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RESUMEN

Los ciclos de sequia-precipitacion son comunes en una variedad de
ecosistemas, pero a menudo son mas pronunciados en ecosistemas aridos con
precipitaciones fuertemente estacionales. La disponibilidad de agua afecta la
abundancia, composicién y actividad metabélica de la microbiota, ademas de influir en
el ciclado de nutrientes, entre ellos el nitrégeno. Los compuestos intermediarios claves
del ciclo del nitrégeno son: el nitrégeno molecular (N,), el amonio (NH."), y el nitrato
(NO3) y los principales grupos funcionales involucrados comprenden a los fijadores de
nitrégeno, los nitrificadores y los desnitrificadores. En este trabajo se estudi6 el efecto
de la disponibilidad de agua sobre la diversidad genética de bacterias oxidadoras de
amonio (AOB), involucradas en la etapa limitante de la nitrificacién, y la diversidad
metabdlica de la comunidad microbiana, mediante ensayos de microcosmos con suelo
semidrido proveniente del matorral escleréfilo (localidad EI Romeral, Region
Metropolitana) y suelo arido proveniente del Desierto de Atacama (localidad Sierra
Pajarito, Regién de Atacama). Los microcosmos tratados se regaron con agua cada 14
dias hasta alcanzar el 60% de la capacidad de retencién de agua del suelo y se
incubaron durante 84 dias. Durante la incubacién, se evalud el efecto del agua, sobre
los parametros edaficos, la activi_dad de nitrificacién, la diversidad genética de las AOB
y la diversidad metabélica de la comunidad microbiana total. Los resultados mostraron
que los parametros edaficos no E:ambiaron de manera sustancial con la incubacién ni el
tratamiento aplicado. El pH presenté valores cercanos a la neutralidad en ambos tipos
de suelo, siendo levemente mas basico en suelo arido, mientras la materia orgénica

fue el parametro con mayores diferencias entre los suelos estudiados, con un
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contenido mucho mas alto en el suelo semiarido. También se observé un aumento
sustancial en la actividad nitrificante durante la incubacién de los microcosmos de
suelo semiarido y un aumento marginal de esta actividad en suelo arido, tratados con
agua. La diversidad genética de las AOB se estudié con el gen del 16S rRNA de Beta-
proteobacterias amplificado por PCR y resuelto mediante T-RFLP. El analisis de
agrupamiento mostré una separacién entre los tipos de suelo, pero no reveld
agrupamiento por el tratamiento aplicado. Los factores edaficos que influenciaron los
agrupamientos fueron el pH, materia organica y amonio. El analisis in sifico de los T-
RFs obtenidos indicé la presencia de Nitrosomonas y Nitrosospira en ambos suelos. El
perfil metabdlico de la comunidad microbiana (CLPP) se estudio mediante el uso de
Ecoplacas. La diversidad metabdlica de la comunidad microbiana, medida como .Ia
capacidad de utilizar varias fuentes de carbono, fue diferente entre los suelos
estudiados. El anélisis de correspondencia candnica entre los perfiles metabdlicos y los
factores edaficos medidos reveld que las muestras se separaron de acuerdo al tipo de
suelo y que los parametros edéaficos que mejor explicaron esta separacion fueron
nuevamente pH y materia organica. En conclusién, el tipo de suelo explicd la
diferenciacion de las comunidades microbianas a nivel genético y metabdlico. La
mayor disponibilidad de agua tuvo efecto en el aumento en la actividad nitrificante, pero
no modificd la diversidad genética de las AOB ni la diversidad metabdlica de la

comunidad microbiana de suelos arides y semiaridos.



ABSTRACT

Cycles of drought-rewetting are common in a variety of ecosystems, but often
are more pronounced in arid environments with mainly seasonal rainfall. Water
availability affects the abundance, composition and metabolic activity of microbiota, as
well as influence the cycling of nutrients, including nitroegen. The key intermediates of
the nitrogen cycle are: molecular nitrogen (N;), ammonium (NH,"), and nitrate (NOy);
and major microbial functional groups involved are the nitrogen fixers, the nitrifiers and
denitrifiers. In this work we have studied the effect of water availability on the genetic
diversity 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 (Sierra Pajarito, Atacama Region). The microcosms
were irrigated with deionized 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 nitrification, the genetic diversity of
the AOB and the metabolic 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 neutrality in both soil types, being a little more basic in arid soil,
while the organic matter was the parameter with greater differences between both soils
studied, with a much higher content in semiarid soil. There was also a significant
increase in nitrifying activity during incubation of semiarid soil microcosms and a
marginal increase of this activity in arid soil, treated with water. The genetic diversity of

AOB was studied using 16S rRNA gene of Beta-proteobacteria amplified by PCR and
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resolved by T-RFLP. Cluster analysis showed a separation of the soil types, but
revealed no grouping by treatment. The edaphic factors that influenced the groupings
were pH, organic matter and ammonium content. The in silico analysis of T-RFs
indicated the presence of Nifrosomonas and Nitrosospira in both soils. The metabolic
profile of the microbial community (CLPP) was studied using EcoPlates. The metabolic
diversity of the microbial community, measured as the ability to use a set of carbon
sources was different between the soils studied. Canonical correspondence analysis
between the metabolic profiles and 'soi! factors showed that the samples were
separated according to soil type and soil parameters that best explained the separation
were again pH and organic matter content. In conclusion, the soil type explained the
differentiation of microbial communities at the genetic and metabolic levels. The
increased availability of water had effect on the increase in nitrifying activity, 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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1. INTRODUCCION

En los distintos ecosistemas las comunidades microbianas juegan un papel
fundamental en la biogeoquimica, debido a su versatilidad metabdlica, alto nimero
poblacional y altas tasas de actividades enzimaticas (Atlas y Bartha, 2001). Los
procesos microbianos constituyen aproximadamente la mitad de la fotosintesis, y casi
en su totalidad fa descomposicién de materia organica, nitrificacion, desnitrificacion,

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

Los microorganismos actlian a escalas espaciales y temporales reducidas, lo
cual supone que las respuestas a las perturbaciones en el ecosistema, podrian ocurrir
en tiempos relativamente cortos (Garland, 1997; Prosser y col. 2003). Estas respuestas
dependeran de los diversos factores bidticos como la abundancia y diversidad de la
microbiota, pero también de los factores abiéticos, incluyendo la disponibilidad del agua
y los nutrientes como el nitrégeno, entre otros. Algunos de estos factores son limitantes
para la productividad de muchos suelos, en especial en los ecosistemas aridos y
semiaridos donde se postula que, por su dependencia del régimen de precipitaciones,
las comunidades microbianas podrian responder rapidamente a los efectos del cambio
climatico (OIES, 1991). En Chile las regiones aridas y semiaridas comprenden una
superficie aproximada de 16,5 millones de hectareas, representando cerca del 22% del
territorio nacional, entre ellas se encuentran el matorral escleréfilc de Chile Central

(suelo semiarido) y el desierto de Atacama (suelo arido) (Gajardo, 1994).



Los ciclos de sequia y precipitacién (“drying-rewetting”) son comunes en una
gran variedad de ecosistemas (Kieft y col. 1987; Groffman y Tiedje, 1988; Ryan y col.
1998; Pulleman y Tietema, 1999), sin embargo sus efectos son mas pronunciados en
las regiones aridas y sémiéridas con un régimen fuertemente estacional (Austin y col.
2004). Dufante los periodos de sequia se produce una acumulacién de los nutrientes
en el sistema y al caer la lluvia, se gatilla un aumento rapido de la actividad metabdlica
de los microorganismos (Otter y Scholes, 2005), afectando la biomasa (Bottner, 1985;
Kieft y col. 1987; van Gestel y col. 1993), la composicién microbiana (Drees y col.
2006), ia abundancia de la microbiota (Singh y Kashyap, 2006) y el ciclado de los
nutrientes (Schimel y Parton, 1988; Peterjchn y Schlesinger, 1991; Gebauer y
Ehleringer, 2000; Housman y col. 2006; Singh y Kashyap, 2006). En lugares con baja
concentraciéon de carbono se ha observado que el aumento en el contenido hidrico
disminuye la diversidad de los microorganismos, se sugiere que el agua favoreceria las
condiciones de competencia, interrumpiendo el fenémeno de aisiamiento espacial al

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

En los ecosistemas aridos y semiaridos, tambien hay limitacién de los
nutrientes, entre ellos el nitrégeno (Hooper y Johnson, 1999; Ehleringer, 2001), el cual
requieren los organismos para la sintesis de las proteinas, acidos nucleicos y amino
azlicares. El nitrégeno también esta involucrado en una gran variedad de reacciones
de oxido-reduccién asociadas generalmente con los sistemas de transporte de
electrones (Ferguson, 1988). Su reservorio principal es la atmoésfera, donde se
encuentra en forma de N, constituyendo el 79% de los gases, sin embargo, el

dinitrégeno no puede ser utilizado por la mayoria de los seres vivos por lo cual su



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

microorganismos diazotroficos.

Los compuestos intermediarios claves del ciclo del nitrégeno son: el nitrégeno
molecular (N,), el amonio (NH,"), y el nitrato (NO3) y los principales grupos funcionales

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

La nitrificacién, que consiste en la transformacién del amonio (NH,") a nitrato
(NO3), ocurre en dos pasos: se inicia con la oxidacién del amonio y como resultado se
obtiene nitrito (NO;), el cual en un segundo paso es oxidado a nitrato (NO3) (Figura 1).
Las bacterias que oxidan amonio (AOB) a nitrito son denominadas con el prefijo
Nitroso, mientras que las bacterias que oxidan nitrito (NOB) a nitrato se denominan con
el prefijo Nitro. Estos dos grupos bacterianos actian de forma secuencial en el proceso

de nitrificacion (Madigan y col. 19989).

