura 16. Análisis de agrupamiento de las comun¡dades bacterianas de los suelos A),
semiárido (M: matorel) y B), árido (D: desierto) bajo cada tratamiento durante la incubación de
los m¡crocosmos. Se usó como base Ia DO de las fuentes de carbono ut¡lizadas durante el
ensayo de CLPP. Los dendrogramas se construyeron usando la distancia Euclideana y el
algoritmo UPGMA (Programa MVSP). Tratiamientos: tH2O: agua desionizada cada 14 dfas; s/t:
control sin tEtamiento. Tiempos: t0: 0 días de ¡ncubación; t36: 36 dÍas de incubac¡ón; t42: 42
dfas de ¡ncubación; t84: 84 días de incubación.
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De acuerdo al análisis de conespondencia canónica entre los CLPP y los

faclores edáficos medidos durante el tiempo de incubación de los microcosmos de

suelo árido y semiárido, el primer eje (CCAI ) da cuenta de la separación de las

muestras en dos grupos bien definidos correspondientes a los dos tipos de suelo. Los

parámetros edáficos que explicaron esta separación fueron la MO y el pH con

coeficientes de correlación intragrupo de -0,92 y 0,78 respectivamente (Figura 17 y

Tabla 7). Los dos ejes del agrupam¡ento representan un 43,60Á de la varianza total.
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Escdávetor3:52 ccA132.4%

Figura 17. Anál¡sis de correspondencia canónica entre los pertiles fisiológicos (CLPP) y los

factores edáf¡cos medidos durante el tiempo de incubación de los m¡crocosmos de los suelos

sem¡árido (M: matorral) y ár¡do (D: desierto). Tratamientos: tH2O: agua desionizada cada 14

dÍas; s/L sin tratamiento. Tiempos: t0: 0 dlas de incubación; t36: 36 días de incubación (suelo

árido); t42:42 dfas de incubación (suelo semiárido); t84: 84 dfas de incubación. Parámetros
edáficos: pH; potencial de óx¡do reducc¡ón (ORP); Contenido htdrico (CH); materia orgánica
(MO); contenido de amonio (NH4+); contenido de nitrato (NO3r.
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Tabla 7. coeficientes canón¡cos y de conelación intragrupo de los parámetros edáficos y los
ejes I y 2 del ordenamiento de los CLPP, en los microcosmos de los suelos árido y semiárido.

parámetros ^ 
coefic¡entes de 

coeficientes canónicosLOrretacron tntraBrupo

ccAl ccA2 ccAl ccA2
NOi -o,22 4,2s -0,28 -0,20

NH¡* 4,21 -O,O7 -O,25 O,A2
pH O,7A -0.33 -0,19 -1,33
oRP {,01 0,7r 0,45 0,97
MO -O,92 O,34 -\,LZ -r,t4

0,08 -0,49 0,19 -0,43

Con el fin de realizar un anális¡s más detallado de los perfiles metabólicos de

las comunidades microbianas de cada suelo hacia el final de la incubación de las

ecoplacas se realizó una estimación de la diversidad metabólica de la comunidad

microbiana. a partir de las fuentes de carbono consum¡das, las cuales fueron

clasificadaSen7categorfas(Tabla8)'Todaslascategoríasfueronutilizadasenel

suelo semiár¡do sin evidenciár diferencias por el tratamiento. De las siete categorías de

fuentes de carbonos, dos de ellas (aminas y quím¡cos fosforilados) no fueron utilizadas

por la comunidad microbiana del suelo árido y las cinco restantes (carbohidratos,

ácidos carboxílicos, aminoácidos, polímeros y ésteres) registraron un aumento en el

número de fuentes util¡zadas con el tratamiento.
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Tabla 8, Proporción de las fuentes de carbono utilizadas separadas por categorfas.

carbohidratos 4cigos fminoUamox. ActdOS
Polf meros Aminas Esteres -Qufmicos-'--'- Fosforilados

o
E'É
§
Eoo

.o t0"

$ t+z

t84

6/9

7t9

5/9

7t7

7t7

1t2

1t2

1t2

1t1

111

1t1

1t1

1t1

1t2

1n
1D

112

5i6 4t4

5/6 4t4
5/6 3t4

6/6

5t6
t0

t42

7n
7n

7to
-? to

4t4

4t4

1t2

'v2

t0

f' t36

§*ta+
ñ tso

0t7 1t9 1t6 3t4

2t7 1t6 4t4

0t2 1t1 0t2

0t2 1t1 0t2
1 n ,l fi 0/6 2t4 0t2 ol 1 ot2
0n 0n 0i6 1t4 0t2 ot1 ot2
on on 0/6 1t4 0t2 0t1 0t2

tB4 217 017 0/6 114 0t2 0t1 0t2
:

84 dfas de incubac¡ón; t84: 84 dlas de ¡ncubac¡ón. \ratem¡entos: tHzO: agua desion¡zada cada
14 dtas; yt control sin tratamiento.

En el suelo semiárido tanto la divérsidad metabólica, medida como la capacidad

de utilizar diferentes fuentes de carbono, como la equidad se mantuvieron

relativamente constantes sin importar el tratamiento aplicado. Para el suelo árido la

diversidad metabólica fue mayor en las muestras tratadas con agua cada 14 días

comparadas con el control no tratado, donde prác{icamente hay una mínima capacidad

de utilización de las fuentes de carbono ensayadas. Una leve disminución de la

diversidad metabólica se registró hacia el final de la incubación de los microcosmos

para ambos suelos. Además en todos los casos el fndice de diversidad metabólica fue

mayor para suelo semiárido independientemente del tratamiento aplicado (Tabla 9).
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Tabla 0. Parámetros de d¡versidad metabólica estimados para la comunidad m¡crobiana de tos
suelos árido y semiárido a partir de las fuentes de carbono utilizadas en el ensayo de cLpp.

Sem¡árido A*oo

rrrr""t. ffiS"o Equ¡dad cat.}:rras
lndice de - ..

D¡versidad tsQuldad
No

Categorfas

0,47

0,56.
0,29

0,78

0,80

0,95

4

2

0,00

o,00*
0,30

0,00

0,00

1

1

1

2
dlas de (36 incubación);

t84: 84 dlas de incubación. *: t¡empo de incubac¡ón para el suelo árido entre paréntesis.
\ratamientos: tH2O: agua des¡on¡zada cada 14 dias; s/t control sin tratamiento.

t0"

t42 (t36)

t84

0,83

0,83

0,83

0,83

0,83

7

7

7

0,98

0,98

0,98

0,98

0,98

7

7

7t84
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4. DtSCUStÓN

Varios reportes indican que la estructura de las comunidades microbianas en

los ecosistemas terrestres está influenciada por factores como la temperatura (Fenoni

y col 1980), el contenido hidrico (Bell y col. 2008), el pH (Fierer v Jackson, 2006), la

presencia y tipo de cobertura vegetal (Kuske y col. 2002; Orlando y col. 2007; Farías y

col. 2009) o una comb¡nación de ellos. Sin embargo, hay poca información sobre la

diversidad genética y funcional de la m¡crob¡ota de los suelos áridos y cómo ésta se ve

afectada por los fac.tores edáficos aun cuando e§tudios previos sugieren que estos

suelos son más diversos comparados con los suelos forestales o agrícolas (Bhatnagar

y Bhatnagar, 2005; Orlando, 2008). En las reg¡ones áridas las precipitaciones son

escasas y altamente variables, lo que resulta en un bajo contenido hidrico del suelo

(Noy-Meir, 1973). En estos ecos¡stemas se postula que el agua es uno de los factores

limitantés del crecimiento microbiano y de la actividad microbiana del §uelo, los cuale§

estarlan restringidos a periodos especlficos durante los eventos de precipitación (Kieft,

1987; Ottér y Scholes, 2005). Los pulsos di§continuos de agua representan, de algún

modo, una oportunidad para que la microbiota del suelo responda a la rehidratación,

ya sea con cambios en la abundancia relativa de sus miembros o en su actividad (Bell

y col. 2008).

En el presente estudio se evaluó el efec'to de la adición de agua sobre la

composición de un grupo funcional de la comunidad microbiana del suelo, las bacterias

oxidadoras de amonio, y cómo se relacionó ésta con la activ¡dad de nitrificación.
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4.1. Evaluación del efecto del agua sobre los parámetros edáficos y la capacidad

de nitrificación de la microbiota,

Las variables edáficas juegan un papel fundamental en la biogeografia de los

microorganismos, y a diferencia de los macroorganismos la estructura de sus

comunidades no se relac¡ona directamente a los faclores como latitud o distancias

geográficas (Fierer y Jackson, 2006).