AOB

b)
NOB

NO~

Figura 1: Esquema del proceso de nitrificacion. a). Oxidaciéon del amonio a nitrito catalizada por
la enzima amonio monooxigenasa de las bacterias oxidadoras de amonio (AOB); b). Oxidacién
de nitrito a nitrato catalizada por la enzima nitrito reductasa de las bacterias oxidadoras de nitrito
(NOB).



Las AOB se encuentran en la mayoria de los habitats aerébicos en donde el
amonio esta disponible ya sea derivado de fuentes antropogénicas o producido por la
mineralizacion de la materia organica, son bacterias ubicuas en el suelo, el agua dulce
y los ambientes marinos (Kowalchuk y Stephen, 2001). Estos microorganismos han
recibidoc mayor atencién por su papel en la etapa limitante de la nitrificacién, la
oxidacién del amonio (De Boer y Kowalchuk, 2001), permitiendo la movilizacion del
nitrégeno en el suelo al transformar las especies cargadas positivamente (NH,"), que
se unen preferentemente a las particulas de arcilla con carga contraria, en moléculas
de carga negativa (NO;" y NO3') capaces de difundir por el suelo (Mendum y col. 1999;

Atlas y Bartha, 2001).

Las AOB son microorganismos quimiolitoautétrofos aerobios obligados, aunque
algunas especies pueden ser altamente tolerantes a las bajas concentraciones de
oxigeno o a los ambientes anoxicos (Bodelier y col. 1996). Utilizan CO, como principal
fuente de carbono y poseen la habilidad de emplear el amonio como Unica fuente de
energia para su crecimiento (Hooper y col. 1997). De acuerdo a los conocimientos
actuales, las caracteristicas mencionadas requieren de cuatro proteinas
especializadas: la amonio monooxigenasa (AMO), la hidroxilamina oxido-reductasa
(HAO) y los citocromos ¢554 y cy552 (Whittaker y col. 2000; Arp y col. 2002; Hooper y
col. 2005). La proteina AMO unida a la membrana inicia el catabolismo con la
oxidacion del amonid a hidroxilamina, la oxidacién subsecuente de hidroxilamina a
nitrito es llevada a cabo por la proteina HAQ, en el periplasma (Figura 2). Se propone
que los electrones extraidos en este proceso de oxidacion siguen una cascada redox
via los citocromos c554 y cy552 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 oxidacion del amonio. AMO, amonio monooxigenasa; HAO,
hidroxilamina oxidoreductasa; cyt ¢554: citocromo c554; cyt c,552: citocromo cy552;, UQ:
ubiquinona; “?": pasos no verificados experimentalmente, Modificado de Daniel y col. 2007.

Los genes que codifican para las proteinas AMO, HAO y para los citocromos,
se presentan en dos o tres copias 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.

2008).

La enzima clave del proceso es la proteina AMO, y el gen que codifica para su
subunidad alfa (el gen amoA), se ha utilizado para analizar la composicion y diversidad
de las comunidades de AOB (Yeager y col. 2005; Bernhard y col. 2005; Chu y col.
2007).

Taxonomicamente las AOB estan divididas en 2 grupos monofiléticos basados
en las secuencias del gen 16S rRNA (Head y col. 1993; Teske y col. 1994; Purkhold y
col. 2000; Purkhold y col. 2003). El primer grupo involucra a las Beta-proteobacterias
(BAOB) que contiene a las Nitrosomonas (incluyendo Nitrosococcus mobilis) y

Nitrosospira (incluyendo especies de Nitrosolobus y Nitrosovibrio). El segundo grupo



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

Nitrosococcus halophilus.

Los estudios ecoldgicos de las AOB fueron por mucho tiempo impedidos por las
dificultades para aislar y cultivar estos microorganismos (Bothe y col. 2000; Kowalchuk
y Stephen, 2001). La cuantificacién de la riqueza y abundancia, dos parametros
esenciales para definir la estructura y diversidad de una comunidad, se ve seriamenté
afectada por las limitaciones asociadas a los métodos dependientes de cultivo,
considerando que la mayoria de los microorganismos (entre 85% - 99,9%) son aun no
cultivados (Torsvik y col. 1990; Barns y col. 1994; Amann y col. 1995). Ademas, las
caracteristicas del medio de cultivo, ya sean para el aislamiento o el enriquecimiento
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 existen diversas estrategias independientes de cultivo, que se
basan principalmente en la amplificacién por PCR de un marcador molecular como el
gen que codifica para el RNA ribosomal 16S (16S rRNA) o genes especificos que
definen grupos funcionales. La técnica de T-RFLP (polimorfismo en el largo del
fragmento de restriccién terminal) (Liu y col.. 1997, Marsh y col 1999; Marsh y col.
2000; Rosch y Bothe, 2005), permite la resolucion de los amplicones de similar tamafio
que difieren en su secuencia, entregando una representacion semi-cuantitativa de la
distribucion de fragmentos terminales de restriccion (T-RFs) (riqueza de filotipos) y

fluorescencia relativa de cada T-RF (abundancia) (Yeager, 2005).

Aln cuando las técnicas basadas en el DNA han sido las mas utilizadas para

estimar la diversidad microbiana, estos estudios necesitan otras aproximaciones



metodologicas que permitan conocer por ejemplo el estado funcional de la comunidad
microbiana en el estudio (Rossellé-Mora y Kampfer, 2004, Ramsey y col. 2006). Una
~ forma de abordar este problema es mediante los perfiles fisiologicos a nivel comunitario
(CLPP) (Garland y Mills, 1991), los cuales permiten estimar la diversidad microbiana
funcional en términos de las fuentes de carbono que una comunidad puede

potencialmente utilizar (diversidad metabdlica).

En general la informacién sobre la diversidad genética y funcional de la
microbiota de ecosistemas aridos y semiaridos es escasa, principalmente porque se
considera que en estos ecosistemas la abundancia y actividad microbiana es reducida
como consecuencia del bajo contenido hidrico. En estos ecosistemas los estudios de la
microbiota del suelo se han centrado principalmente en las costras bioldgicas (Yeager
y col. 2004; Nagy y col. 2005; Stursova y col. 2006) y en las comunidades microbianas
asociadas a las plantas, las cuales constituyen islas de fertilidad en estos suelos
(Waldrop y Firestone 2006; Orlando y col. 2007). Aunque la mayor biomasa microbiana
se encuentra en estas islas de fertilidad (Gallardo y Schlesinger, 1992) cuando se
comparan con el suelo sin cobertura vegetal, ambas comunidades microbianas son
igualmente complejas, aun cuando presentan patrones de diversidad genética distintos

(Kuske y col. 2002; Orlando y col. 2007; Farias y col. 2009).

En los suelos desérticos, los valores de unidades formadoras de colonias por
gramo de suelo (CFU g”) para las poblaciones de bacterias aerébicas pueden variar
entre menos de 10 y hasta 1,6 x 10" dependiendo del tipo de suelo (Bhatnagar y
Bhatnagar, 2005). En el suelo del sector de Sierra Pajarito (Desierto de Atacama -
Regidn de Atacama, Chile) se encontraron. valores del orden de 10° CFU g (Orlando,

2008), en donde se ha detectado la presencia de las bacterias oxidadoras de amonio



pertenecientes a los géneros Nitrosospira y Nitrosolobus (Orlando, 2008). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en suelos del Desierto de Negev, que
muestran que Nitrosospira es el principal género de oxidadores de amonio (Nejidat,
2005). En suelos semiaridos de Chile Central, las bacterias cultivables alcanzan
valores de 10" CFU g (Orlando y cal. 2007), donde se ha descrito la presencia de los
principales grupos funcionales del nitrégeno (Chavez y Carl, 2006; Espinosa, 2007,
Orlando y col. 2007, Zadiga 2008). En el sector de Ef Romeral (Cajon del Maipo —
Regién Metropolitana, Chile, el género dominante de bacterias oxidadoras de amonio

corresponde a Nitrosospira (Espinosa, 2007; Orlando, 2008).

La presencia activa de los gremios bacterianos asociados al ciclo del nitrégeno
en estas zonas aridas y semiaridas, sugiere que pueden desempefiar un papel
importante en el balance del nitrdgeno especialmente bajo condiciones de mayor

disponibilidad de agua, durante los periodos de precipitacién estacional.

En base a los antecedentes se plantea la siguiente hipétesis: “Dado que la
disponibilidad de agua es un factor limitante de la actividad microbiana en los suelos
aridos, la adicién de agua producira un aumento en la actividad de nitrificacion, lo cual
podria estar asociado a un cambio en la diversidad genética de la comunidad de las

bacterias oxidadoras de amonio”.



Objetivo general:

Evaluar el efecto del agua sobre la estructura genética del gremio de las
bacterias nitrificantes, la actividad de nitrificacién y los perfiles metabdlicos de la
microbiota de los suelos aridos provenientes del Desierto de Atacama (Sierra Pajarito)
y suelos semidridos del matorral escleréfilo de Chile Central (El Romeral), mediante

ensayos de microcosmos.

Objetivos especificos:

1. Evaluar el efecto del agua sobre los parametros edéficos, los contenidos de amonio-
nitrato y la actividad nitrificante, durante la incubacién de los microcosmos de los

suelos aridos y semiaridos.

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 restriccién terminal (T-RFLP), durante la incubacion de los

microcosmos de los suelos aridos y semiaridos.

3. Determinar el efecto del agua sobre la diversidad metabdlica potencial de la
comunidad microbiana durante la incubacién de los microcosmos de suelos aridos y

semiaridos, mediante los perfiles fisioldégicos a nivel de la comunidad (CLPP).
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Origen de las muestras para la construccion del microcosmos

Las muestras fueron colectadas desde:

= La localidad de “El Romeral” (33°48'S, 70°14'W), Cajén del Maipo, Region
Metropolitana, Chile. El sitio corresponde a una zona semiarida del matorral
esclerdfilo de Chile Central que presenta un clima Mediterraneo seco con
precipitaciones invernales y un promedio anual de 350 mm (Gajardo, 1994)
(Figura 3).

* La localidad de “Sierra Pajarito” (27°59'S, 70°34'W), Desierto de Atacama,
Regién de Atacama, Chile. En el lugar se presenta un clima desértico arido con
escasas precipitaciones las que no superan los 20 mm en promedio,

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

Las muestras se obtuvieron del horizonte superficial del suelo. En cada sitio de
estudio se tomaron 10 muestras simples de suelo en un area de 10 x 10 ma 10 cm de
profundidad, las cuales fueron mezcladas en partes iguales y homogenizadas para la
obtencion de una muestra compuesta de cada sitio de estudio con el objeto de reducir
la heterogeneidad espacial a pequefia escala (Webster y col. 2002; Girvan y col. 2003),

y almacenadas a 4°C hasta su utilizacion.
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Figura 3: Ubicacion geografica de la localidad de “El Romeral”, lugar de origen de las muestras
del suelo semiarido correspondiente al matorral escleréfilo de Chile Central.
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Figura 4: Ubicacion geografica de la localidad de “Sierra Pajarito”, lugar de origen de las
muestras del suelo arido correspondiente al matorral subdesértico del Desierto de Atacama.



12

2.2. Diseiio y Montaje de los Microcosmos.

A partir de la muestra compuesta de cada sitio [suelo arido del desierto (D) y
suelo semi-arido del matorral (M)], se tomaron 150 g de suelo y se prepararon los
microcosmos en recipientes plasticos con una relacién 1:3 (viv) suelo:aire y se
incubaron a 20°C durante 84 dias. El tratamiento (tH,O) consistié en la aplicacién, al
inicio de la incubacion, de agua desiénizada hasta alcanzar el 60% de la capacidad de
retencién de agua de cada suelo. Cada 14 dias se volvieron a regar los suelos para
restablecer las condiciones iniciales de humedad. Los microcosmos controles sin riego
se denominaron (s/t). Los microcosmos en ambas. condiciones, se montaron en

triplicado.

Semanalmente (correspondiente a los dias 0, 14, 28, 42, 56, 70 y 84) fueron
obtenidas submuestras de los microcosmos para las determinaciones fisico-quimicas.
Cada 28 dias (0, 28, 56 y 84 dias) se tomaron muestras para la determinacion de la

diversidad genética y a los 0, 42 y 84 dias para determinar la diversidad metabdlica.

2.3. Determinaciones Fisico-Quimicas.

2.3.1. Contenido hidrico

El contenido hidrico (CH) del suelo se determind por gravimetria (Steubing y
col. 2002). De cada microcosmos se extrajo 1 g de suelo para determinar el peso
humedo (PH) y luego se secd en estufa a 100°C durante 24 h, para determinar el peso

seco (PS). El contenido hidrico (CH) se calculé segln la formuta: CH = PH-PS/PS*100.
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2.3.2. Materia organica

El contenido de materia organica (MO) se determind a partir de las muestras
secas utilizadas en la obtencién del CH. Para ello las muestras se calcinaron en una
mufla a 400°C durante 16 h y se obtuvo el peso del suelo calcinado (PC) (Steubing y
col. 2002). El porcentaje de MO fue calculado segun la férmula; MO = (PS-PC/PC)*0,8

(Sadzawka y col. 2004).

2.3.3. Contenido de nitrato y amonio

La extraccién de nitrogeno mineral se realizd segun una modificacion del
protocolo descrito por Forster (1995). Se aqgité 1 g de suelo proveniente de los
microcosmos a 150 rpm durante 1 h a temperatura ambiente, con 10 mi de KCl 2 M o

con 10 ml de agua desionizada para amonio (NH,") y nitrato (NO;), respectivamente.

Las concentraciones de NO; y NH," se determinaron por duplicado mediante
métodos colorimétricos descritos por Forster (1995).Para la determinacién de NH,4", 100
ul del extracto en KCl 2 M se mezclaron con 5 ml de reactivo de color (salicilato de
sodio 0,3 %, citrato de sodio 2,5 %, tartrato de sodio 2,5 % y 0,12 g de nitroprusiato de
sodio en 1000 m| de agua desionizada) y se dejaron reposar 15 min. Se adicionaron a
la mezcla 5 ml de solucion alcalina de hipoclorito de sodio (NaCIlO 0,05 % y NaOH 0,75
M) y se dejc’: reaccionar durante 1 h. Las mediciones se realizaron en un
espectrofotdmetro a 660 nm. -Para la determinacion de NOs, a 1 m! del extracto en
agua desionizada se agregaron 0,5 mi de solucién TRI (salicilato de sodio 1 %, NaCl
0,2 % y sulfamato de amonio 0,1 % en solucién de NaCH 0,01 M) y se mezcld

totalmente. Se evapord en estufa a 100°C durante 2 h y se dejé enfriar. Los residuos



14

se resuspendieron con 1 ml de acido sulfirico concentrado. Luego de 5 min se
agregaron 5 mi de agua desionizada y se dejé reposar hasta que la solucién se enfrié.
Finalmente se adicionaron 5 ml de NaOH 40% y se realizd la lectura de cada

determinacidn en espectrofotdmetro a 410 nm.

2.3.4. pH y potencial de 6xido-reduccion

El pH y el potencial de oéxido-reduccién (ORP) se determinaron mediante
potenciometria a partir de los extractos en KCl y agua desionizada (Steubing y col.

2002). Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

2.3.5. Analisis de los datos

La correlacion entre los parametros edaficos de los diferentes microcosmos se
establecid mediante el calculo del coeficiente de correlacion de Pearson, utilizando el

programa GraphPad Prism versién 4.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).

2.4. Diversidad Genética

2.4.1. Extraccion del DNA

El DNA metagendmico sé extrajo a partir de 250 mg de suelo empleando el kit
“Ultra Clean Soil DNA" (MoBio Lab, Inc.), segun indicaciones del fabricante y se

conservo en amortiguador TE (Tris-HCl 10 mM y EDTA 1 mM pH 8). El DNA obtenido



15

se visualizé en geles de agarosa al 0.8% en amortiguador TAE 1X, tedidos con

bromuro de etidio (0,5 ug ml'") y almacenado a -20°C.

2.4.2. Resolucion por T-RFLP del gen ribosomal 16S de B-proteobacterias

El gen ribosomal del RNA 16S especifico para B-proteobacterias fue amplificado
mediante una estrategia de PCR anidado. En una primera amplificacién, se utilizaron
los partidores universales fD1 y rP2 (Weisburg y col. 1991) (tabla 1). La mezcla de
reaccién (25 yl) contenia GoTaq® Green Méster Mix (GoTaq® DNA Polimerasa en 1X
Green GoTaq® Reaction Buffer (pH 8,5), 200 uM de cada dNTP y 1,5 mM MgCl,)
(Promega, Madison, WI, USA) y cada uno de los partidores a 0,2 uM. El programa de
amplificacion consistié en una desnaturalizacién inicial a 94°C durante 3 min, seguida
de 30 ciclos con una temperatura de desnaturalizacion de 94°C por 1 min, hibridacion a
57°C por 30 s y elongaciéon a 72°C por 2 min. Terminando con una extension final de 7

min a 72°C.

A partir del producto de la primera amplificacidon, se utilizé 1 pl para la
amplificacion del gen del rRNA 16S de B-protecbacterias, usando los partidores B-
AMOf y B-AMOr (McCaig y col. 1994) (tabla 1) y las mismas condiciones de la mezcla
de reaccién que para el primer PCR, con la siguiente secuencia de pasos de
amplificacién: desnaturalizacion inicial de 94°C durante 5 min, seguida de 35 ciclos con
una temperatura de desnaturalizacién de 94°C por 30 s, hibridacién a 57°C por 45 sy
extensioén a 72°C por 1 min 30 s. El programa finalizé con una extensién a 72°C

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

5’ con FAM (6-carboxyfluoresceina).

La correcta amplificacién del DNA se verificd por electroforesis en geles de
agarosa al 1,2% en amortiguador TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM) tefiidos
con bromuro de etidio (0,5 ug mi™). Para determinar el tamafio del fragmento se usé el

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

Tabla 1. Partidores usados para la amplificacién del gen del rRNA 168S.

Partidor Secuencia (5-37)* Tamano (pb) Referencia
fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
1504 Weisburg y col. 1991
P2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT

BAMOS TGGGGRATAACGCAYCGAAAG

1178 McCaig y col. 1994
BAMOTr AGACTCCGATCCGGACTACG

*R=A6G Y=CoOT.