Aunque se sugiere que el pH es uno dé parámetros edáficos que afectarlan la

diversidad de las comunidades microb¡anas a nivel global (Fierer y Jackson, 2006), en

los suelos estudiados el pH presentó valores cercanos a la neutralidad, siendo

levemente más ácido el suelo sem¡árido. Además, no se produjeron cambios de pH por

efecto de la adición de agua, lo que coincide con estudios anteriores realizados con

estos suelos (Orlando, 2008). De acuerdo a Fierer y Jackson (2006) se encuentra una

mayor d¡versidad microbiana en los suelos con valores de pH neutros, con una

marcada disminución de la diversidad a medida que aumenta la acidez. Los valores de

pH registrados para ambos suelos estudiados se encuentran dentro del rango en que

el crecimiento de las AOB es más favorable, aún cuando bacterias oxidadoras de

amonio también han sido a¡sladas de ambientes ácidos (De Boer y Laandbroek, 1989,

All¡son y Prosser, 1991, Jiang y Bakken, 1999).

Por otra parte Nicol y col. (2008) evaluaron el efecto del pH del suelo (4,9 a 7,5)

sobre la act¡vidad transcripcional de los oxidadores de amonio, en suelo agrícola,

encontrando una mayor abundancia de los transcritos de AOB a mayor pH, lo cual

sugiere que a valores cercanos a la neutralidad se podría esperar una mayor activ¡dad

de nitrmcación. Esto concuerda con los resultados obten¡dos en este estudio, donde se
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observa un aumento claro de.la nitrificación en los microcosmos de los suelos

semiáridos con pH entre 6,5 - 7 en comparación con los microcosmos de los suelos

áridos con pH sobre 7,5 que presentan una n¡trif¡cación marginal cuando aumenta el

contenido hídrico. No obstante otros factores edáficos contribuyen a esta actividad en

los suelos áridos.

Con el aumento en el contenido hídrico (CH) de los m¡crocosmos se espera

reducir la condición de estrés hfdrico que se presenta en los suelos áridos y semiáridos

favoreciendo la actividad de nitrificación. Considerando que el paso inicial de la

nitrificación es la oxidación del amonio, la cual se produce mayoritariamente en

condlciones aeróbicas, la hidratación del suelo se realizó al 60% de la capac¡dad de

retención de cada suelo para no reducir la condic¡ón aeróbica de los m¡crocosmos.

Durante todo el tratamiento se registró el potenc¡al redox y de este modo se descartó

que la baja actividad de nitrificación observada en los suelos áridos estuviera

relac¡onada con una condición anaeróbica de éste, como describe Niklaus y col.

(2001).

Un aumento marcado en la actividad potencial de nitrificac¡ón, fue detectado

sólo en el suelo semiárido tratado periód¡camente con agua, lo que es cons¡stente con

otros estudios en donde ex¡ste un efeclo positivo del incremento de la humedad sobre

la actividad microbiana (Stark y Firestone, 1995; Avrahami y Bohannan, 2007). Sin

embargo, los microcosmos de suelo árido tratados con agua mostraron una actividad

nitrificante marginal al final del período de incubación. La explicación a estas

diferencias en la aclividad de nitrificación potencial con la adición de agua, podría estar

dada por los distintos conten¡dos de materia orgánica (MO) y concentración de amonio

(NH¡-) de los suelos estudiados. Según Kandeler y col. (2006) el contenido de MO se
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relaciona con la abundanc¡a de microorganismos, lo que sugiere una máyor

abundancia microbiana en el suelo semiárido. Por lo tanto, en los suelos semiáridos

podría haber un aporte continuo de amonio vía amonificación de la materia orgánica

presente en estos suelos (Espinosa, 2007), lo que pemitiría sustentar la actividad

nitrif¡cante observada. Por el contrario, el contenido de NH¿'y MO es menor en el suelo

árido lo que lim¡tarla la activ¡dad de ox¡dación de amonio de las AOB, por disponibilidad

de sustrato. Los datos sug¡eren que la mayor disponibilidad de MO favorecería el

proceso de amonificación e indirectamente sustentaría la nitrificación, en condiciones

no lim¡tantes de H2O.

Estudios realizados en suelos agrfcolas con prácticas de fertilización, sugieren

que un aumento en el contenido de carbono y nitrógeno produciría una mayor

abundancia de las AOB medida como el aumento en el número de copias de genes

func¡onales (Leininger y col. 2006; He y col. 2007), lo que podría explicar la mayor

actividad nitrif¡cante en el suelo semiárido, con mayor contenido de MO y NHat, en

comparación con los microcosmos de suelo árido. También Hasting y col. (2000)

plantean que la adición de agua favorecería el aumento en la abundancia de las AOB.

Sin embargo, otros ¡nvestigadores sugieren que el aumento de la actividad de

nitrificación observado por la adición de agua estaría dado por un cambio fisiológico de

Ia comunidad de AOB, más que por un cambio en su abundancia (Avrahami y

Bohannan,2007).
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4.2. Efecto del agua sobre la d¡vers¡dad de las bacterias oxidadoras del amonio

pAoB.

Los perfiles de T-RFLP obten¡dos para el gen del rRl.lA 16S especff¡co para

BAOB mostraron cambios en la estructura de la comunidad de nitrificadores. Sin

embargo, estos cambios no tuv¡eron relación d¡recta con la adición de agua, sino con el

tiempo de incubación de los microcosmos, separándose las muestras correspondientes

a la primera mitad, de las obtenidas durante la segunda mitad del periodo de

incubación. Este comportamiento de los patrones puede estar relacionado cOn los

largos t¡empos generacionales de estos microorganismos (Avrahami y Bohannan,

2O07), por lo que se podría esperar que los cambios en la estruc{ura de este gremio

bacter¡ano sean lentos.

La asociación de T-RFs con la base de datos MICA, sugiere la presencia de

Nitrosomonas y Nitrososp¡ra, dos géneros descritos en ambientes tales como lagos

(Whitby y col. 2001), sedimentos marinos (Stephen y col. 1996; Kowalchuk y Stephen'

200'1) y también en divÉrsos t¡pos de §uelos (Stephen y col. 1996; Bothe y col. 2000;

Kowalchuk y col. 2000; Kowalchuk y Stephen, 2001). Además algunos estudios

muestran una dominancia de Nrtrososplra sobre N¡trosomonas en suelo (Kowalchuk y

Stephen, 2Oo1; Whitby y col.200t), lo que concuerda con la dominancia de clones

asociados a Nitrosospira Ob§ervada con anterioridad en los suelos del presente estudio

(Espinosa, 2007; Odando, 2008).

El índice de diversidad est¡mado en los dist¡ntos tiempos durante la incubación

muestra una disminución de la diversidad en suelo semiárido y un leve aumento en

suelo árido, en ambo§ casos independientemente del tratamiento apl¡cado. Los
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cambios en d¡versidad se producen más bien por camb¡os en la abundancia relativa

más que en la riqueza de T-RFs, teniendo en cuenta que entre dos comunidades

d¡st¡ntas con el mismo número de espec¡es, es más diversa aquella que presenta una

comunidad más equitativamente representada (Hedrick, 2000).

El análisis de CCA aplicado a los perfiles de T-RFLP señala que las diferencias

entre las estructuras del gremio BAOB de estos suelos son explicadas principalmente

por el pH, contenido de NH+t y MO, en concordancia con estudios realizados por

Princic y col. (1998) que determinaron que el pH, las concentraciones de amonio y

oxígeno afectan la actividad y diversidad de las bacterias n¡trif¡cadoras.

Durante la incubación, no se observó una asociac¡ón entre el aumento de la

actividad nitrificante y cambios en la estructura de la comunidad de AOB, lo cual

sugiere que la adición de agua produciría más bien un cambio fisiológico de la

comunldad de las AOB, más que un cambio en su abundancia o riqueza, de acuerdo a

lo observado por Avrahami y Bohannan (2007). Por su parte Kowalchuk y Sthephen

(2001) propusieron previamente, que las AOB podrían responder rápidamente a

camb¡os en el ambiente aumentando su actividad metabólica sin generar cambios en la

compos¡ción del gremio, como se ha observado en estudios de fertilización (Avrahami y

col. 2002: Espinosa, 2007; Orlando, 2008). Sin embargo, existen evidencias del

aumento en la abundancia de las AOB con el aumento del conten¡do de agua

(Avrahami y Bohannan 2007); incluso Jia y Conrad (2009) encontraron un paralelo

entre la abundancia de las AOB y la actividad d€ nitrificac¡ón en suelo.