Los productos de PCR marcados con fluorescencia se purificaron mediante el
kit Wizard® DNA Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA) y se cuantificaron en
geles de agarosa al 1,2% en amortiguador TAE 1X. Entre 20 y 50 ng del producto de
PCR se digirieron independientemente con 20 U de las enzimas de restriccion Haelll y
Hhal (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) durante 12 h a 37°C, posteriormente las enzimas

se inactivaron a 80°C y 65°C por 20 min respectivamente. Los fragmentos de
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restriccion se separaron por electroforesis capilar en un Analizador Genético ABI

PRISM 310 (DNA Facility lowa State University IOWA, USA)

2.4.3. Normalizacién y anélisis de los perfiles de T-RFLP

El tamafio en pares de bases de los fragmentos terminales de restriccion (T-
RFs), la altura y el area de los picos en los electroferogramas se determinaron con el
programa GeneScan 3.1 (Applied Biosystems, Darmstadt, Alemania). Para el analisis
se incluyd sélo aquella fraccién del electroferograma comprendida entre los 30 y 500
pb. Se analizaron los T-RFs con una fluorescencia 2 a 30 unidades, ya que se
distinguieron claramente de la fluorescencia basal. Los patrones obtenidos de las
diferentes muestras, se normalizaron mediante un procedimiento de normalizacion
iterativo (Dunbar y col. 2001), a partir del cual se determindé la fluorescencia relativa de
los T-RFs. Adicionalmente los perfiles se alinearon manualmente para evitar la
identificacion erronea de los T-RFs. Los fragmentos de diferentes longitudes
representan distintas unidades taxonomicas operacionales (OTUs) y no
necesariamente especies bacterianas individuales. Por lo tanto la fluorescencia de
cada T-RF se utilizdé como un indicador de la abundancia relativa de los OTUs
identificados en cada muestra. Los datos de las digestiones con dos enzimas de
restriccion (Haelll y Hhal) se combinaron para los andlisis posteriores (Dunbar y col.
2001). A partir de los datos de fluorescencia normalizada de cada T-RF se estim¢ la
diversidad genética de las BAOB asociada con los microcosmos tratados y controles de
los diferentes tipos de suelo. Para ello se calcul6 el indice de Shannon (H') segun la
formula H = -Zpi In pi (Begon y col. 1990) donde pi significa la abundancia relativa de

cada T-RF con respecto al total de T-RFs presentes en la muestra. Asi también, se
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determiné el indice de equidad (J) usando la férmula J = H/Hmax (Begon y col. 1990)
donde: Hmax = In S, siendo S el numero promedio de T-RFs presente en cada
muestra. Los célculos se realizaron con el programa MVSP versién 3.12h (GeoMem,

Blairgowrie, UK)

Para comparar los perfiles de T-RFLP se utilizé la abundancia relativa de cada
OTU, para ello se calcul6 la distancia Euclideana (Manly, 1994). El dendrograma se
construyd sobre el algoritmo UPGMA (Li 1981) en el programa MVSP versién 3.12h

(GeoMem Blairgowrie, UK).

Para la identificacion de los posibles filotipos presentes en la muestra se utilizd
el programa de simulacion MICA (http:/mica.ibest.uidaho.edu/), que busca
coincidencias entre la base de datos y los fragmentos terminales obtenidos con el

partidor marcado BAMOf.

2.4.4. Relacion entre la diversidad genética y los factores edaficos

El Analisis de Correspondencia Canénica (CCA) es un método multivariado de
analisis directo adecuado para describir la relacion entre la diversidad genética
(T-RFLP) y las variables edéficas (Yang y Crowley, 2000; Yannarell y Triplett, 2005;
Morales y col. 2008; Cérdova-Kreylos y col. 2008). Sin embargo, para la aplicacion de
estos analisis es necesario comprobar que las variables medidas no estén fuertemente
correlacionadas. Este fenémeno podria afectar el analisis haciendo los coeficientes de
correlacién muy inestables (Ter Braak, 1990). La posible correlacién entre los factores
ambientales analizados se evalué mediante el coeficiente de Pearson segln el modelo

de regresién lineal usando el programa GraphPad Prism version 4.0 (GraphPad
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Software Inc., San Diego, USA). Posteriormente se realizdé el CCA, donde se
relacionaron los perfiles de T-RFLP, considerando una matriz de abundancia de los T-
RFs, con los parametros edaficos correspondientes a los suelos de cada tipo. Las
variables edaficas fueron: contenido hidrico (CH), materia organica (MO), pH, potencial
de oxido-reduccion (ORP), contenido de nitrato (NO5) y contenido de amonio (NH,"). El

CCA se realizé en el programa MVSP version 3.12h (GeoMem, Blairgowrie, UK).

2.5. Diversidad metabdlica

2.5.1. Perfiles fisiolégicos a nivel de la comunidad (CLPP)

La diversidad metabdlica potencial de la comunidad microbiana se evalud
utilizando el método BIOLOG mediante EcoPlate™ (Biolog Inc., Hayward, CA, USA)
(Garland, 1997), disefado para detectar la utilizacidon de 31 fuentes de carbono. Los
indculos para las ecoplacas se prepararon a partir de 1 g de suelo fresco resuspendido
en amortiguador PBS 1X estéril (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8 mM Na,HPO,; 2 mM
KH.PQ,) y se agité durante 1 h a 150 rpm. Luego se filtraron las suspensiones con
papel filtro para inocular las placas BIOLOG EcoPlate™ con 100 pL del filtrado en cada
pocillo, e incubar a 20°C por una semana. El desarrollo de color en los pocillos
individuales, que indica la utilizacién de las fuentes de carbono, fue registrado cada 24
h (Garland, 1997), midiendo la densidad éptica (OD) a 490 nm utilizando un lector de

ELISA.
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2.5.2. Estimacidon de la diversidad metabdlica de la comunidad

A partir de los perfiles fisiolégicos comunitarios (CLPP) se calculd la diversidad
metabdlica de la comunidad (CMD) de cada muestra, que representa el nimero de
sustratos utilizados por la comunidad microbiana y es analogo a la riqueza metabdlica
de la comunidad. La CMD se calcula suﬁando el niumero de respuestas positivas
(pocillos de color purpura) medidas durante la incubacion. El umbral de OD, por sobre
el cual la coloracién purpura indica un useo de la fuente de carbono por la comunidad
microbiana, se establecié en 0,25 (Garland, 1997). Cada uno de estos parametros fue
graficado durante el tiempo de incubacién para obtener una cinética metabélica de la
comunidad microbiana. A partir de los datos de OD de cada pocillo se estimé la
diversidad metabélica microbiana asociada con los microcosmos tratados y controles
de los diferentes tipos de suelo. Para ello se calculd el indice de Shannon (H’) segun la
formula H = -Zpi In pi (Begon y col. 1990) donde pi significa la proporcién del uso de
cada fuente de carbono, respecto al total de las fuentes de carbono usadas como
~ sustrato. Asi también, se determind el indice de equidad (J) usando la férmula J =
H/Hmax (Begon y col. 1990) donde: Hmax = In S, siendo S el nimero promedio total de
fuentes de carbono que cada comunidad fue capaz de utilizar. Los calculos se
realizaron con el programa MVSP version 3.12h (GeoMem, Blairgowrie, UK).
Adicionalmente, con los datos de OD de la lectura en cada pocillo se construyé una
matriz para comparar las muestras. Para ello se calcul6 la distancia Euclideana (Manly,
1994) considerando los valores de OD de cada pocillo. El dendrograma se construy6
aplicando el algoritmo UPGMA (Li, 1981) en el programa MVSP version 3.12h

(GeoMem, Blairgowrie, UK).
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2.5.3. Relacion entre la diversidad metabdlica y los factores edaficos

Para establecer la correlacion entre los patrones de CLPP y los factores
edaficos se realizdé un analisis de correspondencia canénica (CCA), considerando la
matriz de OD de cada pocillo, con los parametros edaficos correspondientes a los
suelos de cada tipo y tratamiento. Las variables edaficas fueron: contenido hidrico
(CH), materia organica (MO), pH, potencial de éxido-reduccién (ORP), contenido de
nitrato (NOj3) y contenido de amonio (NH,"). El CCA se realiz6 en el programa MVSP

versiéh 3.12h (GeoMem, Blairgowrie, UK).
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3. RESULTADOS
3.1. Disefio de los microcosmos

Para estudiar el efecto del agua se disefiaron microcosmos con suelo semiarido
del matorral éscleréﬁlo de Chile central (M) y con suelo arido del desierto de Atacama '
(D). Para evaluar el efecto de esta perturbacion sobre los parametros edaficos y la
microbiota bacteriana del suelo, se aplicé un tratamiento con agua desionizada cada 14
dias durante la incubacion de los microcosmos, hasta alcanzar el 60% de la capacidad

de retencion de agua del suelo. L.a incubacién se realiz6é durante 84 dias a 20°C.

3.2. Evaluacién del efecto del agua sobre los parametros edaficos y la capacidad

de nitrificacién de la microbiota

Los parametros edaficos fueron medidos semanaimente durante la incubacién
de los microcosmos de ambos tipos de suelo. El potencial de 6xido-reduccion (ORP}
indicé condiciones aerdbicas durante todo el ensayo, para ambos suelos, sin
diferencias por tratamiento (Figura 6). El contenido hidrico (CH) en los suelos tratados,
reflejé el efecto de los riegos (cada 14 dias) y presenté una disminucion del CH
cercana al 5% entre cada tratamiento, el CH inicial se recuperé luego de cada riego.
Durante la incubacién de los microcosmos controles, sin tratamiento (s/t), el CH
disminuyé en el suelo semiarido y se estabilizo hacia el dia 14 en un valor cercano al
2,5%, mientras que en el suelo érido, el CH se mantuvo en un valor menor al 1%

durante todo el periodo (Figura 5).
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Figura 5. Potencial de 6xido reduccién (ORP) y contenido hidrico (CH) determinados durante el
tiempo de incubacion de los microcosmos de los sueios semiarido (matorral) y arido (desierto).

Valores promedio + EE. Tratamientos: tH20: agua desionizada cada 14 dias (rombaos, linea
azul); s/t: control sin tratamiento (cuadrados, linea café).

El porcentaje de materia organica (MO) y el pH, no presentaron variaciones
entre los microcosmos tratados y controles durante el tiempo de incubacién. Sin
embargo, el suelo semiarido presentd valores de pH levemente inferiores a 7 y un
contenido de MO 10 veces mayor que el arido, este ultimo con valores de pH cercanos

a 7,5 durante toda la incubacién (Figura 6).
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Figura 6. Contenido de materia organica (MO) y pH determinados durante el tiempo de
incubacion de los microcosmos de los suelos semiarido (matorral) y arido (desierto). Valores

promedio + EE. Tratamientos: tH,O: agua desionizada cada 14 dias (rombos, linea azul); s/t:
control sin tratamiento (cuadrados, linea café).