Otro factor a lener en cuenta, para comprender el papel de los microorganismos

en el proceso de nitrificación, es que las AOB son sólo una fracción de los
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microorganismos nitrificantes del suelo (Bothe y col.2000; Silyn-Roberts y Lewis, 2001)

aunque por mucho tiempo fueron consideradas como los únicos responsables de

real¡zar este proceso (Kowalchuk y Stephen, 2001; Koops y col. 2001; Yeager y col.

2004). Estudios metagenómicos revelaron la ex¡stenc¡a de un gen para una amonio

monoxigenasa arqueal §enter y col. 2004: Treusch y col. 2005), indicando que existen

arqueas oxidadoras de amonio (AOA) con la facultad de realizar esta función.

Evidencia reciente muestra que el gen amoA arqueal se encuentra en diversos

ecosistemas tales como ambientes marinos (Francis y col. 2005; Coolen y col. 2007),

en aguas dulces (Beman y Francis, 2006) y ecosistemas tenestres (Leininger y col.

2006), entre otros. Varios autores muestran que en suelo, las arqueas oxidadoras de

amonio (AOA) podrfan ser más abundantes que su contraparte bacteriana (Leininger y

col. 2006; Shen y col. 2008; Jia y Conrad 2009). Basado en los análisis cuantitat¡vos y

cual¡tativos de estos microorganismos, está en discusión el papel de tas AOA y AOB, y

su contribuclón al proceso de nitrificación (Offre y col. 2009) y los factores ambientales

que definen el nicho ecológico de cada una (Tuba y col. 2009).

4.3. Efecto d6l agua sobre la respuesta metabólica de la comunidad

Para comprender el papel que desempeñan los microorganismos en el

ecosiStema eS necesario conocer los proc,esos metabóticos que ellos realizan (Marshall

19g3). Una aproximación a esto§ estudios son los perfiles f¡siológ¡cos de la comunidad

(CLPP), los cuales permiten hacer un anális¡s rápido y sens¡ble de la diversidad

metabólica de la microbiOta, basado en la riqueza funcional de la comunidad (Preston-

Mafham y col.2OO2).
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Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que Ia diversidad

metabólica potenciál fue mayor en el suelo semiárido que en el árido durante todos los

tiempos analizados, tanto en el control como en los microcosmos tratados. Sin

embargo, en los microcosmos de suelos áridos se observa que la adición de agua

muestrá un aumento en el número de fuentes de carbono ut¡lizadas. El análisis de los

CLPP mediante CCA indica que hay más diferencias entre los suelos que entre los

tratamientos. Los facrtores edáficos que explicaron los agrupamientos observados

fueron el pH y el contenido de MO. Estudios previos en microcosmos con estos suelos,

tratados con nitrógeno, mostraron que el efecto del tratamiento sobre las comunidades

microbianas fue menor que las diferencias entre los suelos y que los agrupamientos

obtenidos pueden ser explicados también por el contenido de MO y el pH (Orlando,

2008). Este fenómeno se debería a que la magnitud de las diferencias entre tipos de

suelo puede tener mayor impac{o que la modificación de un factor abiótico, como el

contenido hídrico (Lundqu¡st y col. 1999; Mclean y Huhta, 2000; Wilkinson y col. 2002;

Guevara, 2007; Orlando, 2008). lnvestigaclones anteriores avalan la capacidad de los

CLPP para discriminar en análisis espaciales y temporales el potencial metabólico de

las comunidades microbianas (Garland y Mills, l99l ; Garland, 1997; Orlando y col.

2007).
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5. CONCLUSTONES

1. El incremento en la d¡sponibilidad de agua produjo un aumento sustancial de

la actividad nitrificante en suelo semiárido, y un aumento marg¡nal en suelo árido. La

actividad de nitrificación no estuvo asociada a un cambio en la diversidad genét¡ca de

las bacter¡as oxidadoras de amonio.

2. La divers¡dad y abundancia de filotipos de bacterias oxidadoras de amonio no

se vio influenciada por la adición periódica de agua. Ambos suelos presentaron lós

m¡smos fragmentos terminales (T-RFs), diferenciándose en su abundancia relativa. El

anál¡sis rh s/rbo de los T-RFs indicó la presencia de los géneros Nrlrososp,ra y

NÍrosomonas.

3. Las comunidades microbianas de suelo semiárido fueron metabólicamente

más ac{ivas que las de suelo árido durante todo el proceso. La adición periódica de

agua aumentó la actividad metabólica en el suelo árido, pero no tuvo efecto apreciable

sobre suelo semiárido.
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