En los microcosmos con suelo semiarido tratado con agua, el contenido de
nitrato (NO5’) presenté un claro aumento en comparacién con el microcosmos contro,|
llegando a superar en mas de 5 veces su contenido inicial. Esto a diferencia de las
muestras control que no presentaron variaciones durante el periodo de incubacion. En
los microcosmos de suelo arido, el contenido de NO;™ presenté un leve aumento hacia
los tiempos finales de incubacién en los suelos tratados con agua. Sin embargo, su
aumento es marginal en comparacion al registrado en el suelo semiarido (Figura 7). El

contenido inicial de amonio (NH,") fue practicamente cero en el suelo arido, y cercano
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a 20 pg N-NH," ges” en el suelo semidrido. En ambos tipos de microcosmos el

contenido de amonio mostré fluctuaciones durante el tiempo de incubacion,

independientes del tratamiento aplicado. (Figura 7).
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Figura 7. Contenido de amonio (ug N-NH,* ges™) y contenido de nitrato (ug N-NOs ges”)
determinados durante el tiempo de incubaciéon de los microcosmos de los suelos semiarido
(matorral) y arido (desierto). Valores promedio + EE. Tratamientos: tH,O: agua desionizada
cada 14 dias (rombos, linea azul); s/t: control sin tratamiento (cuadrados, linea café).

El analisis de la correlacion de los parametros edaficos se muestra en las
Tablas 2 y 3. Los datos muestran que en los microcosmos de suelo semiarido tratados

con agua hay una correlacion negativa, estadisticamente significativa entre los
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contenidos de MO y NO5;™ (r = -0,64; P = 0,02) (tabla 2), pero no hay una disminucion
importante de la materia organica durante la incubacién que sugiera una correlacion
con el aumento del nitrato. Por su parte, en los microcosmos control (s/t) de suelo
arido, los datos indican una correlaciéon negativa entre el CH y la MO (r = -0,69; P =
0,01), aunque en estos casos los valores son muy pequefios, Yy no presentaron

variacion durante la incubacion (Tabla 3).

Una fuerte correlacion entre las variables edaficas podria afectar aigunds
analisis posteriores de los datos, como el CCA (Analisis de Correspondencia Candnica)
haciendo los coeficientes de correlacion muy inestables (Ter Braak 1990). Sin
embargo, los parametros edaficos estudiados no mostraron una fuerte correlacién

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

Tabla 2. Correlaciones de Pearson entre los parametros edaficos de los microcosmos del suelo
Semiarido.

Semiarido

NO, NH,4 pH ORP CH

r P R p R P R P r P
NH -0,47 0,11
pH -0,34 026 0,32 029
ORP 018 055 0,18 055 -015 082
CH 020 053 040 020 004 09 034 027
MO -064 002 014 067 017 081 -013 088 -026 041
NHs 0,00 1,00
pH -005 088 004 089
ORP -0,08 079 -007 082 -018 0,56
CcH -047 0112 013 068 036 025 013 068
MO 018 058 032 031 034 028 -003 0982 013 0869
“Contenido de amonio (NH,); pH; potencial de éxido reduccion (ORP); Contenido hidrico (CH);
materia organica (MO); contenido de nitrato (NOs). ®Tratamientos: tH,O: agua desionizada cada
14 dias; s/t; control sin tratamiento.

H,O"

sit
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Tabla 3. Correlaciones de Pearson entre los parametros edaficos de los microcosmos del suelo
Arido.

Arido

r p R p R p R p R P
NH, 048 0,10
pH 0,00 099 025 040
ORP 0552 007 -002 094 -023 044
CH 027 038 -026 039 034 026 036 0723
MO 085 005 002 095 -006 083 -018 055 -012 0,69
NH,4 0,14 064
pH 000 099 007 082
ORP -018 055 010 0,74 -041 0,17
CH 021 049 011 072 029 034 034 0,26
MO 005 088 019 052 -016 061 -039 019 -0,69 0,01
®Contenido de amonio (NH,); pH; potencial de 6xido reduccién (ORP); Contenido hidrico (CH);
materia organica (MO); contenido de nitrato (NO,). "Tratamientos: tH,O: agua desionizada cada
14 dias; s/t: control sin tratamiento.

tH,0°

s/t

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

oxidadoras del amonio BAOB.

Para evaluar el efecto de la adicidn peridédica de agua sobre la diversidad de las
bacterias oxidadoras del amonio pertenecientes a las B-proteobacterias (BAOB), se
utilizé una aproximacién molecular independiente de cultivo. La diversidad de este

grupo funcional se evalud a través del gen del rRNA 16S especifico para BAOB.

3.3.1 Extraccion del DNA desde muestras de suelo

El DNA extraido a partir del suelo de los microcosmos fue visualizado por
electroforesis en geles de agarosa al 0,8% (Figura 8), para determinar la integridad y la
concentracion aproximada. Para las muestras del suelo arido no se detectd la
presencia del DNA genémico en el gel pero se corrobord la extraccion del DNA por

amplificacién del gen del rRNA 16S (Figura 9).
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Figura 8. Electroforesis del DNA gendmico en un gel de agarosa al 0,8%. Pocillo: 1, DNA suelo
semiarido tH,O t28; 2, DNA suelo semiarido s/t 128; 3, DNA suelo arido tH,O {28; 4, DNA suelo
arido s/t t28, como marcador de peso molecular se utilizd A-Hinalil.

3.3.2 Amplificacion del gen del rRNA 16S de las B-proteobacterias

La diversidad genética del gremio de los oxidadores de amonio se evalué en
base a la diversidad del gen del rRNA 16S especifico para B-proteobacterias,
amplificado mediante un PCR anidado. La amplificaciéon del fragmento esperado se
verificé en geles de agarosa al 1,2%. Para la primera reaccion de amplificacion, se
utilizaron los partidores fD1 y rP2, y se obtuvo un fragmento de 1500 pb (Weisburg y
col. 1991) (Figura 9). Para la segunda reacciéon, se usaron los partidores B-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 tamafios
esperados fueron corroborados luego de la reaccion de PCR mediante el marcador de

peso molecular 100 bp ladder (Gibco BRL®).
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Figura 9. Electroforesis de los amplicones del gen del rRNA 16S con los partidores fD1 y rP2 en
un gel de agarosa al 1,2%. Pocillo: 1, suelo semiarido tH,O t28; 2, suelo semiarido tH,O t84; 3,
suelo semiarido s/t 128; 4, suelo semiarido s/t t84: 5, suelo arido tH,0 128; 6, suelo arido tH,O
t84: 7, s/t t28. Se verificd el tamafio esperado (1500 pb) con el marcador de peso molecular 100

bp.
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Figura 10. Electroforesis de los productos de la segunda amplificacién del gen del rRNA 16S
especifico para B proteobacterias con los partidores B-AMOf y B-AMOr en un gel de agarosa al
1,2%. Pocillo: 1, suelo semiarido tH,O t28; 2, suelo semiarido tH,O t84; 3, suelo semiarido s/t
128; 4, suelo arido tH,O t28; 5, suelo arido s/t t28. Se verifict el tamafio 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 BAOB se analizaron para cada
tratamiento durante el tiempo de incubacidn, con dos enzimas de restriccion (Hhal y
Haelll). Los perfiles obtenidos muestran que la fluorescencia esta restringida a 8

fragmentos terminales de restriccion (T-RFs), 4 para Hhal y 4 para Haelll.

La frecuencia relativa de los principales T-RFs durante el periodo de incubacién
para ambos tipos de suelos se muestra en la Figura 11. En ambos suelos se
observaron los mismos T-RFs presentes, aunque sus abundancias relativas fueron

distintas.

Al analizar los T-RFs obtenidos (riqueza) y su fluorescencia relativa
(abundancia), en funcién del tiempo de incubacion, se observé algunas diferencias en
cuanto a la estructura de cada muestra. En suelo semiarido (Figura 11), los fragmentos
de 64 pb y 237 pb predominaron en el comienzo de la incubacién, pero ya a los 28 dias
de incubacioén se observé una presencia importante de los T-RFs de 71 pb y 85 pb, los
que predominan en la segunda mitad de la incubacion. Por el contrario, los fragmentos
de 64 pb y 237 pb pasaron a representar una porcion minima del ensamble de las AOB
en los tiempos 56 y 84 dias de incubacion, tanto en erl tratamiento con agua

desionizada cada 14 dias (tH20O) como en el control sin tratamiento (s/t).

En el suelo arido (Figura 12), los T-RFs de 71 pb y 85 pb, dominantes en un
comienzo, pasaron a representar una minima fraccion al final de la incubacion, 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 disminucién del T-RF de 85 pb se observd a los 28 dias de

incubacion para las muestras tratadas con agua cada 14 dias, en cambio en el control
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sin tratamiento estos cambios se cbservaron a partir de los 56 dias de incubacién. Los
perfiles de T-RFLP no mostraron grandes diferencias entre los microcosmos tratados y

microcosmos controles para ambos tipos de suelo.
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Figura 11. Frecuencia relativa de los principales T-RFs obtenidos para el gen del rRNA 16S de
BAOB a diferentes tiempos de incubacion de los microcosmos del suelo semiarido: A, tratado y
B, control. Los diferentes colores indican el tamafio en pares de bases de cada fragmento y la
frecuencia de cada T-RF se expresd como el porcentaje relativo de las UF totales normalizadas.
Tratamientos: tH,O: agua desionizada cada 14 dias; s/t: control sin tratamiento. Tiempos: t0: 0
dias de incubacion; t28: 28 dias de incubacion; t56: 56 dias de incubacion; t84: 84 dias de
incubacioén.
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Figura 12. Frecuencia relativa de los principales T-RFs obtenidos para el gen del rRNA 16S de
BAOB a diferentes tiempos de incubacion de los microcosmos del suelo arido: A, tratado y B,
control. Los diferentes colores indican el tamafio en pares de bases de cada fragmento y la
frecuencia de cada T-RF se expres6 como el porcentaje relativo de las UF totales normalizadas.
Tratamientos: tH,O: agua desionizada cada 14 dias; s/t: control sin tratamiento. Tiempos: t0: 0
dias de incubacion; t28: 28 dias de incubacién; t56: 56 dias de incubacién; t84: 84 dias de

incubacion.
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En la Tabla 4 se muestra la asociacion 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 Nitrosomonas, mientras que el T-RF de 437 pb se
asocid a Nitrosospira segun el programa MICA. 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

esta relacionado con las AOB no cultivadas.

Tabla 4. Asociacion de T-RFs obtenidos para el gen del rRNA 16S de BAOB a generos de
oxidadores de amonio con el programa MICA.

Tamario (pb) | Grupo relacionado | Enzima de Restriccion
64 N/I Haelll

71 N/I Hhal

85 AOB no cultivada | Haelll

93 N/ Hhal

188 Nitrosomonas Hasill

193 N/l Haell

237 Nitrosomonas Hhal

437 Nitrosospira Hhal

N/I: no identificado

El analisis de agrupamiento de los perfiles de T-RFLP mostré la asociacion de
los microcosmos en dos grupos, relacionados mas bien con el tiempo de incubacion
que con el tipo de tratamiento. Los patrones de T-RFLP de los ensambles AOB de los

tiempos iniciales (t0 y t28) presentaron una tendencia a separarse de los ensambles de
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las AOB de los tiempos finales (t56 y t84) para ambos tipos de suelos (figura 13). No se

observd efecto del tratamiento sobre el agrupamiento de las muestras.
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Figura 13. Analisis de agrupamiento del gremio de las bacterias oxidadoras de amonio de los
suelos A), semiarido (M: matorral) y B), arido (D: desierto) bajo cada tratamiento durante la
incubaciotn de los microcosmos. Se usé como base el porcentaje de abundancia relativa de los
T-RFs resultantes del ensayo de T-RFLP. Los dendrogramas se construyeron mediante la
distancia Euclideana y el algoritmo UPGMA (Programa MVSP). Tratamientos: tH,O: agua
desionizada cada 14 dias; s/t: control sin tratamiento. Tiempos: t0: 0 dias de incubacion; t28: 28
dias de incubacion; t56: 56 dias de incubacion; t84: 84 dias de incubacion.
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De acuerdo al analisis de correspondencia candnica entre los perfiles de
T-RFLP y los factores edéaficos medidos durante el tiempo de incubacion de los
microcosmos, las muestras presentaron una tendencia a separarse por el tipo de suelo
con respecto al segundo eje canodnico (CCA2). Los parametros edaficos que
influenciaron esta separacién fueron el pH, la MO y el NH," con coeficientes de

correlacién intragrupo de -0,83, 0,61 y -0,81 respectivamente (Figura 14 y Tabla 5).
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Figura 14. Andlisis de correspondencia canonica entre los perfiles de T-RFLP y los factores
edaficos medidos durante el tiempo de incubacion de los microcosmos de los suelos semiarido
(M: matorral) y arido (D: desierto). Tratamientos: tH,O: agua desionizada cada 14 dias; s/t sin
tratamiento. Tiempos: t0: 0 dias de incubacién; 128: 28 dias de incubacion; t56: 56 dias de
incubacion; t84: 84 dias de incubacién. Parametros edaficos: pH; potencial de éxido reduccion
(ORPY); Contenido hidrico (CH); materia organica (MO); contenido de amonio (NH4+); contenido
de nitrato (NO3-).
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Ademas se observé un efecto del primer eje candnico (CCA1) que separé las
muestras del mismo tipo de suelo por tiempo de incubacion, de manera similar a lo
encontrado en los dendrogramas (Figura 13). El coeficiente de correlacion intragrupo
mas influyente para este eje (0,61) corresponde al NO, (Tabla 6). Los dos ejes

representados explicaron el 46,4% de la varianza total.

Tabla 5. Coeficientes canénicos y de correlacion intragrupo de los parametros edéficos y los

dos primeros ejes del ordenamiento de los T-RFs, en los microcosmos de los suelos arido y
semiarido.

Coeficientes de

Parametros Correlacion Intragrupo Coeficientes Canonicos

CCaA1 CCA2 CCA1 CCAZ

NOs 0,61 -0,26 0,34 0,53
NH," -0,17 -0,81 -0,77 0,13

pH -0,54 0,61 -0,69 -1,15
ORP -0,06 -0,47 -0,60 0,03
MO 0,41 -0,83 0,56 -2,29

CH -0,08 -0,16 -0,35 -0,35

El indice de diversidad y equidad de Ia comunidad de AOB fue estimada a partir
de los perfiles de T-RFLP del gen del rRNA 16S BAMO (Tabla 6). El suelo semiarido
presentd una tendencia a la disminucién de la diversidad y de la equidad hacia los
tiempos finales de incubacion. En el suelo aride la diversidad se mantuvo relativamente
constante con un valor mas elevado hacia el dia 56 de incubacién y la equidad
aumentd en la segunda mitad del periodo de incubaciéon. No se observd efecto del
tratamiento sobre los indices de diversidad. Al comparar los microcosmos de ambos
suelos, los indices de diversidad y de equidad fueron mayores en suelo semiarido al
inicio de la incubacion, pero en el segundo periodo de incubacién, estos indices fueron

mayoras en los microcosmos del suelo arido.
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Tabla 6. Parametros de diversidad estimados mediante perfiles de T-RFLP del gen del rRNA
16S BAMO de los suelos arido y semiarido.

Semiarido Arido
Muestra ndic€de poiidad  N°. T-RFs Indice de £ igag Ne. T-RFs
Diversidad Diversidad
t0® 0,66 0,78 7 0,60 0,66 8
o 128 0,69 0,76 8 0,54 0,60 8
T 156 0,42 0,54 6 0,73 0,81 8
84 - 0,40 0,57 5 0,61 0,79 6
10 0,66 0,73 8 0,56 0,62 8
e 128 0,67 0,74 8 0,62 0,69 8
2 156 0,54 0,64 7 0,68 0,87 6
t84 0,46 0,60 8 0,61 0,78 6

aTiempos: t0: 0 dias de incubacion; t28: 28 dias de incubacion; t56; 56 dias de incubacion; t84:
84 dias de incubacion. "Tratamientos: tH,O: agua desionizada cada 14 dias; s/t: control sin
tratamiento.

3.4. Evaluacion del efecto del agua sobre la diversidad metabdlica de la

comunidad microbiana

Para evaluar si la adicion de agua afecta la diversidad metabdlica, se
determinaron perfiles metabdlicos de la comunidad microbiana total, usando Biolog
EcoPlate™. Las muestras analizadas corresponden al inicio (0 dias de incubacién), a la
mitad (42 y 36 dias de incubacion para el suelo semiarido y arido, respectivamente) y

al final (84 dias de incubacién) del periodo de incubacién de los microcosmos.

Se calcularon los valores de Diversidad Metabdlica de la Comunidad (CMD) que
corresponden al promedio de fuentes de carbono utilizadas durante el tiempo de
incubacion de las muestras y se construyeron curvas de CMD versus tiempo para los

microcosmos de los suelos semiarido y arido (Figura 15).



38

La utilizacién de las fuentes de carbono se inicié luego de 24 h de incubacién de
las placas para el suelo semiarido y luego de 48 h para el suelo arido. La comunidad
microbiana del suelo semiarido utilizé un nimero mayor de fuentes de carbono
comparada con la comunidad del suelo arido, independientemente del tratamiento

aplicado.

No se observaron diferencias asociadas al tratamiento aplicado en el suelo
semiarido. Sin embargo en el suelo arido se observd un nimero mayor de fuentes de
carbono utilizadas en las muestras tratadas con agua cada 14 dias, con respecto a los

controles no tratados, excepto al final del periodo de incubacion.

Los perfiles de CMD muestran actividad al inicio, durante y hacia el final de la
incubacion de los microcosmos, indicando la presencia de un potencial metabélico
latente durante todo el ensayo. Aun cuando hacia el dia 84 existi6 una pequefia

disminucién general en el nimero de fuentes de carbono utilizadas (Figura 15).
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Figura 15. Curvas de Diversidad Metabdlica de las Comunidades (CMD) promedio * E.E. para
cada tratamiento durante la incubacion de los microcosmos de los suelos semiarido (matorral) y
arido (desierto). Tratamientos: tH,O: agua desionizada cada 14 dias; s/t sin tratamiento.
Tiempos: t0: 0 dias de incubacion; t36: 36 dias de incubacién (suelo arido); t42: 42 dias de
incubacién (suelo semiarido); t84: 84 dias de incubacion.

El analisis de agrupamiento de los patrones metabdlicos no mostré efecto del
tratamiento con agua cada 14 dias, en los microcosmos de suelos semiaridos. Sin
embargo, las muestras del tiempo 84 (t84) tendieron agrupar separadas del resto
(Figura 16 A). En suelo arido se observé el efecto del tratamiento a los 0 y 36 dias de
incubacion, los microcosmos tratados se agruparon separados del resto, sin apreciarse
efecto del tiempo de incubacién (Figura 16 B). Los agrupamientos concuerdan con o

observado en las curvas de CMD (Figura 15).



40

A) “M-st 184
M-tH20 184
‘M-sit 1l
MHZO 2
M-sit 142
M-tH2C t0
48 4 | 3.2 34 18 o8 (¥
B)
D-s/t184
D-sa 136
D-H20 B4
D-sit tD
D-tH20 136
D-H20 10
24 2 i6 12 08 D4 0

Figura 16. Analisis de agrupamiento de las comunidades bacterianas de los suelos A),
semiarido (M: matorral) y B), arido (D: desierto) bajo cada tratamiento durante la incubacion de
los microcosmos. Se usé como base la DO de las fuentes de carbono utilizadas durante el
ensayo de CLPP. Los dendrogramas se construyeron usando la distancia Euclideana y el
algoritmo UPGMA (Programa MVSP). Tratamientos: tH,0: agua desionizada cada 14 dias; s/t:
control sin tratamiento. Tiempos: t0: 0 dias de incubacion; t36: 36 dias de incubacion; t42; 42
dias de incubacion; t84: 84 dias de incubacion.
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De acuerdo al analisis de correspondencia canonica entre los CLPP y los
factores edéficos medidos durante el tiempo de incubacion de los microcosmos de
suelo arido y semiarido, el primer eje (CCA1) da cuenta de la separacion de las
muestras en dos grupos bien definidos correspondientes a los dos tipos de suelo. Los
parametros edaficos que explicaron esta separacion fueron la MO y el pH con
coeficientes de correlacion intragrupo de -0,92 y 0,78 respectivamente (Figura 17 y

Tabla 7). Los dos ejes del agrupamiento representan un 43,6% de la varianza total.
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Figura 17. Andlisis de correspondencia canodnica entre los perfiles fisiolégicos (CLPP) y los
factores edaficos medidos durante el tiempo de incubacién de los microcosmos de los suelos
semiarido (M: matorral) y arido (D: desierto). Tratamientos: tH,O: agua desionizada cada 14
dias; s/t sin tratamiento. Tiempos: t0: 0 dias de incubacién; t36: 36 dias de incubacién (suelo
arido); t42: 42 dias de incubacion (suelo semiarido); t84: 84 dias de incubacion. Parametros
edaficos: pH; potencial de 6xido reduccion (ORP); Contenido hidrico (CH); materia organica
(MO); contenido de amonic (NH4+); contenido de nitrato (NO3-).



42

Tabla 7. Coeficientes canonicos y de correlacién intragrupo de los parametros edaficos y los
ejes 1y 2 del ordenamiento de los CLPP, en los microcosmos de los suelos arido y semiarido.

Coeficientes de

Pardmetros 1 Coeficientes Candnicos
Correlacién Intragrupo

CCAl CCA2 CCA1 CCA2

NOy -0,22 -0,25 -0,28 -0,20
NH, -0,21 -0,07 -0,25 0,02

pH 0,78 -0,33 -0,19 -1,33
ORP -0,01 0,71 0,45 0,97
MO -0,92 0,34 -1,12 -1,14

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

Con el fin de realizar un analisis mas detallado de los perfiles metabdlicos de

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

ecoplacas se realizé una estimacién de la diversidad metabdlica de la comunidad

microbiana a partir de las fuentes de carbono consumidas, las cuales fueron

clasificadas en 7 categorias (Tabla 8). Todas las categorias fueron utilizadas en el

suelo semiarido sin evidenciar diferencias por el tratamiento. De las siete categorias de

fuentes de carbonos, dos de ellas (aminas y quimicos fosforilados) no fueron utilizadas

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

acidos carboxilicos, aminoacidos, polimeros y ésteres) registraron un aumento en el

numero de fuentes utilizadas con el tratamiento.
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Tabla 8. Proporcién de las fuentes de carbono utilizadas separadas por categorias.

Carbohidratos é:r'gg)s( ﬁ;’&gﬁ, Polimeros Aminas Esteres Foosli‘giggzs

. t0° 717 6/9 5/6 4/4 112 171 112
g P 2 7 7/9 5/6 4/4 172 1N 12
5 84 717 5/9 5/6 3/4 112 11 12
E 1 717 7/9 6/6 4/4 12 11 12
@ = 717 7/9 5/6 4/4 112 111 1/2
184 5/7 6/9 4/6 3/4 112 11 12

{0 0/7 119 1/6 3/4 0/2 1 0/2

% £36 17 217 116 4/4 012 111 0/2

S T tea 17 17 0/6 2/4 0/2 0/1 0/2
< {0 077 0/7 0/6 1/4 0/2 0N 0/2
5 136 017 o7 0/6 114 0/2 0/1 0/2
t84 2/7 0/7 0/6 114 0/2 0/1 012

*Tiempos: t0: 0 dias de incubacién; t36: 36 dias de incubacién t42: 42 dias de incubacion; t84:
84 dias de incubacion; t84: 84 dias de incubacién. "Tratamientos: tH,O: agua desionizada cada
14 dias; s/t: control sin tratamiento.

En el suelo semiarido tanto la diversidad metabdlica, 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 arido la

diversidad metabdlica fue mayor en las muestras tratadas con agua cada 14 dias

comparadas con el control no tratado, donde practicamente hay una minima capacidad

de utilizacion de las fuentes de carbono ensayadas. Una leve disminucién de la

diversidad metabdlica se registré hacia el final de la incubacién de los microcosmos

para ambos suelos. Ademas en todos los casos el indice de diversidad metabdlica fue

mayor para suelo semiarido independientemente del tratamiento aplicado (Tabla 9).
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Tabla 9. Parametros de diversidad metabdlica estimados para la comunidad microbiana de los
suelos arido y semiarido a partir de las fuentes de carbono utilizadas en el ensayo de CLPP.

Semiarido Arido
[ndice de . N° indice de . Ne
Mbegi Diversidad Equidad Categorias Diversidad Fquigad Categorias

5 to? 0,83 0,98 7 0,47 0,78 4
% 42 (t36) 0,83 0,98 7 0,56* 0,80 5
84 0,83 0,98 7 0,29 0,95 2
to 0,83 0,98 7 0,00 0,00 1

B 142 (t36) 0,83 0,98 7 0,00* 0,00 1
t84 0,83 0,99 7 0,30 1,00 2

*Tiempos: t0: 0 dias de incubacion; t42 (t36): 42 dfas de incubacién (36 dias de incubacién);
t84: 84 dias de incubacion. *: tiempo de incubacién para el suelo arido entre paréntesis.
*Tratamientos: tH,O: agua desionizada cada 14 dias; s/t control sin tratamiento.
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4. DISCUSION

Varios reportes indican que la estructura de las comunidades microbianas en
los ecosistemas terrestres est.é influenciada por factores como la temperatura (Ferroni
y col. 1980), el contenido hidrico (Bell y col. 2008), el pH (Fierer y Jackson, 2006), ia
preséncia y tipo de cobertura vegetal (Kuske y col. 2002; Orlando y col. 2007; Farias y
col. 2009) o una combinacién de ellos. Sin embargo, hay poca informacion sobre la
diversidad genética y funcional de la microbiota de los suelos aridos y como ésta se ve
afectada por los factores edéficos aun cuando estudios previos sugieren que estos
suelos son mas diversos comparados con los suelos forestales o agricolas (Bhatnagar
y Bhatnagar, 2005; Ortando, 2008). En las regiones aridas las precipitaciones son
escasas y altamente variables, lo que resulta en un bajo contenido hidrico del suelo
(Noy-Meir, 1973). En estos ecosistemas se postula que el agua es uno de los factores
limitantes del crecimiento microbiano y de la actividad microbiana del suelo, los cuales
estarian restringidos a periodos especificos durante los eventos de precipitacion (Kieft,
1987: Otter y Scholes, 2005). Los pulsos discontinuos de agua representan, de algin
modo, una oportunidad para que la microbiota del suelo responda a la rehidratacion,
ya sea con cambios en la abundancia relativa de sus miembros o en su actividad (Bell

y col. 2008).

En el presente estudio se evaludé el efecto de la adicién de agua sobre la
composicién de un grupo funcional de la comunidad microbiana del suelo, las bacterias

oxidadoras de amonio, y como se relaciond ésta con la actividad de nitrificacion.
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4.1. Evaluacion del efecto del agua sobre los parametros edaficos y la capacidad

de nitrificacion de la microbiota.

Las variables edaficas juegan un papel fundamental en la biogeografia de los
microorganismos, y a diferencia de los macroorganismos la estructura de sus
comunidades no se relaciona directamente a los factores como latitud o distancias

geograficas (Fierer y Jackson, 2006).

Aunque se sugiere que el pH es uno de parametros edaficos que afectarian la
diversidad de las comunidades microbianas a nivel global (Fierer y Jackson, 2006), en
los suelos estudiados el pH presenté valores cercanos a la neutralidad, siendo
levemente mas acido el suelo semiarido. Ademas, no se produjeron cambios de pH por
efecto de la adicién 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 diversidad microbiana en los suelos con valores de pH neutros, con una
marcada disminucién 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 mas favorable, ain cuando bacterias oxidadoras de
amonio también han sido aisladas de ambientes acidos (De Boer y Laandbroek, 1989,

Allison 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 actividad transcripcional de los oxidadores de amonio, en suelo agricola,
encontrando una mayor abundancia de los transcritos de AOB a mayor pH, lo cual
sugiere que a valores cercanos a la neutralidad se podria esperar una mayor actividad

de nitrificacion. Esto concuerda con los resultados obtenidos en este estudio, donde se
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observa un aumento claro de la nitrificacién en los microcosmos de los suelos
semiaridos con pH entre 6,5 - 7 en comparacién con los microcosmos de los suelos
aridos con pH sobre 7,5 que presentan una nitrificacién marginal cuando aumenta el
contenido hidrico. No obstante otros factores edaficos contribuyen a esta actividad en

los suelos aridos.

Con el aumento en el contenido hidrico (CH) de los microcosmos se espera
reducir la condicidn de estrés hidrico que se presenta en los suelos aridos y semiaridos
favoreciendo la actividad de nitrificacion. Considerando que el paso inicial de la
nitrificaciéon es la oxidacién del amonio, ia cual se produce mayoritariamente en
condiciones aerdbicas, la hidratacion del suelo se realizé al 60% de la capacidad de
retencion de cada suelo para no reducir la condicién aerdbica de los microcosmos.
Durante todo el tratamiento se registré el potencial redox y de este modo se descarté
que la baja actividad de nitrificacion observada en los suelos aridos estuviera
relacionada con una condicibn anaerdbica de éste, como describe Niklaus y col.

(2001).

Un aumento marcado en la actividad potencial de nitrificacion, fue detectado
sélo en el suelo semiarido tratado periddicamente con agua, lo que es consistente con
otros estudios en donde existe un efecto positivo del incremento de la humedad sobre
la actividad microbiana (Stark y Firestone, 1995; Avrahami y Bohannan, 2007). Sin
embargo, los microcosmos de suelo arido tratados con agua mostraron una actividad
nitrificante marginal al final del periodo de incubacion. La explicacién a estas
diferencias en la actividad de nitrificacién potencial con la adicién de agua, podria estar
dada por los distintos contenidos de materia organica (MO) y concentracion de amonio

(NH,") de los suelos estudiados. Segin Kandeler y col. (2006) el contenido de MO se
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relaciona con la abundancia de microorganismos, lo que sugiere una mayor
abundancia microbiana en el suelo semiarido. Por lo tanto, en los suelos semiaridos
podria haber un aporte continuo de amonio via amonificacion de la materia organica
presente en estos suelos (Espinosa, 2007), lo que permitiria sustentar la actividad
nitrificante observada. Por el contrario, el contenido de NH," y MO es menor en el suelo
arido lo que limitaria la actividad de oxidacion de amonioc de las AOB, por disponibilidad
de sustrato. Los datos sugieren que la mayor disponibilidad de MO favoreceria el
proceso de amonificacion e indirectamente sustentaria la nitrificacién, en condiciones

no limitantes de H,0.

Estudios realizados en suelos agricolas con practicas de fertilizacion, sugieren
que un aumento en el contenido de carbono y nitrégeno produciria una mayor
abundancia de las AOB medida como el aumento en el nimero de copias de genes
funcionales (Leininger y col. 2006; He y col. 2007), lo que podria explicar la mayor
actividad nitrificante en el suelo semiarido, con mayor contenido de MO y NH,*, en
comparaciéon con los microcosmos de suelo arido. También Hasting y col. (2000)
plantean que la adicién de agua favoreceria el aumento en la abundancia de las AOB.
Sin erﬁbargo, otros investigadores sugieren que el aumento de la actividad de
nitrificacién observado por la adicién de agua estaria dado por un cambio fisioldgico de
la comunidad de AOB, méas que por un cambio en su abundancia (Avrahami y

Bohannan, 2007).
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4.2. Efecto del agua sobre la diversidad de las bacterias oxidadoras del amonio

BAOB.

Los perfiles de T-RFLP obtenidos para el gen del rRNA 165 especifico para
BAOB mostraron cambios en la estructura de la comunidad de nitrificadores. Sin
embargo, estos cambios no tuvieron relacion directa -con la adicién de agua, sino con el
tiempo de incubacion de los microcosmos, separandose las muestras correspondientes
a la primera mitad, de las obtenidas durante la segunda mitad del periodo de
incubacién. Este comportamiento de los patrones puede estar relacionado con los
largos tiempos generacionales de estos microorganismos (Avrahami y Bohannan,
2007), por lo que se podria esperar que los cambios en la estructura de este gremio

bacteriano sean lentos.

La asociacién de T-RFs con la base de datos MICA, sugiere la presencia de
Nitrosomonas y Nitrosospira, dos géneros descritos en ambientes tales como lagos
(Whitby y col. 2001), sedimentos marinos (Stephen y col. 1996; Kowalchuk y Stephen,
2001) y también en diversos tipos de suelos (Stephen y col. 1996; Bothe y col. 2000;
Kowalchuk y col. 2000; Kowalchuk y Stephen, 2001). Ademas aigunos estudios
muestran una dominancia de Nitrosospira sobre Nitrosomonas en suelo (Kowalchuk y
Stephen, 2001; Whitby y col. 2001), lo que concuerda con la dominancia de clones
asociados a Nitrosospira observada con anterioridad en los suelos del presente estudio

(Espinosa, 2007; Orlando, 2008).

E| indice de diversidad estimado en los distintos tiempos durante la incubacion
muestra una disminucion de la diversidad en suelo semiarido y un leve aumento en

suelo arido, en ambos casos independientemente del tratamiento aplicado. Los
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cambios en diversidad se producen mas bien por cambios en la abundancia relativa
mas que en la riqueza de T-RFs, teniendo en cuenta que entre dos comunidades
distintas con el mismo nimero de especies, es mas diversa aquella que presenta una

comunidad mas equitativamente representada (Hedrick, 2000).

El analisis de CCA aplicado a los perfiles de T-RFLP sefiala que las diferencias
entre las estructuras del gremio BAOB de estos suelos son explicadas principalmente
por el pH, contenido de NH,;" y MO, en concordancia con estudios realizados por
Princic y col. (1998) que determinaron que el pH, las concentraciones de amonio y

oxigeno afectan la actividad y diversidad de las bacterias nitrificadoras.

Durante la incubacién, no se observd una asociacién entre el aumento de la
actividad nitrificante y cambios en la estructura de la comunidad de AOB, lo cual
sugiere que la adicion de agua produciria mas bien un cambio fisiolégico de la
comunidad de las AOB, mas 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 podrian responder rapidamente a
cambios en el ambiente aumentando su actividad metabdlica sin generar cambios en la
composicion del gremio, como se ha observado en estudios de fertilizaciéon (Avrahami y
col. 2002; Espinosa, 2007; Orlando, 2008). Sin embargo, existen evidencias del
aumento en la abundancia de las AOB con el aumento del contenido de agua
(Avrahami y Bohannan 2007); incluso Jia y Conrad (2009) encontraron un paralelo

entre la abundancia de las AOB y la actividad de nitrificacién en suelo.

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

en el proceso de nitrificacion, es que las AOB son sélo una fraccion 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 Unicos responsables de
realizar este proceso (Kowalchuk y Stephen, 2001; Koops y col. 2001; Yeager y col.
2004). Estudios metagenémicos revelaron la existencia de un gen para una amonio
monoxigenasa arqueal (Venter y col. 2004; Treusch y col. 2005), indicando que existen
arqueas oxidadoras de amonio (AOA) con la facultad de realizar esta funcion.
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 terrestres (Leininger y col.
2008), entre otros. Varios autores muestran que en suelo, las arqueas oxidadoras de
amonio (AOA) podrian ser mas abundantes que su contraparte bacteriana (Leininger y
col. 2006; Shen y col. 2008; Jia y Conrad 2009). Basado en los analisis cuantitativos y
cualitativos de estos microorganismos, esta en discusion el papel de las AOA y AOB, y
su contribucién al proceso de nitrificacién (Offre y col. 2009) y los factores ambientales

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

4.3. Efecto del agua sobre la respuesta metabdlica de la comunidad

Para comprender el papel que desempefian los microorganismos en el
ecosistema es necesario conocer los procesos metabolicos que ellos realizan (Marshall
1993). Una aproximacién a estos estudios son los perfiles fisiologicos de la comunidad
(CLPP), los cuales permiten hacer un andlisis rapido y sensible de la diversidad
metabdlica de la microbiota, basado en la riqueza funcional de la comunidad (Preston-

Mafham y col. 2002).
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Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la diversidad
metabdlica potencial fue mayor en el suelo semiarido que en el arido durante todos los
tiempos analizados, tanto en el control como en los microcosmos tratados. Sin
embargo, en los microcosmos de suelos aridos se observa que la adicién de agua
muestra un aumento en el nimero de fuentes de carbono utilizadas. El andlisis de los
CLPP mediante CCA indica que hay mas diferencias entre los suelos que entre los
tratamientos. Los factores edaficos que explicaron los agrupamientos observados
fueron el pH y el contenido de MO. Estudios previos en microcosmos con estos suelos,
tratados con nitrogeno, 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 fendmeno se deberia a que la magnitud de las diferencias entre tipos de
suelo puede téner mayor impacto que la modificacién de un factor abiético, como el
contenido hidrico (Lundquist y col. 1999; McLean y Huhta, 2000; Wilkinson y col. 2002;
Guevara, 2007; Orlando, 2008). Investigaciones anteriores avalan la capacidad de los
CLPP para discriminar en analisis espaciales y temporales el potencial metabdlico de
las comunidades microbianas (Gartand y Mills, 1991; Garland, 1997; Orlando y col.

2007).
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5. CONCLUSIONES

1. El incremento en la disponibilidad de agua produjo un aumento sustancial de
la actividad nitrificante en suelo semiarido, y un aumento marginal en suelo arido. La
actividad de nitrificaciéon no estuvo asociada a un cambio en la diversidad genética de

las bacterias oxidadoras de amonio.

2. La diversidad y abundancia de fildtipos de bacterias oxidadoras de amonio no
se vio influenciada por la adicién periddica de agua. Ambos suelos presentaron los
mismos fragmentos terminales (T-RFs), diferenciandose en su abundancia relativa. El
analisis in silico de los T-RFs indicé la presencia de los géneros Nifrosospira y

Nitrosomonas.

3. Las comunidades microbianas de suelo semiarido fueron metabdlicamente
mas activas que las de suelo arido durante todo el proceso. La adicion periédica de
agua aumento la actividad metabolica en el suelo arido, pero no tuvo efecto apreciable

sobre suelo semiarido.

4. La diferenciacién de las comunidades microbianas a nivel metabélico, y de
las AOB a nivel genético, fue influenciada por el tipo de suelo. En ambos casos el pH y

la MO fueron los principales factores edaficos que explicaron las diferencias.
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